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“La naturaleza es prodiga en variedad, aunque avara en innovacion”
(Charles Darwin, On the Origin of Species, 1859)
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RESUMEN

A pesar de que los tripanosomas son un extenso grupo de parasitos, poco se
sabe sobre los mecanismos evolutivos que estan promoviendo divergencia en
sus poblaciones naturales, y con esto, la escala espacial y temporal en la que
estan ocurriendo estos cambios. Para entender esta dinamica, aqui uso
marcadores nucleares parasitarios y datos de radiotelemetria del hospedero
vertebrado para explorar la genética de poblaciones, aspectos demograficos y
relaciones filogenéticas de nuevas cepas de Trypanosoma terrestris; una especie
recientemente descrita y aislada de tapires de Brasil. Los estudios filogenéticos
mostraron por primera vez que el clado T. terrestris esta asociado a la historia
evolutiva de sus hospedadores Perissodactyla. De igual modo T. terrestris es el
clado hermano del clado T. grayi, corroborando el ‘ecological host fitting’ como

principal mecanismo evolutivo en los tripanosomas.

Las reconstrucciones demograficas mostraron una fuerte reduccién en los
tamafios poblacionales del parasito durante el Ultimo periodo glacial en el
Pleistoceno, demostrando la influencia de los hospederos y las fluctuaciones
climaticas sobre la dinamica poblacional de los aislados de T. terrestris. A razén
de esto, no hubo evidencia de estructura genética en los aislados parasitarios
procedentes de los biomas estudiados, excepto por un haplotipo fuertemente
diferenciado en una escala espacial microgeogréfica en el Pantanal de
Nhecolandia. Asi pues, aqui se proporciona evidencia de que el vector esta
promoviendo la diferenciacion del parasito mediante ‘ecological host-fitting’ y esto
puede ocurrir a distintas escalas espaciales. Sin embargo, los mecanismos
ecologicos y genéticos encargados de promover especializacion y divergencia
en poblaciones de parasitos aun son materia de investigacion y de debate.
Estudios gendmicos comparados en amplia escala, que combinen enfoques
metodoldgicos como aquellos destinados a estudiar la genética del paisaje en

union con la filogeografia historica, seran de gran utilidad para entender la



extensa radiacion de los tripanosomas, incluidos los tripanosomas patégenos del
hombre.

Palabras clave: Trypanosoma terrestris, ecological host fitting, divergencia

microgeografica, cuello de botella, relaciones filogenéticas.



ABSTRACT

Notwithstanding the trypanosomes are a widespread group of parasites, little is
known on evolutionary mechanisms promoting divergence over their natural
populations and thereby, the spatial and temporal scales at which these changes
are happening. To understand this dynamics, | use parasite nuclear markers and
host telemetric data to explore parasite population genetics, phylogenetic
relationships, divergence time estimation and coalescent demographic history of
Trypanosoma terrestris, a recently described clade isolated from tapirs in
Pantanal and Atlantic Forest biomes of South America. Phylogenetic
relationships and divergence times showed: i) T. terrestris clade is a basal clade
of trypanosomes diverged from an ancient Perissodactyla host during early
Eocene and ii) T. terrestris isolated from Perissodactyla hosts and T. grayi clade
isolated from crocodiles in Africa and caimans from South America are sister
clades. Therefore these results support the ‘ecological host fitting’ as driving
mechanism in parasite phylogenetic diversification and illustrate the complex

evolutionary dynamics of trypanosomes.

EBSPs showed a sharp reduction (population bottleneck) in parasite populations
during late Pleistocene. Along with that, Bayesian clustering analysis, AMOVA
results and barrier tests did not show evidence of population genetic structure
except by one haplotype from Nhecolandia landscape in Pantanal, strongly
differentiated from its dispersal neighborhood and those isolates from Atlantic
Forest (~14Km and Fst= 0.808). In conjunction with host dispersal, provided by
telemetric and genetic data, here | confirm that invertebrate host is promoting
parasite divergence through colonization of new hosts at fine spatial scales
(microgeographic). Thus, these microevolutionary trends are in agreement with
‘ecological host fitting’ as driving mechanism in trypanosome evolution. To
understand general mechanisms shaping genetic variation and adaptation within

and among parasite populations is necessary incorporate comparative genome



wide scale studies and useful methodological approaches, like those combining

historical phylogeography and landscape genetics, both at fine and wide spatial
scales.

Keywords: Trypanosoma terrestris, ecological host fitting, microgeographic

divergence, population bottle-neck, phylogenetic relationships.
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INTRODUCCION

El parasitismo es uno de los modos de vida mas exitosos sobre la Tierra. Al
menos un 40% de todas las especies animales son parasitos y se estima que
dentro de los metazoos el parasitismo por lo menos ha evolucionado
independientemente unas 223 veces (Weinstein y Kuris, 2016). Entender los
mecanismos que gobiernan la extraordinaria diversificacion de parasitos es uno
de los principales retos que constituyen la ciencia de la biologia evolutiva (Koop
et al., 2014).

Dado que el hospedero representa un ambiente rpidamente cambiante y
ademas un sitio para la reproduccién, a fin de sobrevivir, los parasitos deben
adaptarse continuamente. Esto hace que los factores que promueven la
diversificacion de los parasitos sean potencialmente mayores que en los
organismos de vida libre. La variacion en los factores ecolégicos, la vagilidad del
hospedero, la enorme complejidad de sus ciclos de vida, su caracter clonal, sus
aspectos demograficos y sus mecanismos de dispersion, son solo piezas de un
mismo rompecabezas. Visto de este modo, entonces, los parasitos representan
modelos ideales para estudiar procesos de diversificacion y especiacion (de
Meeds et al., 1998). Sin embargo, éstos han sido casi en su totalidad ignorados
en la literatura referente a temas de especiacion; incluso en la literatura
parasitoldgica los estudios confinados a estudiar procesos que originan nuevas
especies son virtualmente escasos (Huyse et al., 2005).

Los tripanosomas (género Trypanosoma), a pesar de ser organismos altamente
exitosos gue parasitan todas las clases de vertebrados en todos los continentes
(Hamilton y Stevens, 2010), tampoco constituyen la excepcion. De hecho, la
mayor parte de los estudios evolutivos sobre el género se han enfocado
principalmente en especies de importancia médica o veterinaria, como en los

casos de Trypanosoma cruzi y Trypanosoma brucei (vg. Machado y Ayala, 2001;
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Llewellyn et al., 2009abc, Marcili et al., 2009abc; Kaboré et al., 2011; Llewellyn
etal., 2011; Lewis etal., 2011; Messenger et al., 2012; Pyana et al., 2015; Sistrom
et al., 2016). Los trabajos destinados a abordar la inmensa variedad de
tripanosomas de hospederos selvaticos siguen constituyendo un verdadero vacio

en el conocimiento.

Apenas en los ultimos afios, reportes de nuevas especies han ayudado a
comprender significativamente las relaciones y origenes dentro del clado
(Hamilton et al., 2004; Simpson et al., 2006; Hamilton et al., 2007; Fermino et al.,
2013; Acosta et al., 2013). El estudio molecular y las relaciones filogenéticas de
los tripanosomas de murciélagos, por ejemplo, ha descubierto nuevas especies
y linajes, y ha sido determinante en el establecimiento de hipétesis sobre los
posibles origenes de T. cruzi (Marcili et al., 2009b; Cavazzana et al., 2010; Lima
et al.,, 2012; Hamilton et al., 2012). No obstante, estos trabajos (exceptuando
aquellos destinados a estudiar la dindmica de los tripanosomas de importancia
médica en hospederos selvaticos), lejos de explorar los aspectos microevolutivos
de las poblaciones de parasitos, se caracterizan esencialmente por abordar

patrones biogeograficos y macroevolutivos.

Este enfoque macroevolutivo y biogeografico, si bien puede ser Gtil en la medida
en que los arboles filogenéticos proveen un registro indirecto de los eventos de
especiacion que llevaron a la distribucion actual de las especies, no
necesariamente son un indicador confiable sobre su rango histoérico y geografico,
porque la actual distribucién geografica de las especies puede ser resultado de
cambios considerables durante cortos periodos de tiempo, como en el caso, por
ejemplo, de las expansiones post-glaciales seguidas de las edades de hielo

durante el Cuaternario (Huyse et al., 2005).

Si extendemos estas observaciones a la literatura disponible sobre
tripanosomas, pronto nos damos cuenta que poco 0 nada sabemos sobre el

grado de diferenciacion y aislamiento de las poblaciones de tripanosomas que
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infectan hospederos selvaticos. Menos aun sobre patrones demograficos e
hipotesis filogeograficas que sefialen los mecanismos de distribucion vy

adaptacién de estas especies.

En un intento por hacer frente a estos vacios y, puesto que los factores
ecologicos e historia de vida de las poblaciones de parasitos generalmente dan
forma a los patrones microevolutivos, y éstos, a su vez pueden reforzar las
tendencias macroevolutivas (Nadler, 1995; Criscione y Blouin, 2004; Huyse et
al., 2005); en esta tesis me propongo estudiar aspectos sobre la microevolucién
y macroevolucién de nuevas cepas de Trypanosoma terrestris (un clado y una
nueva especie recientemente descrita por Acosta et al., en 2013), aisladas de
poblaciones selvaticas de dantas (Tapirus terrestris) en diferentes biomas de

Sudameérica.

En el apartado microevolutivo de este trabajo, haré uso de marcadores nucleares
y de la informacidén genética contenida en estos para observar la diversidad
genética y estructura genética de los aislados de T. terrestris. Adicionalmente
mediante métodos multilocus coalescentes, elucidaré la historia demografica de
estos aislados y/o poblaciones en busca de expansiones o de reducciones
poblacionales. Finalmente, en la seccion macroevolutiva, mediante un enfoque
de reloj molecular y teniendo en cuenta el desarrollo de recientes herramientas
computacionales elaboraré una filogenia molecular (medida en tiempo) para
resolver las relaciones filogenéticas de estos aislados con los deméas miembros

del clado Trypanosoma.

Con lo anterior, en esta tesis, abordo las siguientes preguntas, a saber: (i) ¢ Cual
es el grado de diferenciaciéon genética de los aislados de T. terrestris? (ii) ¢Se
relacionaria esta diferenciacion con la presencia de alguna barrera geografica,
bioldgica (hospedero) o ecolégica? (iii) ¢Influyeron las fluctuaciones climaticas
del pleistoceno sobre las poblaciones de T. terrestris? (iv) ¢ COmo se relacionan

estos aislados con los demas miembros del clado Trypanosoma?, y por ultimo,
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(V) ¢ Qué nos puede aportar la edad del ancestro comun mas reciente (tMRCA)

a la historia evolutiva del clado T. terrestris?
Los resultados y conclusiones que de aqui se derivan, son de especial

importancia en el entendimiento de la evolucién del clado T. terrestris y el clado
Trypanosoma sensu lato.
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1. MARCO TEORICO

1.1 CLASIFICACION Y FILOGENIA DE LOS TRIPANOSOMAS

1.1.1 La Familia Trypanosomatidae. La familia Trypanosomatidae comprende
protozoos flagelados pertenecientes al orden Kinetoplastida (Honigberg, 1963).
Los kinetoplastidos junto con los euglénidos (Orden Euglenida) constituyen el filo
Euglenozoa (Cavalier-Smith, 1981, 1993). Los organismos del orden
Kinetoplastida estan divididos en dos subodrdenes; el primero, comprende
especies de vida libre, Bodonina; y el segundo, Trypanosomatina, presenta
apenas una familia —Trypanosomatidae- cuyos miembros son todos parasitos.
Varias especies de la familia Trypanosomatidae son de importancia médica y
veterinaria y son de interés ecolégico y ambiental. Este grupo de protozoos se
encuentra dentro de un gran clado de flagelados posicionado en los arboles
filogenéticos como Excavata, que es formado ademas del filo Euglenozoa, por
protozoos que no poseen mitocondria (ejemplos, Giardia y Trichomonas) y por
los flagelados denominados “Jakobida” (Cavalier-Smith, 2004).

Los tripanosomatidos presentan una enorme diversidad de hospederos,
infectando a animales vertebrados e invertebrados de practicamente todos los
ordenes. Después de los nematodos, estos organismos son los eucariotas que
presentan una mayor diversidad de hospederos y la mas amplia distribucion
geografica (Vickerman, 1976; 1994; Stevens et al., 2001; Simpson et al., 2002).
Estos pueden ser parasitos monoxenos o heteroxenos, de acuerdo a las formas
presentadas durante su desarrollo: Cinco géneros comprenden protozoos
monoxenos que parasitan insectos (Herpetomonas, Crithidia, Blastocrithidia,
Leptomonas y Rynchoidomonas); cuatro géneros albergan especies
heteroxenas en cuyos ciclos ocurre alternancia entre hospederos invertebrados
(generalmente artropodos hematéfagos) y vertebrados (Trypanosoma,

Leishmania y Endotrypanum) o entre los invertebrados, insectos fitofagos y un
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hospedero vegetal (Phytomonas) (Wallace, 1966; Hoare, 1972; Vickerman, 1976;
Camargo, 1998). Dos géneros de especies monoxenas fueron propuestos en
2007: Wallaceina y Sergeia (Svobodova et al., 2007; Podlipaev, 1990). Los
géneros Crithidia, Blastocrithidia, Leptomonas y Herpetomonas son polifiléticos

y requieren revisiones taxonomicas.

El género Endotrypanum presenta especies exclusivas de perezosos
encontradas en Brasil, Colombia, Guayana Francesa y Centroamérica. Las
especies de este género, asi como algunas especies de Leishmania, son
transmitidas por flebotominos (Diptera: Psychodidae). Perezosos, 0s0s
hormigueros, armadillos, roedores y marsupiales son reservorios de Leishmania
(Lainson y Shaw, 1980). Algunas especies del género Leishmania y
Endotrypanum estan genéticamente muy relacionadas, generando controversia
acerca de la posicion filogenética de estos organismos (Cupolillo et al., 2000).
Sin embargo, recientemente Marcili et al. (2014) aportaron a la discusion e
introdujeron una revisién taxondmica del género Leishmania y especies afines.
Especies de clasificacion dudosa como L. hertigi y L. equatoriensis que habian
sido clasificadas originalmente dentro del género Leishmania fueron ubicadas
dentro del género Endotrypanum. Adicionalmente, el andlisis filogenético del gen
SSU del rDNA 'y el gen gGAPDH ubic6 a Leishmania (L.) enrietii en la parte basal
del clado que componen las especies de Leishmania del nuevo y viejo mundo,
aportando sobre el posible origen austral de las especies de Leishmania. Desde
un punto de vista filogenético, L. infantum chagasi de Brasil por primera vez fue
claramente diferenciado de L. infantum (responsable de leishmaniasis en el viejo
mundo), corroborando taxonémicamente la posible introduccion europea de L.

infantum en las Américas (Marcili et al., 2014).

1.2 EL GENERO TRYPANOSOMA

Todos los tripanosomas (género Trypanosoma) son parasitos que infectan a

todas las clases de vertebrados (peces, anfibios, reptiles, aves y mamiferos) en
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todos los continentes. La inmensa mayoria de los tripanosomas son transmitidos
por artrépodos hematéfagos (principalmente insectos) y sanguijuelas, aunque
algunas especies como Trypanosoma evansi y Trypanosoma equiperdum se
transmiten mecanicamente. Estas especies presentan diversos estadios en
diversas combinaciones, ya sea en la sangre y/o tejidos de los hospederos
vertebrados e invertebrados (Hoare, 1972; Vickerman, 1994; Stevens et al.,
2001; Simpson et al., 2002).

Aquellos que parasitan mamiferos han sido tradicionalmente separados en dos
secciones: Salivaria y Stercoraria, esto segun el desarrollo del hospedero
invertebrado, y consecuentemente, con la via de eliminacion de las formas
infectantes del parasito por el vector. La seccion Stercoraria abarca los
subgéneros Schizotrypanum (especie tipo T. cruzi), Herpetosoma (T.lewisi) y
Megatrypanum (T. theileri), cuyas formas infectantes son transmitidas por las
heces del insecto vector (Hoare, 1972). De igual modo, la seccién Salivaria
comprende tripanosomas cuyas formas infectantes son transmitidas por la saliva
del insecto y se compone de los subgéneros Dutonella (T. vivax), Nannomonas
(T. congolense), Pycnomonas (T. suis) y Trypanozoon (T. brucei) (Hamilton y
Stevens, 2010).

Con respecto al origen y evolucion de los parasitos tripanosomas, los estudios
preliminares basados en la SSU del rDNA apuntaron a un origen parafilético
(Maslov y Simpson, 1995). Sin embargo, posteriores andlisis que incluyeron un
mayor nimero de taxa, sugirieron un origen monofilético de estos organismos.
Por tanto, la monofilia del género Trypanosoma se torné en la hipétesis mas
aceptada en filogenias derivadas de las secuencias de los genes SSU rDNA y
gGAPDH (Haag et al., 1998; Ferreira et al., 2007; Viola et al., 2009a; Garcia et
al., 2012). Asi pues, estos trabajos indicaron que todas las especies de
tripanosomas de peces, anfibios, reptiles, aves y mamiferos se originaron de un

ancestro comun (Hamilton et al., 2004).
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La confirmacion de la monofilia de los tripanosomas evidencié agrupamientos
clave y posteriormente fueron descritos por diversos estudios (Stevens et al.,
2001; Hamilton et al., 2007; Ferreira et al., 2007; Viola et al., 2009ab; Deschamps
et al., 2011). En consecuencia, las inferencias filogenéticas mas recientes
dividieron a los tripanosomas en diversos clados (Hamilton et al., 2004, 2007;
Ferreira et al., 2008; Viola et al., 2009ab). El clado acuatico esta compuesto por
dos subclados, uno de ellos formado por tripanosomas aislados de peces, y el
otro por tripanosomas aislados de ornitorrincos, probablemente transmitido por
sanguijuelas acuaticas, y otro clado formado por tripanosomas de anuros,
transmitidos por vectores flebotominos y sanguijuelas (Jakes et al., 2001ab;
Hamilton et al., 2007; Ferreira et al., 2008; Ferreira et al., 2007, 2008). En un
reciente esfuerzo por comprender las relaciones evolutivas dentro del clado
acuatico, Ferreira et al. (2015) hicieron un muestreo de tripanosomas aislados de
anuros y encontraron tan sélo en Brasil evidencia de nuevos clados, por lo que
concluyen que la diversidad de tripanosomas aun esta subestimada, toda vez
que estudios en hospederos selvaticos y procedentes de otras areas del planeta

sSon muy escasos 0 inexistentes.

