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RESUMEN

Uno de los tipos de co-evolucidon mas estudiados es el vinculo pardsito-hospedador.
Las asociaciones parasito-hospedador pueden ser explicadas por una interaccion
histdrica entre adecuacién ecolégica, oscilacién y pulsos taxondmicos. Los mayores
episodios de cambios ambientales parecen ser el principal motor tanto para la
persistencia como para la diversificacién de los sistemas hospederos-parasitos,
creando oportunidades para el cambio de hospedador durante periodos de expansion
geografica y permitiendo co-evolucidon y co-especiacion en periodos de aislamiento
geografico. En los Ultimos afios se ha destacado la importancia de la biologia molecular
en la determinacidn de especies parasitas, principalmente de aquellas de importancia
en la salud humana. Los peces de varias especies de rivulidos, principalmente especies
del género Austrolebias y Cynopoecilus melanotaenia constituyen hospedadores
intermediarios para los estadios larvales (L3) de nematodos parasitos pertenecientes al
género Contracaecum. El objetivo del presente trabajo es determinar los patrones de
diferenciacién de este complejo parasito-hospedador del litoral Este. La distribucion de
Contracaecum parece estar restringida a las especies de rivulidos del Este de Uruguay,
dado que no se registraron rivalidos parasitados en el Oeste y Noreste del pais.
Mediante la realizacién de analisis filogenéticos utilizando marcadores moleculares
nucleares (regiones de espaciadores internos de los genes ribosomales, ITS; e ITS,) y
secuencias mitocondriales (citocromo oxidasa 1), se determind la existencia de 2
linajes genéticos distintos de Contracaecum que constituyen 2 grupos monofiléticos
bien soportados. Al incorporar secuencias de otras especies del mismo género y
nematodos cercanamente emparentados del GenBank el género Contracaecum se
muestra parafilético. Con el marcador ITSs se observa que C. sp. 1 se encuentra mas
emparentado con otras especies del mismo género que con sus congéneras de
Uruguay (C. sp. 2). Uno de los linajes mas frecuentemente encontrado parasita
diferentes especies simpatricas y sintdpicas de rivilidos. Sin embargo el linaje mds
divergente de Contracaecum se ha encontrado en cierta poblacidon de A. charrua y A.
viarius en el Dpto. de Rocha y en otra especie altamente realcionada, A. reicherti, del

Dpto. de Treinta y Tres. Los analisis poblacionales con ITSs muestran poblaciones bien
VI



estructuradas y aisladas entre si, mientras que los andlisis con cox-1 muestran ciertos
niveles de flujo génico retrospectivo entre algunas de las poblaciones de ambas
especies. Es posible la existencia de co-evolucién en la medida en que la filogenia de
los parasitos y de las especies de hospederos parecen ser concordantes evidenciando
gue las especies de parasitos se diversifican al mismo tiempo que los hipotéticos

ancestros de los complejos de hospedadores durante el Plioceno.



1. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes generales

1.1.1 Co-evolucidon en complejo parasito-hospedador

El término “Co-evolucidon” hace referencia a la evolucién reciproca entre especies que
interactdan a través de dos posibles mecanismos: la co-especiacion, lo cual implica
procesos de macroevolucién ligados a la diversificacion en linajes asociados de
parasitos-hospedador y la co-adaptaciéon, referida a procesos de microevolucidn
ejemplificados por los fendmenos de “carrera armamentista” y adaptacion reciproca
(Hoberg y Brooks, 2008). La co-evolucidn también podria implicar la evolucion de
polimorfismos y seleccion direccional, asi como patrones en la filogenia ademas de la
evolucién de la especificidad por el hospedador o de la especializaciéon por la presa

(Thompson, 1994).

Uno de los tipos de co-evolucién mas estudiados es el vinculo parasito-hospedador.
Las asociaciones parasito-hospedador pueden ser explicadas por una interaccion
histérica entre adecuacién ecoldgica, oscilacién y pulsos taxondmicos. Los mayores
episodios de cambios ambientales parecen ser el principal motor tanto para la
persistencia como para la diversificacién de los sistemas hospederos-parasitos,
creando oportunidades para el cambio de hospedador durante periodos de expansion
geografica y permitiendo co-evolucién y co-especiacidon en periodos de aislamiento
geografico (Hoberg y Brooks, 2008).

Pardsitos con un ciclo de vida indirecto pueden ser rastreados en forma predecible a
través de diferentes niveles trdficos, dado que su ciclo depende de la estructura de las
cadenas alimenticias, y por ello los cambios de hospedador estan mas restringidos. En
cambio en pardsitos con ciclo de vida directo, el cambio de hospedador es funcién de
la estructura ecoldgica, la oportunidad y la proximidad (Hoberg y Brooks, 2008).

La asociacidon parasito-hospedador posibilita a su vez por ejemplo, utilizar a los
pardsitos para inferir las filogenias de sus hospedadores (Rohde, 1982). La evolucion
“tardia” de los parasitos, dada por su simple estructura morfoldgica, hace que éstos no

tengan cambios evolutivos tan importantes como los de sus hospedadores. Esto
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implica que parasitos emparentados tienen mayor similitud que sus hospedadores
emparentados, lo que facilita el trazado de la filogenia de estos ultimos.

Por otra parte, los parasitos pueden variar entre hospedadores de diferentes areas
geograficas, lo que permite distinguir poblaciones de hospedadores. Parasitos
terrestres, dulceacuicolas y ectocomensales han sido utilizados para localizar el lugar
de origen y la dispersion de sus hospedadores, y para proponer hipdtesis
biogeograficas (Rohde, 1982). Un ejemplo de esto ultimo lo constituye el estudio de las
rayas de agua dulce (Potamotrygonidae) de la Regidn Neotropical. Debido a sus
adaptaciones, se pensd por mucho tiempo que su antecesor habria migrado desde el
Océano Atlantico al Amazonas durante la ingresién marina del Plioceno. Sin embargo,
a partir de un cladograma basado en las relaciones filogenéticas de los helmintos
parasitos de Potamotrygonidae, se llegd a la conclusién de que el grupo se origind a
partir de una invasidon marina desde el Océano Pacifico asociada a la orogenia Andina
en el Mioceno medio (Brooks et al. 1981; Brooks y McLennan, 1991).

Un segundo ejemplo es el difundido uso de los parasitos como “marcadores
biolégicos” de stocks de peces por parte de las industrias pesqueras, un uso posible
dada la alta especificidad de las interacciones con sus hospedadores. Se utilizan
principalmente en especies que presentan alto valor comercial como por ejemplo, la
merluza (Merluccius merluccius), el jurel (Trachurus trachurus), el pez espada (Xiphias

gladius) (Mattiucci, 2006) y el salmdén (Salmo salar) (Kuusela et al. 2009).

1.1.2 Estudios moleculares en complejos de parasitos-hospedadores

En las ultimas décadas la sistemdtica molecular ha utilizado diferentes tipos de
marcadores de ADN permitiendo incrementar la eficacia en la determinacidon de
especies cripticas de parasitos a través de la construccion de filogenias de los parasitos
y su contrastacion con aquella de las especies hospederas (Klimpel et al. 2007).

Estos estudios han incluido marcadores tales como secuencias de genes
mitocondriales asi como las regiones espaciadoras transcritas internas (ITSs) de los

genes ribosomales (D’Amelio et al. 2012; Nadler y Hudspeth, 2000; Nadler et al. 2005).

Los genes nucleares utilizados en estudios filogeograficos suelen tener algunas
limitaciones: dificultad para aislar los haplotipos de ADN, elegir una regiéon genémica
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que acumule cambios de forma rapida, el gran tiempo de coalescencia existente entre
las secuencias y el potencial de evolucion reticulada debido a la recombinacion
intragénica (Presa et al. 2002). En particular, los marcadores nucleares del tipo de los
espaciadores internos transcritos de los genes ribosomales (ITS; e ITS;), son familias
repetidas en tdndem, cuya variacién dentro de las especies y las poblaciones tiende a
homogeneizarse por mecanismos de crossing-over desigual y conversién génica,
mientras que su divergencia se maximiza entre ellas. Los genes ADNr recombinan y son
biparentales, por lo que pueden relevar flujo génico reciente y eventos de hibridacién.
Estos marcadores han sido usados en estudios filogenéticos de especies cercanamente
emparentadas, principalmente enfocados en resolver relaciones interespecificas
dentro de un mismo género (Presa et al. 2002).

Los marcadores nucleares del tipo de los espaciadores internos transcritos de los genes
ribosomales (ITS; e ITS;) han permitido la discriminacion de filogenias y especies
cripticas, dado que en comparacion con otros genes nucleares, dichas regiones estan
sujetas a cambios moderados y rapidos de evolucidon molecular.

También han sido utilizadas para diferenciar entre especies de nematodos
cercanamente emparentadas, entre ellos nematodos del género Contracaecum (Hasan

et al. 2008; Klimpel et al. 2007).

Por otro lado, los genomas mitocondriales presentan herencia matrilineal (punto de
critica de los mismos, dado que representan solo una perspectiva en la historia
evolutiva de las especies de reproduccidon sexuada), estdn exentos de eventos de
recombinacién y muestran tasas de evolucidon 10 veces mayor a la de los genomas
nucleares (Avise, 1991, 2004). Esto se podria explicar porque el ADNmt no estd
asociado a proteinas tipo histonas como el ADNn, por lo que esta expuesto a la accion
de los radicales libres generados por el metabolismo oxidativo. Ademas, los sistemas
genéticos de reparacién del ADNmt son menos eficientes que los nucleares. La
herencia uniparental y haploide de estos genomas (ADNmt) resulta en una reduccion
del tamafio efectivo poblacional, potenciando el efecto de la deriva génica y de la
diferenciacién genética en poblaciones y filogenias aislados por cierto tiempo (Avise,
1991). Los estudios de ADNmt muestran sefiales de eventos gendmicos tales como

flujo génico, migracion, eventos de cuellos de botella, especiacién, hibridacién, entre
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otros, por lo que es muy util para dilucidar eventos genéticos histéricos (Hasan et al.
2008).

Los estudios filogeograficos en base a este tipo de marcadores han permitido
comprender ademads patrones de diferenciacion de los pardsitos en relacién a aquellos
de las especies hospederas. De hecho la filogeografia (Avise, 1991, 2004) consiste en el
analisis de la distribucién espacial de los linajes génicos para reconstruir la historia
evolutiva y demografica de una determinada especie, caracterizando su variabilidad
genética dentro de una o mas poblaciones. En base a la informacién contenida en las
moléculas de ADN, se pueden explorar preguntas y problemas en ecologia y evolucion,
e interpretar la extensién y el modo en que los procesos demogréficos historicos han
dejado marcas evolutivas en la distribucion geografica actual de los caracteres

moleculares tanto en los parasitos como en las especies hospedadoras.

1.2 Antecedentes especificos

1.2.1 Caracteristicas de los rivilidos como especies hospedadoras

Las especies de peces anuales pertenecientes a la Familia Rivulidae habitan en charcos
estacionales, donde cada generaciéon completa su desarrollo en aproximadamente
cinco meses (Fig. 1), dependiendo de las condiciones ambientales (Wourms, 1967). En
los meses desde mayo- octubre (temporada de lluvias) los adultos desovan en aguas
temporales huevos muy resistentes, que pueden sobrevivir enterrados en el sustrato
durante periodos prolongados de sequia (octubre-marzo) bajo condiciones adversas en
un estado de latencia que incluye por lo menos de 1 a 3 diapausas. En dicho estado los
embriones detienen su desarrolloy disminuyen su actividad metabdlica,
permaneciendo asi hasta la préxima temporada de lluvias. En este periodo se produce
la eclosion del embridon tras recibir estimulos como la rehidratacién y ciertas
temperaturas y aparecen los alevines que comenzardn un nuevo ciclo (Lopes et al.
2004; Wourms, 1967, 1972). Las adaptaciones para la supervivencia en estos
ambientes extremos incluyen un elaborado comportamiento de cortejo que culmina
en la deposicion de huevos resistentes a la sequia y la existencia de un fenémeno
unico en los vertebrados consistente en un desarrollo embrionario con estados de
diapausa (Wourms, 1967). Estas caracteristicas lo hacen un modelo excelente para
estudios de especiacion, hipodtesis biogeograficas, evolucidn y en especial de co-
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evolucion. Como consecuencia de lo anterior, se cuenta con abundantes estudios
filogenéticos con datos morfoldgicos, analisis cromosémicos, filogenias moleculares y
estudios filogeograficos en estos taxa (Amato, 1986; Costa, 2006; Garcia et al. 1993,
2000, 2001, 2002, 2009 y Garcia, 2006; Loureiro and De Sa 1996; Loureiro et al. 2011;

Vaz-Ferreira y Sierra 1973).

Figura 1. a. Ciclo de vida de peces anuales; b. Charcos estacionales de rivulidos del Uruguay.

Si bien la taxonomia de Austrolebias ha sido muy controvertida a nivel genérico dado
que diferentes autores proponen distintos agrupamientos, analisis filogenéticos mas
recientes basados en morfologia (Costa, 2006) y secuencias de ADN (Garcia et al. 2002)
han sido congruentes en la integracidon de los clados conformando complejos de
especies dentro del género. En el analisis cladistico basado en caracteres morfolégicos,
su taxonomia y biogeografia, Costa (2006) considera que las especies de Austrolebias
conforman un grupo monofilético. El andlisis filogenético (Garcia et al. 2002) con genes
mitocondriales (citocromo b y genes ribosomales 12S y 16S) también apoya la
monofilia de Austrolebias y ademas arroja los mismos complejos de especies, con buen
soporte estadistico, que Costa (2006). Esto es confirmado ademas por datos
cromosomicos (Garcia et al. 2001, Garcia 2006). Sin embargo en ninguno de los dos

trabajos se encontré apoyo estadisticamente significativo en los nodos basales para las



relaciones entre los complejos de especies lo cual ha llevado a sostener la hipdtesis de
especiacion explosiva y multiple en algunos complejos dentro de este género (Garcia,
2006). Utilizando el reloj molecular se propuso que la diferenciacion de linajes en
Austrolebias se produjo en diferentes pulsos de cladogénesis. El evento mas reciente
se estima sucedié hace aproximadamente 1-3 Ma, en el Plioceno-Pleistoceno tardio y
los eventos cladogenéticos mas basales hace 5-7 Ma, desde el Mioceno. Sin embargo,
esta calibracion puede ser incierta debido a la falta de registros fésiles en este grupo
(Garcia et al. 2002). Dado que en la regidon costera Atlantica de “Bafiados del Este” se
ha producido una mayor diversificacion de clados se ha propuesto que en la misma ha

ocurrido un “hot-spot” de especiacién para el género Austrolebias (Garcia et al. 2002).

