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Resumen

La apoptosis es un proceso de muerte celular programada que generalmente se activa cuando
ocurren lesiones celulares, pero que también interviene en otros procesos como la
homeostasis del numero de células en tejidos y 6rganos y también en la formacion de distintas
estructuras anatomicas durante el desarrollo en mamiferos. Asi, en este trabajo se estudia
cdémo han evolucionado dos de los genes implicados en la apoptosis en diversas especies de
mamiferos mediante la realizacion de arboles filogenéticos, utilizando programas como
MEGA7 o PHYLIP. Se comparan las filogenias obtenidas con los genes apoptoticos Bax y
Bakl, con las del gen mitocondrial CytB, gen heredado de forma uniparental que servira como
modelo. Los genes apoptdticos presentan en algunos casos una topologia algo diferente a la
esperada. Aun asi, esto permite realizar diversos estudios acerca de cdmo han podido
evolucionar estos genes en cada especie y analizar la relacion entre su evolucion y las

funciones que realizan.

Palabras claves: apoptosis, Bak1, Bax, CytB, evolucion, filogenia.

Abstract

Apoptosis is a programmed cell death process that is generally activated when cell injury
occurs, but is also involved in other processes such as cell number homeostasis in tissues and
organs and also in the formation of different anatomical structures during mammalian
development. Thus, in this work we study how two of the genes involved in apoptosis have
evolved in several mammalian species by means of phylogenetic trees, using programs such
as MEGAY or PHYLIP. The phylogenies obtained with the apoptotic genes Bax and Bakl are
compared with those of the mitochondrial gene CytB, a uniparentally inherited gene that will
serve as a model. In some cases, the apoptotic genes present a topology somewhat different
from that expected. Even so, this allows us to carry out various studies on how these genes
may have evolved in each species and to analyze the relationship between their evolution and

the functions they perform.

Key words: apoptosis, Bakl, Bax, CytB, evolution, phylogeny.



1. Introduccién
Cuando una célula sufre una lesion celular — estimulo que altera la homeostasis de la célula —
ya sea por pérdida de funcion, un dafio mecénico, presencia de sustancias quimicas toxicas,
infecciones por microorganismos o virus, 0 por estrés celular entre otras causas; desemboca
en la muerte celular, que puede definirse como la interrupcion de todas las funciones de la

propia célula (Hotchkiss et al., 2009).

Existen varios tipos de muerte celular, entre los que se encuentran la necrosis, la autofagia o
la apoptosis como los tipos de muerte clasica, ya que existen otros tipos de muerte celular
(Figura 1).
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Figura 1. Representacion de los diferentes tipos de muerte celular.
(Fuente: https://www.alamy.es/ ID imagen: 2JAYNYN)

La necrosis se produce cuando la célula sufre una lesion celular irreparable y se desencadena
su muerte en un proceso que puede ocasionar dafios a otras células debido a que la membrana
plasmatica de la célula dafiada no es capaz de mantenerse estable y todo el contenido

citoplasmatico es liberado ocasionando inflamacion en la zona.

Por otro lado, la autofagia es el proceso por el cual aquellos organulos defectuosos son
encerrados en vacuolas de doble membrana para ser posteriormente fagocitados. También se
pueden descomponer macromoléculas dafiadas o anormales de la célula y asi posteriormente

reciclar sus compuestos.


https://www.alamy.es/

La apoptosis es un tipo de muerte celular programada mediado por informacién genética.
Durante el proceso de apoptosis la célula sufre una serie de cambios morfoldgicos y
bioquimicos que la conducen a su muerte de una forma controlada y limpia ya que no provoca
dafos a otras células vecinas (Galluzi et al., 2018). Las diferencias entre los procesos de

necrosis, autofagia y apoptosis pueden observarse en la Figura 2.
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Figura 2. Representacion de los tres procesos de muerte celular clasica.
(Fuente: https://www.alamy.es/ ID imagen: 2J9691G)

Dentro del mundo animal, la apoptosis cumple varias funciones: influye en la homeostasis en
cuanto al control del nimero de células en los tejidos, también regula el nimero de células en
diferentes drganos o estructuras durante el desarrollo embrionario, sobre todo en mamiferos.
Finalmente sirve como defensa ante ataques que puedan sufrir los tejidos por otros
organismos como bacterias o virus, 0 por compuestos nocivos. Sin embargo, un problema o
desregulacién durante el proceso de apoptosis, ya sea por un exceso de muertes celulares o
por su defecto, conduce a diversas patologias que han sido bien estudiadas en humanos. Estas
patologias producen procesos neurodegenerativos, trastornos autoinmunes y varios tipos de

cancer (Elmore, 2007).