El clado squamata esta constituido por algunos tripanosomas de lagartos y
cobras transmitidos por insectos flebotominos (Hamilton et al., 2007; Ferreira et
al., 2008; Viola et al., 2008, 2009ab). El clado T.avium/T.corvi estd compuesto
por tripanosomas de aves, aparentemente generalistas y transmitidos por
numerosos artropodos (Votypka et al., 2002, 2012). El clado T.cyclops: Formado
por tripanosomas de monos de Malasia (T. cyclops), uno de marsupial
australiano, Wallabia bicolor y especies de tripanosomas obtenidas de
sanguijuelas terrestres de la familia Haemadipsidae de Australia. La presencia
de sanguijuelas en este grupo sugiere gue estos organismos son sus principales

vectores (Weinmann, 1972; Hamilton et al., 2005a).

El clado T. lewisi lo conforman tripanosomas encontrados principalmente en los

ordenes Lagomorpha, Rodentia e Insectivora ademas de representar el grupo de
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tripanosomas del subgénero Herpetosoma. Son transmitidos por pulgas y
poseen especificidad por el hospedador vertebrado. Adicionalmente se han
registrado infecciones en conejos, humanos y otros primates (Hamilton et al.,
2005b, 2007; Sarataphan et al., 2007; Maia da Silva et al., 2004ab). El clado T.
brucei estd compuesto por mamiferos exclusivamente africanos y asociados con
moscas tsé-tsé (Stevens et al., 2001; Hamilton et al., 2007; Van den Bossche et
al., 2010). El clado T. grayi aborda tripanosomas de Crocodilia de Africa y las
Américas (Viola et al., 2009b, Fermino et al., 2013).

El clado T. theileri comprende tripanosomas de mamiferos ungulados del orden
Artiodactyla, bovidos domésticos (bueyes, bufalos y ovejas), silvestres
(antilopes) y cérvidos, con gran especificidad por el hospedero vertebrado y

transmitido por tabanidos (Rodrigues et al., 2006).

El clado T. cruzi esta formado por las especies del subgénero Schizotrypanum
(T. cruzi) y tripanosomas exclusivos de murciélagos del viejo y nuevo mundo (T.
dionissi, T.c. marinkellei, T. erneyi, T. livingstonei, entre otros), T. conorhini
aislado de ratas y otro aislado de canguros de Australia. En este caso, T. rangeli
y T. rangeli-like conforman un grupo mas homogéneo, relacionado con las
especies de Schizotrypanum (Stevens et al., 1999ab, 2001; Briones et al., 1999;
Hamilton et al., 2004, 2007, 2009; Maia da Silva et al., 2004b, 2007).
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1.2.1 El Clado T. terrestris. Recientemente, una nueva especie de tripanosoma
fue aislada de Tapirus terrestris (Perissodactyla: Tapiridae) y fue descrita y
nombrada por Marcili y colaboradores como Trypanosoma terrestris (Acosta et
al., 2013). Esta especie posee diversas diferencias morfoldgicas con las demés
especies de tripanosomas, tales como la ausencia de flagelos libres en las
formas epimastigotes de cultivo. El posicionamiento filogenético basado en la
secuencia completa de los genes SSU rDNA y gGAPDH demostré que se trata
de una nueva especie con altos valores de divergencia comparado con los
clados ya descritos para el género Trypanosoma, siendo propuesta como un
nuevo clado: Trypanosoma terrestris, a fin de albergar a todos sus miembros,
en posteriores estudios. Por lo demas, los vectores, patogenicidad y potencial
estructura filogeografica de posibles representantes de otras regiones,
permanecen desconocidos y pueden ser de caracter informativo para definir y

mejorar la comprension de los tripanosomas sensu lato.

Con respecto a la amplia distribucion de Tapirus terrestris en Sudamérica,
Trypanosoma terrestris es una especie muy poco conocida, pues la descripcion
inicial estuvo basada en apenas tres aislados de dantas capturadas en el bioma
Mata Atlantica del Estado de Espiritu Santo, en Brasil (Acosta et al., 2013). Esta
constituy6 la primera descripcion de una especie de tripanosoma aislada de
tapires o dantas sudamericanas. De ahi que, nuevos aislados y examenes

procedentes de otros biomas hayan sido obtenidos para este estudio.
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Figura 1. Arbol filogenético con las secuencias concatenadas de los genes SSU
rDNA y gGAPDH obtenido mediante métodos bayesianos y de maxima
parsimonia, ubicando las relaciones filogenéticas del clado Trypanosoma (los
soportes de bootstrap estan seguidos de la probabilidad posterior, en los nodos

del arbol). El clado T. terrestris esta resaltado.
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1.3 DIFERENCIACION Y ESPECIACION EN PARASITOS

No hay especie viva que no esté vinculada de algun u otro modo con el
parasitismo, o albergue especies parasitas. Por ello, el parasitismo es uno de los
modos de vida mas exitosos sobre la Tierra y constituye una larga porcion de la
diversidad de la vida (Price, 1980). EI mas reciente estimado sobre las veces que
el modo de vida parasito evolucion6 de forma independiente entre metazoos
figura en unas 223 veces. Es decir, alrededor de la mitad de todos los animales
conocidos son parasitos (Weinstein y Kuris, 2016). Huelga decir que los
metazoos componen apenas un estrecho porcentaje de la biodiversidad y el
parasitismo también abarca a organismos procariotas (bacterias Yy
arqueobacterias) y a los eucariotas que abordamos en este trabajo (protozoos),

ademas de plantas y hongos.

En suma, la extraordinaria diversificacion de parasitos esta presente en todos los
dominios de la vida. No obstante, pese al éxito de este modo de vida, es poco lo
gue se conoce sobre los mecanismos que gobiernan su diversificacion y las
veces que el parasitismo ha evolucionado a lo largo del arbol de la vida
(Weinstein y Kuris, 2016). Por esta razon, la comprension de estos mecanismos
es uno de los mayores retos de la biologia evolutiva contemporanea (Koop et al.
2014).

Aun asi, hay una tendencia patente entre muchos bi6logos evolutivos a ignorar
la cuestién de la especiacion en pardsitos. Por ejemplo, de Mee(s, Durand y
Renaud (2003) advertian sobre la necesidad de incluir a los parasitos en los
estudios y construcciones conceptuales sobre especiacion; a pesar de que los
microorganismos han recibido una mayor atencion en los ultimos afos, los
parasitos debido a sus caracteristicas biolégicas y ecoldgicas, pueden mejorar
enormemente nuestra comprensién sobre estos procesos (de Meeds et al.,
2003). En ese mismo sentido, la revision mas reciente (Shapiro, Leducq y Mallet,

2016) si bien incorpora importantes variaciones a estos procesos en
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microorganismos, todavia sigue ignorando el rol de los parasitos en la formacion
de nuevas especies, aun cuando muchos de los elementos conceptuales y
pruebas empiricas que alli revisan los autores, también son aplicables a

poblaciones de parasitos (tanto macroparasitos como microparasitos).

A pesar del desconocimiento anterior y del potencial que tienen estos organismos
para diferenciarse y producir con ello nuevas especies, incluida su enorme
diversidad e importancia médica, se han hecho notables esfuerzos por consolidar

un cuerpo tedrico destinado a la ecologia y evolucion de parasitos.
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1.3.1 Ecologia y Evolucion de Parasitos. Los parasitos exhiben una serie de
caracteristicas, que a diferencia de los organismos de vida libre, los hace mas
susceptibles de sufrir variacion en sus poblaciones. La variacién es la condicion
indispensable para que cualquier cambio evolutivo tenga lugar (Darwin, 1859). El
primero en tratar de dar una sintesis sobre la ecologia y biologia evolutiva de los
parasitos fue Price en 1977 y 1980, y merece especial atencién. Alli, aplicé sus
observaciones en insectos fitdfagos e identific6 una serie de condiciones
relacionadas con su posibilidad de desarrollar cambio evolutivo, que bien pueden

ser aplicables a los demas organismos parasitos (Price, 1977).

Con esto, los parasitos: (1) son organismos de pequefio tamafio (microparasitos
0 macroparasitos) (2) Experimentan complejos y cortos ciclos de vida, con
distintos sistemas reproductivos (caracter clonal, reproducciéon sexual y asexual)
(3) Tienden a la especializacion (vg., especificidad de hospedero) (4) Explotan
recursos menos predecibles que los organismos de vida libre (5) Experimentan
grandes cambios y fluctuaciones demogréficas (6) Poseen hospederos con una
distribucion méas fragmentada, de ahi que (7) Tengan una mayor tendencia al
aislamiento entre poblaciones (como consecuencia son ampliamente
homocigotos y podrian experimentar bajas en su diversidad genética) (8) Poseen
tiempos generacionales cortos (de horas en el caso de los microrganismos o dias
en algunos macroparasitos) y por ende una mayor tasa evolutiva, esto es,
evolucionan mas rapido que los organismos de vida libre (por ejemplo, el tiempo

generacional en humanos es de unos 30 afios) (Price, 1977).

Estas observaciones hicieron posible que Price (1977) hiciera estas
generalizaciones conceptuales: (1) Los parasitos estan adaptados para explotar
habitats pequefos y discontinuos (2) Los hospederos representan un ambiente
variable en tiempo y en espacio, lo que hace que los parasitos tiendan a formar
razas geograficas y un grado de polimorfismo mucho mayor (3) Sus tasas de
evolucion y de especiacion son altas (4) La radiacion adaptativa es muy

extendida (probablemente entre las mas extendidas de la naturaleza) y depende
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de: a) La diversidad del hospedero que esta explotando (por ejemplo el nUmero
de especies y los grados de diferencias entre estas), b) La dimension del
hospedero que es blanco de potenciales colonizadores parasitos (tamafio del
cuerpo, tamafio poblacional, distribucidén geogréfica, etc.), c) El tiempo evolutivo
disponible para la colonizacién de nuevos hospederos (vg., la formacion de razas
geograficas es el resultado del tiempo que lleva esto y la oportunidad ecolégica
otorgada por el hospedero una vez el parasito coloniza nuevos huéspedes), d)
La presion selectiva para la modificacion coevolutiva (por ejemplo,
especializacion) y e) La movilidad del hospedero (vg. si el hospedero es poco
vagil el parasito puede especializarse y sufrir especiacion en un area geografica
restringida) (5) Price elucida la especiacion simpatrica en parasitos como un
modelo tanto o mas importante que la especiacion alopatrica. Esta simpatria
puede producirse por medio de host-switchings (o colonizacibn de nuevos
huéspedes) (Price 1977, 1980)

Dado lo anterior, se intuye que las poblaciones de parasitos tienden a
experimentar fuertes variaciones en sus estructuras genéticas, promoviendo con
esto rapida divergencia entre sus poblaciones y llevandolas posteriormente a una
eventual especializacion y especiacion (Price, 1977; Kunz, 2002). Asi pues, la
estructura genética de los parasitos estara influenciada por los factores
ecologicos de las especies con los que interactian, incluyendo su demografia
(tamafio efectivo poblacional o Ne), ciclo de vida, mecanismos de dispersion y la

especificidad del hospedero (Nadler, 1995; Criscione y Blouin, 2004).

Huyse, Poulin y Théron (2005) ubicaron la importancia de la fragmentacién
espacial y la necesidad de emplear un enfoque microevolutivo y macroevolutivo
en poblaciones naturales de parasitos para elucidar los motores detras de su
diversificacion. De este modo, el uso de marcadores genéticos neutrales puede
ser Util para evaluar los pardmetros demograficos de los parasitos, que son

relevantes en su estructura genética (Huyse et al., 2005).
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Parametros microevolutivos tales como los patrones de diferenciacion genética
en poblaciones fragmentadas, informan sobre la dispersion y la dinamica
evolutiva de los parasitos, que a su vez afectan sus procesos macroevolutivos
(Huyse et al., 2005). Asi por ejemplo, un pequefio tamafio efectivo poblacional
aunado a otros procesos como la transmision vertical, puede conducir a un
proceso de especiacion por efecto fundador (Huyse et al., 2005). Es bien sabido
que las poblaciones pequefias (pequefio Ne) veran afectadas su heterocigosidad
por un alto coeficiente de endogamia; a este punto dichas poblaciones
experimentaran cambios aleatorios en sus frecuencias alélicas como resultado
de la varianza muestral (esto es, deriva génica) (Nadler, 1995). En cambio
poblaciones mas estables, con grandes tamafos poblacionales podrian verse

modeladas principalmente por procesos de seleccion (Huyse et al., 2005).

La migracion o flujo de genes es otro factor esencial en la delimitacién de la
arquitectura genética de los parasitos y puede informar sobre el grado de
especializacién y/o diferenciacion entre sus poblaciones (Combes, 2001). De
hecho, uno de los puentes fundamentales entre los procesos ecoldgicos y
evolutivos a escalas espaciales pequefias y grandes es la asociacién entre la
dispersion y el flujo de genes. La teoria en genética de poblaciones predice que
el grado de diferenciacion entre subpoblaciones es inverso a la cantidad de flujo
de genes. Con esto, también, la ecologia del paisaje implica que el grado de
conectividad del paisaje entre subpoblaciones esta ligado a la capacidad de
dispersion de las especies; asi pues, se asume por regla general que a altos
niveles de flujo de genes entre estas subpoblaciones, se prevendra
especializacion y divergencia (adaptaciéon local) en escalas geograficas
pequefias (Richardson et al., 2014). Sin embargo, en poblaciones de parasitos
estos procesos de dispersion se ven interrumpidos una vez mas por la naturaleza
de su ciclo de vida (directo o indirecto), ademas de especializacion y especiacion
ecoldgica debida a host-switchings (véase siguiente apartado) y diversos modos

de especiaciéon (Huyse, 2006).
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1.3.1 Modos De Especiacion En Parasitos. Los parasitos representan modelos
ideales para estudiar diversificacion, especializacion y especiaciéon no soélo por
las caracteristicas que se enumeraron arriba, sino porque pueden ayudar a
comprender nuestro panorama general sobre estos procesos, toda vez que los
pardasitos violan las asunciones conceptuales sobre el modo en que las especies

se producen (de Mee(s et al., 1998).

1.3.2 Los Parasitos y el Concepto Bioldgico de Especie. Toda la teoria sobre
especiacion producida luego de la sintesis neo-darwiniana estuvo principalmente
enfocada en organismos de vida libre, especialmente en vertebrados terrestres
(McCoy, 2003). En ese sentido, el concepto biolégico de especie (BSC, por sus
siglas en inglés) a lo largo de mas de medio siglo ha sido uno de los principales
paradigmas en biologia evolutiva (Noor, 2002). Este implica que una especie es
una poblacion de individuos o un conjunto de poblaciones cuyos miembros tienen
el potencial de cruzarse entre si y de producir descendencia fértil y variable, que
esta reproductivamente aislada de otros grupos y cuya descendencia no puede
producir descendencia fértil si se cruza con miembros de otras especies
(revisado en De Mee(s et al., 2003). Visto de este modo, se entiende que el
concepto biolégico de especie es aplicable s6lo a poblaciones que se reproducen
sexualmente (apareamiento biparental) e implica ademas la existencia de
aislamiento reproductivo, o a lo sumo, ausencia en el flujo de genes entre una
poblacién y otra (Mayr, 1942; de Meeds et al., 2003)

Ahora bien, hechos como la disposicion agregada y fragmentada de las
poblaciones de parasitos, ademas de tener varios sistemas reproductivos y un
complejo ciclo de vida con alternancia entre reproduccion sexual y asexual,
partenogénesis, autofecundacion y apareamiento entre hermanos (sib-mating)
configuran en toda su expresion excepciones serias al concepto biologico de
especie, mostrando su inutilidad en la mayoria de los casos (de Mee(s et al.,
1998; de Meeds et al., 2003). Para citar tan sélo un ejemplo, se ha demostrado

el rol que la clonalidad ha desempefiado en la evolucién de Trypanosomay
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Leishmania. La evolucion de Trypanosoma cruzi estd dominada por un caracter
casi exclusivamente asexual en su estructura genética, en donde la reproduccién
sexual ha desempefiado una influencia muy limitada (Machado y Ayala, 2001).
El intercambio genético entre linajes distantemente relacionados de cepas
clonales de T. cruzi comprobd en numerosos estudios la existencia de linajes
enteramente hibridos (Machado y Ayala, 2001; Brisse, 2003; Tibayrenc y Ayala,
2013). Por tanto, dada la alta variabilidad genética y radiacion en los linajes de
T. cruzi es evidente que el intercambio genético en cepas distantemente
relacionadas y la clonalidad elimina la premisa del aislamiento reproductivo y la
sexualidad propuesta en el concepto biolégico de especie. A pesar de esto, en
poblaciones de T. cruzi la evidencia empirica también comprueba la existencia
de sexualidad criptica contemporanea (Ramirez et al., 2013), haciendo el

escenario aun mas complejo.