1.2.2 Nematodos parasitos en rivulidos

Los nematodos representan uno de los grupos mas diversos de pardsitos. El Phylum
tiene aproximadamente 256 familias y mas de 40.000 especies, convirtiéndolo en uno
de los grupos mas diversos de invertebrados (Klimpel et al. 2007). Dentro de este
Phylum, la superfamilia Ascaridoidea contiene 52 géneros cuyas especies parasitan
principalmente el tracto digestivo de vertebrados. Muchas de estas especies son de
gran importancia médica y veterinaria, asi como también significativas desde el punto
de vista econdmico (Mattiucci y Nascetti, 2008). Un ejemplo de esto lo constituyen los
nematodos parasitos pertenecientes a la Familia Anisakidae, que son de gran
importancia para el hombre por causar enfermedades zoondticas conocidas
comunmente como “Anisakidosis”, las cuales se adquieren por el consumo de pescado
crudo o muy poco cocido (Mattiucci et al. 2011). Los géneros mas importantes en estas
infecciones son Anisakis y Pseudoterranova, pero Contracaecum también presenta
algunas especies con potencial infeccioso (Mattiucci y Nascetti, 2008; Pardo et al.
2007). Dado que los estadios infectivos de estos parasitos en el hombre son las larvas,
se destaca la importancia del uso de la biologia molecular para la identificacién de las
especies en estos estadios, que no es posible Unicamente con el estudio morfoldgico
clasico (Mattiucci y Nascetti, 2008). Segun las claves sistematicas de Hartwich (1974),
la identificacion de las especies pertenecientes a la Familia Anisakidae se basa
principalmente en los caracteres morfolégicos referentes al sistema excretor, al tracto
digestivo y caracteres sexuales que solo se pueden determinar en individuos adultos,
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como ser el numero y distribucién de papilas caudales del macho o la posicién de la
vulva en las hembras. Estos caracteres de importancia taxonédmica tan restringidos,
provocan que la determinacidon a nivel especifico sea muy compleja. Al incorporar
técnicas moleculares, se ha podido demostrar que las caracteristicas estructurales
aportadas por las claves taxondmicas no son del todo confiables en la identificacién de
especies (Mattiucci y Nascetti, 2008). A partir del uso de marcadores moleculares se
incrementd el nimero de especies de anisakidos y se determinaron especies gemelas
(“sibling species”) muy similares morfolégicamente pero que desde el punto de vista
del concepto biolégico de especie constituyen especies distintas dado que se

encuentran aisladas reproductivamente.

1.2.3 Ciclo de vida de Contracaecum

Los peces de varias especies del género Austrolebias y Cynopoecilus melanotaenia
constituyen hospedadores intermediarios para nematodos parasitos pertenecientes al
género Contracaecum, ya que revisando ejemplares de peces pertenecientes a la
Coleccidn de la Seccidén Genética Evolutiva de la Facultad de Ciencias, se encontraron
larvas L3 de este género principalmente en higado y cavidad abdominal de los
individuos analizados. Las larvas L1 y L2 de especies de este ultimo género de parasitos
han sido reportadas en una gran variedad de invertebrados como por ejemplo
gasterdpodos, cefalépodos, poliquetos, copépodos, decdpodos, equinodermos y
quetognatos (Anderson, 2000). En particular, gasterépodos, copépodos y otros
invertebrados cohabitan las mismas masas de aguas temporales y son parte de la dieta
de peces del género Austrolebias y C. melanotaenia.

Los hospedadores definitivos de las especies del género Contracaecum son aves
piscivoras y mamiferos asociados al agua dulce, salobre y marina (Mattiucci y Nascetti,
2008). Los parasitos habitan el estomago y consumen la comida ingerida por sus
hospedadores (Amato et al. 2006). Cuando no se alimentan se adhieren a las paredes
del estdmago de estos. Los huevos no embrionados, redondos u ovalados, de cdscara
delgada son depositados por las hembras en el estémago y salen con las heces del
hospedador definitivo. En el agua, el embriéon comienza su desarrollo hacia el primer
estadio larval (L1) dentro del huevo. La larva muda hacia su segundo estadio larval (L2),

la cual presenta un diente cuticular ventral a la abertura oral, un ventriculo y un
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delicado apéndice ventricular. En este estadio se retiene la cuticula de la L1, formando
una vaina. La larva eclosiona con la ayuda del diente larval en el agua y es ingerida por
hospedadores invertebrados, especialmente copépodos, penetran al hemocele donde
crecen mucho o poco, dependiendo de las especies. Peces, predadores de
invertebrados constituyen un segundo hospedador intermediario de Contracaecum, en
éstos las larvas penetran la barrera digestiva hasta llegar a la cavidad visceral donde
alcanzan su tercer estadio (L3) que crece sustancialmente. La larva puede pasar de un
pez (hospedador intermediario) a otro por predacién y reinvasién de tejidos en el
nuevo hospedador (Anderson, 2000). Finalmente estos peces son ingeridos por el

hospedador definitivo donde las larvas mudan 2 veces hasta alcanzar la etapa adulta

(Fig. 2).
/ﬁd_ﬁy Huevo no embnonado

Huevo embrionado

ler Hospedador intermediario

@/

Figura 2. Ciclo de vida de Contracaecum sp. en charcos estacionales de Uruguay.

2do Hospedador intermediario



2. HIPOTESIS DE TRABAJO

1. Mediante abordajes filogeograficos que involucran al complejo parasito-
hospedador Contracaecum vs. especies de Rivulidae de la regién costera
Atlantica en Uruguay, se pretende acceder a los patrones de diferenciacién de
los linajes de pardsitos para evaluar la hipdtesis evolutiva propuesta por

Hoberg y Brooks (2008).

2. Se pondra a prueba si los procesos de cladogénesis y diferenciacion de los
linajes o especies de Contracaecum hallados son congruentes con aquellos

descriptos para el género Austrolebias.




3. OBIJETIVOS

3.1 Objetivo general
Determinar los patrones de diferenciacién de pardsitos nematodos del género
Contracaecum vs. especies de peces anuales del género Austrolebias y Cynopoecilus

melanotaenia como hospedadores intermediarios.

3.2 Objetivos especificos

1. Determinar la presencia, distribucion, prevalencia e intensidad de parasitos del
género Contracaecum en especies de rivulidos del litoral Oeste, Este y Noreste de

Uruguay.

2. Determinar la presencia de distintos tipos linajes y/o especies de Contracaecum

mediante el uso de marcadores moleculares nucleares y mitocondriales.

3. Realizar analisis filogeograficos en base a marcadores moleculares para determinar

formas de diferenciacién de los linajes de parasitos respecto al de sus hospedadores.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Estrategia de muestreo

Los ejemplares de Austrolebias sp. y Cynopoecilus melanotaenia utilizados en este
trabajo se obtuvieron a partir del muestreo realizado en 3 campanas de recoleccion
durante la estacién de lluvias, momento en que los charcos estan desarrollados (junio-
setiembre), en los afios 2010 al 2012. Dichos muestreos se realizaron en charcos
correspondientes al litoral Este, en los Departamentos de Rocha y Treinta y Tres (Fig.
3). El método de captura utilizando fueron calderines de tamafio mediano. El esfuerzo
de muestreo fue mas exhaustivo en la regién Este de Uruguay dado que se ha
evidenciado la existencia de un “hot-spot” de especiacién para el género Austrolebias
en dicha region. También se examinaron peces provenientes del Norte (Bella Unién y
Salto), Noreste y Centro de Uruguay (Durazno, Sarandi del Yi, Tacuarembd y Cerro
Largo) que fueron donados por integrantes de otros grupos de investigacion de la
Facultad de Ciencias que trabajan con peces anuales. Se incluyeron ademas ejemplares
depositados en la Colecciéon de la Seccidon Genética Evolutiva de la Facultad de

Ciencias.

Los ejemplares colectados fueron trasladados hasta la Facultad en bidones con agua de
los charcos, con el fin de minimizar el estrés causado. Una vez en Facultad, los peces

fueron colocados en peceras en el Laboratorio de acuarios de FC hasta sacrificarlos.
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Figura 3. Mapa de Uruguay ubicando las zonas de colecta. Se indican especies hospedadoras y

especie de Contracaecum obtenidas (circulo y tridngulo), asi como sus respectivas localidades

en cédigo de colores de acuerdo a la especie de hospedador

4.2 Procesamiento y fijacion de los ejemplares

El procesamiento de los peces se basd en el protocolo de experimentacion N2 241000-
001186-12 aprobado por la Comisiéon de Etica en el Uso de Animales (CEUA). Los
ejemplares fueron anestesiados con 2-fenoxietanol al 3% (Ross y Ross, 2008) y fijados
en ETOH 95%. Luego fueron disecados con el fin de extraer los parasitos vivos. Para
cada espécimen de parasito, se seccionaron las partes anterior y posterior del cuerpo,
las cuales se fijaron y aclararon en lactofenol siguiendo la metodologia estandar
(Langeron, 1913) para analisis morfolégicos. La parte restante se fij6 en ETOH 70%

para estudios genéticos.

Los ejemplares de rivulidos obtenidos se determinaron taxondmicamente, se sexaron y
se le tomaron muestras de tejidos (musculo e higado) para andlisis moleculares.

Posteriormente fueron ingresados a la Coleccion de la Seccidn Genética Evolutiva.
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4.3 Analisis taxondmico de los Nematoda hallados en las muestras

Para la determinacién taxondmica de los nematodos se utilizaron las siguientes claves
a nivel de género y de especie: Hartwich (1974), Masi Pallares et al. (1990), Moravec

(1998), Vicente et al. (1985), Vicente y Magalahdes Pinto (1999) y Yamaguti (1961).

Los especimenes fueron lavados con agua y aclarados con lactofenol con el fin poder
visualizar estructuras internas. Se hicieron montajes in toto y de cabezas y colas; en
este Ultimo caso la seccién media del cuerpo fue utilizada para extraccion de ADN con
el objetivo de tener una correlacion entre morfologia y secuencias. Los especimenes in
toto fueron fotografiados y dibujados con cdmara clara en un microscopio Olympus BX-
50. Las medidas se tomaron al microscopio con ayuda de la camara clara y se indican

en um.

4.4 Estadistica descriptiva

Los andlisis estadisticos se llevaron a cabo con la informacién existente en el catalogo
de la Coleccidon de Genética Evolutiva, con el fin de utilizar una mayor cantidad de
datos. Los descriptores estadisticos utilizados para estudiar la relacidon pardasito-

hospedador fueron:

Prevalencia: nimero de hospedadores infectados con uno o mds individuos de una
especie (o grupo taxondmico determinado) de parasitos, dividido el nimero de
hospedadores examinados para dicha especie de parasito (Bush et al. 1997);
Intensidad de Infeccion: nimero de individuos de una especie o categoria taxondmica
de un parasito dado (Contracaecum, en este caso) presentes en un hospedador en
particular (especies de rivulidos) (Bush et al. 1997);

Intensidad media: intensidad promedio de una especie o grupo taxondmico de
pardsito, en funcién de todos los miembros infectados de la especie de hospedador.
Por tanto, es el nimero total de parasitos encontrados en una muestra dividido el

numero de hospedadores infectados con dicho parasito (Bush et al. 1997).
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4.5 Analisis de sistematica molecular

4.5.1 Extraccion de ADN gendmico de los nematodos

Para la extraccion de ADN gendmico de las especies parasitas se utilizé el protocolo de
Holmes-Bonner (1973) utilizado en Pontes et al. (2005). Para dicha extraccién se
utilizaron nematodos enteros (en el caso de los pardsitos muy pequefios de menos de
1 cm) y la parte media del nematodo (en los individuos mds grandes). Las larvas fueron
pasadas de ETOH 70% a un mortero donde se congelaron y descongelaron repetidas
veces (4 o 5) con Nitrégeno liquido. Posteriormente la larva se introdujo en un
eppendorf (previamente rotulado) 1.5mL y se pulverizé utilizando un embolo. A dicho
eppendorf se le agregd 100ul de solucion Holmes-Bonner (7M Urea, 100mM Tris-HCI
pH 8, 10mM EDTA pH 8, 350mM NaCl, 2% SDS) moliendo hasta la completa
homogenizacion. Se le agregd 100uL de alcohol fenol-cloroformo isoamilico (50: 49: 1)
y se agité manualmente por 10min. Luego se centrifugd por 10min a 13000 rpm, se
transfirié el sobrenadante a un nuevo eppendorf 1.5mL. Se le agregd 100ul de
cloroformo, se centrifugd nuevamente por 5min a 13000rpm y se transfierid el
sobrenadante a un nuevo eppendorf 1.5mL. Esto ultimo se repitié una vez mas y al
nuevo eppendorf 1.5mL se le agregd 200ul de isopropanol y se lo dejé a -20°C durante
2 dias. Pasado ese tiempo se centrifugd por 20min a 13000rpm y se descarté el
sobrenadante. Se agregé 200uL de etanol 70% y se centrifugd por 5min a 6000rpm. Se
descartd el sobrenadante y se dejé secar colocando el eppendorf 1.5mL en estufa a
55°C. Finalmente el pellet fue resuspendido en 95uL de TE (10mM Tris-HCI pH 8, 1mM
EDTA pH 8) mas 5uL de RNasa A (10mg/mL) y guardado en freezer a -20°C.

4.5.2 Extraccion de ADN genomico de los rivulidos.

En el caso de las especies hospederas, se realizaron las extracciones a partir del higado
utilizando el protocolo de Medrano et al. (1990) con la puesta a punto realizada en el
laboratorio de Genética Evolutiva (Garcia et al. 2002, Garcia 2006). El mismo consistid
en una extraccion sin fenol cloroformo como se detalla a continuacién: se lavé 20mg
de tejido 2 veces con 1mL de buffer STE 1X pH 8 frio (10mM Tris-HCI pH 8, 1mM EDTA
pH 8 y 100mM NaCl). Luego de sacar el buffer, se homogeneizé el tejido con un
émbolo y se le agregd 550uL de buffer de lisis pH 8 (50mM Tris-HCI pH 8, 50mM EDTA

pH 8, 1% SDS, 100mM NaCl) y 11uL de Proteinasa K (10mg/mL). Se termind de
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homogeneizar completamente el tejido y se dejé incubando toda la noche en una
estufa a 55°C. Antes de finalizar la incubacion se agregd 6uL de RNAsa A (10mg/mL) y
se incubod 2 horas en la estufa a 55°C. Transcurrido dicho tiempo se centrifugd 10min a
12000rpm, se transfirié el sobrenadante a otro tubo eppendorf de 1.5mL vy se le agregd
350uL de NaCl 5M. Se centrifugd nuevamente 30min a 12000rpm a temperatura
ambiente, se transfirié el sobrenadante a un nuevo tubo y se le agregé el doble de
volumen de ETOH absoluto frio. El tubo se agitd lentamente para que la interfase con
el ETOH se mezclara paulatinamente y se pudiera visualizar el precipitado de ADN. Se
dejé precipitar por 72 horas a 4°C. Posteriormente se centrifugd por 30min a
12000rpm y se descarto el sobrenadante. Se lavé el pellet resultante 2 veces con 1mL
de ETOH 70%, centrifugando 5min a 6000rpm descartando el sobrenadante en cada
lavado. El pellet se secé en una estufa a 55°C y se resuspendid posteriormente en 50uL
de buffer TE 1X (10mM Tris-HCI pH 8, 1mM EDTA pH 8). Finalmente se incubaron las

muestras en un bafio a 65°C por 20min y se guardaron en freezer a -20°C.