En lo referente al desarrollo embrionario, la apoptosis es importante para la formacion de
estructuras anatémicas finales, asi como la eliminacion de aquellas que se pueden considerar
transitorias. Estd relacionado con la eliminacion de interdigitaciones, con el desarrollo de
extremidades en varias especies de mamiferos y con la formacion de estructuras huecas como
el tubo neural, el cristalino o la generacion de las cuatro cdmaras del corazon (Abdelwahid et

al., 2002; Voss y Strasser, 2020). Asi mismo, durante la embriogénesis también se eliminan
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otras estructuras como los tubulos pronéfricos, o en el caso de los machos se degrada por
apoptosis el conducto de Mdiller, que en hembras forman los oviductos y el Utero.

El control del nimero de células en diversos tejidos y 6rganos en mamiferos es importante ya
que debe mantenerse un equilibrio entre la division celular y la apoptosis. Un ejemplo de este
control se encuentra en el sistema inmunitario, que produce millones de linfocitos T al dia que

a su vez tienen que pasar por procesos de maduracion y seleccion.

Los linfocitos que llegan al timo se someten a una serie de controles para garantizar que los
timocitos que salen sean completamente funcionales y maduros. Primeramente, se les
presentan péptidos y los linfocitos que sean capaces de reconocerlos pasan la seleccion
positiva, sin embargo, en aquellos en los que no haya respuesta no son funcionales y se
eliminan. Posteriormente, los linfocitos que han pasado la seleccion positiva deben pasar el
proceso de seleccion negativa en el que se les presentan moléculas propias del organismo. En
este proceso, los linfocitos que presentan demasiada afinidad ante las moléculas propias,
deben ser eliminadas ya que podrian ocasionar enfermedades autoinmunes. Asi, tanto los
linfocitos que no pasen la seleccién positiva, como aquellos que no pasen la seleccién
negativa se tienen que eliminar para que no ocasionen dafios en el organismo, activandose asi

la apoptosis.

Otro ejemplo de control del tamafio de la poblacion celular mediado por la apoptosis se
produce durante la neurogénesis: antes de finalizar la organizacion del sistema nervioso
central, aproximadamente la mitad de las células que se formaron, mueren por procesos

apoptaticos (Lossi et al., 2005).

Por ultimo, es imprescindible que aquellas células que estén sufriendo algun tipo de
perturbacion durante la divisién celular o que hayan sufrido algin dafio como mutaciones del
DNA irreparables o infecciones viricas sean eliminadas antes de que estos problemas afecten

a otras células y acabe derivando en dafios en el organismo.

Las funciones de apoptosis en la embriogénesis, control de los tamafios poblacionales
celulares y en la respuesta al dafio son comunes a distintas especies modelo de mamiferos, por
lo que se ha planteado la idea de que la apoptosis sea un proceso conservado en todas las
especies de esta clase taxonomica (Fuchs y Steller, 2011); por lo que se podria esperar que las
diferencias en los genes involucrados en el desarrollo de la apoptosis en estas especies no

sean significativas.



1.1. Mecanismos de activacion de la apoptosis
La apoptosis se puede activar por tres vias diferentes dependiendo de la sefial recibida por la
célula (Figura 3):

» Via extrinseca. Se activa por la union de ciertas moléculas a receptores de la membrana
de la célula, siendo estos receptores proteinas de la familia del factor de necrosis
tumoral a (TNFa). Mediante una cascada de mensajeros se activan las caspasas, un
conjunto de enzimas proteoliticas que degradan proteinas enteras o algun segmento de
éstas, siempre que contengan algun residuo aspartico, ya sea como paso previos a su
degradacion completa, como ocurre con las proteinas del citoesqueleto, o durante la
activacion de enzimas como DNAsas u otras caspasas.

» Via intrinseca 0o mitocondrial. Esta via no depende de estimulos externos a la célula,

sino que depende de sefiales intracelulares. Algunas de estas sefiales intracelulares son:
ausencia de factores de crecimiento, ciertas citoquinas u hormonas, la presencia de
toxinas o de radicales libres en la célula, radiacion, infecciones viricas o ciertas
condiciones fisioldgicas inadecuadas para la célula como hipoxia o hipertermia. Debido
a estos estimulos se forma un poro en la membrana de la mitocondria, liberando
proteinas proapoptoéticas (apoptosoma) y activando las caspasas.