Cualesquiera sean las alternativas, ya sea clonalidad o sexualidad, de Mee(s et
al. (1998) desmienten la viabilidad del concepto biolégico de especie para
poblaciones de parasitos. En protozoos patdgenos hay una emocionante
discusion sobre el rol de la sexualidad y la clonalidad en la evolucion, por ejemplo,
de tripanosomas (Tibayrenc y Ayala, 2002; Ramirez y Llewellyn, 2014, 2015;
Tibayrenc y Ayala, 2015).

Ya sea en uno u otro caso, es patente el poco alcance y perspectiva de este
concepto. De hecho, la divergencia entre linajes, sin invocar la transferencia
horizontal de genes, puede mantenerse en organismos de reproduccion sexual
a la luz del flujo de genes, eliminando la premisa del aislamiento reproductivo
(Harrison y Larson, 2014; Shapiro et al., 2016).
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1.3.3 ¢Cuando un Parasito se Diferencia En Alopatria y Cuando en Simpatria?
La idea de simpatria en parasitos se basa en el hecho de que el hospedero
representa una parte fundamental de sus necesidades ecoldgicas (fuente de
alimento, de reproduccion, etc.) (Price, 1980). Por tanto, el hospedero

configuraria un escenario ideal de especiacion simpatrica (de Meeds et al., 1998).

Lo anterior permite establecer que el hospedero per se, en los términos
tradicionales que se asume los conceptos de simpatria y alopatria, constituiria
una especie de barrera, analoga a la ausencia (simpatria) o presencia (alopatria)
de barreras geograficas para los organismos de vida libre. Esto también permite
apuntar que la clasica definicién de simpatria (ausencia de barreras geograficas)
no se ajusta de manera amplia a poblaciones de parasitos (McCoy, 2003). Asi
pues, segun McCoy (2003) la especiacion simpatrica en una poblacion de
parasitos puede tener lugar via colonizacién de un nuevo hospedero (host-
switching). Es decir, no importa si el hospedero colonizado esta o no en el mismo
rango del parasito. El aspecto determinante para clasificar la especiacion como
simpatrica o alopatrica es si esta barrera al flujo de genes es extrinseca
(=alopatria; un parasito que corresponde a un determinado hospedero no puede
mezclarse con un parasito de otro hospedero debido a la presencia de factores
extrinsecos como la geografia y la especificidad del vector) o intrinseca
(=simpatria; el parasito puede escoger su compafiero sexual o nivel de
emparejamiento dentro de un mismo hospedero u hospederos —host choice- o
bien desarrollar fuerte especializacion genética asociada con el sistema de
emparejamiento entre los hospederos) (McCoy, 2003; Giraud, 2006).

Vale anotar que estas definiciones aun estan en discusién y no constituyen un
consenso en la comunidad cientifica. Por ejemplo, Giraud (2006) cuestiona la
acepcion tradicional de especiacion alopatrica en parasitos, que consiste en la
especiacion del parasito luego de un host switching seguida de la especiacion
del hospedero (Huyse et al., 2005 citado por Giraud, 2006). Alli Giraud (2006)

afirma que un host-switching o la especiacion de un mismo hospedero a lo largo
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de un rango geografico no llevan automaticamente hacia la alopatria. De este
modo, los parasitos que infectan las dos especies de huéspedes luego del host-
switching estaran en alopatria solo cuando: “1) Los hospederos estan en
alopatria (vg., esto es una barrera geogréfica al flujo de genes); o bien cuando 2)
los hospederos son simpatricos y los parasitos no pueden diseminarse hacia
otros hospederos por causa de barreras extrinsecas diferentes a las geograficas;
los ejemplos incluyen aquellos casos en donde la transmision de los parasitos es
vertical (de la linea parental hacia la descendencia) o en aquellos casos en donde
diferentes especies de vectores son compartidas entre las diferentes especies

de hospederos” (p.151)

En este mismo orden de ideas, Le Gac y Giraud (2004) cuestionan los puntos de
vista de McCoy (2003) sobre la capacidad de eleccién del parasito sobre el tipo
de hospedero para definir la simpatria. Los autores afirman que las condiciones
que permiten, por ejemplo, la especiacion alopatrica en parasitos que poseen
hospederos simpatricos pueden ser posibles, pero no son generalizadas: “La
mayor parte de los eventos de especiacion en parasitos que tienen hospederos
simpatricos poseen los mismos problemas para organismos de vida libre: ¢ de
qué manera un pool genético puede ser separado en dos pools sin la existencia
de barreras extrinsecas?: La respuesta es siempre la misma: los parasitos deben
evolucionar barreras intrinsecas que impidan el flujo de genes entre las especies
incipientes” (p. 207). Por tanto Le Gac y Giraud (2004) y McCoy (2004) afirman
en lineas generales que en vez de ajustar los parasitos a categorias fijas y
limitadas como simpatria y alopatria, es mas Gtil concentrarse en los mecanismos
y procesos que llevan a las especies a diferenciarse, por ejemplo es mas util
centrar la atencién en aquellos procesos que impedirian el flujo de genes entre
dos o0 mas poblaciones. Dada la enorme diversidad de parasitos y de ciclos de
vida es importante entonces optar por preguntarse sobre los mecanismos
responsables del mantenimiento de la diversidad, adaptacion, especializacion y

divergencia. Esta perspectiva puede ayudar a mejorar el panorama sobre el
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criterio con el que operan y piensan los biélogos evolutivos (de Mee(s et al.,
2003; Le Gauc y Giraud, 2004; McCoy, 2004).

1.3.4 “HOST-SWITCHING" Y “ECOLOGICAL FITTING". Para hablar de estos dos
importantes procesos, vale la pena empezar con la pregunta que Mehlhorn
(2008) se hace en su enciclopedia de parasitologia: “4Cuando un sistema
parasito-hospedero es fragmentado en dos 0 mas partes, por ejemplo, debido a
eventos geoldgicos, la poblacién de parasitos diverge mas rapido que el
hospedero, o al contrario? ¢;[Ambos sistemas] evolucionan en sincronia?”
(p.1322).

Esta pregunta es importante porque refleja un modo de pensar tradicional que ya
estd empezando a abandonarse. Primero, ya hemos visto que los parasitos
tienen una tendencia a evolucionar mas rapido que el hospedero. Sin embargo,
de aqui se desprende lo segundo, ¢los parasitos y el hospedero co-evolucionan
en sincronia? En otras palabras, ¢los parasitos y el hospedero experimentan
coespeciacion? Si pensamos en los parasitos como entes “pasivos” del proceso
evolutivo que dependen del hospedero para evolucionar, entonces la respuesta
es que tan pronto los hospederos se aislan y sufren procesos de especiacion, los
parasitos lo haran con ellos; si el huésped se extingue, entonces el parasito
también lo hace. Ahora bien, esta acepcion no es universal (Hoberg y Brooks,
2008).

El problema no es si la coespeciacion ocurre o no, sino la tendencia a definirla
como unico modo de divergencia en los parasitos. La idea de coespeciacion o
especiacion en sincronia domino el modo de pensamiento de los parasitélogos a
lo largo del siglo XX (revisado en Brooks y McLennan, 2002); aun asi, la evidencia
empirica indica lo contrario. La “paradoja parasitologica”, discutida en los ultimos
afos, implica que los parasitos estan fuertemente especializados a los recursos
gue explotan (hospederos) y por tanto poseen rangos limitados, restringidos a

sus hospederos. No obstante, desplazamientos hacia hospederos (host
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switchings) relativamente no relacionados son muy comunes a lo largo de la
diversificacion filogenética de los parasitos y se pueden observar directamente

en el tiempo ecologico (Agosta et al., 2010; Hoberg y Brooks, 2015).

El mecanismo que permite explicar estas colonizaciones de nuevos hospederos
es el Ecological fitting (ajuste ecoldgico) (Agosta et al., 2010). Ecological fitting
es el proceso en que los organismos colonizan y poseen la capacidad de persistir
en nuevos ambientes, usar nuevos recursos y formar nuevas asociaciones con
otras especies como resultado de rasgos que ya poseen al momento de
encontrar las nuevas condiciones (Agosta y Klemens, 2008). Este proceso de
ecological fitting como resultado de un host switching constituye un primer paso
necesario en el proceso de colonizacion de un nuevo hospedero. Asi mismo,
también es un paso clave en la formacién de nuevas relaciones coevolutivas y
de procesos adaptativos, esto es, que los parasitos sean sometidos a regimenes
de seleccién y con esto se diferencien de sus especies ancestrales y sufran
procesos de radiacién y especiacion (Agosta et al., 2010).

El éxito de un host switching, depende de: a) Oportunidad ecolégica: El parasito
debe coexistir en tiempo y espacio con el hospedero para que haya una
oportunidad de desplazamiento, b) Compatibilidad: El parasito debe ser capaz
de derribar las barreras que impone el hospedero (vg. inmunoldgicas) para
sobrevivir y establecer relaciones durante largos periodos de tiempo, y c)
Resolucién de conflicto: La probable mortalidad del hospedero como resultado
de la nueva asociacién con el parasito debe superarse y llegar a un punto en que,
tanto parasito como hospedador, se co-adaptan o co-acomodan. La disminucion
de la mortalidad del hospedero puede ser resultado de adaptaciones reciprocas

o unilaterales (Araujo et al., 2015).

1.3.5 Ecological Fitting Y Su Mecanismo. La definicién original de ecological

fitting la propuso Janzen (1985) y merece la pena centrar atencién sobre ella:
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Inicialmente, una especie es una poblacién pequeia [y labil]
ocupando un éarea pequefia. Dicha ocupacion restringida se
produce por medio del establecimiento y colonizacién en un area
nueva, expuesta o abandonada, o por fragmentacion del habitat,
etc. Esta poblacién evolutivamente pasa a través de una sucesion
de genotipos. Este cambio ocurre porque el habitat ocupado
cambia y porque la poblacion pequeia esta siendo evolutivamente
bien ajustada (fine-tuned) por medio de seleccion, hacia los rasgos
particulares del habitat que ocupa. Entonces, al cabo de unas
pocas generaciones la poblacion se expande abruptamente,
sobrepasando su habitat local. La expansion ocurre porque la
poblacién que esta evolucionando alberga algun genotipo que es
accidentalmente mas robusto con respecto a los cambios que
implica la supervivencia en algun area geogréafica grande. Esto
también puede ocurrir porque alguna barrera geogréfica ha sido
flexibilizada (u omitida), o porque grandes cambios abioticos
convirtieron un habitat reducido en uno de amplia distribucion. Asi

pues, la especie ahora esta ampliamente distribuida.

En virtud de ser ahora una especie con una poblacion grande y muy
extendida, en medio de un pico adaptativo, y en una etapa en la
gue esta sujeta a una multitud de presiones selectivas que se
presentan a una escala finamente contradictoria y heterogénea, la
especie, se vuelve evolutivamente estética [periodo de quiescencia
evolutiva]. S6lo son probables nuevos cambios evolutivos cuando
nuevos genotipos aparecen e incrementan el fitness a lo largo del
rango que ocupa la especie. Entonces continta siendo una especie
de amplia distribucibn hasta que algun tipo de perturbacion
importante se produce, con la cual se extingue o es reducida a una
poblacién pequefia, que es de nuevo evolutivamente labil.

Igualmente, durante su etapa de quiescencia y amplia distribucion
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puede ocurrir que la poblacibn de la especie se aisle
ocasionalmente, haciendo que esta poblacién fragmentada inicie el

ciclo nuevamente. (p. 308)

Teniendo en cuenta esto ¢ Qué ocurre cuando una especie rompe su estatus
local y coloniza un habitat nuevo? ¢ Es necesario que estas especies hayan

cambiado previamente para poder adaptarse a las nuevas condiciones?

En breve, nuestro recién llegado tendra una distribucién irregular,
variablemente abundante y tendra diferentes interacciones con
diferentes organismos en varios hébitats (...) Ningln cambio
evolutivo fue necesario o probable para que nuestra especie
incorpore este nuevo habitat dentro de su rango, asi mismo para
desarrollar la microdistribucion y microexpresion heterogénea que
ahora tiene su fitness. Por otra parte, no hay ninguna razén para
esperar que los residentes establecidos hicieran otra cosa que no
sea ecoldégicamente reajustarse a este acto de ajuste ecoldgico
[there is no reason to expect that the established residents did
anything other than ecologically readjust to this act of ecological
fitting] Pueden ocurrir todos los niveles imaginables de reajuste a
este nuevo habitat, desde extinguirse hasta no tener respuesta.
Casi todas las complejas interacciones en Santa Rosa [un parque
nacional de Costa Rica donde Janzen hizo las investigaciones que
lo llevaron a estas conclusiones] no son mas que consecuencia de
una larga sucesién de ecological fittings de una especie

ampliamente distribuida tras otra. (p. 309)

En definitiva, ecological fitting es un proceso frecuente e inevitable en la
naturaleza, resultado de la interaccién entre “genotipos robustos o flexibles”
(plasticidad fenotipica) que portan los organismos y sus especies al momento de

interactuar con una serie de factores bioticos y abidticos (Janzen, 1985). Es
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evidente que la dispersion y el rol que desempefian factores biogeograficos
historicos y ecoldgicos son determinantes en la modelacidon de los procesos de
colonizacion de nuevos ambientes. La plasticidad fenotipica desempefia un rol
clave aqui, porque las especies no precisan estar previamente adaptadas al
momento de llegar o de ser sometidas a nuevas condiciones. Sin embargo,
nuevas asociaciones pueden generar nuevos genotipos e incrementar la eficacia
biolégica de las especies (fithess), esto es, que los organismos sean sometidos
a nuevos regimenes de divergencia y seleccion (Agosta et al. 2010).

En este mismo orden de ideas, Agosta y Klemens (2008) definieron teGricamente
dos modalidades complementarias de ajuste ecoldgico, que no son mutuamente
excluyentes. Este puede presentarse via resource tracking: colonizacion de
nuevos habitats y hospederos (en el caso de los parasitos) con condiciones
iguales o muy similares al del habitat u hospedero ancestral. También puede
presentarse via sloppy fitness: Colonizacion de una nueva area o un nuevo
hospedero que esta fuera del rango del hospedero o ambiente ancestral. A
diferencia del resource tracking, aqui, los organismos explotan condiciones
completamente nuevas. La plasticidad fenotipica implica que los rasgos que
posee el organismo son cooptados para nuevas funciones y nuevas relaciones.
De este modo, el parasito o la especie bajo estudio, realiza su fitness y se ajusta

ecolégicamente a las nuevas condiciones (Agosta y Klemens, 2008).

En conclusion, no importa que tan especializada o co-adaptada pueda estar una
especie de parésito frente al recurso (hospedero) que explota. La plasticidad
fenotipica y el conservatismo filogenético en aquellos rasgos relacionados con el
uso de los recursos explican los host switchings y la alta variabilidad y
diversificacion de los parasitos. Las oscilaciones climaticas y los cambios
biogeograficos que afectan la dinamica de expansion y aislamiento de las
poblaciones de parasitos (vg., cuellos de botella), son determinantes en la

prediccién y el éxito de estas colonizaciones de nuevos hospederos, asi como
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en los mecanismos detras de su diversificacion (Brooks y Hoberg, 2007; Hoberg
y Brooks, 2008; Agosta et al. 2010; Araujo et al. 2015; Hoberg y Brooks, 2015).

1.4 TIEMPO Y MODO DE EVOLUCION EN LOS TRIPANOSOMAS

La evidencia soporta que los tripanosomas, al ser un grupo monofilético,
descendieron todos ellos, de un tripanosoma ancestral de insecto, que
posteriormente fue incorporado al ciclo de vida de los vertebrados terrestres
(Hoare, 1972; Hamilton et al., 2004). Un escenario plausible indica que los
tripanosomas se adaptaron al parasitismo a partir del consumo de bodoénidos de
vida libre por parte de insectos; la infeccibn y transmisién por medio de
sanguijuelas parece ser secundaria a lo largo de su diversificacion filogenética
(Simpson, 2002; Hamilton et al., 2004). En este sentido, los tripanosomas son
un grupo de parasitos diverso y antiguo, pues los insectos (Hexapoda) datan
sus origenes hace unos 479 millones de afios, en el ordovicico temprano (Misof
et al., 2014).

Considerando las asociaciones de los tripanosomas con los hospederos
vertebrados e invertebrados en sus relaciones filogenéticas, se ha evidenciado
que la coespeciacion ha desempefiado un rol muy poco importante en la
evolucion de este clado. En contraste, la colonizaciéon de nuevos hospederos
(host switchings) mediante ajustes ecoldgicos (ecological fittings) ha sido el motor
mas importante en la radiacion y evolucion de los tripanosomas (Hamilton et al.,
2007).

Por ejemplo, la hipotesis mas aceptada sobre el origen de T. cruzi implica que T.
cruzi se origind en un clado ancestral de murciélagos y después mediante un
host switching T. cruzi colonizé mamiferos terrestres, incluido el hombre (Marcili
et al. 2009b; Cavazzana et al., 2010; Lima et al., 2012, 2013; Hamilton et al.,

2012). Asimismo, estudios microevolutivos en poblaciones selvaticas de T. cruzi
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dan cuenta del papel del host switching y el ecological fitting en la modelacion de

la estructura genética del parasito (Messenger et al., 2015).