4.5.3 Amplificacion del ADNr de nematodos

La amplificacion in vitro mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus
siglas en inglés) de una regién de 1105 pb de ADN nuclear, incluyendo los espaciadores
transcritos internos ribosomales (ITS; e ITS;) y la subunidad 5.8S, se llevé a cabo
utilizando los oligonucleétidos universales detallados en la Tabla 1. Las reacciones de
amplificacién se llevaron a cabo en un volumen final de 20uL por tubo, conteniendo
10uL de kit Pyrostart Fast PCR Master Mix (2X) (Fermentas), 0.5uM de cada
oligonucléotido y 4ng/uL de ADN molde. Las condiciones de PCR empleadas fueron:
desnaturalizacion inicial a 95°C por 1min., seguidos de 34 ciclos de: 95°C por 1seg.
(desnaturalizacién), 55°C por 7seg. (pegado “annealing”) y 72°C por 32seg. (extension);

culminando con una extension final de 72°C durante 10min.

15



Tabla 1. Oligonucledtidos utilizados en la amplificacién de ADN via PCR.

Oligonucleétido Secuencia Cita Gen
#93 5'-TTGAACCGGGTAAAAGTCG-3'
Nadler et al. 2005 ITS; e ITS,; 5.8S
#94 5'-TTAGTTTCTTTTCCTCCGCT-3'
LCO1490 5'-GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3'
Folmer et al. 1994 Cox-1
HC02198 5'-TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3'
CB3-H 5'-GGCAAATAGGAARTATCATTC-3'
Palumbi et al. 1991 Cyt-b
Gludg-L 5'-TGACTTGAARAACCAYCGTTG-3'

4.5.4 Amplificacion del ADNmt de nematodos

Un fragmento de aproximadamente 644 pb del gen mitocondrial de la citocromo
oxidasa 1 (cox-1) fue amplificado via PCR utilizando oligonucleétidos ADN especificos
(Tabla 1). Las reacciones de amplificacién se llevaron a cabo en un volumen final de
20uL por tubo, con las siguientes concentraciones finales: 1X Buffer de enzima, 2.0mM
de MgCl,, 0.014% BSA (1%), 0.2mM de dNTPs, 0.5U de enzima Taq Polimerasa de ADN
(Invitrogen), 0.25uM de cada oligonucleétido y 4ng/puL de ADN molde. Las condiciones
de PCR empleadas fueron: desnaturalizacién inicial a 94°C por 3min., seguidos de 4
ciclos de: 94°C por 1min. (desnaturalizacién), 42°C por 1min. (pegado “annealing”) y
72°C por 1min. (extension); seguidos de 29 ciclos de: 94°C por 1min.
(desnaturalizacién), 50°C por 1min. (pegado “annealing”) y 72°C por 1min. (extensién),

culminando con una extension final de 72°C durante 7min.

4.5.5 Amplificacion del ADNmt de hospedadores

Para la amplificacién de un segmento de 900 pb del gen mitocondrial citocromo b (cyt-
b) se utilizaron oligonucleétidos universales (Tabla 1). La mix de PCR final consistié en
20pL por tubo, con las siguientes concentraciones finales: 1X Buffer de enzima, 1.5mM
de MgCl,, 0.2mM de dNTPs, 0.5U de enzima Taq Polimerasa de ADN (Invitrogen),
0.3uM de cada oligonucledtido y 4ng/uL de ADN molde. Las condiciones de PCR
utilizadas son las mismas que las que se detallan en el punto 4.5.4 para cox-1 de

nematodos.
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Para todos los marcadores se incluyeron controles negativos en todas las reacciones.

Estas se llevaron a cabo en un termociclador automatico PTC-100 (MJ-Research, INC.).

Para verificar la calidad de las extracciones de ADN, asi como también la de los
productos de PCR obtenidos, se realizd una corrida electroforética en gel de agarosa
(ICN Biomedicals Inc.) al 1% con TAE 1X pH 7,5-7,8 (TAE 50X (1L): 242g de Tris-base,
57,1mL de acido acético glacial y 100mL de 0,5M EDTA pH 8). Se utilizé bromuro de
etidio (10mg/mL) a una concentracion de 5uL/100mL de buffer. La siembra consistid
en 5uL de producto a analizar con 2L de buffer de corrida (0.25% Bromophenol blue,
0.25% Xylene cyanol FF y 30% Glicerol en agua). Con el fin de estimar la concentracién
de ADN de las muestras y el tamafio de las bandas se sembré 3uL de marcador de peso
molecular (“1kb Ladder”, Invitrogen) con 2uL de buffer de corrida. La corrida se llevé a
cabo en buffer TAE 1X pH 7,5, con una intensidad de 80V durante 40 minutos. Las

soluciones fueron preparadas seguin Sambrook et al. (1989).

Los fragmentos amplificados se secuenciaron con los oligonucleétidos LCO1490 y #93
para cox-1 e ITS;-ITS,, respectivamente en el caso de los nematodos y con Gludg-L
para cyt-b de los peces; utilizando un servicio de secuenciaciéon automatico comercial

Perkin-Elmer ABI Prism 377 (MACROGEN, Seoul, Korea).

4.5.6 Analisis de secuencias

Las secuencias fueron editadas manualmente en el explorador de alineamientos del
programa MEGA 5.1 (Tamura et al. 2011) y posteriormente alineadas con el programa
de alineamiento Clustal X (Thompson et al. 1997) con los valores de penalidad fijados
por defecto en dicho programa para el comienzo y la extension de los gaps. Las
secuencias de ADN mitocondrial (cox-1y cyt-b) fueron traducidas a proteinas con el fin
de verificar que no hubieran codones stop presentes dentro del fragmento

amplificado.

17



4.6 Analisis de datos de las secuencias de parasitos

4.6.1 Analisis de polimorfismos en el set de datos

Se estimaron las frecuencias nucleotidicas, los sitios variables y los sitios
filogenéticamente informativos (PI) utilizando el programa MEGA 5.1 y los sitios
segregantes de la muestra (S) con el DnaSP v5.10 (Librado y Rozas, 2009). Los niveles
de variabilidad genética se midieron con el numero de haplotipos, la diversidad
haplotidica (h) y nucleotidica (mt) segiin Nei (1987) en el programa DnaSP v5.10.

Para el caso del gen mitocondrial (cox-1), se estudid la variabilidad también a nivel de
aminodcidos, por lo que se tradujo la secuencia de ADN con el cddigo genético
adecuado (mitocondrial invertebrado) en el MEGA 5.1. Con el mismo programa se
analizaron al cantidad de aminodcidos existentes, los sitios variables y los sitios

filogenéticamente informativos.

Se estimaron en el MEGA 5.1 las distancias pareadas corregidas de las secuencias
utilizando el modelo de Kimura 2 parametros (K,P). Este modelo formulado por Kimura
(1980), incluye un parametro para transiciones (a) y otro para las transversiones (pB).
En este modelo cada nucleétido tiene una tasa de sustitucién transicional (a) por

unidad de tiempo y dos tasas de sustitucién transversional (B) por unidad de tiempo.

S=(1-a-2B)
Se estimd ademas, el coeficiente r, que indica la razén de transiciones (Ts) en funcidn

de las transversiones (Tv).

4.6.2 Niveles de saturacion de los marcadores

Para evaluar los niveles de saturacion en ambos marcadores se construyeron graficos
de saturacion mutacional calculando las distancias genéticas sin corregir (p-distance)
en funcién de las distancias seguin el modelo de K,P en el programa MEGA 5.1. Se
compararon las transiciones y las tranversiones para la primera, segunda y tercera
posicion del coddn.

Por otra parte, se calculd la relacidn entre las sustituciones no sindnimas (K,) y las
sinénimas (Ks). Las primeras corresponden mutaciones nucleotidicas que generan

cambios en los aminoacidos codificados y las segundas son las mutaciones que no
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cambian el aminodcido. Dichos valores se calculan en el DnaSP v5.10 y en el
KaKs_Calculator 2.0 (Wang et al. 2010). Si la relacion Ka/Ks es mayor a 1 podria estar
indicando seleccién positiva, mientras que si es menor a 1 seleccién purificadora y si es

el valor es 1, se trata de cambios neutrales.

4.6.3 Test de Neutralidad

Para evaluar si las secuencias analizadas son consistentes con un modelo de evolucién
neutral se implementé el test de Tajima (Tajima, 1989) y el test de Fu (Fu, 1997) en el
programa ARLEQUIN v3.11 (Excoffier et al. 2005). La teoria neutral de evolucion
molecular planteada por Kimura (1968) predice que a nivel molecular la mayoria de los
cambios evolutivos y mucha de la variabilidad dentro de las especies no son causados
por seleccidon positiva de alelos ventajosos ni por seleccion balanceadora; sino que se
deben a la deriva genética al azar de los alelos mutantes que son seleccionados de
manera neutral o casi neutral (Wen-Hsiung y Graur, 1991).

Ambos test de neutralidad utilizados emplean el pardmetro poblacional 8, el cual se
define como 8=4Nep para locus autosémicos (genes nucleares) y 8=2Neu para locus
haploides como los mitocondriales, en dénde Ne corresponde al niUmero efectivo de la
poblacién y u, es la tasa de mutacidén neutral por secuencia y por generacién (Fu,

1997).

El test de Tajima asume el modelo de alelos infinitos (donde todo alelo 6 estado de
caracter en términos filogenéticos surge una Unica vez por mutacion), en ausencia de

recombinacién. La féormula de Tajima es la siguiente:

m= 8o,

D= —————
llr."lf:lntJu + f:g.‘;{S - ].}

En dénde m es el nimero promedio de diferencias pareadas en los datos y S es el
numero de sitios segregantes. Se examina, entonces, la relacién entre el nimero
promedio de diferencias pareadas en los datos (6m) y el nimero de sitios segregantes,
denominado S o k (6k):

D= Or - 6k
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Bajo el supuesto de neutralidad ambos parametros son iguales. Un valor de D negativo
estaria reflejando expansion demografica y/o una barrida selectiva o deleccion en
contra de mutaciones levemente deletéreas; sin embargo un valor de D positivo

indicaria seleccién balanceadora o poblacién en equilibrio.

El test de Fu (Fs) (Fu, 1997) que también se basa en el modelo de alelos infinitos,
sugiere estimar la probabilidad (5) de observar una muestra con un nimero de alelos
igual o menor al valor observado bajo la asuncién de una poblacién selectivamente

neutra. Utiliza el nimero promedio de diferencias pareadas (6m).

E&c:lll( > ..)
1-5

Valores negativos de Fs indican un exceso en el nimero de alelos, como el que se

esperaria de una reciente expansiéon poblacional o a partir de un fendmeno de
“hitchhiking”. Este fendmeno es el proceso por el cual un alelo puede incrementar su
frecuencia por estar ligado a un gen que estd siendo seleccionado positivamente. Para
detectar estos fendmenos el test de Fu es mas sensible que el D de Tajima. Por el
contrario, valores positivos de Fs son evidencia de una deficiencia de alelos, lo que
corresponderia de recientes cuellos de botella poblacionales o seleccidn
sobredominante.

La significancia de ambos estadisticos (D y Fs) se calcula mediante generacién de
muestreos al azar utilizando simulacion del coalescente, bajo un modelo de

neutralidad y una poblacién en equilibrio.

4.6.4 Modelo de evolucion molecular

Se determiné el modelo éptimo de evolucion molecular mediante el programa
Modeltest 3.7 (Posada y Crandall, 1998), basado en el criterio de informacion Akaike
(AIC) (Akaike, 1974). El modelo obtenido para cox-1 fue GTR+G (Rodriguez et al. 1990;
Tavaré, 1986) por sus siglas en inglés “general time reversible”. Este modelo permite a
los 4 nucleétidos estar presentes a distintas frecuencias; asume una matriz de
sustitucidn simétrica, por lo que las bases cambian entre si con la misma tasa; mientras

gue cada par de sustitucion nucleotidica tiene una diferente tasa (Hillis et al. 1996; Li,
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1997). El pardmetro G, indica que existe una tasa de distribucidn gama (G) que varia
entre los sitios en una secuencia. Incorpora 6 tasas de sustitucién distintas y asigna un

vector de frecuencia () a cada una.

En cuanto a las regiones de espaciadores transcritos internos (ITSs), el modelo
seleccionado por el modelo AIC fue TVM+l por su sigla en inglés
“transversional substitution model”, que consiste en frecuencias de bases variables,
tasas de transversion variables e igual tasa de transicidn. Sin embargo, dado que uno
de los programas de analisis filogenéticos utilizado (BEAST) no admiten dicho modelo,
se utilizdé el HKY85 (Hasegawa et al. 1985). Este modelo fue elegido segun el criterio
hLTRs, por su siglas en inglés “hierarchical likelihood ratio tests” (Huelsenbeck y
Crandall, 1997); dado que es un modelo anidado mas simple que tiene caracteristicas
del TVM; encontrandose en un nivel superior de la comparacion bifurcada que lleva al
modelo TVM. El HKY85, es un modelo que admite que todos los nucleétidos estén
presentes a distintas frecuencias y que las transversiones y las transiciones ocurran a
diferentes tasas.

Se determind también el modelo éptimo de evoluciéon para el gen mitocondrial
citocromo b (cyt-b) de los hospedadores segin el modelo AIC, que resultd ser HKY+I+G

(Hasegawa et al. 1985).

4.6.5 Andlisis filogenéticos de los Nematoda

En ambos set de datos, para realizar los analisis filogenéticos se incluyeron secuencias
de Contracaecum depositadas en el GenBank (Tabla 1 Anexo), con el fin de
compararlas con las obtenidas en el presente trabajo y chequear posible
coespecificidad con alguna de ellas. Se utilizaron también secuencias del Orden
Ascaridida, de la Familia Anisakidae (Anisakis simplex) y Ascarididae (Ascaris
lumbricoides) obtenidas del GenBank como grupos externos para ambos marcadores
(Tabla 1 Anexo).

La reconstruccion filogenética de las secuencias mencionadas, se llevd a cabo
utilizando métodos basados en modelos de evolucién molecular: distancia (Unidn de
Vecinos 6 Neighbour joining, NJ), Mdxima Verosimilitud (ML) e Inferencia Bayesiana

(IB) y por otro lado métodos no basados en modelos de evolucién molecular: Maxima
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Parsimonia (MP). Los métodos de inferencia filogenética, extraen la maxima cantidad
de informacién a partir de los datos de secuencias; se pueden combinar con el
conocimiento previo de los patrones de evoluciéon de las secuencias, y utilizan

pardmetros cuyos valores no son conocidos a priori.

El método de Neighbour joining (NJ) (Saitou y Nei, 1987) es un método basado en el
principio de evolucién minima, el cual utiliza matrices de distancias corregidas segun el
modelo K,P (Kimura, 1980). Es simple y relativamente rapido; pero es criticado por el
hecho de que las diferencias observadas en las secuencias pueden no reflejar la
realidad, acercando artificialmente secuencias (Holder y Lewis, 2003). Para realizar el

mismo se utilizé el programa PAUP 4.0b10 (Swofford, 2002).