En los estudios filogenéticos, las consecuencias genéticas que implica el
potencial de diversificacion de los parasitos puede permitir el abordaje de
diversas hipotesis evolutivas, sobre el tiempo y el modo de evolucién de los
parasitos y la diversificacion de linajes (de Mee(s et al., 1998). Sin embargo,
estudios de divergencia y datacion molecular son escasos entre tripanosomas.
Esto constituye una seria dificultad, toda vez que el conocimiento de los tiempos
de divergencia (métodos de reloj molecular) de las especies constituye una de
las piedras fundamentales sobre las que se edifica la ciencia de la biologia
evolutiva y ha ayudado a resolver infinidad de problemas biol6gicos, desde el
entendimiento de los mecanismos de dispersion y especiacion hasta la
caracterizacion de la rigueza de especies y los patrones de evolucién en una
diversa gama de patdgenos (revisado en Ho y Duchéne, 2014; Yang y Donoghue,
2016).

En una escala poblacional, la teoria de la coalescencia constituye uno de los
principales progresos en genética de poblaciones en las Ultimas décadas (Fu y
Li, 1999; Ho y Shapiro, 2011). Los métodos basados en el coalescente (Kingman,
1982) permiten estimar la historia demogréafica de una poblacién a partir de
informacion genética, con una gran precision matematica. De este modo, es
posible estimar los tamafos poblacionales pasados y actuales mediante la
construccion de una genealogia que va hacia atras en el tiempo, hasta que los
linajes muestreados coalescen en su ancestro comun mas reciente (Most Recent
Common Ancestor o MRCA, por sus siglas en inglés) (Grinwald y Goss, 2011).
Asi pues, los enfoques coalescentes son de extrema importancia, pues en una
misma poblacion, pueden determinar la presencia de cuellos de botella y
expansiones poblacionales, informar sobre las tasas de migracion y de
entrecruzamiento; todos estos criterios muy Utiles en la evaluacién de hipétesis

sobre las tasas de diversificacion y especiacion-extincion y su relaciéon con
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eventos paleoclimaticos, hasta el seguimiento y la dinamica de transmision de
virus y otros patégenos (revisado en Ho y Shapiro, 2011; Chang y Shapiro, 2016).
Esta tesis es uno de los pocos trabajos que aborda en una escala macroevolutiva
la datacion de un clado de tripanosomas recientemente descrito y distinto a
tripanosomas de importancia médica. Asimismo, al momento de escribir, es el
primer trabajo que reconstruye la historia demografica de una poblacién de
parasitos tripanosomas (T. terrestris) aislados de hospederos selvaticos (Tapirus
terrestris), que no estan relacionados directamente con tripanosomas patdgenos.
Las discusiones y conclusiones que propongo aqui son de importancia
fundamental para el entendimiento de la evolucién del clado Trypanosoma sensu

lato.

1.5 MARCADORES MOLECULARES USADOS EN ESTE ESTUDIO

Un amplio rango de genes han sido empleados para evaluar hipotesis
filogenéticas y para hacer estudios taxonémicos en tripanosomas (Hamilton y
Stevens, 2010). En ese sentido, a partir de los primeros andlisis basados en
secuencias de genes ribosdmicos (Sogin et al., 1986; Fernandes et al., 1993) se
han ido utlizando cada vez una gran variedad de marcadores para la

construccion de la historia evolutiva de estos parasitos.

En este trabajo fueron usados tres marcadores nucleares, a saber: La region
V7V8 de la subunidad pequefia del rDNA (18S o SSU), el espaciador transcrito
interno 1 (Internal Transcribed Spacer, ITS1) y el gen glicosomal gliceraldehido
3-fosfato deshidrogenasa (QGAPDH).

-Gen ribosomico (rDNA). Las secuencias de este gen han sido ampliamente
usadas para inferir relaciones filogenéticas entre tripanosomatidos y otros
miembros del filo Euglenozoa. Los genes del DNA ribosomal (rDNA) poseen una
estructura compleja, con complejos patrones de moléculas maduras de RNA. La

estructura del rDNA comprende una unidad de repeticion compuesta por
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unidades de transcripcidon (cistrones ribosomales) y espaciadores intergénicos
(IGS, por sus siglas en inglés “Intergenic Spacer”) que se repiten en tandem mas
de 100 veces en el genoma. Estos genes son procesados en una unica unidad
de transcripcion o pre-rRNA, seguido por diversas etapas de procesamiento,
originando tres moléculas de RNA maduros: 18S (por sus siglas en inglés,“Small
Subunit” o SSU), 5.8S y 24S (por sus siglas en inglés, “Large Subunit’” o LSU)
(Sogin et al., 1986; Herndndez et al., 1990; Dietrich et al., 1993). En los
tripanosomatidos, la subunidad 24S se ve flanqueada por un espaciador interno,

que su vez origina dos moléculas, 24SR y 24Sa.

Las regiones transcritas no conservadas del pre-rRNA corresponden a los
espaciadores transcritos internos (ITS) y externos (ETS). La SSU de los genes
de rDNA de los tripanosomatidos posee ocho regiones universalmente
conservadas (U1-U8) y nueve regiones variables (V1-V9) (Hernandez et al.,
1990). De éstas ultimas, la region V7V8 es la méas variable y es frecuentemente
llamada la region barcoding, porque es util en la identificacion y discriminacién

de especies (Hamilton y Stevens, 2010).

La region ITS estd compuesta por dos subregiones de DNA no codificante: ITS1
e ITS2, éstas delimitan entre la subunidad pequefia y la subunidad grande del
rDNA. ITS1 esta localizado entre los genes SSU y 5.8S e ITS2 esta entre 5.8S
y la subunidad 24Sa de la LSU del rDNA. Estos espaciadores ITS1 e ITS2
poseen una rapida tasa evolutiva (son muy variables) y difieren inter e
intraespecificamente. Por esta raz6n son muy valiosos para el estudio de
organismos filogenéticamente proximos y han sido empleados en una amplia
variedad de estudios en tripanosomas, por ejemplo en la distincion de
genotipos de T. cruzi (Mendonga et al., 2002; Cuervo et al., 2002; Santos et al.,
2002), y variabilidad inter e intraespecifica de T. rangeli (Maia da Silva et al.,
2004a) y T. theileri (Rodrigues et al., 2006), entre otros.

46



Figura 2. Diagrama esquematico del gen ribosomal.

TS

3_4

5.85 51 52 S6 S4

Fuente: Marcili (2008)

-Gen gGAPDH (glicosmal gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa). Las
especies de la familia de Trypanosomatidae presentan un organelo denominado
glicosoma que contiene enzimas involucradas en el metabolismo de la glucosa y
el glicerol (via glucolitica). La glucosa es la principal fuente de energia utilizada

por los tripanosomas sanguineos de los mamiferos (Hannaert et al., 1998).

En los tripanosomas se encuentran dos genes que codifican para la enzima
glicosdbmica (JGAPDH) semejante a los eucariotas en general y un gen que
codifica una enzima citosoélica (cGAPDH) relacionada con los genes bacterianos
(Kendall et al., 1990). Las divergencias de las secuencias de estos genes
permitieron el disefio de cebadores (primers) para la amplificacion especifica de
gGAPDH (Hamilton et al., 2004). El gen gGAPDH ha mostrado ser un marcador
de mucha utilidad para inferir las relaciones en las raices de la filogenia de los
tripanosomas y la evaluacién de hip6tesis evolutivas, por evolucionar mas lento
que la SSU del rDNA. También ha sido de utilidad en la descripcion de nuevas
especies (Hamilton et al., 2004; Hamilton et al., 2007; Hamilton y Stevens, 2010).

47



2. OBJETIVOS

Esta tesis tiene dos componentes, uno macroevolutivo y otro microevolutivo.

Ergo, los objetivos estan sujetos a estos.

2.1 OBJETIVO GENERAL

Inferir patrones macroevolutivos y microevolutivos en el clado Trypanosoma

terrestris a partir del estudio de nuevas cepas aisladas de dantas (Tapirus

terrestris) procedentes de los biomas brasilefios Pantanal y Mata Atlantica.

2.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Microevolucion

Estimar la diversidad y el grado de diferenciacion genética de los aislados
de T. terrestris con base en estadisticos poblacionales (estadisticos-F,
AMOVASs, matrices de distancias genéticas y redes de haplotipos) y en
indices de diversidad genética (niumero de haplotipos, h; diversidad
haplotipica, dH; numero de sitios polimérficos, S; y diversidad
nucleotidica, ).

Determinar las posibles barreras al flujo de genes entre las poblaciones
de T. terrestris con base en la informacién proporcionada por los
estadisticos-F y otros tests poblacionales.

Inferir la historia demografica de las poblaciones de T. terrestris a partir de

métodos multilocus coalescentes.
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Macroevolucion

e Estimar las relaciones filogenéticas de los aislados de T. terrestris con
otros miembros del clado Trypanosoma a partir de la construccién de una
filogenia molecular.

e Estimar la edad del ancestro comin mas reciente (tMRCA) del clado T.
terrestris y miembros cercanos, con base en métodos bayesianos de reloj

molecular.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 AISLAMIENTO Y ORIGEN GEOGRAFICO DE LOS AISLADOS DE T.

terrestris

Todos los aislados tripanosomas de este trabajo fueron obtenidos de Tapirus
terrestris entre los aflos 2012-2015 por miembros de la Iniciativa para la
Conservacion del Tapir de tierras bajas en Brasil, del Tapir Specialist Group
(coordinadora, Dr. Patricia Medici). Las dantas fueron capturadas en los biomas
de Mata Atlantica, Cerrado y Pantanal mediante radiotelemetria, a partir de la
instalacién de collares telemétricos. Informacién sobre las areas de captura,

especimenes colectados y datos de infeccion se resumen en la Tabla 3.

Para la colecta y aislamiento de parasitos tripanosomas, se tomaron muestras
sanguineas por venopuncion cefalica de las dantas capturadas. Las muestras de
sangre fueron inoculadas en tubos vacutainer suplementados con un medio
bifasico constituido de una fase sélida (BAB -Blood Agar Base- +10% de sangre
de carnero desfibrinada); y una fase liquida compuesta de medio LIT
(suplementado con glucosa, suero fetal bovino y antibiéticos). Los reactivos y los
medios de cultivo fueron preparados en el Laboratorio de Enfermedades
Parasitarias del Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva y Salud
Animal de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad de
Séo Paulo (en adelante VPS/FMVZ-USP) (Tabla 1).

Los hemocultivos fueron incubados a 28°C y examinados a partir del cuarto dia,

cada dos dias, durante 30 dias.
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3.2 CRECIMIENTO Y MANUTENCION DE CULTIVOS AXENICOS Y
EXTRACCION DE DNA GENOMICO

Las muestras positivas fueron transferidas a frascos de cultivo con medio LIT
(Camargo, 1964) a 28°C. Una vez en las fases logaritmica y estacionaria, la masa
de parasitos fue obtenida por centrifugacion (3200 rpm a 22°C por 10 min) y
luego criopreservada en Nz liquido en la Colecciébn Brasilefia de
Tripanosométidos del VPS/FMVZ-USP. Los aislados de este estudio fueron
enumerados de acuerdo al orden de ingreso de material a la coleccién, como

aparece en la Tabla 3.

Las muestras de DNA gendmico fueron extraidas de pellets de aproximadamente
108 parésitos (centrifugados a 5000 y 12000 rpm a 4-5°C por 2-10min),
previamente cultivados en medio LIT (suplementado con 10% de SFB y 10% de
glucosa) a 28°C. Posteriormente el DNA fue extraido mediante el método de
fenol-cloroformo (Sambrook y Russell, 2001). El DNA precipitado fue lavado con
etanol al 70%, y el pellet resultante fue secado a 56°C por 15 minutos y
resuspendido en TE (10 mM de Tris- HCI, pH 7.4., 1 mM de EDTA pH 8.0).

Por ultimo, las muestras de DNA fueron cuantificadas en espectrofotometro
(Thermo Scientific® NanoDrop 2000/2000c) y diluidas a 100 ng/ul.

Todos los CBTs de este estudio (Tabla 3) son compatibles morfol6gicamente con
T. terrestris. Aun asi, para fines demostrativos, se hicieron extensiones con
algunos CBTs, crecidos y alimentados en medio LIT en las fases logaritmica y
estacionaria. Las extensiones fueron fijadas en metanol y tefiidas con Giemsa,

para microscopia optica (Figura Al).
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Tabla 1 Medios de cultivo

Medio de cultivo  Composicion Cantidad/litro Preparacion /

Almacenamiento

LIT Triptosa 5.00¢g Esterilizado en
Camargo (1964) Autoclave

Infusion de Higado 5.009g
NaCl 4.00 g
KCI 0.40¢g
NazHPO4 8.00g
Dextrosa 2.00g
Heminal 0.01g
SFB (Suero Fetal 100 mL Almacenado a -
Bovino)? 20°C

BAB/Sangre Medio BAB (Blood 850 mL Sangre estéril y
Agar Base) a 4% desfibrinada
Sangre de carnero 150 mL Almacenado a 4°C

1 Hemina disuelta en NaOH 0.1 N; 2 SFB, Suero Fetal Bovino inactivo a 56°C por 30 min.

3.3 OBTENCION DE DATOS MOLECULARES

A partir de la extraccion de DNA gendémico, protocolos estandares de PCR fueron
usados para la amplificaciéon de las regiones nucleares deseadas (Tabla 2). Para
las reacciones de PCR se empled la siguiente mezcla: 50 pl con 100 ng de DNA
gendmico, 100 ng de cada primer, 200 mM de cada dNTP, 5 ul de solucion
tampon (200 mM Tris- HCI, Ph 8.4, 500 mM KCly 1.5 mM MgCl2), 2.5 U de DNA
Tag pol y agua bidestilada desionizada estéril. Los ciclos de amplifiacion y las
temperaturas de anillamiento segun cada cebador aparecen descritos en la Tabla
2. Posteriormente, los amplicones fueron separados por electroforesis (buffer de
carga: 50% de glicerol; 0,4% de azul de bromofenol; 0,4% de xilenocianol) en gel
de agarosa/TAE 1x (40 mM de Tris-acetato, 2 mM de EDTA, pH 8.0) al 1,5% y
teflidos con SYBR® Safe DNA Gel Stain (Invitrogen) y se dejaron correr
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aproximadamente 40 min a 100v/50 mA en una camara de electroforesis
submarina. Los amplicones se visualizaron y documentaron en un
Transiluminador-UV y en el programa Alphalmager-HP 2000 (Protein Simple).

Los productos de PCR fueron purificados mediante ExoSAP-It® (Affymetrix) con
el objeto de eliminar los posibles inhibidores de la amplificacion y el exceso de
dNTPs y primers, para la aplicacion posterior de la secuenciacion del DNA. A
cada reaccion de ExoSAP-It® se siguieron las instrucciones del fabricante y paso
seguido las muestras fueron colocadas en el termociclador a temperaturas de

37°C por 15 min y 80°C durante otros 15 min.

Las muestras purificadas fueron sometidas a reacciones de secuenciamiento con
base en el kit BigDye® Terminator v3.1-Cycle sequencing (Thermo Scientific)
segun las instrucciones del fabricante. Una vez secuenciadas (30 ciclos: 15 s
96°C; 15 s 50°C; 4 min 60°C, con un ciclo inicial de 1 min 96°C), las muestras
fueron precipitadas mediante protocolo de precipitacion EDTA-Etanol y
posteriormente llevadas al secuenciador automético (Applied
Biosystems®/Perkin ElImer, model ABI Prism 3500 Genetic Analyzer, Foster City,
California) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los cromatogramas

fueron checados manualmente en SeqScape® 2.6.0 (Applied Biosystems).

3.4 ALINEAMIENTOS

Las secuencias obtenidas, con los tamafos esperados para cada marcador,
fueron sometidas a alineamientos multiples en los programas ClustalX
(Thompson et al., 1997) alterando los parametros relativos a la insercion de
‘indels” (peso de insercion=1, Extension=1) y ajustadas manualmente en el
programa GeneDoc v.2.6.01 (Nicholas et al., 1997). Asimismo los alineamientos
fueron comparados con diversas secuencias de otros tripanosomatidos
disponibles en el banco de datos del GenBank y en el algoritmo BLAST-n para
construir alineamientos para andlisis filogenéticos. De este modo, tres sets de

alineamientos fueron empleados para este estudio: i) un alineamiento
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concatenado con las secuencias de gGAPDH y la region v7v8 de la SSU del
rDNA para estudios de datacion y filogenia ii) tres alineamientos con las
secuencias de los tres marcadores por separado (ITS1, gGAPDH y v7v8 SSU
rDNA) para estudios poblacionales y demogréficos vy iii) dos alineamientos con
las secuencias de gGAPDH y v7v8 para evaluar e inspeccionar topologias en los

estudios filogenéticos.

Tabla 2 Regiones amplificadas y condiciones de amplificacién.

Region amplificaday nombre Ciclos de Tamaio Referencia
del cebador amplificacion (pb)

V7V8 SSU rDNA! 1 ciclo: 3 min 94 °C ~900pb Maia da

609F (5 CAC CCG CGG TAA 29 ciclos: 1 min 94 °C; Silva et al.,

TTC CAG C 3) 2 min 60 °C; 1 min 72 2004b

706R (5 TTG AGG TTACAG TCT °C Rodrigues

CAG 3)) 1 ciclo: 10 min 72 °C et al., 2006

ITS 1 rDNA 1 ciclo: 3 min 94°C ~266pb Souto et

T-ITSF (5 GAT ATT TCT TCA 29 ciclos: 1 min 94 °C; al., 1996;

ATA GAG GAA GC 3) 1 min 55 °C; 1 min 72 Rodrigues

5.8SR (5 GGA AGC CAA GTC °C etal.,

ATC CAT C 3) 1 ciclo: 10 min 72 °C 2006;
Marcili et
al., 2009b

gGAPDH 1 ciclo: 3 min 94 °C ~700pb Hannaert

GATry F (5°CGC GGATCC ASG  29ciclos: 1 min 94 °C; et al,,

GYC TYM TCG GBA MKG AGAT 2 min 60 °C; 1 min 72 1998;

3)? °C Hamilton et

GATry R (5 CGC GGATCC CBA 1ciclo: 10 min 72 °C al., 2004

CVG CYT TSG CSG GRC CAGT
3)?

1 cebadores de secuenciamiento: 1156F (5° CGT ACT GGT GCG TCA AGA GG 3"); 1156R (5’
CCT CTG ACG CAC CAGTAC G 3)
23 codigos IUPAC/IUB: R=A0G;Y=C0oT;M=A0C;S=Co0G;K=GoT;V=A CoG.
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3.5 ANALISIS EN GENETICA DE POBLACIONES

La variacion genética en los marcadores fue caracterizada mediante indices de
diversidad genética en DNAsp v.5.10.01 (Librado y Rozas, 2009) y se determiné
el nimero de haplotipos, h; diversidad haplotipica, dH; numero de sitios
polimorficos, S; y diversidad nucleotidica, 7. Debido a que solo fueron empleados
datos nucleares diploides, se empleé el software PHASE v2.1 (Stephens et al.,
2001) a fin de determinar el nimero de haplotipos por cada locus (umbral de
probabilidad, 0.8). Los datos con la informacién alélica y haplotipica fueron
preparados y visualizados usando SeqPHASE (Flot, 2010). Ya que la region ITS1
es la mas polimérfica e informativa para estudios a nivel intraespecifico, se
construyeron redes de haplotipos con este marcador en el software popART
(Leigh y Bryant, 2015).

El grado de aislamiento y diferenciacion genética dentro y entre poblaciones fue
estimado con base en los estadisticos-F y en matrices de distancias genéticas
en Arlequin v.3.5.2.2 (Excoffier y Lischer, 2010) a partir de los haplotipos de ITS1.
Los CBTs fueron subdivididos en dos estrategias de agrupamiento: i) Agrupando
los haplotipos por procedencia geogréfica, ii) Agrupando los haplotipos segun el
patron observado en redes de haplotipos. La significancia estadistica fue
evaluada en un analisis de varianza molecular (AMOVA) con base en tres réplicas
de 20,000 permutaciones aleatorias, en Arlequin. Algunos de los parametros y
funciones poblacionales fueron representados en R v.3.2.5 (R Development Core
Team, 2008), a través de R-lequin (Excoffier y Lischer, 2010). Los valores-p
fueron corregidos y ajustados en el paquete SGoF, en R (Castro-Conde y de
Ufia-Alvarez, 2014).

Adicionalmente, para determinar el numero clasteres poblacionales
genéticamente distintos (K) y asignar qué aislados de nuestros datos
corresponden a éstos, se empleo el software de clustering bayesiano STRUCTURE

v.2.3.4 (Pritchard et al., 2000; Falush et al., 2003). Este método encuentra el
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namero mas probable de clusteres genéticos (poblaciones K) y asigna
probabilisticamente cada aislado (CBT) a su correspondiente poblacion con base
en los datos de las frecuencias alélicas para cada locus. Se evaluaron los
siguientes modelos: Admixture (flujo de genes) vs. No-admixture (ausencia de
fluo de genes); ambos asumiendo que las frecuencias alélicas estan
correlacionadas. Para cada corrida en STRUCTURE se usO un periodo de burn-in
de 5,000 MCMC (Markov Chain Monte Carlo) generaciones, seguidas de 100,000
generaciones para K= 1 a 8, con 10 réplicas para cada K. Los resultados de
STRUCTURE fueron analizados en el programa STRUCTURE HARVESTER (Earl y
vonHoldt, 2012) y se determind el nUmero mas probable de poblaciones K, a
través del método de Evanno et al. (2005). Los resultados de cada réplica fueron
combinados usando el software CLUMPP (Jacobson y Rosenberg, 2007) y

visualizados en DISTRUCT v.1.1 (Rosenberg, 2004).

3.6 TEST DE AISLAMIENTO

Cada vez un mayor numero de estudios poblacionales ha demostrado el papel
gue el flujo de genes desempefia en los procesos de especiacion y divergencia
(Zarza et al., 2016). Histéricamente ha habido dos enfoques para estudiar las
tasas de migracion entre especies e individuos, ya sea a través de métodos
directos que emplean observaciones directas obtenidas de radiotelemetria, o
mediante métodos indirectos, con base en datos genéticos (vg., estadisticos-F y
métodos basados en coalescencia y estadistica bayesiana) (Beerli, 1998). Ya
que las poblaciones de parasitos ven modelada su estructura genética por causa
de varios factores distintos a aquellos observados en organismos de vida libre,
en este trabajo hago uso de ambos enfoques. Mediante los datos de captura-
recaptura obtenidos en campo observo el rol que el hospedero desempefia en la
dispersion y transmision de las cepas de parasitos y haplotipos estudiados. A
partir de los datos moleculares observo la asociacion entre haplotipos segun su

procedencia geografica y la posible existencia de barreras geograficas y/o
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genéticas que informen sobre un posible aislamiento de las poblaciones bajo

estudio.

Para obtener una asuncion realista de las posibles barreras genéticas en el
paisaje, fue empleado el software BARRIER v.2.2 (Manni et al., 2004). Este
software implementa el algoritmo de maxima diferencia de Monmonier
(Monmonier, 1973) sobre una matriz de distancias genéticas en una red
geométrica con el objeto de identificar limites y diferencias entre las distancias
pareadas de haplotipos en una poblacion de individuos. La significancia
estadistica (robustez de la barrera) fue evaluada mediante el bootstraping de las
distancias genéticas de los haplotipos de ITS1, generando un archivo de 100
matrices aleatorizadas con las distancias genéticas K2-P en el paquete PHYLIP
(Felsenstein, 1989), usando DNADIST y SEQBOOT.

3.7  FILOGENIA MOLECULAR Y ESTIMACION DE TIEMPOS DE DIVERGENCIA

La estimacion de los tiempos de divergencia y las topologias de los arboles
fueron calculadas en el paquete bayesiano BEAST v.2.2.1 (Bouckaert et al., 2014)
y fueron empleados los alineamientos con los genes concatenados de gGAPDH
y V7V8 de la SSU rDNA. Los modelos de evolucion de DNA para cada marcador
y cada analisis fueron inferidos simultaneamente con el analisis filogenético en

BEAST, mediante bModelTest (Bouckaert, 2015).

Para estimar la edad del ancestro comun mas reciente (tMRCA) del clado T.
terrestris, se emplearon dos estrategias de calibracién. Un punto de calibracion
a 479 millones de afos [distribucion Normal, o 15.4 ma] en la raiz de la filogenia
de los tripanosomas con base en el origen de los insectos, segun estudios
filogendmicos (Misof et al., 2014) y asumiendo la hipétesis del insecto como la
mas aceptada para el origen de los tripanosomas (Hamilton et al., 2004); y un
segundo punto de calibracién a 60 millones de afios [distribucion Normal, o 2.0

ma] fue designado para el clado T. terrestris con base en el origen de los

57



Perissodactyla (Rose et al., 2014). Debido a que la eleccion de priors y modelos
no es tarea sencilla en el analisis filogenético bayesiano, varias corridas
exploratorias de 10-20, 000,000 MCMC generaciones fueron realizadas
asumiendo varios modelos evolutivos. La hipotesis del reloj molecular global
(strict clock) fue rechazada (el 95% HPD para el coeficiente de variacion incluyé
valores cercanos a uno en todos los andlisis relajados). Un modelo de reloj
molecular relajado con distribucibn exponencial (uncorrelated relaxed
exponential clock) y un modelo de especiacion de Yule (Yule tree prior) fueron
designados como los mas apropiados en el andlisis final. Dos corridas
independientes, cada una de 70, 000,000 MCMC generaciones fueron
realizadas, muestreando cada 7,000 pasos. La convergencia de la cadena fue
inspeccionada en Tracer v.1.6 (Rambaut et al., 2014) y los andlisis fueron
combinados en LogCombiner v.2.2.1 (Bouckaert et al., 2014) eliminando las
primeras 7, 000,000 de generaciones como burn-in. Los resultados fueron
resumidos en un arbol de maxima credibilidad (maximum clade credibility tree)
en TreeAnnotator v.2.2.1 (Bouckaert et al., 2014) y visualizado y editado en
FigTree v.1.4.2 (Rambaut, 2014).

Adicionalmente, para corroborar la consistencia del método concatenado vs arbol
de especies/arbol de genes y resolver la topologia relacionada con la monofilia
del clado T. terrestris, analisis independientes fueron implementados en *BEAST
(Heled y Drummond, 2010). Arboles de genes y arboles de especies fueron
construidos bajo diferentes condiciones, asumiendo ligamiento y desligamiento
en ambos loci bajo estudio; de igual modo, con y sin nodos de calibracion, sin
forzar la monofilia de ninguno de los clados. Todos los analisis fueron
consistentes y corroboraron la monofilia del clado T. terrestris y la topologia del

arbol consenso.
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3.8 RECONSTRUCCION DEMOGRAFICA

Para inferir sefiales genéticas de expansién o contraccion poblacional, fueron
implementados métodos multilocus coalescentes; particularmente, fue
construido un Diagrama de Horizonte Bayesiano Extendido (en adelante EBSP,
EXTENDED BAYESIAN SKYLINE PLOT, por sus siglas en inglés) (Heled y Drummond,
2008). Este método permite la construccion de graficos del tamafio efectivo
poblacional a través del tiempo, proporcionando una referencia temporal de los
eventos demograficos como cuellos de botella o expansiones poblacionales. Los
EBSPs incorporan de manera directa datos multilocus e independientes y estiman
el numero de intervalos y grupos coalescentes en los cambios en el tamafio
efectivo de las poblaciones, lo que permite reducir considerablemente el error y
por tanto la incertidumbre en el 95% en los rangos de intervalos de confianza
en un factor de v/2 (Heled y Drummond, 2008), todas estas, ventajas sobre las
construcciones demograficas basadas en BSPs (BAYESIAN SKYLINE PLOTS), que
incluyen informacion con un solo locus (Drummond et al., 2005; Heled y
Drummond, 2008). De ahi que con los tres marcadores nucleares en este
estudio, se tenga una fuente confiable en la estimacion de las tendencias

demograficas de los aislados de T. terrestris.

Los EBSPs fueron calibrados configurando el prior correspondiente a las tasas de
mutacion con base en analisis independientes para cada marcador (Tabla A2),
calibrando el nodo T. terrestris segun el origen de Tapirus terrestris
aproximadamente hace 3 millones de afos, con base en anteriores estudios
moleculares para el hospedero (Steiner y Ryder, 2011). Debido a que la hipétesis
de reloj molecular estricto puede ser adecuada para la evolucién a nivel
intraespecifico (Yang, 2006 citado por Fujita et al., 2010), en este andlisis fue
designado el reloj molecular estricto para simplificar el modelo coalescente y
ayudar el analisis a converger, también, por esta misma razén fue empleado un
nodo de calibracibn ~3ma basado en los datos del hospedero de donde se

aislaron todas las cepas de T. terrestris aqui empleadas.
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Dos analisis replicados de 150, 000,000 MCMC generaciones fueron realizados,
muestreando cada 5,000 pasos en BEAST v.2.2.1. La convergencia de la cadena
de Markov Monte Carlo fue inspeccionada en Tracer v.1.6 y los andlisis fueron
combinados en LogCombiner v.2.2.1 asumiendo el primer 10% como burn-in. El
output de BEAST fue directamente analizado y graficado en R v3.25 (R
Development Core Team, 2008) con las funciones demograficas y un script

facilitado por los autores.

Para validar el EBSP, los marcadores fueron sometidos a pruebas de neutralidad
(D de Tajimay F* de Fu y Li) en DNAsp y los CBTs 94, 97 y 98 fueron retirados
y se repitid el andlisis, a fin de observar que las tendencias demograficas
generales no estuvieran influidas por estructura genética o procesos de seleccion
(Heller et al., 2013). Por ultimo, la funcion Sample From Prior (en ausencia de los
datos de secuencia y de calibracién) fue empleada para examinar si los priors y
demdas parametros poblacionales usados en el analisis influyeron sobre la

distribuciéon de los datos.
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Tabla 3 Aislados de T. terrestris obtenidos y empleados en este estudio con la informacion de los datos telemétricos del

hospedero y la procedencia geogréfica.

Datos del hospedero (Tapirus terrestris)

T. terrestris

ID/Nombre Fecha de Coordenadas
(capturalrecaptura) captura Sexo/Edad Infectividad CBT Localidad geogréafica/Bioma Latitud/Longitud

32 Paulinho 24.09.2012 &/Juvenil Positivo 94 Nhecolandia P -19.26476  -55.7590207
_ 20.09.2012  Q/Subadulto Positivo 97 Nhecolandia P -19.317085 -55.7535439
_ 20.09.2012  J/Subadulto Positvo ~ 98 Nhecolandia P -19.299746  -55.8188741
31 Jordano 27.10.2014  4/Subadulto Negativo

08 Benjamin Martlet 18.11.2012  J/Adulto Positvo 101 Nhecolandia P -19.309075 -55.7542613
20 Sy 15.07.2014  Q/Adulto Negativo

_ 21.11.2012  J4/Subadulto Positivo 102 Nhecolandia P -19.262074  -55.8020845
28 Duda 15.11.2012  Q/Adulto Positvo 103 Nhecolandia P -19.308302 -55.7628135
28 Duda 20.08.2014  Q/Adulto Negativo
_ 21.11.2012  Q/Juvenil Positvo 104 Nhecolandia P -19.309905 -55.8095123
35 Guilherme 08.12.2012  J/Adulto Positvo 109 Nhecolandia P -19.308506 -55.8125679
21 Caio 25.05.2013 J4/Subadulto  Positivo 133 Nhecolandia P -19.301669 -55.7640435
_ 29.05.2013  Q/Adulto Positvo 134 Nhecolandia P -19.308506 -55.8125679
37 Justine 30.05.2013  Q/Subadulto Positivo 135 Nhecolandia P -19.317085 -55.7535439
_ 21.07.2013  Q/Adulto Positvo 140 Nhecolandia P -19.297808 -55.8210674
39 Manfredo 25.07.2013  J/Subadulto Positivo 141 Nhecolandia P -19.297808 -55.8210674
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Datos del hospedero (Tapirus terrestris)

T. terrestris

(capltll:j::/c:renct:petura) Fce:;tzrdae Sexo/Edad Infectividad CBT Localidad geografica/Bioma L;?tzzir;:;izd
_ 28.07.2013  Q/Subadulto Positivo 142 Nhecolandia P -19.317085 -55.7535439
16 Dora 28.07.2013 Q/Adulto Positivo 143 Nhecolandia P -19.303632 -55.7524182
19 Sérgiao 20.10.2013 d/Adulto Positivo 164 Nhecolandia P -19.282518 -55.7567555
30 Nelsdo Chester 20.10.2013  J/Adulto Positivo 165 Nhecolandia P -19.303632  -55.7524182
41 Tinoco 18.12.2013  J/Subadulto Positivo 167 Nhecolandia P -19.319946  -55.7703877
43 Jujuba 05.05.2014 Q/Juvenil Negativo
42 Renatinha 04.05.2014  Q/Juvenil Positivo 180 Nhecolandia P -19.279424  -55.7938988
07.05.2014 Q/Adulto Positivo 181 Nhecolandia P -19.297808 -55.8210674
_ 12.07.2014 Q/Adulto Positivo 188 Nhecolandia P -19.297808 -55.8210674
36 Michele 03.07.2014  Q/Subadulto Positivo 189 Nhecolandia P -19.301669 -55.7640435
_ 06.07.2014  Q/Subadulto Positvo 190 Nhecolandia P -19.297808 -55.8210674
44 Gabrielzinho 13.07.2014  J&/Juvenil Positivo 191 Nhecolandia P -19.299746  -55.8188741
06.07.2014  J4/Adulto Positivo 192 Nhecolandia P -19.265268 -55.8081984
18.10.2014  Q/Adulto Positivo 198 Nhecolandia P -19.308506  -55.8125679
23 Rick Barongi 21.10.2014  &/Adulto Positivo 199 Nhecolandia P -19.281909 -55.7913114
45 Dona Jb 22.10.2014  Q/Adulto Positivo 200 Nhecolandia P -19.308506  -55.8125679
Raféra 20.12.2015  J&/Subadulto Negativo Nova Alvorada C -21.613892 -53.8908584
Juscelino 20.12.2015  &/Adulto Negativo Casa verde C -21.617315 -53.8927992
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Datos del hospedero (Tapirus terrestris) T. terrestris

ID/Nombre Fechade Coordenadas
Sexo/Edad Infectividad CBT Localidad geografica/Bioma ] )
(captura/recaptura) captura Latitud/Longitud
46 Linhares MA -19.083333 -39.96667
60 Pinheiros MA -18.3425 -40.1466675
61 Marechal Flor. MA -20.412778  -40.683056

Los especimenes sombreados de la primera columna de izquierda a derecha corresponden a datos de captura/recaptura y tienen su respectivo

aislado asociado. CBT: Coleccién Brasilefia de Tripanosomatidos, P: Pantanal, C: Cerrado, MA: Mata Atlantica.
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4, RESULTADOS

4.1 DIVERSIDAD, ESTRUCTURA GENETICA Y TEST DE AISLAMIENTO

En este estudio se emplearon 31 aislados de Trypanosoma terrestris. De 34
tapires capturados y monitoreados por radiotelemetria, 28 hemocultivos
resultaron positivos para tripanosomas Yy los restantes aislados (CBTs 46, 60 y
61) corresponden a la descripcion original de T. terrestris del bioma Mata
Atlantica. Durante el periodo de muestreo so6lo 6 hemocultivos fueron negativos;
a saber, 4 del bioma Pantanal y las 2 Gnicas muestras procedentes del bioma
Cerrado (Tabla 3, Figura 3).