El método de MP, utiliza un criterio éptimo de busqueda heuristica, seleccionando
aquellos arboles que minimicen el nimero de pasos evolutivos (Nei y Kumar, 2000). No
tiene requerimientos acerca de cémo funciona la evolucidén, por lo que no hay que
explicitar un modelo de cambio evolutivo. Este analisis se realizd en el programa PAUP
4.0b10, utilizando una busqueda heuristica de 100 réplicas con una estrategia de
“rotura y reconexion” de ramas (TBR, por su sigla en inglés “tree bisection
reconnection”); lo que consiste en dividir el arbol en dos subarboles dividiendo una
rama entre dos nodos. Los dos subdarboles son conectados eligiendo una rama de cada
uno. Se comprueban asi todas las posibles divisiones y conexiones, hasta lograr la mas

parsimoniosa.

Para ambos analisis (NJ y MP) se evalué el grado de apoyo de los nodos de los clados
obtenidos mediante un test de “bootstrap” no paramétrico (Felsenstein, 1985) con 500
réplicas. Unicamente los valores mayores a 80 % fueron considerados soporte robusto

para los clados (Hillis y Bull, 1993).

El método de ML realizado con el programa PAUP, examina qué tan bien un arbol
explica los datos observados, mediante el calculo de la probabilidad de los datos dado
un modelo de evolucion determinado. El arbol que implica la mas alta probabilidad de
haber generado los datos observados es el de maxima verosimilitud. La robustez de los
nodos fue determinada luego de 100 réplicas implementadas en el programa PhyML

3.0 (http://atgc.lirmm.fr/phyml), segin el algoritmo desarrollado por Guindon et al.
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(2010). En este analisis se implementd el algoritmo de busqueda NNI (por su sigla en

inglés: “nearest neighbour interchange”), similar al TBR descrito previamente para MP.

Los analisis filogenéticos reconstruidos a partir de Inferencia Bayesiana, se llevaron a
cabo en el programa BEAST v1.6.1 (Drummond y Rambaut, 2007) por su sigla en inglés
“bayesian evolutionary analysis sampling trees”. El mismo consiste en especificar un
modelo y una distribucion de los datos a priori. Utiliza una Cadena de Markov por el
método de Monte Carlo (MCMC). La hipdtesis dptima es aquella que maximiza la
probabilidad posterior, la cual es proporcional a la probabilidad multiplicada por la
probabilidad a priori de esa hipétesis (Holder y Lewis, 2003). La inferencia bayesiana
utiliza modelos de sustitucion, la teoria del coalescente para recrear las topologias,
tiempos de divergencia, tamafos poblacionales, etc; por lo que en algunos aspectos es

mas complejo que otros programas de andlisis filogenéticos.

Para el gen de la citocromo oxidasa (cox-1), se seted en el programa BEAUti (en inglés:
“bayesian evolutionary analysis utility”), un largo de cadena de 12.000.000
generaciones, muestreando cada 200 arboles. Se utilizé el proceso de especiacion de
Yule (el cual asume una tasa de especiacion constante para cada linaje), con un modelo

It

de coalescente bajo un tamafio de poblacidn constante y un “uncorrelated relaxed
clock” (que incorpora tasas de sustitucion entre los linajes) bajo un modelo de
distribucién “LogNormal” con una tasa de sustitucidn por sitio por millén de afios de
0.038 como fue estimada por Molnar et al. (2011) para el nematodo Pristionchus

pacificus (Diplogasterida, Neodiplogasteridae).

Para el gen nuclear de los espaciadores internos (ITS; e ITS,) se utilizé largo de cadena
de 15.000.000 generaciones, muestreando cada 1000 arboles. Se utilizd el proceso de
especiacion de Yule, con un modelo de coalescente bajo un tamafio de poblacidon
constante y un “uncorrelated relaxed clock” bajo un modelo de distribucidon
exponencial.

Para ambos marcadores, se calcularon las probabilidades posteriores de los nodos del
consenso de 7500 arboles, luego de “burn in” 2500 arboles en el TreeAnnotator v1.6.1
(Rambaut y Drummond, 2009); con lo que se analizan Unicamente los valores donde

las cadenas se vuelven mas estacionarias. El tamafio efectivo de las muestras (ESS, en
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inglés Effective Sample Sizes) visualizado en el TRACER v1.5.1 (Rambaut y Drummond,
2009) fue por encima de los 200, como se recomienda en el manual del BEAST
(Drummond y Rambaut, 2007) la visualizacidn de los arboles se llevé a cabo en el Fig

Tree v 1.3.1 (Drummond y Rambaut, 2007).

Todos los métodos tienen sus ventajas y desventajas, por lo que en el presente trabajo
se utilizaron todos con el fin de buscar una reconstruccién filogenética éptima y que

esté apoyada por diversos de analisis.

4.6.6 Analisis filogenéticos de los rivulidos

Para realizar los andlisis filogenéticos de las especies hospedadoras se utilizaron
secuencias del gen mitocondrial citocromo b (cyt-b). Se presenta el nimero de acceso
de las secuencias ingresadas en la base de datos del GenBank (Tabla 2 Anexo).

Se utilizé el método de Inferencia Bayesiana detallado anteriormente para las especies
pardsitas, con un largo de cadena de 10.000.000 generaciones, muestreando cada
1000 4rboles. Se utilizé el proceso de especiacién de Yule, con un modelo de
coalescente bajo un tamafio de poblacién constante y un “uncorrelated relaxed clock”
bajo un modelo de distribucién “LogNormal” y una tasa de sustitucidn convencional
por sitio por milléon de afios de 0.02 (Brown et al. 1979), ajustada para ectotermos por
Avise (1994). Se calcularon las probabilidades posteriores de los nodos del consenso de
7500 arboles, luego de “burn in” 2500 arboles en el TreeAnnotator v1.6.1. El tamafio
efectivo de las muestras (ESS) visualizado en el TRACER v1.5. fue por encima de los 200

y la visualizacion de los arboles se realizé en el Fig Tree v 1.3.1.

24



4.6.7 Analisis de poblaciones

El patrén de estructura genética poblacional del set de datos, se infiri6 mediante el
Analisis Molecular de Varianza (AMOVA) llevado a cabo en el programa ARLEQUIN
v3.11. La significancia de los componentes de covarianza asociados a los niveles de
estructura genética (entre individuos, entre poblaciones, dentro de grupo de
poblaciones y entre los grupos) es corroborada utilizando procedimientos de
permutaciones no paramétricas (Excoffier et al. 1992). El programa utiliza una matriz
de distancias Euclidianas para construir una matriz de diferencias alélicas entre los
haplotipos. La significancia de las mismas se analizé mediante un andlisis con 1000
permutaciones. Los haplotipos se definieron previamente con el programa DnaSP
v5.10 utilizando Unicamente los sitios parsimoniosamente informativos de las
secuencias (Tabla 3 Anexo). Los grupos se definen a priori segun las hipétesis que se
deseen testear. En este caso, en primer lugar se estudié la estructuracion dentro de
cada taxon C. sp. 1y C. sp. 2, con el fin de ver en qué medida dicha estructuracion se
relaciona con la estructuracion de los taxones respecto a las cuencas. En el caso de C.
sp. 2 no se pudo llevar a cabo el AMOVA, dado que 2 de de sus poblaciones estan
integrados por un Unico individuo cada una con un solo haplotipo.

Se realizaron varios disefos para las permutaciones de varianza y se detallan 3
hipdtesis de agrupamiento en base a una agrupacion por cuencas que consistieron en:
Hipdtesis 1: 4 grupos (uno por cuenca), Lagunas Negra (LN), Laguna Merin (LM),
Laguna Castillos (LC) y Cuenca del Océano Atlantico (COA)

Hipdtesis 2: 3 grupos, LN+LC, LM y COA.

Hipdtesis 3: 2 grupos, LC+LN y LM+COA

La hipdtesis de agrupamiento que mejor describe la estructura poblacional es aquella
gue maximiza la varianza entre los grupos (®cr) y minimiza la heterogeneidad dentro

de las poblaciones (®s7).

Con los haplotipos mencionados anteriormente se construyd una red de haplotipos

utilizando el programa NETWORK 4.6.1.1 (Bandelt et al. 1999).

Al mismo tiempo el programa evalla hipétesis de flujo génico y aislamiento entre

poblaciones dentro de las especies, utilizando el contenido alélico de los haplotipos y
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sus frecuencias mediante los estadisticos Phi (®), andlogos a los estafisticos F de
Wright (1951). Con el fin de evaluar la estructuraciéon poblacional y estimar el valor
indirecto de flujo génico entre las poblaciones, se utilizaron andlogos a los estadisticos

F de Wright (1951), mediante la siguiente férmula:

i ; SSD(A4P)— L N SSD(WF)
ni P-1 n -P

-
|

i 4

For; = >
ot

Donde n es el numero de copias del haplotipo en la poblacién-i, N es la frecuencia de
haplotipos, P es el nimero total de poblaciones, SSD (AP) es la suma de los cuadrados
de las desviaciones entre las poblaciones y SSD (WP) es la suma de los cuadrados de las
desviaciones dentro de las poblaciones.

Los niveles de flujo génico determinan hasta qué grado cada poblacion de una especie
se comporta como una unidad evolutiva independiente (Slatkin, 1994). Para estimar
dicho pardmetro se utiliza el modelo de islas, el cual considera que después de cierto
tiempo un grupo de poblaciones llega a un equilibrio dindmico entre la deriva génica
(elimina variacidn genética) y el flujo génico (incrementa variacién genética). Por tanto
el flujo génico para genes nucleares diploides se estima: Nm = (1-Fs7)/4, donde N
corresponde al tamafio poblacional y m a la tasa de migracion. Si Nm es mayor de 1, la
deriva génica es despreciable y el flujo génico hace que todas poblaciones evolucionen
de manera cohesiva como un conjunto; en cambio si es menor de 1, la deriva génica
juega un papel importante (Wright, 1951). Los andlisis mencionados anteriormente se

realizaron con el programa ARLEQUIN v3.11.
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4.6.8 Analisis de demografia histdrica

Se realizaron analisis de “Mismatch distribution” en el programa ARLEQUIN v3.11, es
decir se estudio la distribucion en el nimero de diferencias pareadas entre los
haplotipos, con el fin de analizar la historia demografica de ambas especies de
Contracaecum. El mencionado andlisis se basa en la comparacion de las frecuencias
observadas de diferencias nucleotidicas pareadas entre los individuos contra las
frecuencias que se esperaria bajo un modelo demografico de expansidn poblacional
(Rogers y Harpending, 1992). Se analizé la suma de los cuadrados de las desviaciones
(SSD, por su sigla en inglés) entre la distribucién observada y la esperada, mediante un
analisis de “bootstrap” de 100 permutaciones. Valores significativos de SSD P (SSD) <
0.05, rechazan la hipdtesis de expansion poblacional. Ademas, se calculé el indice de
desigualdad de Harpending (r) (Harpending, 1994) para la distribucion observada de la

siguiente manera:
d+1

r=> (i —xi1)
i=1

donde, xi es la frecuencia de haplotipos que difieren en i posiciones y d es el nimero
maximo de diferencias observadas. Valores altos de dicho indice (r >0,04) indican que
los datos no se ajustan a un modelo de expansién poblacional (Harpending et al. 1993,

1994).

El andlisis de “mismatch distribution” también se realizé con el programa DnaSP v5.10,
dado que éste muestra representaciones graficas de los valores observados y
esperados para poblaciones estacionarias y en expansidon. Poblaciones que se
encuentran en un equilibrio demografico, muestran patrones de distribucion
multimodales; en cambio, poblaciones que han sufrido una reciente expansion poseen
generalmente patrones unimodales (Rogers y Harpending, 1992).

Este programa también calcula el estadistico Ramos-Onsins and Rozas (R?) (Ramos-
Onsins y Rozas, 2002), el cual se basa en la diferencia entre el nimero de mutaciones
“singletons” y el promedio de diferencias nucleotidicas. Se define de la siguiente

manera,

{ m
{

(; (L;‘ — E) er’ 1.-‘)

R? =
- S
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donde, n es el tamano de la muestra, S es el nimero total de sitios segregantes, k es el
numero promedio de diferencias nucleotidicas entre dos secuencias y U; es el nUmero
de mutaciones “singletons” en la secuencia i. Valores bajos de R? se esperan para

poblaciones que han sufrido expansidon demografica.

Para determinar si las especies estudiadas siguen un modelo de aislamiento por
distancia, o sea que existe una correlacion entre las distancias geograficas (medidas en
Kildbmetros) y las distancias genéticas (estadistico Fsr) entre los distintos pares de
poblaciones se realizdé una prueba de Mantel (Mantel, 1967). El mismo se llevd a cabo
en el programa “Mantel Non-parametric Test Calculator 2.0” (Liedloff, 1999). Utiliza
una correlacion de Pearson con un coeficiente (r) que oscila entre -1 y 1,
representando una fuerte correlacion negativa y positiva, respectivamente. La
significancia del coeficiente de Mantel obtenido se calculé utilizando 100

permutaciones al azar en el mismo programa
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5. RESULTADOS

5.1 Distribucion de los parasitos

A partir de la recoleccion realizada de peces del género Austrolebias y Cynopoecilus
melanotaenia se obtuvieron 2 especies de pardsitos pertenecientes al género
Contracaecum en los departamentos de Rocha y Treinta y Tres.

Las especies de peces parasitadas fueron: A. charrua, A. wolterstorffi, A. cheradophilus,
A. viarius, A. reichertiy Cynopoecilus melanotaenia (Fig. 4).

La distribucion de Contracaecum parece estar restringida a las especies de rivalidos del
Este de Uruguay, dado que no se registraron rivulidos parasitados en el Oeste y
Noreste del pais. Segln los resultados obtenidos las dos especies de Contracaecum
mencionadas no coexisten en los mismos charcos, pero si parasitan las mismas
especies de peces hospedadores como por ejemplo Austrolebias charrua. Sin embargo,
no podemos descartar aln que estas especies de parasitos cohabiten en las otras
especies hospederas analizadas; dado que el esfuerzo de muestreo fue mucho mayor
en A. charrua que en las otras especies mencionadas.

Las larvas de los diferentes linajes de parasitos se higado y la cavidad abdominal de sus
hospedadores respectivamente. Se obtuvieron un total de 101 larvas provenientes de

62 individuos hospedadores.

e

Figura 4. Especies de rivilidos de Uruguay donde se encontraron parasitos. a. A. charrua; b. A.

wolterstorffi; c. A. cheradophylus; d. A. viarius; e. A. reicherti; f. Cynopoecilus melanotaenia.
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5.2 Analisis taxonomico de los Nematoda hallados en las muestras

El andlisis morfoldgico de los parasitos obtenidos en especies de rivilidos del Uruguay
indica que los mismos pertenecen al género Contracaecum. No fue posible el
diagndstico a nivel de especie por tratarse de larvas (L3) y no presentar los érganos
reproductores completamente desarrollados, los cuales constituyen un caracter
determinante en todas las claves de identificacion a nivel de especie.