Figura 3. Aislados positivos de T. terrestris ( M) de acuerdo al bioma de
procedencia. AM: Amazonia, CE: Cerrado, PA: Pantanal, AF: Mata Atlantica, P:
Pampa, CA: Caatinga.

0 500 1000 km

Fuente: autor
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El marcador mas altamente polimérfico y con mayor diversidad entre los aislados

obtenidos fue ITS1 y por tanto fue el mas informativo para hacer estudios

poblacionales (Tabla 4).

Tabla 4 Estadisticos resumen para indices de diversidad genética y pruebas de

neutralidad.

Indices de diversidad

Prueba de neutralidad

ITS1 (266pb)

n S h dd 1

Fu and Li's F*

Tajima’s D

Pantanal+ Mata 31 32 13 0.877 0.0348

Atlantica

1.265 (P>0.10)

0.00199 (p>0.1)

gGAPDH (695

pb)
n S h dH M Fu and Li’s F* Tajima’s D
Pantanal+ Mata 31 4 5 0.570 0.0009 -1.111(P >0.1) -0.894(p>0.1)
Atlantica
V7V8 SSU

rDNA (728 pb)

n S h dd 1

Fu and Li’s F*

Tajima’s D

(3]
w

Pantanal+ Mata 31
Atlantica

0.529 0.0010 -2.32896(P>0.1)

-1.08769(p>0.1)

En la tabla aparece el tamafio obtenido para cada fragmento de DNA amplificado (pares de

bases, pb). S: Namero de sitios polimorficos, h: nimero de haplotipos, n: nUmero de secuencias,

dH: diversidad de haplotipos, 1: diversidad nucleotidica. El nivel de significancia a para las

pruebas de neutralidad equivale a 0.05.

65



De los haplotipos de ITS1, 12 haplotipos correspondieron a los aislados de
Pantanal, y s6lo uno fue identificado para Mata Atlantica (CBTs 46, 60, 61) y es
altamente homogéneo comparado con los demés aislados. Por esta razon, los
andlisis de diversidad genética fueron realizados con la informacion de los

aislados de ambos biomas (Tablas 3,5; Tabla Al).

La red de haplotipos y las matrices de distancias genéticas no mostraron un
patron predecible de estructura genética con respecto al bioma de origen de los
CBTs. Todos los haplotipos fueron agrupados en un solo haplogrupo excepto por
el haplotipo 9 (H9, CBTs 94, 97 y 98), que esta fuertemente diferenciado de los
demas (Figuras 4,5).

Figura 4. Red de haplotipos de ITS1 construida mediante el método MSN
(Minimum-spanning Network) implementado en el software popART. El tamafio
de los circulos corresponde a la frecuencia de los CBTs por haplotipo y las lineas

verticales que conectan la red representan el numero de mutaciones.
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Fuente: autor
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Figura 5. Numero de diferencias moleculares entre haplotipos de ITS1, obtenida

del nimero promedio de diferencias pareadas de Nei, en Arlequin.

Haplotype distance matrix

Hap_1 —
Hap_2 —
Hap_3 — 25
Hap_4 —
20 o
Hap_5 — Q
c
o
=
2
Hap_6 — "_a'
o
o D
> ]
O Hap_7 -5 %
&P -
© ©
T o
Hap_8 — s
B
o
— 10 £
Hap_9 g
=z
Hap_10 —
— 5
Hap_11 —
Hap_12 —
— 0
Hap_13 —|
I I I I I I I I I I f I
1—‘ NI (”)‘ ﬂ“ Lf?‘ CD‘ P*-I CO‘ U)I o - o~ [}
o a o a o a o o o " 7 " 7
© @ © @ © @ @ @ @ & e & a
T T T T T T T T T S & & &
Haplotype

Fuente: autor

El analisis de clustering bayesiano en STRUCTURE mostro que globalmente los
aislados obtenidos de Pantanal y Mata Atlantica carecen de variabilidad genética
suficiente para ser asignados a un clluster genético determinado. Asi pues,
aunque el numero mas probable de poblaciones K seria 4, no hay suficiente

variabilidad genética, porque por lo menos el 25% de los genotipos de los
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aislados sigue perteneciendo a cada uno de éstos grupos (por ejemplo, un color)
(Figura 6). A la luz de la homogeneidad presente entre los aislados, el programa
no pudo asignar a qué poblaciones o cllsteres pertenece cada uno de éstos. El
mismo patron fue observado en ambos modelos estudiados (admixture vs no-
admixture); incluso, dadas las condiciones del analisis poblacional, incorporando
aislados parasitarios de otra especie de tripanosoma aislada de rinocerontes
malayos (Dicerorhinus sumatrensis, Perissodactyla: Rhinocerotidae), no fue
posible asignar los individuos a ninguno de los cuatro clusteres genéticos (Figura
6).

De manera similar a lo anterior, los resultados del andlisis de varianza molecular
(AMOVA) no mostraron diferencias significativas entre los tripanosomas de ambos
biomas estudiados (Fst= 0.171, p>0.049). Del porcentaje de variacion total, la
mayor parte de la variacion es debida a diferencias dentro de poblaciones
(aislados por bioma) y no entre poblaciones (entre biomas). Esto indica por lo
menos que los aislados parasitarios procedentes del bioma de Pantanal estarian
explicando una buena parte de la variacién total. En ese sentido, al agrupar todos
los aislados en una poblacién y al separarlos con respecto del H9 (CBTs 94, 97
y 98), se observa que éstos poseen un extraordinariamente alto grado de
estructura genética y estdn efectivamente aislados de las demas cepas
procedentes de los biomas Pantanal y Mata Atlantica (Fst= 0.808, p<0.0001).
Los resultados siguieron siendo significativos después de ajustar los valores p
(Tabla A3).

Asi con esto, a pesar de la homogeneidad y poca variabilidad genética observada
entre parasitos y cepas parasitaras procedentes de biomas distintos, por lo
menos hay un haplotipo del Pantanal de Nhecolandia que esta fuertemente
aislado y diferenciado de los demas (H9) (Tabla A3, Figura 7). Esto no deja de
ser interesante, pues a pesar de que no hay diferencias entre dos biomas
distintos, hay fuerte estructura genética en una escala espacial fina, es decir, en

una misma localidad geografica, cuyo rango muestreado no excede los 14Kms.
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Asimismo, el test de Barrier implementado en el software BARRIER evidencia la
presencia de una fuerte barrera genética que corresponde a los aislados del H9
(Figura 7). Las matrices de las distancias genéticas aleatorizadas muestran
fuertes valores de bootstrap para la barrera (Figura 7). Sin embargo, esta barrera
genética no se corresponde con una barrera geografica que pueda estar
ocasionando divergencia alopatrica en escalas espaciales finas entre los
aislados, debido a las caracteristicas de paisaje del Pantanal de Nhecolandia.
Tampoco corresponde con el hospedero, ya que el H9 fue aislado de tres
diferentes especimenes tapires durante los periodos de captura y al mismo
tiempo estos tapires albergan otras cepas de parasitos (Tabla 3). De otro lado,
los datos telemétricos muestran que los tapires se movilizan a lo largo de toda la
zona muestreada (Tabla 3).

Figura 6. Resultados del analisis de clustering bayesiano en STRUCTURE. A)
Modelo Admixture, B) Modelo no-Admixture. Los colores vendrian a representar
el numero mas probable de clisteres genéticos (K=4); los aislados parasitarios
(CBTs) no pudieron asignarse a ninguno de los cllisteres por las razones
explicadas arriba. Los outgroups corresponden a los aislados parasitarios de
rinocerontes de Malasia y fueron definidos como grupos externos por ser un

analisis poblacional.

Fuente: autor
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Figura 7. Resultados del test de BARRIER basado en el bootstraping de 100
matrices de distancias genéticas K2P (Kimura 2-parameter) obtenidas del re-
muestreo aleatorio de los haplotipos de ITS1. Las lineas azules y verdes
representan la teselacion/triangulacion de Voronoi/Delaunay y los puntos
corresponden al origen geografico de los haplotipos de ITS1 del Pantanal de
Nhecolandia. Finalmente, el grosor de las lineas rojas es equivalente a la
robustez de la barrera, identificada mediante el algoritmo de maxima diferencia
de Monmonier; en este caso, la muestra 8 que posee un valor de bootstrap del

86% es la barrera genética que corresponde al H9.

Fuente: autor

4.2 RELACIONES FILOGENETICAS Y ESTIMACION DE TIEMPOS DE
DIVERGENCIA

Todos los tripanosomas aislados de Tapirus terrestris empleados en este estudio

cayeron en el clado T. terrestris y soportaron fuertemente la monofilia del clado
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propuesto, con altos valores de divergencia (probabilidad posterior de 1.0)
comparados con las demas especies y miembros representativos de los
tripanosomas (Figura 8). A pesar de la monofilia de los nuevos miembros
representativos del clado T. terrestris y aunque los aislados trataron de agrupar
en varios subclados, hay poco soporte para los valores de probabilidad posterior
en los nodos mas externos del clado, como se muestra en la Figura 8. Esto indica
por lo menos que no hay suficiente variacion en nuestras cepas como para ser
separadas en varios linajes. Esta topologia de nuestro grupo interno (ingroup) es

consistente con los resultados del andlisis de clustering bayesiano.

Basado en la basqueda en el algoritmo Blast-n, en esta filogenia se incluyeron
aislados de otros hospederos Perissodactyla. Interesantemente, el aislado de
una especie de tripanosoma recientemente descrita y aislada de rinocerontes de
Malasia (Dicerorhinus sumatrensis) cay6 en la parte basal del clado T. terrestris
(Figura 8). Esto quiere decir que dada la topologia del arbol consenso, esta
especie de tripanosoma de rinoceronte de Asia hace parte del clado T. terrestris
y divergio primero que los aislados procedentes de tapires sudamericanos.
También muestra que la historia evolutiva del clado T. terrestris no sélo estaria
restringida a miembros de la familia Tapiridae (vg. Tapirus terrestris) sino a los

representantes del orden Perissodactyla.

De otro lado, los tripanosomas de cocodrilos y caimanes de Africa y Sudamérica
qgue conforman el clado T. grayi son filogenéticamente muy proximos a los
tripanosomas que constituyen el clado T. terrestris, procedente este ultimo de
mamiferos Perissodactyla. Asi pues, esta topologia indica que los clados
T.grayi/T.terrestris son clados hermanos (Figura 8).

La topologia aqui descrita corresponde al arbol consenso. El anélisis en *BEAST

arrojo valores consistentes con las topologias y la monofilia del clado T. terrestris.

El arbol de especies es equivalente al arbol concatenado y los arboles de genes
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soportaron de igual modo fuertemente la monofilia de los aislados de T. terrestris,
asi como la proximidad filogenética de los clados T.grayi/T.terrestris (Figura A2).

Figura 8. Arbol bayesiano consenso (maximum clade credibility tree) mostrando
las relaciones filogenéticas y los tiempos de divergencia (tMRCA) de los
tripanosomas estudiados. La probabilidad posterior para cada nodo se indica en
valores de 0 a 1 y los tiempos de divergencia estan en millones de afos. Las
barras azules horizontales representan el 95% de los intervalos de credibilidad

posterior (HPD) para los estimados de divergencia.
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De acuerdo a la estimacién de los tiempos de divergencia, el clado T. terrestris
divergié alrededor de hace 55my (95% HPD -Highest Posterior Density-:
58.99my + 51.19my) durante el Eoceno temprano. Asimismo su clado hermano,
el clado T. grayi divergié ~184my (95% HPD: 330.47my + 74.46my) durante la

transicion del periodo Jurasico temprano-medio en el Mesozoico. Ambos clados
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T.grayi/T.terrestris comparten su ancestro comun mas reciente hacia el Pérmico,
hace unos 289my bp (95% HPD: 453.19my + 150.53my) (Figura 8).

4.3 HISTORIA DEMOGRAFICA

Los Diagramas de Horizonte Bayesiano Extendidos (EBSPs) mostraron que los
aislados de T. terrestris experimentaron una marcada reduccion en sus tamafios
poblacionales (cuello de botella) hace aproximadamente unos 100mil afios antes
del presente, durante el ultimo periodo glacial en el Pleistoceno tardio. Desde
este declive poblacional, no se observé una sefial genética contundente de

recuperacion o expansion poblacional (Figura 9).

Figura 9. Diagramas de horizonte bayesiano extendidos (EBSPs) con la
distribucion total de la probabilidad posterior de las tendencias demograficas de
los aislados de T. terrestris empleados en este estudio. La figura de la derecha
es la ampliacion de la primera, a una escala de 500ky. Las lineas punteadas
representan el tamafio poblacional de las muestras y las lineas continuas los
intervalos de credibilidad posterior (95% HPD). El eje y esta en escala logaritmica

y el eje x en millones de afos antes del presente.
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De otra parte, aunque el histograma de eventos coalescentes es consistente con
la fuerte sefial genética de reduccion poblacional observada durante el
pleistoceno, no fue posible recuperar tendencias demogréaficas mas alla de
500mil afios antes del presente (500ky-1my), como se observa en la Figura 10.
A pesar de que con los tres loci empleados trate de recuperarse informacion
anterior a este punto temporal, la sefial genética sigue siendo bastante débil
(Figura 10). Por esta razén, mas alla de 500ky el programa asume un tamafo

poblacional constante.

Finalmente, la funcién ‘sampling from prior’ en ausencia de datos de secuencia
mostré que las tendencias demogréficas no estuvieron influidas por los priors
(tamafio poblacional constante en todos los puntos temporales). Cuando se
repitié el andlisis en ausencia de informacion temporal (tasas mutacionales
medidas en tiempo), se observo el mismo declive poblacional (Figura A4),
aunque este sea levemente mas patente que incorporando informacion temporal.
Asimismo, las pruebas de neutralidad D de Tajima y F* de Fu y Li indicaron una
variacion neutral en los tres loci (P>0.10, Tabla 4) y al retirar los CBTs 94-97-98
las tendencias demograficas permanecieron igual, por lo que los EBSPs no
estuvieron influidos ni por procesos de seleccién ni por estructura genética
(Figura A3).

Figura 10. Histograma de eventos coalescentes presentes en la reconstruccion

demografica de los aislados de T. terrestris.
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5. DISCUSION

51 ‘HOST-SWITCHING I NUEVOS REPORTES Y RELACIONES
EVOLUTIVAS EN EL CLADO T. terrestris

Desde la descripcion inicial de T. terrestris (Acosta et al., 2013), a partir del
andlisis de las secuencias completas de los genes gGAPDH y SSU rDNA tan
sblo tres aislados tripanosomas (CBTs 46-60-61) procedentes de Tapirus
terrestris del bioma Mata Atlantica soportaron fuertemente la monofilia y la
existencia de un nuevo clado con altos valores de divergencia, comparados con
los demas clados de tripanosomas reportados hasta entonces (Acosta et al.,
2013). Esta es la primera vez, que se afiaden nuevos miembros representativos
para el clado. Asi pues, este estudio reconfirma la propuesta del clado T.
terrestris como un clado monofilético e independiente del resto de los

tripanosomas, con su propia historia evolutiva.

Las relaciones filogenéticas del arbol bayesiano consenso (Figura 8) y de los
arboles de genes (Figura A2) confirman que los tripanosomas aislados de
Tapirus terrestris estan estrechamente vinculados con la historia evolutiva de sus
hospederos Perissodactyla. A pesar de la amplia distancia geogréafica entre
Sudamérica y el sudeste Asiatico, un nuevo aislado de tripanosoma de
rinocerontes de Malasia, recientemente descrito (Trypanosoma sp. Seputih),
cayo en la parte basal del clado T. terrestris. Esta topologia incluida la edad
calculada para el ancestro comun mas reciente del clado T. terrestris (55.2my -
95% HPD: 58.99my + 51.19my-) coincide con la radiacion y posterior
diversificaciéon de los actuales miembros del orden Perissodactyla, alrededor de
54-56my bp, durante el Eoceno temprano (Prothero y Schoch, 1989; Steiner y
Ryder, 2011; Rose et al., 2014). Este orden de mamiferos es diverso y antiguo y
desde su apogeo en el Eoceno, se distribuyé ampliamente a lo largo de Asia,

Europa, Norte América y Centro-Sur de América (Hooker, 2005). Segun esta
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filogenia (Figura 8), el tripanosoma aislado de D. sumatrensis (Rhinocerotidae)
parecié haber divergido primero que los aislados de T. terrestris procedentes de
tapires brasilefios. Esto también es consistente con la radiacion de las familias
Rhinocerotidae y Tapiridae en las filogenias multilocus del hospedero (Steiner y
Ryder, 2011).

Los métodos filogenéticos bayesianos empleados en este trabajo también
evidencian que pese a que los miembros del clado T. terrestris estan fuertemente
asociados a sus hospederos Perissodactyla, con relacion a los otros miembros y
clados del género Trypanosoma, el clado T. grayi aislado de cocodrilos de Africa
y caimanes de Sudamérica (Viola et al., 2009b, Fermino et al., 2013) es el clado
hermano de T. terrestris. Esto muestra que respecto a sus hospederos
Perissodactyla y con los otros tripanosomas, el clado T. terrestris es un clado
basal de tripanosomas que divergié temprano, de acuerdo a la historia de los
mamiferos Perissodactyla. Adicionalmente, comparte un ancestro comun con los
tripanosomas de cocodrilos y caimanes (Figura 8). Esta doble evidencia confirma
la hipotesis y observaciones preliminares de Acosta et al., 2013 sobre las

relaciones evolutivas de los parientes cercanos al clado T. terrestris.

Con base en las dos estrategias de calibracion, el clado T. grayi parece haber
divergido mucho antes, hace aproximadamente 184my (95% HPD: 330.47my +
74.46my). Esta fecha es consistente con la extensa historia evolutiva de los
Crocodilia (Brochu, 2003; Janke et al., 2005; Roos et al., 2007; Oaks, 2011). Sin
embargo, los amplios intervalos de credibilidad bayesianos reportados para la
edad calculada del nodo T. grayi, subrayan la necesidad de evaluar hipo6tesis
sobre la filogeografia histérica de los parasitos tripanosomas que corresponden
con sus actuales hospederos crocodialianos, que incorpore aislados parasitarios
de varios especimenes a distintas escalas espaciales y a un nivel intraespecifico,

a diferencia de lo previamente reportado por Fermino et al., 2013.
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La cercania filogenética entre T. grayi y T. terrestris se explica porque los
tripanosomas han sido capaces de colonizar hospederos distantemente
relacionados a lo largo de su diversificacion filogenética (Hamilton et al., 2007).
Por consiguiente estas relaciones descritas en la figura 8 indican, bajo un
escenario macroevolutivo, que la colonizacibn de nuevos hospederos (host
switching) mediante ajuste ecoldgico (ecological fitting) estd dirigiendo la
evolucion de los clados T. terrestris/T.grayi. Estas observaciones soportan la
previa evidencia sobre el host switching mediante ecological fitting como principal
mecanismo de evolucion en los tripanosomas (Hamilton et al., 2004, 2007;
Llewellyn et al., 2009bc; Marcili et al., 2009abc; Maia da Silva et al., 2010). T.
cruzi por ejemplo infecta a una gran variedad de Ordenes mamiferos
distantemente relacionados y recientes estudios filogendmicos con base en T.
grayi confirmaron que T. cruzi esta mas emparentado filogenéticamente a T. grayi
que a T. brucei (Kelly et al., 2014). En nuestra filogenia basada en gGAPDH y la
region V7V8 confirmamos con fuertes valores de probabilidad posterior que T.
terrestris esta mas emparentado a T. grayi que este respecto a T. cruzi (Figura
8, Figura A2). Sin embargo, el resultado filogendmico confirma todo esto que
hemos venido diciendo. Bajo este escenario descrito T. grayi estaria mas
emparentado a los tripanosomas que infectan mamiferos de lo que se suponia.
Previos estudios han puesto al clado T. grayi como un clado independiente de T.
cruzi, T. brucei y otros tripanosomas, relacionandolo mas con los tripanosomas
de aves y otros reptiles (Stevens et al., 2001; Hamilton et al., 2004; Hamilton et
al., 2007). Sin embargo previas asociaciones han sido descritas: El aislado F4
(T. grayi like) (Hoare, 1929) siempre cae en la raiz de los tripanosomas
australianos del clado ‘Mammalia’ (Stevens et al., 1999b, 2001; Hamilton et al.,
2007; Acosta et al., 2013) y T. brucei ha sido capaz de infectar natural y

experimentalmente hospederos reptiles y aves (vg. Njagu et al., 1999).

Por lo anterior, si T. terrestris y T. grayi son clados hermanos como describimos
agui, el escenario mas probable de origen de T. terrestris es que un tripanosoma

ancestral de reptil colonizd (‘ecological host fitting’) un hospedero ancestral
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Perissodactyla durante el Eoceno (Figura 8). Posteriormente, T. terrestris sufrié
un proceso de diversificacion mediante la radiacion de los Perissodactyla. Este
escenario es elegante, ya que los miembros existentes de los ordenes
Perissodactyla y Crocodilia comparten habitats similares y muchas veces se
sobreponen (vg. cuencas hidrograficas y planicies inundables de Pantanal y
Amazonia). Lo mas probable es que el hospedero invertebrado (vector) haya
pasado una cepa parasitaria de un hospedero vertebrado a otro. Aunque el vector
de T. terrestris permanezca desconocido, el vector de T. grayi son las moscas
tse-tse y se especula que los vectores de T. ralphi y T. terena sean sanguijuelas
(Fermino et al., 2013). En Sudamérica, tripanosomas que infectan caimanes se
han aislado de varias regiones (Lainson, 1977; Viola et al., 2009b, Fermino et al.,
2013) Acorde con esto, recientemente se describio una nueva especie de
tripanosoma (T. clandestinus), agrupada en el clado acuético pero capaz de
infectar caimanes reservorios del clado T. grayi en los biomas Amazonia y
Pantanal de Brasil, debido a la mediacion del vector hematéfago (sanguijuelas,

Haementeria sp.) en el ciclo de transmision del parasito (Fermino et al., 2015).

Teniendo en cuenta lo anterior, no se puede negar un escenario de transmision
gue involucre sanguijuelas como posibles vectores del clado T. terrestris. Como
se ha observado previamente, la ausencia de especificidad para muchas
especies de sanguijuelas y vectores artrépodos puede facilitar la colonizacion de
diversos hospederos (Haag et al., 1998; Hamilton et al., 2004). De las tres
especies de tapires existentes T. terrestris (Tapiridae), es la mas ampliamente
difundida y exclusiva de Sudamérica y abarca una gran variedad de habitats,
desde el nivel del mar hasta los 4,500 metros de elevacion (Emmons, 1990;
Wilson y Reeder, 2005). Por tanto, se requieren evaluaciones sobre la presencia
de tripanosomas en potenciales vectores para confirmar la presencia de T.

terrestris, como se ha sugerido previamente (Acosta et al., 2013).

De otro lado, aunque estos resultados indiquen que el clado T. terrestris es un

clado basal de tripanosomas relacionado filogenéticamente al clado T. grayi,
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debido a la asociacion estrecha de los miembros del clado T. terrestris con sus
hospederos Perissodactyla observada en la topologia del &rbol y en la estimacion
de los tiempos de divergencia, no podemos eliminar del todo la premisa
coevolutiva. Bajo esta premisa, coevolucion y diferenciacion por ajuste ecoldgico
no serian dos procesos mutuamente excluyentes. Estudios co-filogenéticos
comparados y el abordaje de varias hipotesis, en conjuncién con evaluaciones
sobre la presencia de T. terrestris en otros hospederos Perissodactyla ayudaran

a resolver estas cuestiones.

Auln se tiene mucho desconocimiento sobre la amplia gama de tripanosomas que
pueden estar infectando hospederos selvaticos. Aunque numerosos estudios
estén siendo dirigidos a abordar esta carencia en el conocimiento (vg. Cavazzana
et al., 2010; Lima et al., 2012, 2013, 2015; Ferreira et al., 2015), los resultados
gue aqui se exponen, indican que la radiacion de los tripanosomas puede ser
mMAas extensa, intrincada y difundida de lo que se pensaba, y hoy permanece
infravalorada. Estudios sobre aislados de otras regiones no muestreadas que
abarquen la inmensa variedad de potenciales reservorios selvaticos son
necesarios. En esta direccion, el uso herramientas gendmicas mejorara
significativamente nuestra comprension sobre la sistematica y evolucion de los

tripanosomas.

5.2 ‘HOST-SWITCHING Il EL HOSPEDERO INVERTEBRADO ESTA
PROMOVIENDO LA DIFERENCIACION DEL PARASITO EN UNA ESCALA
ESPACIAL FINA

Es poco lo que se conoce sobre los mecanismos evolutivos que estan
promoviendo la divergencia en las poblaciones naturales de parasitos, y con esto,
la escala espacial y temporal en la que estan ocurriendo estos cambios (Nadler,
1995; de Meels et al., 1998; Huyse et al., 2005; McCoy, 2003). Esta es la primera
vez, a nuestro conocimiento, que se examina la demografia histérica y aspectos

sobre la genética de poblaciones de un tripanosoma recientemente descrito y
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aislado de un reservorio selvatico, que no estad directamente ligado con

tripanosomas de importancia en la salud humana.

De conjunto, la poca variacion y falta de estructura genética en los aislados de
T. terrestris de Pantanal y Mata Atlantica se explica por la reduccion en el tamafio
poblacional (cuello de botella) que sufrid el parasito desde el Pleistoceno (seccién
6.3). Esto también permite explicar el patrén observado en las Figura 6 y 8
(diagrama Structure y nodos mas externos del clado T. terrestris) del presente

estudio.

El extraordinariamente alto grado de aislamiento y estructura genética observado
en el haplotipo 9 (H9) (Fst= 0.808, p<0.0001) es una fuerte evidencia de que el
vector de T. terrestris en el Pantanal de Nhecolandia estad promoviendo la
colonizacion y posterior divergencia del parasito en nuevos hospederos, a una

escala espacial fina, esto es, micro geografica (rango de 14Km).

Los datos telemétricos y de captura-recaptura muestran que los hospederos
tapires aunque influyen en la dispersion de los parasitos en la zona muestreada,
éstos no constituyen una barrera que promueva el aislamiento del H9 porque
durante los periodos de captura se observo que el H9 puede ser dispersado por
mas de un espécimen tapir a lo largo del paisaje de Nhecolandia y de igual modo,
los tapires albergan varias cepas de pardsitos (Tabla 3), eliminando la hipétesis
de aislamiento en simpatria por un mismo individuo tapir, dada la relativamente
poca vagilidad y sociabilidad del hospedero, comparada con otras especies de

mamiferos mas gregarias (Pinho et al., 2014).

En otra instancia, a pesar de la amplia distancia geografica entre los biomas
Pantanal y Mata Atlantica, no hubo evidencia de estructura genética entre los
aislados de ambos biomas, excepto por el H9 de Pantanal. Si el hospedero y el
bioma estuviesen influyendo en la estructura genética de los parasitos, se

hubiese observado un tipico patron de aislamiento por distancia (IBD), como ha
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sido reportado previamente en estudios genético poblacionales y filogegréaficos
del hospedero vertebrado (Goncgalves da Silva, 2007; De Thoisy et al., 2010;
Ruiz-Garcia et al., 2016).

Asi pues, dado que las dantas muestreadas tienen escaso contacto entre si
durante su dispersion por el paisaje de Nhecolandia, lo que permiten afirmar
estos datos es que una especie de vector o mas se estan alimentando al mismo
tiempo de los tapires y otros hospederos del paisaje, favoreciendo con esto la
posterior diferenciacién de los parasitos en nuevos hospederos. Este patron,
observado a una escala geografica muy fina (~14Km) es fuertemente consistente
con que el principal mecanismo que promueve la divergencia en los aislados de
este pardsito es la colonizacion de nuevos hospederos (host switching) mediante

ajuste ecoldgico (ecological fitting).

Similar a lo esbozado arriba, en un esfuerzo por examinar los procesos que estan
determinando la estructura genética de T. cruzi, Messenger et al., 2015 hallaron
qgue las poblaciones selvaticas de Tcl estan subdivididas por ecotopo. Los
autores encontraron que hay un elevado grado de estructura genética (Fst= 0.42
y 0.35) entre ecotopos vecinos a cortos rangos geograficos (tierras montafiosas
altas y tierras bajas arboéreas) (~220Km) pero un muy bajo grado de estructura
genética (Fst= 0.016-0.084) entre ecotopos similares, a pesar de la amplia
distancia geogréfica (465Km), indicando asi que el host switching mediante
ajuste ecoldgico estad determinando la diversidad genética de Tcl en Bolivia
(Messenger et al., 2015). Nuestros resultados con estos aislados de T. terrestris
corroboran el mismo mecanismo evolutivo y acuerda con lo previamente
reportado y sugerido para otras especies de tripanosomas (Hamilton et al., 2007;
Llewellyn et al., 2009abc; Marcili et al., 2009c; Maia da Silva et al., 2010).

Previamente se ha indicado que la oportunidad ecolégica desempefia un papel
preponderante en la colonizacion de nuevos hospederos por parte de las

poblaciones de parasitos y posteriormente en su ajuste ecologico (Price, 1977,
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1980; Brooks y Hoberg, 2007; Hoberg y Brooks, 2008; Agosta y Klemens, 2008;
Agosta et al., 2010; Araujo et al. 2015; Hoberg y Brooks, 2015). Esta oportunidad
en tripanosomas estéa generalmente dada por la capacidad que tiene el vector de
infectar con varias cepas de parasitos a diversos hospedadores vertebrados
durante las ingestas de sangre (Hamilton et al., 2007). El bioma Pantanal es un
hotspot de diversidad bioldgica y es la planicie inundable mas extensa del planeta
con un patron de inundamiento estacional que se extiende y prolonga desde
enero hasta junio y varia espacial y temporalmente de acuerdo a las

caracteristicas geomorfologicas que distinguen al bioma (Junk et al., 2006ab).

La topografia del bioma y las caracteristicas del hospedero permiten predecir el
patron de divergencia microgeografica encontrado en el H9. El paisaje de
Nhecolandia, que ocupa cerca del 20% del total de pantanal exhibe la mayor
parte de la diversidad de especies del bioma, pues es la subregidbn mas
heterogénea y posee caracteristicas Unicas e intrigantes con respecto a las
demas zonas inundables y humedales del planeta: esta rodeado de mas de diez
mil lagos y lagunas superficiales que varian en salinidad y tiene un sistema de
flujo permanente y estacional de agua (vazantes y corixos) que alimenta varias
de estas lagunas y meandros y varian mediante un sistema de lluvias monomodal
(Evans y Costa, 2013; Assine et al., 2016). Los datos de radiotelemetria
derivados de este estudio indican que los tapires se movilizan a lo largo de todo
el paisaje y superan varias de estas ‘barreras ecoldgicas’, llevando consigo varias
cepas de parasitos (Tabla 3). De hecho, T. terrestris es una especie de tapir que
se caracteriza por ser excelente nadadora y recientes estudios genéticos
muestran que grandes barreras como rios no impiden el flujo de genes entre sus
poblaciones (Pinho et al., 2014; Ruiz-Garcia et al., 2016).

No sabemos qué tipo de vector o vectores estan promoviendo este patron de
divergencia, pero las relaciones filogenéticas (seccién 6.1 de este trabajo), que
reafirman el resultado genético poblacional que tenemos aqui, permiten intuir que

probablemente el vector de T. terrestris sean sanguijuelas. Sin embargo, dada la
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amplia variedad de ectoparasitos que infectan tapires, no se puede descartar que
garrapatas, dipteros hipobdscidos, flebotominos y probablemente culicidos y
tabanidos actien como posibles vectores de estos tripanosomas (Acosta et al.,
2013). Asimismo, los tripanosomas que infectan ungulados artiodactilos como T.
theileri, T. evansi y T. vivax son transmitidos por varios dipteros hemat6fagos y

por via mecéanica (Rodrigues et al., 2006, 2010).

Los procesos que llevan a la divergencia en poblaciones naturales en escalas
espaciales finas han sido muy poco estudiados en la naturaleza (Richardson et
al., 2014). La divergencia microgeografica ocurre cuando hay diferencias de
rasgos (fenotipicos y genéticos) entre muestras e individuos que corresponden a
un mismo escenario o vecindario de dispersion (dispersal neighborhood)
(Richardson et al., 2014), como el presentado aqui. A diferencia de la adaptacion
microgeografica, este concepto no presume una asuncion adaptativa en el rasgo

o0 los rasgos que estan promoviendo divergencia (Richardson et al., 2014).

Aunque el marcador ITS1 ha sido muy util para examinar la variabilidad
intraespecifica en poblaciones de parasitos tripanosomas y ha sido empleado en
la determinacion de linajes y genotipos de T. cruzi (Marcili et al., 2009b), que
luego fueron confirmados en estudios multilocus (Lima et al., 2015b) asi como el
descubrimiento de patrones cripticos de diversidad en tripanosomas (vg. Maia da
Silva et al. 2004; Marcili et al., 2009ac; Lima et al., 2015b). Debido al cuello de
botella, no fue posible agrupar estos aislados en linajes o clusteres (Figuras 6 y
8) con ninguno de los marcadores, pero si fue posible observar en el AMOVA
(valores Fst) y en el test de Barrier (Figura 7) la existencia de este haplotipo
fuertemente aislado y diferenciado (H9). Por tanto aqui, en un contexto de
genética del paisaje, estamos proveyendo evidencia de divergencia
microgeografica promovida por el vector, mediante colonizacion de otros
hospederos. Para determinar si existe adaptacion microgeografica o alguna
barrera selectiva que promueva el aislamiento de estos parasitos, es necesario

un estudio mucho mas complejo que examine la presencia de T. terrestris en
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otros hospederos de Pantanal y otros biomas, asi como el uso de herramientas
multilocus. Aun asi, este es quizas el primer caso documentado de divergencia
microgeografica para una especie de tripanosoma recientemente descrita y no

relacionada directamente con tripanosomas patégenos del hombre.