Las larvas se clasificaron en tipo Il segun Vidal Martinez et al. (2002), con un estado de
desarrollo L3. Las caracteristicas observadas en el material fueron las siguientes: color
blanquecino a ocre (Fig. 5a), cuticula con costillas longitudinales y surcos transversales
mas acentuados hacia los extremos. Extremo anterior redondeado, boca con 3 labios,
uno dorsal y dos ventrolaterales; anillo nervioso en la porcidn anterior del esofago (Fig.
5b). Ciego intestinal largo, dirigido hacia el extremo anterior préximo al anillo nervioso
y el poro excretor ubicado en la base de un diente larval. Ano en posicidn ventral y
presencia de 3 glandulas anexas anterior a éste (Fig. 5¢c; 6b). Ventriculo muy pequeno
gue continda con un apéndice ventricular corto dirigido hacia atras (Fig. 5d; 6c). Cola

cOnica en el extremo posterior, que finaliza en un mucroén.
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Figura 5. Anatomia de Contracaecum sp. 1. a. Anatomia externa de Contracaecum sp. 1
alojado en Cynopoecilus melanotaenia; b. Extremo anterior. Escala 20um; c. Extremo posterior.
Escala 20um; d. Regidén anterior del cuerpo. Escala 100um. Referencias: a, ano; an, anillo
nervioso; av, apéndice ventricular; ce, cuticula estriada; ci, ciego intestinal; dl, diente larval; es,
esofago; ga, glandulas anexas; la, labio; mu, mucrén; ve, ventriculo.
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Figura 6. Anatomia de Contracaecum sp. 2. a. Extremo anterior. Escala 50um; b. Extremo
posterior. Escala 100um; c. Region anterior del cuerpo. Escala 100um. Referencias: an, ano;
av, apéndice ventricular; ce, cuticula estriada; ci, ciego intestinal; dl, diente larval; es,
esofago; la, labio; mu, mucrdn; pe, poro excretor; ve, ventriculo.

Entre los especimenes hallados se pueden distinguir morfolégicamente 2 morfotipos,
gue se han denominado: Contracaecum sp. 1y Contracaecum sp. 2. Hay una diferencia
importante en el tamafio, siendo C. sp. 1 mucho mas grande (2-3cm) respecto a C. sp.
2 que no supera los 0.5cm de longitud total (Fig. 7b). Al microscopio, también se pudo
determinar que C. sp. 1 presenta en el extremo anterior un diente larval Gnico entre
los labios ventrolaterales (Fig. 5b); mientras que C. sp. 2 presenta 2 dientes larvales
(Fig. 6a); asi mismo en el extremo posterior de C. sp. 1 se observa un mucrén mas
grande que el de C. sp. 2 (Fig. 5c; 6b). Por otra parte, esta Ultima especie presenta
estriaciones longitudinales en los anillos, que estan ausentes en la cuticula de C. sp. 1.
Estas especies se diferencian en la ubicacidon del hospedador, encontrandose una
tendencia de C. sp. 1 por encontrarse enrollado en espiral en el higado (Fig. 7a) y C. sp.

2 en la cavidad abdominal.
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Figura 7. a. Observacién macroscépica de Contracaecum sp. 1 en higado de A. charrua; b.

Diferenciacion de tamafios de larvas de Contracaecum sp. 1 a la derecha y Contracaecum sp. 2
a la izquierda. Escala: 500um.

5.3 Estadistica descriptiva

Se analizaron un total de 585 peces pertenecientes a 6 especies de rivilidos del Este
del pais, encontrandose un total de 101 pardsitos en 62 peces infectados. Se calculd la
prevalencia y la intensidad de Infeccion para cada especie de pez (Tabla 2). Se
determiné el porcentaje de infeccidn segln el sexo del hospedador (Tabla 3) y segun el
estadio de ontogenia de los mismos (Tabla 4); resultando que la mayoria de los peces
infectados son machos y en estadios adultos. Estos ultimos resultados se basan
principalmente en la especie A. charrua, que fue la mejor representada en la base de

datos (Tabla 2).

Tabla 2. Datos de infeccidn por nematodos del género Contracaecum en peces del género Austrolebias y

Cynopoecilus del Uruguay

Peces Prevalencia | Intensidad | Minimo | Maximo |Intensidad
Especie N2 peces | infectados % de Infeccidn | infeccion | Infeccidn media
Austrolebias charrua 424 46 11 78 1 8 1’7
Austrolebias
cheradophilus 13 2 15 4 1 3 2,0
Austrolebias viarius 74 3 4 4 1 2 1,3
Cynopoecilus
melanotaenia 60 9 15 10 1 2 1,1
Austrolebias reicherti 8 1 13 2 2 2 2,0
Austrolebias wolterstorffi 6 1 17 3 3 3 3,0
Total / promedio 585 62 12 101 1,5 3,3 1,9
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Tabla 3. Distribucién del nimero de namatodos

del género Contracaecum en funcidn del sexo de

sus hospedadores (Rivulidae).

Distribucion por sexo

hospedador N2 parasitos
sin determinar 5
Machos 64
Hembras 32

5.4 Analisis de sistematica molecular

5.4.1 Analisis de secuencias

Tabla 4. Distribucion del nimero de

namatodos del género Contracaecum en

funcién del estadio de ontogenia de sus

hospedadores (Rivulidae).

Ontogenia hospedador

N2 parasitos

Juvenil 7
Adulto 71
Senil 23

Se obtuvo un total de 31 secuencias mitocondriales del gen de cox-1 y 32 secuencias

nucleares de ITSs pertenecientes a dos taxa de Contracaecum parasitando peces

rivalidos como hospedadores intermediarios en Uruguay (Tabla 5).
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Tabla 5. Detalle del n2 de catdlogo, las especies de parasitos, sus hospederos y sus respectivas

localidades, asi como los datos de secuencias obtenidos por muestra.

Secuenia | Secuencia
Parasito | Especie Parasito Especie Hospedero Localidad ITSs Cox1
Pal Contracaecum sp.1 Austrolebias charrua R13 Empalme R16 Si Si
Pa2 Contracaecum sp.1 Austrolebias charrua R13 Empalme R16 si si
Pa3 Contracaecum sp.1 Austrolebias charrua R13 Empalme R16 si no
Pa4 Contracaecum sp.1 Austrolebias charrua R13 Empalme R16 Si Si
Pa5 Contracaecum sp.1 Austrolebias charrua R13 Empalme R16 Si no
Pa6 Contracaecum sp.1 Austrolebias charrua R13 Empalme R16 si no
Pal3 Contracaecum sp.1 Austrolebias charrua R14 Km489 no si
Pal9 Contracaecum sp.1 Austrolebias charrua R14 Km489 Si Si
Pa23 Contracaecum sp.1 Austrolebias charrua R13 Empalme R16 si si
Pal7 Contracaecum sp.1 Austrolebias charrua R13 Empalme R16 Si Si
Pal5 Contracaecum sp.1 Austrolebias wolterstorffi R15 Km143 Si Si
Pal8 Contracaecum sp.1 | Cynopoecilus melanotaenia R14 Km487 si si
Pa9 Contracaecum sp.1 | Cynopoecilus melanotaenia R10 si si
Palo Contracaecum sp.1 | Cynopoecilus melanotaenia R10 Si Si
Pa21 Contracaecum sp.1 | Cynopoecilus melanotaenia R19 Km 13 si no
Pa20 Contracaecum sp.1 | Cynopoecilus melanotaenia R19 Km13 si si
Pa22 Contracaecum sp.1 | Cynopoecilus melanotaenia R19 Km13 Si Si
Pa27 Contracaecum sp.1 Austrolebias charrua R14 Km504 si si
Pa28 Contracaecum sp.1 Austrolebias charrua R14 Km504 no si
Pa29 Contracaecum sp.1 Austrolebias charrua R14 Km504 Si Si
Pa25 Contracaecum sp.1 | Austrolebias cheradophilus | R91 CH1001 "ceibal" si si
Pa26 Contracaecum sp.1 | Austrolebias cheradophilus | Zona Contacto "33" si si
Pa51 Contracaecum sp.1 Austrolebias charrua R14 Km506 Si Si
Pa32 Contracaecum sp.2 Austrolebias charrua "La Coronilla" si si
Pa42 Contracaecum sp.2 Austrolebias charrua "La Coronilla" si si
Pa34 Contracaecum sp.2 Austrolebias charrua "La Coronilla" no Si
Pa46 Contracaecum sp.2 Austrolebias charrua "La Coronilla" si si
Pa47 Contracaecum sp.2 Austrolebias charrua "La Coronilla" si si
Pa37 Contracaecum sp.2 Austrolebias charrua "La Coronilla" no Si
Pa38 Contracaecum sp.2 Austrolebias charrua "La Coronilla" si si
Pa39 Contracaecum sp.2 Austrolebias charrua "La Coronilla" si si
Pa44 Contracaecum sp.2 Austrolebias charrua "La Coronilla" Si Si
Pa31 Contracaecum sp.2 Austrolebias charrua "La Coronilla" si Si
Pa53 Contracaecum sp.2 Austrolebias charrua "La Coronilla" si si
Pa24 Contracaecum sp.2 Austrolebias reicherti "tacuari" Si Si
Pal6 Contracaecum sp.2 Austrolebias viarius R10y R16 si no

5.5 Analisis de datos de las secuencias de parasitos

5.5.1 Analisis de polimorfismos en el set de datos para ambas especies

La frecuencia de bases de las secuencias analizadas, varia considerablemente segun el

marcador utilizado. Para el gen mitocondrial cox-1, ambas especies de Contracaecum

presentan un alto contenido de bases A-T (62% en promedio), con un sesgo

importante (43%) hacia la Timina. Sin embargo, con el gen nuclear (ITSs) el contenido

A-T es de un 51% y las bases estdn en proporciones muy similares (Tabla 6).
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Tabla 6. Composicidn nucleotidica de las especies de Contracaecum de Uruguay segun la posicidn del codon.

Total Primera posicion Segunda posicién Tercera posicion
T cC A G A+T| T cC A G A+T| T C A G A+T7| T C A G A+T
Cox-1 43 15 19 23 62 (45 12 19 24 64 |38 17 24 21 62 |46 16 14 24 60

Contracaecumsp. 1| 41 16 19 24 61 |43 13 19 25 61 |38 17 24 21 62 |44 17 15 24 59

Contracaecumsp. 2| 45 13 19 23 64 |48 10 21 21 69 |37 16 25 21 62 |49 14 12 25 61

IS 27 23 24 26 51 |28 22 24 26 52|24 25 24 26 49|29 21 23 27 52
Contracaecumsp. 1| 27 23 24 26 51 |28 22 24 26 52 |24 25 25 26 49|30 21 22 27 52

Contracaecumsp. 2| 26 23 24 27 50 |28 23 23 26 51 |24 25 24 27 48 |27 21 25 27 52

A partir de los alineamientos y siendo corroborado con los andlisis morfolégicos, se
determinaron 2 grupos de secuencias, correspondientes a 2 especies del género
Contracaecum (C. sp 1y C. sp 2). Dada la divergencia existente entre estos 2 grupos de
secuencias, los analisis de polimorfismo de ADN, se llevaron a cabo tomando todo el
set de datos en conjunto y tomando cada especie de Contracaecum por separado.

En la tabla 7 se presentan todos los pardmetros de polimorfismos analizados. Los
mismos muestran que el gen cox-1 posee mayor variabilidad en todos los parametros
analizados que los ITSs. Mientras que la diversidad haplotipica del gen cox-1 es muy
cercana a 1 y similar en las 2 especies de Contracaecum, para la regién ITS dicha
diversidad es mas baja en C. sp. 1 respecto a C. sp. 2. Para el gen nuclear la diversidad
genética medida por estos pardmetros en estas especies es muy baja, observandose

muy poca variabilidad entre las secuencias analizadas.

En lo referente a las tasas de transiciones y transversiones (Ts:Tv), en Contracaecum
sp. 2 para ambos marcadores las transiciones superan a las transversiones en una
relacién de 3,4 a 1 respectivamente. En cambio, Contracaecum sp. 1 muestra un
exceso de transversiones respecto a transiciones en una relaciéon bastante elevada
(Tabla 7). Esto podria estar indicando que el grupo de secuencias de C. sp. 1 en ambos

marcadores se encuentran saturados.
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5.5.2 Niveles de saturacion de los marcadores

Dada la diferencias existentes en la relacién de ts:tv para las dos especies estudiadas,
se muestran los graficos de saturacion por marcador para ambas especies por
separado.

En la figura 8 se observa en todos los casos un solapamiento de los dos tipos de
cambios (transiciones y transversiones) a distancias muy bajas. En el gen nuclear, a
partir de una distancia aproximada de un 0.2% en Contracaecum sp. 1 la acumulacion
de transversiones superan ampliamente a las transiciones; mientras que en C. sp. 2 a
una distancia genética de 0.25% las transiciones superan a las transversiones.

Para el caso del gen mitocondrial, en Contracaecum sp. 1 la acumulacién de
transversiones supera a las transiciones a una distancia de 2%; mientras que en C. sp. 2
las transiciones superan a las transversiones a una distancia genética de 0.8%. Cuando
se discrimina por la posicidn del coddn, se observa que para C. sp. 1 los cambios en la
primer y segunda posicion del codédn comparados con la tercera son similares a bajas
distancias genéticas. Cuando se supera el 8% de divergencia los cambios en la tercera
posicion superan a los de primer y segunda. En el caso de C. sp. 2 las diferencias entre
los cambios en primer y segunda posicién respecto a los de tercera posicién del codén

comienzan a divergencias muy bajas.
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Figura 8. Analisis de saturacion de los genes ITSs y Cox-1 en Contracaecum. Se muestran graficos de saturaciéon de
la distancia segun el modelo K,P de las transiciones (ts) y las transversiones (tv), en funcién en de las distancias no
corregidas (distancia-p). En las Ultimas 2 gréficas se detalla saturacidén discriminando entre las dos primeras
posiciones del codén y la tercera con el gen cox-1.
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5.5.3 Andlisis de polimorfismo a nivel de aminoacidos para cox-1

A partir de la traduccidn de las secuencias obtenidas usando del cddigo genético de
invertebrados, se obtuvieron un total de 210 aminodcidos para el fragmento analizado.
La especie de Contracaecum sp. 1 presentd una cantidad elevada (10 veces mas) de
sitios variables en comparacion con Contracaecum sp. 2 que sélo presentd 3 de estos
sitios. Con los sitios filogenéticamente informativos (Pl) sucedié algo parecido pero con
una diferencia mucho menor, C. sp. 1 presentd el doble (6) de sitios (Pl) que la otra

especie en estudio (Tabla 8).

Tabla 8. Analisis de polimorfismo a nivel de aminodcidos
para cox-1 en Contracaecum sp.

Sitios
Aminoacidos | Sitios Variables | Filogenéticamente
Informativos

48 24

Cox1 210 Cspl|Csp2| Cspl C.sp2

31 3 6 3

En lo referente a la relacién entre las sustituciones no sindnimas (Ka) y las sinénimas
(Ks), tanto para C. sp. 1 como C. sp. 2 dicha relacién Ka/Ks fue siempre menor a 1 lo que

indicaria que estas especies estan bajo seleccion purificadora.