Se ha indicado que la plasticidad fenotipica es un componente fundamental del
ecological fitting (Janzen, 1980; Agosta y Klemens 2008). Bajo estas condiciones,
los parasitos del H9 que estarian diferenciandose también serian capaces de
seguir explotando sus hospedadores ‘ancestrales’, en este caso las dantas; tal
como fue observado en el presente trabajo. Este patron que observamos es
contemporaneo, pero desconocemos cdmo y en qué medida, procesos historicos
y ecolégicos estarian modelandolo. Estudios multilocus y filogeograficos
historicos (por ejemplo filogeografia bayesiana) y a distintas escalas espaciales
son necesarios para determinar el flujo histérico y contemporaneo de genes asi
como la determinacion de especies putativas en T. terrestris, que indiquen
posibles escenarios de especiacion. Esto es una tarea desafiante y pese a que
el ‘ecological host fitting’ sea el mecanismo sefalado para la evolucion de los
tripanosomas sensu lato, los procesos adaptativos y ecoldgicos detrds de su

divergencia permanecen en total desconocimiento.

Por otra parte, esta no es la primera vez que se observa un patron similar de
divergencia en parasitos. Previos autores ya han documentado la tendencia a la
fragmentacién espacial en poblaciones naturales de parasitos (vg. Price, 1977,
1980; Huyse et al., 2005; Huyse, 2006). El clasico ejemplo de adaptacién local y
formacion de razas geogréaficas (especies incipientes) como resultado de la
especializacion ecolégica luego de la colonizacion de un nuevo hospedero lo
ofrece un insecto fitéfago, Rhagoletis pomonella (Filchak, Roethele y Feder,
2000). Recientemente, Booth et al., 2015 confirmaron la presencia de razas
geograficas en Cimex lectularius asociadas a sus hospederos (humanos y
murciélagos) en condiciones de simpatria (Fst= 0.683). De igual manera, estos

fendmenos también pueden ocurrir a distintas escalas espaciales y en presencia
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de fuertes barreras geograficas y oceanicas, como islas, en donde las aves
promueven el aislamiento de poblaciones de piojos en las Galapagos (Fst=
0.429) (Koop et al., 2014).

En este mismo sentido, T. cruzi ofrece un excepcional ejemplo, se ha
documentado una extraordinaria diversidad genética dentro un mismo hospedero
mamifero (Didelphis marsupialis y Philander opossum), sugiriendo un
mecanismo de seleccidon diversificadora (Llewellyn et al., 2011). Por ende,
aungue histéricamente se asuma que la especiacion es un fendmeno geogréfico
(Mayr, 1942; Coyne y Orr, 2004), el hospedero configura también un escenario
de especializacion y especiacion en parésitos (Price, 1977; De Meeds et al.,
1998; McCoy, 2003).

Los datos radiotelemétricos del hospedero vertebrado en union con estudios
genéticos pueden ayudar a elucidar la compleja dinamica que involucra el ciclo
de dispersion, transmision y diferenciacion en poblaciones de parasitos. Sin
embargo, teniendo en cuenta la amplia distribucion y compleja estructura
genética de los tapires (De Thoisy et al., 2010; Ruiz-Garcia et al., 2016) también
es necesario evaluar la variacion genética y la filogeografia del parasito en una
escala continental, que incorpore un mayor niumero de loci y un mayor esfuerzo
de muestreo, a fin de develar otros aspectos sobre la evolucion e historia de vida
del clado T. terrestris. Esta tarea sera desafiante, toda vez que es necesario el
desarrollo de nuevos cebadores especificos para secuenciar otras regiones del
genoma de T. terrestris (en este trabajo se intentd secuenciar sin éxito un total
de seis marcadores) y los hospederos tapires son solitarios y dificiles de observar
y capturar en estado salvaje, aparte de que son una especie vulnerable, cuyos
tamafos poblacionales estan decreciendo (Naveda et al., 2008) y como se
describio, los parasitos exhiben un complejo ciclo de vida.
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5.3 TENDENCIAS DEMOGRAFICAS

Se ha caracterizado que los cambios ambientales y climaticos constituyen uno
de los mayores motores de diversificacion bittica (Fujita et al., 2010). De éstos,
los cambios climaticos del Cuaternario, especialmente aquellos relacionados con
las fluctuaciones climéticas del Pleistoceno influyeron de manera determinante
en la distribucion y adaptacion de la biota contemporanea de todo el planeta,
donde la region Neotropical ha ocupado especial interés (Rull, 2011; Smith et al.,
2014; Weigelt et al., 2016).

El bioma Pantanal de hoy dia es el resultado de las fluctuaciones climéticas del
Cuaternario. Antes de presentar las caracteristicas de humedal inundable que
posee hoy, la evidencia soporta que durante el Ultimo Glacial Maximo (LGM)
(~21ky bp) esta zona de Sudamérica sufri6 un proceso de aridificacion y
desertificacién (Whitney et al., 2011; McGlue et al., 2012), que afectd a su biota
(vg. Lopes et al., 2007), similar al patron del hemisferio Sur para el resto del
planeta (Fujita et al., 2010). El bioma Mata Atlantica presentd un escenario mas
complejo y desigual, influido por los aumentos en el nivel del mar y la presencia
de corredores y refugios entre zonas desérticas (Alvarez-Presas et al., 2014;
Ramos-Fregonezi et al.,, 2015; Cabane et al., 2016; Prates et al., 2016). En
concordancia, este proceso de desertificacion, durante el LGM es consistente
con el cuello de botella presentado en las poblaciones de T. terrestris desde el
altimo periodo glacial (100ky bp, Figura 9).

Aungque como vemos hay una considerable cantidad de evidencia sobre los
procesos histéricos y climaticos que modelaron las poblaciones de organismos
de vida libre (revisado en Rull, 2011), estos procesos no se han estudiado con la
misma magnitud e intensidad en poblaciones de parasitos (vg. Hesse y Bucklin,
2016), y salvo T. cruzi, T. brucei y Leishmania (vectores incluidos) (Esseghir et
al., 1997; Oberle et al., 2010; Leblois et al., 2011; Ramirez et al., 2013; GOmez-
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Palacio y Triana, 2014) no se tiene documentado estos fendmenos para otros
tripanosomatidos.

Asi pues, nuestro resultado con T. terrestris contrasta con la historia demografica
de T. cruzi, que experimentd expansiones poblacionales durante el Holoceno a
raiz de la expansion de los asentamientos humanos en Sudamérica (O'Fallon y
Fehren-Schmitz, 2011; Ramirez et al., 2013) y con Leishmania infantum chagasi,
que sufrié cuellos de botella luego de la colonizacién europea en las Américas
(Leblois et al., 2011). Estas oscilaciones demograficas permiten explicar los
patrones actuales de diversidad en estos parasitos, y su posterior radiacion (vg.
Lewis et al., 2011).

La historia demografica del hospedero (T. terrestris, Tapiridae) indica que hubo
descensos poblacionales durante el LGM, seguido por una tendencia general de

expansiones poblacionales durante el Holoceno (Ruiz-Garcia et al., 2016).

Acorde con esto y aunque con los tres marcadores empleados no se hayan
detectado claras evidencias de recuperacion poblacional a partir del cuello de
botella (Figura 9), con base en mas loci que puedan develar adicionales
tendencias demogréaficas, tampoco debemos descartar una posible expansion
poblacional del parasito en el Holoceno (12ky bp), que es el tiempo en que los
biomas Pantanal y Mata Atlantica adquirieron las caracteristicas que observamos
actualmente (Assine et al., 2016). Sin embargo, los estudios mas recientes
indican que hacia 12ky bp, la fauna sudamericana sufrié un proceso de extincion
promovido por la accion humana, combinado con un proceso de cambio climético
(Metcalf et al., 2016) y dada la compleja dinamica de los tapires, la informacién
demografica corrobora que las poblaciones de T. terrestris del sur de Sudamérica

sufrieron contracciones poblacionales hacia 6ky bp (Ruiz-Garcia et al., 2016).

Asi pues y acorde con los resultados derivados de este trabajo, todo esto
confirma el rol que los hospederos y las oscilaciones climaticas, en conjunto con

la accion humana, desempefian sobre la historia demogréafica y estructura
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genética de las poblaciones de parasitos (Hoberg y Brooks, 2015). En
consecuencia, lo mas probable es que la accion humana contemporanea que
esta llevando a la extincion de las poblaciones de tapires también influya sobre
la historia natural y ciclo de vida de los parasitos. En respuesta a esto y con la
informacion de este estudio, las poblaciones de nuestros parasitos parecen no
haberse recuperado del cuello de botella, que es consistente con la
homogeneidad y poca diversidad genética presente en los aislados parasitarios
(Figura 6).

En relacidén a lo anterior, las poblaciones de tapires se han extinto en estado
salvaje en Mata Atlantica, que también es uno de los biomas mas amenazados
del planeta (Galindo-Leal y Camara, 2003; Naveda et al., 2008).
Interesantemente, los aislados tripanosomas de D. sumatrensis (otra especie de
Perissodactyla en peligro de extincion) (van Strien et al., 2008) que fueron
incluidos en el analisis de clustering bayesiano, tampoco fueron agrupados en
ningun cluster (Figura 6). Lo mas probable es que estos tripanosomas también
hayan sufrido un severo cuello de botella como resultado de la extincion de su
hospedero, pues estos parasitos fueron aislados de cuatro especimenes
rinocerontes muertos en cautiverio, con altos niveles de parasitemia (Linda

Mclnnes, comunicacion personal).

De otro lado, hay una probable tendencia a que nuestras poblaciones de
parasitos sufran cuellos de botella recurrentes. Esto se debe a que el histograma
de eventos coalescentes (Figura 10) no consigue recuperar informacién mas alla
de 500ky. Una posible explicacién a esto, mas all4 de la falta de diversidad
genética presente en los aislados, es que durante este tiempo haya habido
cuellos de botella. Aunque esto sea solo una hipétesis, esta tendencia a cuellos
de botella recurrentes ya se ha documentado para otros modelos microparasitos,
por ejemplo en Plasmodium (Rich et al., 1998; Chang y Hartl, 2014). Un rasgo
gue define a los parasitos es su tendencia a experimentar constantes reflujos en

sus tamafios poblacionales, debido a su naturaleza a fragmentarse (Price, 1977).
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El hecho de que haya un haplotipo diferenciado explica que la dinamica de
expansidn-contraccion poblacional puede llevar a escenarios de diferenciacion
de los parasitos en otros hospederos via host switchings. Esto como vimos aqui,

puede presentarse a escalas espaciales muy reducidas.
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6. CONCLUSION

En este estudio por vez primera exploro los patrones macroevolutivos y
microevolutivos que estan determinando la diferenciacion de poblaciones de
parasitos tripanosomas recientemente descritas y aisladas de hospederos
selvaticos, no relacionadas directamente con tripanosomas patégenos del
hombre. De conjunto, la filogenia molecular bayesiana, la historia demogréfica
coalescente y los patrones de estructura genética permiten afirmar que la
dispersién y colonizacion del parasito mediada tanto por el hospedero vertebrado
como el hospedero invertebrado esta promoviendo la evoluciéon del clado T.
terrestris. Este mecanismo de evolucion es consistente con un ‘ecological host
fitting’ y puede ocurrir a distintas escalas espaciales, microgeograficas. No
obstante, aqui propongo con respecto a T. terrestris, que host-switching y
coevolucién no son dos procesos excluyentes. Debido a la estrecha asociacion
del clado T. terrestris con sus hospederos Perissodactyla, no se puede descartar
una hipétesis coevolutiva. Asi pues, la historia evolutiva de los parasitos
tripanosomas en relacién con sus hospederos vertebrados e invertebrados es

compleja y dinamica.

Los estudios de datacidbn molecular son escasos entre tripanosomas. Aqui
propongo una referencia temporal basada en métodos de reloj molecular relajado
para estimar los tiempos de divergencia de los clados T. terrestris y T. grayi, que
a su vez, propongo como clados hermanos. A pesar de que se obtuvieron buenos
estimados de divergencia en este estudio, nuevas cepas de otros perissodactyla
y reportes de nuevas especies de tripanosomas contribuiran a asumir de una

mejor manera la evolucién del clado T. terrestris y parientes cercanos.

Aunque aqui tenemos ciertos patrones histérico-demograficos y
macroevolutivos, aun permanece en total desconocimiento el tiempo y los

mecanismos que estan promoviendo la adaptacion y la divergencia de estos
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tripanosomas. Estudios de campo que contribuyan a examinar la biologia y
ecologia del ciclo de vida de los tripanosomas, logrando identificar los vectores y
hospederos del clado T. terrestris en conjuncién con datos multilocus genémicos
aclarardn significativamente nuestra comprension sobre los mecanismos que

promueven la divergencia en los parasitos.

Este trabajo demuestra que los parasitos no sélo son importantes como modelos
para estudiar procesos de divergencia, sino que un contexto de cambio climético
y de enfermedades emergentes y en un mundo cambiante influido por las
acciones del hombre, cambios importantes pueden estar ocurriendo a pequefia
escala. Predecir futuros patrones de host-switchings en poblaciones naturales es
de importancia fundamental en la salud publica. El estudio de otras especies de
tripanosomas, especialmente de aislados selvaticos ayudard como vemos, en la
comprension de la evolucién de Trypanosoma (Schizotrypanum) cruzi y especies
afines. Estudios filogeograficos comparativos que examinen la dinamica de los
linajes de otros miembros tripanosomas en una escala continental deben
apuntarse en esa direccion. La reciente propuesta de union entre filogeografia y
genética del paisaje (Rissler, 2016) sera de gran utilidad para estudiar
poblaciones naturales de parésitos. Finalmente, a nuestro modo de ver el estudio
de los mecanismos ecolégicos y genéticos que promueven adaptacion y
divergencia en las poblaciones de parasitos, aun permanecen en estado

prematuro y configuran un area de futura investigacion.
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ANEXOS



Anexo A. Haplotipos de ITS1 con sus CBTs asociados, considerando Unicamente los sitios polimérficos.

NUmero de sitios

polimorficos

Hap CBT 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32
H1 466061 GG G G
H2 101 G

H3 102192

H4 *

H5 141

H6 189

H7 190 104 109

H8 191

H9 949798

H10 142143

H11 134135

H12 188

H13 103 . G.. . G..
*CBTs de H4: 133 167 181 140 198 164 199 165 180 200.
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Anexo B. Tasas mutacionales empleadas en la reconstrucciéon demogréfica.

Tasa de mutacion 95% HPD
Marcador o o
(sus/sitio/ma) (sus/sitio/ma)
ITS1 1.74 x1072 2.65 x102+ 9.30 x10°3
gGAPDH 3.425x10*% 5.239 x104 + 5.62 x10°
V7V8 18S rDNA 2.66 x10*% 6.55 x10* + 7.968 x10°

Varias réplicas independientes de 20-40, 000,000 de generaciones de MCMC fueron realizadas
para cada marcador, empleando bModelTest como estrategia para encontrar los modelos de
sustitucién de DNA. La edad del nodo para los aislados de T. terrestris fue calculada con base
en el origen de Tapirus terrestris en Sudamérica [distribucion Normal (3 ma, o 0.2ma)]. 95% HPD
(Highest Posterior Density), es el equivalente a los intervalos de confianza en modelos

bayesianos. Las unidades estan en sustituciones/sitio/millon de afios.
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Anexo C. Resultados de los analisis de varianza molecular (AMOVAS) bajo los dos diferentes esquemas de agrupamiento.

Estrategia de o PR .
_ Fuente de variacion GL Suma de cuadrados % Variacion Indice de Fijacion valor-p
agrupamiento

Entre poblaciones 1 9.923 17.14
Pantanal +Mata )
) Dentro de poblaciones 29 135.659 82.86 Fst:0.171 p>0.049
Atlantica
Total 30
Entre poblaciones 1 65.719 80.84
(Pantanal +Mata .
. Dentro de poblaciones 29 79.863 19.16 Fst: 0.808 p< 0.0001
Atlantica)+(H9)
Total 30

El nivel de significancia a para todas las permutaciones realizadas fue de 0.01. Los valores-p permanecieron significativos después de ajustarlos.
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Anexo D. Fotomicrografia de epimastigotes en formas de cultivo (CBT199) tefiidos con Giemsa, mostrando el
agrupamiento en roseta distintivo de T. terrestris, derivados de la fase logaritmica tras once dias de crecimiento en medio

LIT (K: kinetoplasto, N: nucleo).

10p

Fuente: autor
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Anexo E. Arboles de genes gGAPDH (derecha) y V7V8 SSU rDNA (izquierda) inferidos en el analisis *BEAST. En ambos
casos los valores de divergencia para los aislados del clado T. terrestris son altos (PP= 1) asi como los valores de

probabilidad posterior que soportan a los clados hermanos T.grayi/T.terrestris.
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Anexo F. Diagrama de horizonte bayesiano extendido (EBSP) sin los CBTs 94-
97-98 con la representacion del 95% de los intervalos de la probabilidad posterior
(HPD) para el tamafio poblacional de los aislados de T. terrestris. Las tendencias
demograficas ilustran el mismo declive en los aislados de T. terrestris ~100mil
afios A.P., proveyendo evidencia de que las tendencias demograficas no estan
influidas por estructura genética. El tiempo esta en millones de afios antes del

presente y los tamafios poblacionales estan en escala logaritmica.

1e+01
|

n

Population
1e-01

1e-02

= = Median
— 95% HPD

1e-03

T T T T
0 2 4 6 8

Time

Fuente: autor
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Anexo G. EBSP con la distribucion posterior de las tendencias demograficas de
los aislados de T. terrestris en ausencia de informacion temporal. El eje X’ esta
en tasas mutacionales (sustituciones/sitio) y el eje ‘y’ corresponde al tamafio

poblacional * tasa mutacional (en escala logaritmica).
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