5.5.4 Andlisis de distancias pareadas de los Nematoda

En la tabla 9 se muestran las distancias pareadas segln el modelo K,P entre y dentro
de los grupos con los marcadores moleculares ITS y cox-1 respectivamente. Se
presentan los rangos de los valores de divergencias medidos en % y los grupos
seleccionados se detallan en las figuras 9 y 10. En términos generales el gen de la cox-1
muestra una divergencia genética mayor que con la regidon de los espaciadores
internos ITSs. Con ambos marcadores C. sp. 1 (Grupo 1) muestra una divergencia
intragrupo mayor que C. sp. 2 (Grupo 2). Con respecto a la divergencia entre los
grupos, C. sp. 2 presenta menor divergencia con las especies de Contracaecum del
GenBank (Grupo 3) que con la otra especie de Contracaecum de Uruguay (C. sp. 1). Sin

embargo existe un pequefio solapamiento de los rangos.
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Tabla 9. Distancias pareadas corregidas medidas en % segun el modelo de K,P entre y

dentro de los grupos de Contracaecum: Gp1, C. sp. 1; Gp2, C. sp. 2 y Gp3, especies de

Contracaecum del GenBank.

ITS Gp1l Gp 2 Gp 3 cox-1 Gp1l Gp 2 Gp 3
Gp1l 0-0.8 - - Gp1l 0-26 - -
Gp 2 11-12 0-03 - Gp 2 19-22 0-1.7 -
Gp 3 14-17 10-13 0.6-12 Gp 3 15-34 14 - 20 16 - 26

5.5.5 Analisis filogenéticos de los Nematoda

5.5.5.1 Reconstruccion filogenética con métodos no basados en modelos de

evolucion molecular

En la figura 9 y 10, se muestran los arboles consenso obtenidos a partir del método de

Mdxima Parsimonia (MP) con ITSs y cox-1 respectivamente. En los mismos se hace

referencia a los grupos utilizados para los andlisis de distancias pareadas dentro y

entre grupos detallados anteriormente (Tabla 9). Se muestran Unicamente los valores

de “bootstrap” mayores a 80 %.
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Figura 9. Arbol filogenético consenso obtenido entre 100 arboles mas parsimoniosos de 1175 pasos, a

partir de secuencias de ITS; e ITS, de nematodos parasitos. Correspondencia de los grupos: Gpl, C. sp. 1;

Gp2, C. sp. 2y Gp3, especies de Contracaecum del GenBank.

41

Gp3



A lumbricoides

Pa18
Pa10
Pa25
Pa26
100 Pal
Pad
Pa13
100 Pa23
Pal7
Pa1s
Pal
Pa20
Pa22
Pa29
Pa28
Pa2
Pa19
Pa27
51

!J'\ﬁ!'l'l 171

——————— Pa#4
92 ———— Pai2
Pa3b
Pail
Pas3
Pa24
Pa37
Pad2
Pa3ig
Pad4
Pad6
Pad7

100

L

Anisakis. ||||p|x:

Gpl

Pa

C.sp.JL2009
C.muraenesoxi
C.osculatum
C.cf.spiculigerum

Gp2
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Figura 10. Arbol filogenético consenso obtenido entre 100 drboles mas parsimoniosos de 895 pasos, a partir

de secuencias de cox-1 de nematodos parasitos. Correspondencia de los grupos: Gp1, C. sp. 1; Gp2, C. sp. 2

y Gp3, especies de Contracaecum del GenBank.

Ambas reconstrucciones filogenéticas indican que las especies Contracaecum sp. 1y
Contracaecum sp. 2 de Uruguay constituyen 2 grupos monofiléticos bien soportados.

En el caso del arbol obtenido con cox-1, estos 2 clados mencionados anteriormente,
junto con secuencias de otras especies de Contracaecum obtenidas del Genbank
permiten inferir que este género es parafilético, dado que quedan incorporados a una
politomia basal junto con otra especie de la misma familia Anisakis simplex
(Anisakidae). Se observa también un clado con buen soporte incluyendo secuencias de
otras 4 especies de Contracaecum también obtenidas del Genbank, que quedan por
fuera del clado mayor descrito anteriormente. Este ultimo clado colapsa basalmente
junto a otra especie que pertenece a otra superfamilia (Ascarididae), Ascaris
lumbricoides utilizada como grupo externo, pero sin soporte estadistico. Dentro del

clado de C. sp. 2 se observa un subclado bien soportado que corresponde a 5
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individuos del hospedador A. charrua provenientes de “La Coronilla” (Fig. 10), que no

se puede evidenciar en el arbol en base a ITSs (Fig. 9).

5.5.5.2 Reconstruccion filogenética con métodos basados en modelos de evolucion
molecular.

En la figura 11 y 12, se muestran los arboles filogenéticos obtenidos a partir del
método de Neighbour joining (NJ) utilizando el modelo de distancias corregidas K,P
con ITSs y cox-1 respectivamente. Se muestran Unicamente los valores de “bootstrap”
mayores a 80%. Las topologias obtenidas son similares a las descritas para cox-1. La
Unica diferencia observada es que en el caso de los ITSs con éste método se resuelve
mejor la relacion de Anisakis simplex con respecto a los grandes clados de

Contracaecum sp. y las relaciones dentro del clado de algunas de las especies de

Contracaecum del GenBank estdan mejor definidas, con buen soporte estadistico.
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Figura 11. Arbol filogenético obtenido con el método de Neighbour joining (NJ), a partir de

secuencias de ITS; e ITS, de nematodos parasitos.
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Figura 12. Arbol tilogenético obtenido con el metodo de Neighbour joining (NJ), a partir de

al

secuencias de cox-1 de nematodos parasitos.

Con el método de reconstruccion filogenética de Maxima Verosimilitud (ML) se
obtuvieron topologias concordantes con las descritas anteriormente para ambos

marcadores (Figs. 13y 14).
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Figura 13. Arbol filogenético obtenido con el método de Maxima Verosimilitud (ML) utilizando

el modelo de evolucion HKY85, a partir de secuencias ITS; e ITS, de nematodos parasitos.
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Figura 14. Arbol filogenético obtenido con el método de Maxima Verosimilitud (ML) utilizando

el modelo de evoluciéon GTR+G, a partir de secuencias de cox-1 de nematodos parasitos.
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Los andlisis de Inferencia Bayesiana para ambos marcadores se presentan en las

figuras 15 y 16. Se muestran las referencias geograficas de donde se obtuvieron los

especimenes de las especies de Contracaecum de Uruguay, donde se puede evidenciar

gue no hay patrones definidos entre la relacién de parentesco entre los individuos y

sus respectivas localidades geograficas.
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Figura 15. Reconstruccion filogenética a partir de Inferencia Bayesiana utilizando el modelo de evolucién
HKY85, a partir de secuencias ITS; e ITS, de nematodos parasitos.
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Figura 16. Reconstruccidn filogenética a partir de Inferencia Bayesiana utilizando el modelo de evolucién
GTR+G a partir de secuencias de cox-1 de nematodos parasitos. Se muestran tiempos de divergencia
obtenidos en el BEAST en una escala de tiempos geoldgicos.

5.5.6 Contrastacion filogenética del complejo parasito-hospedador.

La reconstruccion filogenética de los rivulidos obtenida con el gen mitocondrial cyt-b,
muestra la agrupacion de estas especies en distintos complejos con muy buen soporte
(Fig. 17 izquierda). En la misma se observa un clado menor de diferenciacién mas basal
(Mioceno medio) compuesto por el complejo alexandriy un clado mayor derivado mas
reciente (durante el Plioceno) integrado por el resto de los complejos. A la derecha de
la figura se muestra el arbol invertido de los parasitos con el método de Inferencia
Bayesiana obtenido con el BEAST v1.6.1 para cox-1 que se presenta con mayor detalle
en la figura 16. A fines de facilitar la contrastacién de ambas filogenias, se resaltan con

colores las dos especies de Contracaecum donde el celeste corresponde a C. sp. 2 y el
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rosado a C. sp. 1. De la misma manera y mediante flechas se sefialan las especies de

rivalidos parasitadas por cada una de las especies.

A partir de los tiempos de divergencia obtenidos mediante las calibraciones del reloj
molecular para ambos integrantes del complejo pardsito-hospedador, inferimos que
los eventos de especiacion de los parasitos son coincidentes con la separacién de los
distintos complejos de especies de los hospedadores durante el Plioceno, aun cuando
los eventos de cladogénesis dentro de cada uno de los complejos de Austrolebias

ocurren en el Pleistoceno (Fig. 17).

Al contrastar ambas filogenias, se puede ver que ambos linajes de pardsitos sufren
diferentes episodios de invasién en especies de los distintos complejos e incluso en

una misma especie como ocurre en A. charrua.
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5.5.7 Analisis de genética poblacional en las especies de parasitos

Las secuencias nucleares (ITSs) muestran un nimero muy bajo de haplotipos (4) tanto
para Contracaecum sp. 1 como para Contracaecum sp. 2, lo que se corresponde a
pocos sitios parsimoniosamente informativos dada la baja variabilidad entre las
secuencias analizadas. Por otra parte con el gen mitocondrial (cox-1) se obtuvieron un
numero mayor de haplotipos 13 y 10 para C. sp. 1y C. sp. 2 respectivamente (Tabla 7,
pag. 37). Estos nimeros son bastante parecidos a la cantidad de secuencias analizadas
con dicho marcador (19, para C. sp. 1y 12, para C. sp. 2), por lo que cada secuencia

constituye practicamente a un haplotipo.

La red de haplotipos construida para Contracaecum sp. estd conformado por los 8 y 20
haplotipos encontrados para ITSs (Fig. 18) y cox-1 (Fig. 19) respectivamente. En ambos
casos se observan 2 grupos bien delimitados, correspondientes a las 2 especies de
Contracaecum, que se encuentran separados entre si por una gran cantidad de pasos
mutacionales. Para la region nuclear de los ITSs, el haplotipo mas frecuente es el H1
que corresponde a C. sp. 1y esta formado por todas las localidades de procedencia de
los especimenes, salvo R10 que constituyen 2 haplotipos independientes separados del
precedente por 3 pasos mutacionales (Fig. 18).

En el caso de cox-1 se observan varios haplotipos ancestrales que determinan posibles
“links” alternativos y reticulaciones entre los haplotipos existentes. Es llamativo que el
haplotipo 2 (H2) correspondiente a una poblacién de C. sp. 1 localizada en R13R16 sea
altamente divergente (separado por 43 pasos mutacionales) del resto de la poblacidn
(Fig. 19). El individuo que representa dicho haplotipo, se encontraba coexistiendo en el
mismo hospedador con otros especimenes de C. sp. 1, por lo que en dicho charco
estarian coexistiendo en el mismo individuo distintos linajes genéticos con

divergencias profundas dentro de la misma especie de parasito.
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Figura 18. Red de haplotipos de Contracaecum de Uruguay con ITSs. El tamafo de los circulos es
proporcional a la frecuencia de los haplotipos y su color indica las localidades de colecta. Cada
linea entre los haplotipos corresponde a un Unico paso mutacional, en caso contrario se indica con
un nimero. Los especimenes que integran cada haplotipo se detallan en la Tabla 3 del anexo.
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Figura 19. Red de haplotipos de Contracaecum de Uruguay con cox-1. kl tamaino de los circulos es
proporcional a la frecuencia de los haplotipos y su color indica las localidades de colecta. Cada linea entre
los haplotipos corresponde a un Unico paso mutacional, en caso contrario se indica con un numero. Los
nodos rojos representan haplotipos alternativos. Los especimenes que integran cada haplotipo se
detallan en la Tabla 3 del anexo.

Los andlisis de Varianza Molecular (AMOVA) detallados en las tablas 10 y 11 indican
qgue la hipdtesis que mejor se ajusta al set de datos en ambos marcadores es la
Hipdtesis 2 definiendo 3 grupos: por un lado la Laguna Negra junto con la Laguna
Castillos, la Laguna Merin y por ultimo, la Cuenca del Océano Atlantico. Dicha hipdtesis
maximiza los valores de ®¢r (0.62 y 0.51 para ITS y cox-1 respectivamente). Con éste
ultimo marcador el resto de las hipdtesis maximiza el porcentaje de variaciéon dentro
de las poblaciones; mientras que para los ITSs el mayor porcentaje de variacién se

atribuye a la variacién entre poblaciones dentro de los grupos (salvo hipdtesis 1).
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Tabla 10. Andlisis de Varianza Molecular (AMOVA) en Contracaecum sp. para ITS segun las 3 hipdtesis de
agrupamiento planteadas. H1, 4 grupos: Lagunas Negra (LN), Merin (LM), Castillos (LC) y Cuenca del Océano
Atlantico (COA); H2, 3 grupos: LN+LC, LM y COA; H3, 2 grupos: LC+LN y LM+COA.

Unicamente los valores de @< fueron significativos.

Hipétesis Fuente de variacion gl Suma de Compor?entes Porc:: e Estadistico
cuadrados | de varianza variacion (0]

Entre grupos 292,81 10,70 Va 44,25 OCT=0,44

H1 Entre poblaciones dentro de grupos 80,53 2,38 Vb 9,84 »SC=0,17

Dentro de poblaciones 22 244,39 11,10 Vc 45,91 ®ST=0,99

Entre grupos 2 291,91 13,10 Va 51,71 ®CT=0,51

H2 Entre poblaciones dentro de grupos 6 81,42 1,12 Vb 4,45 »SC=0,09

Dentro de poblaciones 22 244,39 11,10 Vc 43,84 »ST=0,56

Entre grupos 1 185,98 8,79 Va 33,77 ®CT=0,33

H3 Entre poblaciones dentro de grupos 7 187,36 6,14 Vb 23,59 SC=0,36

Dentro de poblaciones 22 244,39 11,10 Vc 42,65 ®ST=0,57

Tabla 11. Andlisis de Varianza Molecular (AMOVA) en Contracaecum sp. para cox-1 segun las 3 hipotesis de
agrupamiento planteadas. H1, 4 grupos: Lagunas Negra (LN), Merin (LM), Castillos (LC) y Cuenca del Océano
Atlantico (COA); H2, 3 grupos: LN+LC, LM y COA; H3, 2 grupos: LC+LN y LM+COA. Unicamente los valores de
®sr fueron significativos.

Hipoétesis Fuente de variacion gl SRS Compot:lentes P°"C§: rele b
cuadrados | de varianza variacion (0]

Entre grupos 3 513,26 15,88 Va 58,09 ®CT=0,58

H1 Entre poblaciones dentro de grupos 6 137,14 11,36 Vb 41,58 »SC=0,99

Dentro de poblaciones 22 2,00 0,09 Vc 0,33 ®ST=0,99

Entre grupos 2 488,88 18,44 Va 62,67 ®CT=0,62

H2 Entre poblaciones dentro de grupos 7 161,51 10,89 Vb 37,02 $SC=0,99

Dentro de poblaciones 22 2,00 0,09 Vc 0,31 ®ST=0,99

Entre grupos 1 228,09 6,07 Va 22,09 $CT=0,22

H3 Entre poblaciones dentro de grupos 8 422,312 21,34 Vb 77,58 $SC=0,99

Dentro de poblaciones 22 2,00 0,09 Vc 0,33 ®ST=0,99

Los niveles de estructuraciéon poblacional mediante el calculo de los valores de Fsr

pareados y la estimacion indirecta del nimero de migrantes entre las poblaciones se

detallan en las tablas 12 y 13 para la regidn de ITSs y cox-1 respectivamente. Con ITSs

se observa que las poblaciones de Contracaecum. sp. 1 se encuentran absolutamente

aisladas de las poblaciones de C. sp. 2, existiendo flujo génico entre las distintas

poblaciones dentro de cada taxén (Tabla 12).
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Tabla 12. Debajo de la diagonal valores de Fs; pareados entre las localidades de colecta de Contracaecum sp. con
ITSs. En azul, por encima de la diagonal Nimero de migrantes por generacidon. En negrita valores significativos.

Fst \Nm 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1- R13-R16 _ 0 0.000 o] 0 0 o] 0.000 o) 0.006
2-R14 0.000 _ 0.000 0 00 o) o) 0.000 0 0.001

3-R10-16 1.000 1.000 _ 0.000 0.000 0.000 0.000 o) 0.000 0
4-R10 0.000 0.000 1.000 _ 0 0 0 0.000 o] 0.001
5-R15 0.000 0.000 1.000 0.000 _ 0 0 0.000 o) 0.001
6- R19 0.000 0.000 1.000 0.000 0.000 _ o) 0.000 o] 0.001
7- ceibal 0.000 0.000 1.000 0.000 0.000 0.000 _ 0.000 o) 0.001

8- Tacuari 1.000 1.000 0.000 1.000 1.000 1.000 1.000 _ 0.000 0
9-7C-33 0.000 0.000 1.000 0.000 0.000 0.000 0.000 1.000 0.001

10- La Coronilla  0.997 0.995 -0.500 0.995 0994 0.995 0994 -0.500 0.994

En el gen mitocondrial cox-1 se observa menos estructuracién que con ITSs. En el caso
de C. sp. 2 una de sus 2 poblaciones (Tacuari) tiene flujo génico Unicamente con la otra
poblacion del mismo taxdn (La Coronilla). Sin embargo esta ultima poblacion de C. sp.
2 muestra niveles bajos de flujo génico con poblaciones de C. sp. 1 pertenecientes a la
Laguna Merin, como ser R15, Ceibal y ZC-33. A su vez, éstas 3 poblaciones estan
aisladas entre si, mientras que el resto de las poblaciones de C. sp. 1 presentan flujo

génico entre ellas (Tabla 13).

Tabla 13. Debajo de la diagonal valores de Fs; pareados entre las localidades de colecta de Contracaecum
sp. con cox-1. En azul, encima de la diagonal NUmero de migrantes por generacion. En negrita valores
significativos.

Fst \Nm 1 2 3 4 5 6 7 8 9
1- R13R16 _ 10.710 0 0.050 0 o0 o) 0 0.390
2-R14 0.044 _ 0 0.020 o) o0 o) o) 0.330
3-R10 -0.180 -0.293 _ 0.010 o] 0 o] o] 0.550
4- Tacuari 0.901 0.949 0.977 _ 0.000 0.000 0.000 0.000 o)
5-R15 -0.666 -0.882 -1.000 1.000 _ 0.000 0 0.000 0.900
6- ceibal -0.216 -0.185 0.000 1.000 1.000 _ 0.330 0.000 0.940
7-R19 -0.221 -0.273 -0.500 0.988 -1.000 0.600 _ 0.330 0.540
8-7C-33 -0.285 -0.185 0.000 1.000 1.000 1.000 0.600 0.880

9- La Coronilla  0.558 0.600 0.474 -0.559 0.356 0.347 0.478 0.361 -
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5.5.8 Analisis de demografia histdrica

5.5.8.1 Test de Neutralidad

En cuanto a los test de neutralidad si bien el test de Tajima para Contracaecum sp. 1
dio negativo y significativo para ambos marcadores, indicando un leve apartamiento
de la neutralidad. Esto podria estar evidenciando eventos de expansidn poblacional o
alternativamente algun tipo de selecciéon actuando en contra de algunos haplotipos;
sin embargo el test de Fu no fue significativo, lo que no estaria apoyando alguna de
estas hipodtesis demograficas. Por el contrario para Contracaecum sp. 2 ambos test

fueron no significativos (Tabla 7, pag. 37).

5.5.8.2 Andlisis de “Mismatch distribution”

Los andlisis de distribucion de diferencias pareadas (“Mismatch distribution”) indican
gue para ambas especies se rechaza la hipétesis de expansién poblacional con los dos
marcadores moleculares utilizados. Esto se evidencia en la figura 20 por la distribuciéon
multimodal de las graficas (a excepcion de la grafica correspondiente a C. sp. 2 con ITS,
gue tiende a ser unimodal) y los altos valores obtenidos del indice de desigualdad de
Harpending (r) y el estadistico Ramos-Onsins and Rozas (R?). Los valores del indice de
desigualdad de Harpending y la suma de los cuadrados de las desviaciones (SSD)
fueron no significativos (P >0.05), por lo cual no podemos descartar la hipdtesis de

expansion poblacional.
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Figura 20. Distribucion de diferencias pareadas para Contracaecum sp. Las lineas continuas representan

la distribucién esperada bajo un modelo nulo de expansién poblacional, mientras que las punteadas los
valores observados.

5.5.8.3 Hipotesis de aislamiento por distancia

En cuanto a la hipdtesis de aislamiento por distancia, en los graficos de la figura 21 se

observa una gran dispersion al comparar el aislamiento genético (distancia Fst) con el

geografico (distancia Km), por lo que no existe correlacidon entre ambas distancias. Por

otro lado el test de Mantel, corrobora lo anterior. Dado que el valor “g” obtenido en

dicho analisis es menor que el valor critico de 1.645 para un P=0.005 y que el valor del

coeficiente de Mantel normalizado (r) es muy cercano a 0, se acepta la hipdtesis nula

de que no hay correlacién entre las distancias geogréficas y las distancias genéticas y

por lo tanto no hay aislamiento por distancia.
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Figura 21. Graficas de relacién entre las distancias genéticas (segun el
estadistico Fsy) y las distancias geograficas (medidas en Km) en
Contracaecum sp. a. utilizando el gen nuclear ribosomal (ITS;:-ITS,); Mantel
test: r= 0.091, g= 0.611. b. con el gen mitocondrial (cox-1); Mantel test: r=
0.083, g=0.489.



6. DISCUSION

6.1 Distribucion del complejo parasito-hospedador

Las 2 especies de Contracaecum estudiadas en el presente trabajo se encuentran
parasitando rivulidos Unicamente en la regiéon Este del pais. No existe hasta el
momento registro de estos nematodos en las especies de Austrolebias de la region
litoral oeste de Uruguay. Esto llama la atencidon dado que estos parasitos suelen ser

generalistas y presentar una amplia distribucién mundial (Bergmann and Motta, 2004).

6.2 Analisis taxonomico de los Nematoda hallados en las muestras

Las dos especies de parasitos fueron determinadas morfolégica y molecularmente
como pertenecientes al género Contracaecum. Sin embargo, C. sp. 2 presenta dos
dientes larvales, lo que no corresponde a la diagnosis del género (1 Unico diente
larval). La presencia de un unico diente larval es diagndstica incluso a nivel de la
Familia Anisakidae, por lo que habria que realizar una revisién de la diagnosis a nivel
de género y/o Familia. No se encontro en la bibliografia ninguna especie de este grupo
gue presente 2 dientes larvales; asi mismo esta podria ser una caracteristica presente
Unicamente a nivel larval y que desaparezca en el adulto. A pesar de la presencia de
dos dientes, la especie se determind como perteneciente a Contracaecum por cumplir
con la diagnosis del género en cuanto a otros caracteres morfoldgicos que tienen
mayor peso en la taxonomia del taxén, como ser la anatomia de la porcién anterior del
sistema digestivo, que es Unica del género Contracaecum. Esta determinacién fue

ademas validada por los resultados del analisis molecular.

Los valores de prevalencia y la baja intensidad de Infeccion por parte de estos
parasitos son similares a las encontradas por otros autores en nematodos (Holst et al.

1993).
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6.3 Analisis de variabilidad a nivel molecular de los Nematodos

La frecuencia de bases de las secuencias analizadas de Contracaecum sp. 1y C. sp. 2
con el gen mitocondrial cox-1, muestran un alto contenido de A-T (>60%), valores
similares a lo descrito para especies del complejo C. osculatum (Dzido et al. 2012) y C.
rudolphii (Lin et al. 2012). En el caso de ITSs, el contenido A-T es de un 51% y las bases
estdn en proporciones muy similares, lo cual es coincidente con lo planteado por

Nadler et al. (2000) para el gen ribosomal 28S en Contracaecum.

Los resultados del anadlisis de polimorfismos muestran, como era de esperar por las
caracteristicas propias de cada marcador molecular, que el gen mitocondrial cox-1
posee mucha mds variabilidad que la region nuclear ribosomal ITSs. Esto se debe a que
por su rapida tasa de evolucion acumula mayor cantidad de cambios, generando mas
variabilidad en la secuencia de ADN. Esto se evidencia en varios aspectos (sitios
variables, filogenéticamente informativos, haplotipos) pero mayoritariamente por los
bajos valores de diversidad nucleotidica para ITSs en ambas especies (= 0.0009). En el
caso de cox-1, hay una pequefa diferencia en dichos valores para las dos especies,
dado que C. sp. 1 presenta mas variabilidad que C. sp. 2. Esto podria deberse a que se
analizaron mayor cantidad de secuencias para C. sp. 1 (19) que para C. sp. 2 (12), 6 que
dentro del linaje de C. sp. 1 existan individuos muy divergentes como es el caso del

haplotipo 2 como se visualiza en la red de haplotipos.

En cuanto a la relacidn entre Ts:Tv, con el gen mitocondrial cox-1, C. sp. 2 presenta
valores algo mas bajos que lo observado por otros autores para otras especies del
género (Dzido et al. 2012). No se han encontrado en la bibliografia valores similares a
lo que ocurre con C. sp. 1, en el cual existen mas transversiones que transiciones.
Como la relacion entre Ts:Tv es muy similar para ambos marcadores en esta especie,
se puede inferir que los marcadores cox-1 e ITSs poseen similares tasas de evolucion lo
cual también puede estar indicando diferente tasa de evolucion de este taxdn. El
mismo posee tasas de evoluciéon molecular mucho mas rapidas que C. sp. 2, lo que se
evidencia por la saturacion en ambos marcadores. La selecciéon para C. sp. 1 estd

mucho mas relajada en el tipo de cambio (transiciones y transversiones), asi como
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también a nivel de cambios aminoacidicos para el caso de la cox-1. Si bien esta
actuando también seleccion purificadora, la tasa de recambio aminoacidico es mucho
mayor en esta especie que en C. sp. 2. Estos diferentes patrones de evolucion
molecular podrian estar relacionados al habitat diferencial que estos parasitos ocupan
en el hospedero. En este sentido, C. sp. 1 se aloja en el higado del hospedador, sitio
con altos niveles de oxigenacién, en contraste con la cavidad abdominal que constituye
el habitat de la otra especie. Si esta tendencia es corroborada en futuros analisis, este
hecho podria estar indicando estrechos niveles de co-adaptacién a nivel de evoluciéon

molecular en la L3, dependiendo del habitat ocupado en el hospedador.

6.4 Divergencia genética de las especies de Contracaecum

La variacidn interespecifica observada con ambos marcadores se encuentra dentro del
rango establecido para el Filo Nematoda (Blouin et al. 1998). En este caso la
divergencia entre las especies fue, en todos los casos, mayor a un 10%, por lo que
ambos marcadores son eficaces en discriminar entre estas dos especies de
Contracaecum. Resultados similares de divergencia han sido encontrados en otras

especies de Contracaecum (Mattiucci et al. 2008; Dzido et al. 2012).

Asi mismo, la variacion intraespecifica observada con ambos marcadores también es
concordante con lo planteado para los nematodos (Blouin et al. 1998). Dado que la
divergencia genética intraespecifica observada con cox-1 (2% aproximadamente) es
mucho mayor que ITSs (menor a 1%), se considera a este marcador mitocondrial mejor
que el nuclear, para realizar andlisis poblacionales y discriminar entre especies muy
cercanamente emparentadas.

La mayor divergencia de secuencias dentro de C. sp. 1 comparada a la existente en C.
sp. 2, no se puede atribuir a los tiempos de divergencia evolutiva de ambas especies
dado que C. sp. 1 tiene una divergencia mas reciente (fines del Pleistoceno) respecto a
C. sp. 2 (mediados del Plioceno).

Con respecto a la divergencia entre los grupos, llama la atencidn que C. sp. 2 a pesar

de tener un cardcter tan diferente a todas las demds como ser la presencia de 2
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dientes, de todas formas tiene menor divergencia con las secuencias del Genbank que

en relacion a la otra especie C. sp. 1 de Uruguay.

6.5 Relaciones filogenéticas

Todas las reconstrucciones filogenéticas indican que las especies Contracaecum sp. 1y
Contracaecum sp. 2 de Uruguay constituyen 2 grupos monofiléticos bien soportados. Si
bien, las reconstrucciones con ambos marcadores (cox-1 e ITSs) son concordantes,
existen en ambos pequefias particularidades. En el caso de los arboles obtenidos con
cox-1, los dos clados mencionados anteriormente, junto con otras especies de

Contracaecum muestran que este género es parafilético.

Con cox-1 también se observa (con algunos andlisis) un clado con buen soporte con
secuencias de otras 4 especies de Contracaecum obtenidas del Genbank, que quedan
por fuera del clado mayor descrito anteriormente y que colapsan basalmente con el
grupo externo (Ascaris lumbricoides), pero sin soporte estadistico. Estas especies de
Contracaecum podrian haber sufrido una diferenciacién muy basal con respecto a las
otras especies de dicho género, pero con las altas tasas de evolucion de la cox-1 no es

posible recuperar las relaciones a este nivel taxondmico en relacion a A. lumbricoides.

Este marcador mitocondrial, resuelve algunas relaciones dentro del clado de C. sp. 2,
gue no son evidenciadas con el marcador nuclear ribosomal ITSs, por lo que cox-1, por
sus caracteristicas de rdpida evolucion define mejor las relaciones de diferenciaciéon
mas recientes.

Las reconstrucciones filogenéticas obtenidas con los ITSs indican que los individuos
analizados de C. sp. 1 constituyen grupos monofiléticos reciprocos con los individuos
pertenecientes a C. sp. 2 junto con otras especies de Contracaecum obtenidas del
Genbank. El nodo que determina la monofilia reciproca tiene un buen soporte: 0.86,
95 y 100 obtenidos en IB, ML y MP respectivamente.

El clado de C. sp. 2 de Uruguay aparece en todos los andlisis como grupo hermano de
otras especies de Contracaecum del Genbank; por lo que estaria mds cercano
filogenéticamente a estos ultimas especies que con la otra especie del mismo género

de Uruguay (C. sp. 1). Esta relacidn filogenética que no se podia observar con el
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marcador cox-1, pero si es evidenciada por los valores de divergencia genética entre
estos grupos como se menciona anteriormente.

Estos 2 grandes clados, quedan bien separados con buen soporte (salvo en el arbol de
MP) del grupo externo mas cercano (Anisakis simplex). Sin embargo, este marcador
tampoco resuelve las relaciones filogenéticas mas basales dado que no es claro la
relacion que tienen estos grupos con la otra especie utilizada como grupo externo
Ascaris lumbricoides, asi como también con otras dos especies de Contracaecum
obtenidas del Genbank que quedan por fuera del resto de las especies pertenecientes
a dicho género. Una posible explicacién, es estas especies no pertenezcan
efectivamente al género. Por precedencia la designacién de Contracaecum quedaria
asignada al clado mayor incluyendo a las especies de Uruguay, ya que el mismo incluye
a C. spiculigerum, especie con la que se describe dicho género (Railliet y Henry, 1912).
Otra explicaciéon alternativa, es que si se corrobora que estas especies por fuera del
clado mayor son efectivamente Contracaecum, éste género seria polifilético en el
nodo mas basal. Esto estaria de acuerdo con estudios previos en que la
heterogeneidad y la polifilia del género Contracaecum fueron sugeridas a partir de
estudios con alozimas (Mattiucci et al. 2008). Otros estudios sostienen que la monofilia
de la Familia Anisakidae se ve alterada cuando se incluye el género Contracaecum
(Nadler y Hudspeth, 2000). Para corroborar dichas relaciones seria necesario realizar
analisis que incluyeran una mayor cantidad de taxa.

En cuanto a los analisis realizados, el de Inferencia Bayesiana con cox-1, resuelve
subclados con buena probabilidad posterior de ocurrencia dentro de los clados
principales de las especies de Uruguay, que no son evidenciados con los otros métodos
utilizados: NJ, MP y ML. Sin embargo, al igual que con los métodos mencionados, la IB
tampoco resuelve relaciones filogenéticas profundas, como ser la separacién de

Anisakis simplex con las especies de Contracaecum del Genbank.

6.6 Analisis de genética poblacional

La red de haplotipos para ambos marcadores muestra la existencia de dos taxa
claramente diferenciados. Asi mismo, los niveles de estructuracién poblacional
realizados con los ITSs mediante el calculo de Fsr pareados y el nimero de migrantes
entre las poblaciones, confirman la existencia de 2 especies distintas de Contracaecum
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segln el concepto bioldgico de especie, donde no hay flujo génico y por tanto existe
aislamiento reproductivo.

Con el marcador mitocondrial (cox-1) no se observa una estructuracion tan definida de
las 2 especies, dado que existen ciertos niveles de flujo génico retrospectivo entre
algunas de las poblaciones de ambas especies. De hecho la poblacién de La Coronilla
de C. sp. 2 muestra evidencia de intercambio genético tanto con la otra poblacién de la
misma especie de pardsito mas hacia el norte (Tacuari), asi como niveles muy bajos de
intercambio genético con poblaciones de la otra especie situadas préximas a la cuenca
de la Laguna Merin. Esto es de suma importancia porque nos puede estar sugiriendo
que durante la diferenciacién de las dos especies de parasitos, existieron diferentes
momentos en las distribuciones de los hospederos de las cuencas de la Laguna Merin,
Negra y cuenca litoral Atlantica. Estos episodios pueden ser coincidentes con los
eventos de dispersion del hospedero durante el Plioceno y Pleistoceno—post
Pleistoceno, episodios que acompafian a los multiples eventos transgresivos vy
regresivos en esta region durante esos periodos (Sprechman, 1980). La estructuracion
obtenida por el AMOVA podria ser coherente con los posibles escenarios demograficos
planteados anteriormente. Por otro lado, dado que la Unica especie hasta el momento
donde se han encontrado las dos especies de Contracaecum es A. charrua y es la Unica
especie que actualmente habita en La Coronilla, inferimos que ancestros de esta
especie en dicha localidad pudieron albergar a ambas especies de parasitos, dando
lugar al cambio de habitat o sitio en el hospedador y a posteriores procesos de
diferenciacién en el hospedero definitivo que permitieran el aislamiento reproductivo
entre las especies incipientes de parasitos. Algunos autores incluso han mencionado
que adaptaciones a diferentes drganos o tejidos dentro de un mismo hospedador

podrian llevar al aislamiento reproductivo en un grupo de parasitos (Criscione, 2006).
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6.7 Analisis de demografia historica

Si bien existe un indicio de apartamiento de la neutralidad para C. sp. 1 con ambos
marcadores, los test realizados para verificar la misma, no son concordantes por lo que

se descarta dicha hipétesis.

Las relaciones filogenéticas de las especies de Contracaecum de Uruguay obtenidas
con ambos marcadores no guardan relacion con su distribucién geografica; los
parentescos observados son independientes de la proximidad de los charcos,
rechazando la hipdtesis de aislamiento por distancia. Esta hipdtesis de independencia
de las distancias geograficas y genéticas es corroborada por los andlisis poblacionales y
de demografia histérica. Esto podria deberse a dos razones. Por un lado, los charcos
estacionales de los rivulidos se comportan como metapoblaciones dado que coalescen
durante los periodos de grandes lluvias (Garcia et al. 2004; Garcia, 2006). Ademas, los
peces anuales aprovechan conexiones fugaces o de muy poco profundas entre las
masas de agua y el adulto posee la capacidad para permanecer cortos periodos fuera
del agua y efectuar pequefios desplazamientos en la tierra (Vaz-Ferreira y Sierra,
1972). Por tanto, caracteristicas fisioldgicas y etoldgicas de los hospederos, regimenes
de lluvia irregulares, sumado a una historia geoldgica compleja de estas regiones, con
transgresiones marinas importantes durante el Pleistoceno, generarian una dinamica
local cadtica en los charcos, facilitando la persistencia de metapoblaciones (Garcia et
al. 2004; Garcia, 2006).

Por otro lado, el hospedero definitivo de estos parasitos (aves piscivoras o mamiferos),

tienen una amplia dispersion, lo que facilita el intercambio entre los charcos.

6.8 Contrastacion entre filogenias del complejo parasito-hospedador.
La agrupacion de los distintos complejos observada en la reconstruccion filogenética

de los rivulidos a partir del gen mitocondrial cyt-b, es coincidente con lo planteado por

Garcia (2002) y Costa (2006).

A su vez al comparar las filogenias de los parasitos y la de sus respectivos
hospedadores, no se puede descartar la hipdtesis de co-evolucién entre ambos, ya que

el proceso de especiacion de los parasitos y la de los hipotéticos ancestros en cada
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complejo de especies de hospedadores son coincidentes en el tiempo y ocurren desde
el Plioceno. Por otro lado, dentro de los diferentes complejos de Austrolebias ocurren
procesos de especiacion simultdnea y multiple durante el Pleistoceno (Garcia, 2006).
De tal forma que ambos linajes de parasitos sufren episodios de invasién en diferentes
especies de los distintos complejos. Contracaecum sp. 1 a pesar de experimentar una
diferenciacién mas reciente, coloniza diversas especies de Austrolebias pertenecientes
a varios complejos mientras que Contracaecum sp. 2 a pesar de haber divergido mas
basalmente, sélo estd presente en algunas especies pertenecientes al complejo A.

adloffi.
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7. CONCLUSIONES

En el presente trabajo se registraron larvas (L3) de dos especies de Contracaecum sp.
parasitando con una baja intensidad rivilidos del Este del pais. Las mismas se
determinaron morfolégica y molecularmente como C. sp. 1y C. sp. 2. Ambas especies
resultaron diferentes a las secuencias de otras especies del género depositadas en la

base de datos del GenBank.

Los analisis de variabilidad a nivel molecular muestran gran variabilidad y altas tasas de
sustituciones con el marcador mitocondrial cox-1 principalmente en C. sp. 1, lo que se
podria atribuir a la invasién de un habitat diferente de estos parasitos en el hospedero.
Con ambos marcadores (ITSs y cox-1) la variacién intraespecifica en ambas especies es

menor a un 2%, mientras que la interespecifica es mayor al 10%.

Si bien las reconstrucciones filogenéticas indican que ambas especies de Contracaecum
constituyen 2 grupos monofiléticos bien soportados, al incorporar secuencias de otras
especies del mismo género y nematodos cercanamente emparentados del GenBank el
género Contracaecum se muestra parafilético. Con el marcador ITSs se observa que C.
sp. 1 se encuentra mds emparentado con otras especies del mismo género que con la

otra especie de Uruguay (C. sp. 2).

La red de haplotipos para ambos marcadores muestra la existencia de dos taxa
claramente diferenciados. Si bien, los niveles de estructuracidon poblacional mediante
el calculo de Fsr pareados y el nimero de migrantes con ITSs confirman la existencia de
dos especies distintas de Contracaecum, cox-1 muestra ciertos niveles de flujo génico
retrospectivo entre algunas de las poblaciones de ambas especies. En este sentido, la
region de La Coronilla se vuelve clave como posible habitat de ancestros de A. charrua

que pudieran haber dado lugar al cambio de habitat en el hospedador.

Para ambas especies de Contracaecum y con los dos marcadores utilizados, se descarta
la hipdtesis de apartamiento de la neutralidad y aislamiento por distancia. Esta ultima

se puede adjudicar a las caracteristicas de los charcos donde habitan los hospedadores
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que se comportan como metapoblaciones en los periodos de grandes lluvias y a la gran

capacidad de dispersién que poseen los hospedadores definitivos de estos parasitos.

Los analisis realizados podrian estar apoyando la hipdtesis de co-evolucién del
complejo parasito-hospedador entre especies de la familia Rivulidae y parasitos del
género Contracaecum. La diferenciacion de las especies de parasitos se produce casi
simultaneamente a la separacién de los hipdteticos ancestros de cada complejo de
especies de hospedadores intermediarios durante el Plioceno. Por otro lado, los dos
linajes de Contracaecum colonizan de manera diferente las especies dentro de cada

uno de los complejos de Austrolebias.
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8. PERSPECTIVAS

Para la determinacién taxondmica de los pardsitos a nivel de especie seria necesario
estudiar los adultos que se encuentran en los hospedadores definitivos (cuervillo u
otras aves piscivoras). Una alternativa seria completar el ciclo de vida de los parasitos

de manera artificial utilizando aves de corral.

Con el fin de descartar la existencia de Contracaecum en las especies de Austrolebias
del litoral oeste del pais, se prevé el andlisis de mas ejemplares provenientes de dicha

region.

Por otro lado, seria necesario continuar buscando parasitos en la regién del centro y
Este del pais con el propdsito de ampliar las localidades de registro y eventualmente

de especies de Austrolebias parasitadas.

A nivel de la sistematica molecular, la utilizacion de marcadores moleculares con tasas
evolutivas mas conservadas (secuencias de varios genes nucleares) en las especies de
pardsitos podrian dilucidar la parafilia encontrada en el género Contracaecum, asi
como las relaciones basales entre especies y géneros de la Familia Anisakidae y en

relacidn a otras especies de otros érdenes.

Con un mayor nimero de individuos de ambas especies de Contracaecum se podria
realizar analisis poblacionales con cox-1 y otros marcadores moleculares altamente
variables (microsatélites o SNPs), que permitan inferir nuevas hipdtesis biogeograficas
en relacion a los eventos de colonizacién y dispersidon respecto a sus respectivos

hospederos.
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10. ANEXO

Tabla 1. Niumero de acceso del GenBank de las secuencias de
nematodos utilizados en los analisis filogenéticos.

Especie Numero Acceso Gen
C. radiatum AY603529 ITS; e ITS,
C. muraenesoxi EU826125 ITS; e ITS;
C. osculatum AF411203 ITS; e ITS,
C. sp. SAN2004 AY821753 ITS; e ITS,
C. bioccai JF424598 ITS; e ITS,
C. rudolphii2 JF424597 ITS; e ITS,
C. sp. 25X2008 FJ009683 ITS; e ITS,
C. sp. SDA2011 JF424599 ITS; e ITS,
Anisakis simplex AY821736 ITS; e ITS,
Ascaris lumbricoides AB571295 ITS; e ITS,
C. sp. JL2009 FJ907321 cox-1
C. muraenesoxi FJ907320 cox-1
C. osculatum JF711065 cox-1
C. cf. spiculigerum U57031 cox-1
C. septentrionale F1866817 cox-1
C. rudolphii FJ866816 cox-1
C. ogmorhini AJ616898 cox-1
C. sp. CoAl AJ290967 cox-1
Anisakis simplex DQ994402 cox-1

Ascaris lumbricoides AB591800 cox-1




Tabla 2. Numero de acceso del GenBank de las secuencias de rivulidos utilizados en

los analisis filogenéticos.

Especie Numero Acceso Especie Numero Acceso
A. wolterstorfii AF245014 A. luteoflamsmulatus AF245459
A. viarius AF245456 A. gymnoventris AF245463
A. viarius AY724388 A. apaii HQ149647
A. charrua AY724390 A. nonoiuliensis HQ149633
A. charrua AY724391 A. robustus HQ149634
A. adloffi AF244443 A. nigrofasciatus AY724407
A. reicherti AY724393 A. elongatus FJ826893
A. reicherti AY724394 A. elongatus FJ826892
A. cinereus AF245005 A. monstrosus F1826895
A. vazferreirae AF245015 A. prognathus AF245458
A. nioni AF245457 A. bellotti AF245006
A. vanderbergi FJ826901 A. bellotti AF245007
A. nigripinnis AF245013 A. adloffi AF245009
A. duraznensis AF245012 A. melanoorus AY724373
A. affinis AF245464 A. arachan AF245466
A. alexandri AF245011 C. melanotaenia AF245465
A. luzardoi FJ826894 P. glaucopterus AF245468
A. patriciae F1862897 R. hartii AY619635
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Tabla 3. Detalle de los haplotipos de

Contracaecum de Uruguay.

Haplotipos
Especie | Individuo CcoX-
ITs | 1
Pal H1 | H1
Pa2 H1 | H2
Pa3 H1 -
Pa4 H1 | H3
Pa5 H1 -
Pa6 H1 | -
Pa9 H2 | H3
Pa10 H3 | H8
. Pa13 - | H4
7y Pal5 H1 | H6
S Pal7 | Hl | H7
9 Pals8 H1 | H8
§ Pa19 H1 | H5
g Pa20 H1 | H3
© Pa21 H1 -
Pa22 H1 | H6
Pa23 H1 | He
Pa25 H1 | H10
Pa26 H1 | H12
Pa27 H1 | H9
Pa28 - | H13
Pa29 H4 | H11
Pa51 H1 | H9
Pal6 H5 | -
Pa24 H6 | H17
Pa31 H7 | H14
~ Pa32 H7 | H14
o Pa34 - | H14
S Pa37 - | H18
v Pa3s8 H7 | H15
S Pa39 H8 | H16
g Pad2 H8 | H16
© Pada H8 | H16
Pa46 H7 | H19
Pa47 H7 | H19
Pa53 H7 | H20
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