> Via de la perforina/granzima. La activacion de esta ruta depende de linfocitos T

citotoxicos. Estas células pueden activar la apoptosis siempre que las células estén
infectadas por un virus y/o transformadas, de forma que los linfocitos pueden sintetizar
la perforina, molécula que crea un orificio en la célula que va a sufrir la apoptosis e
introducir en esta, granulos que contienen granzima A y B. La granzima B activa

diversas caspasas y la granzima A degrada el DNA.
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Figura 3. Representacion de las tres vias de activacién de la apoptosis.
(Fuente: Elmore, 2007 doi:10.1080/01926230701320337).

1.2. Via intrinseca y apoptosoma

Tanto en la via extrinseca como en la intrinseca, exceptuando la apoptosis realiza por las
células T citotoxica, la iniciacion de la cascada de mensajeros se da a partir de proteinas que
se sintetizan a partir de genes apoptoticos. Estas proteinas forman parte de la superfamilia
Bcl-2, que esté constituida por dos grupos: el grupo de las proteinas anti-apoptéticas y el de
las proteinas pro-apoptoticas.

Mas concretamente, en la via intrinseca, que es la que méas importancia tiene en este trabajo
debido a que los genes elegidos para realizar las filogenias pertenecen a esta via, el conjunto
de mensajeros que regulan esta via tienen la capacidad de iniciar la ruta y de activar el
apoptosoma, siendo éste una estructura en forma de estrella compuesta por la unién de
distintos dominios constituidos por una proteina Apaf-1 (factor de activacion de la apoptosis)
y un citocromo C que se libera de la mitocondria, siendo el nimero de dominios distinto en
cada especie. Una vez ha sido formado, se encarga de activar caspasas y otras enzimas como

desoxirribonucleasas y proteolasas (Dorstyn et al., 2018).

La liberacion del citocromo C desde la mitocondria es la que activa la formacion del
apoptosoma (Goodsell, 2014), y esta salida se debe a la formacion de poros en la membrana
de la mitocondria que se originan por dos proteinas Bcl-2 pro-apoptoticas: Bakl y Bax.
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1.3. Bakl y Bax
Las proteinas Bakl y Bax pertenecen al grupo de las proteinas pro-apoptoticas de la
superfamilia Bcl-2 y son las iniciadoras de la apoptosis por la via intrinseca. Ambas se
encargan de realizar un canal de aniones dependiente del voltaje que permite la salida del

citocromo C.

Las proteinas Bakl y Bax — sintetizadas por los genes nucleares Bakl y Bax — estan formadas
por 9 hélices o (Figura 4), y se encuentran normalmente en el citosol de las células en una
conformacién inactiva, pudiendo activarse mediante efectores directos como proteinas BH3
inducidas por estrés celular — uno de los tipos de proteinas Bcl-2 pro-apoptoéticas — o por

efectores indirectos como calor o pH elevado (Renault et al., 2013).

Figura 4. Estructuras de las proteinas Bax (izquierda) y Bak1 (derecha).

(Fuente: Protein Data Bank http://www.rcsh.org/pdb/)

Aungue se conocen las causas por las que se activan, todavia no se sabe el mecanismo de
translocacion de las proteinas pro-apoptéticas desde el citosol a las membranas

mitocondriales.

La activacidon de ambas proteinas se produce por reordenamientos estructurales en algunas de
las hélices a que las forman, como en la primera y ultima hélice de ambas proteinas — los
extremos N-terminal y C-terminal — aunque hay otras hélices que sufren reordenamientos

como a5y ab.

El dominio C-terminal efectia la unién de Bakl y Bax a las membranas mitocondriales

mientras que la region N-terminal estabiliza y potencia la funcionalidad de las proteinas
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durante la insercion y la formacion de los poros. Por Gltimo, las hélices a5 y a6 son 1os

dominios que se introducen en la membrana formando los poros.

Después de la activacion de las proteinas Bakl y Bax y de sufrir los cambios
conformacionales necesarios para que cada parte de las proteinas realice sus funciones, es
imprescindible que se establezcan dimeros mediante la union de una proteina Bax con una
proteina Bakl. En los dimeros, las hélices a9 queden libres para unirse a la membrana, la
cohesion de las hélices a5 y a6 de ambas forman el poro, y el resto de hélices son las que
permiten la union de las dos. Posteriormente, se forma una cadena de homooligémeros en la

membrana de la mitocondria por la union de varios dimeros (Westphal et al., 2011).

Objetivos

Considerando el papel fundamental que juegan las proteinas Bakl y Bax participando en el
proceso de la apoptosis y ademas, la importancia de este mecanismo en el desarrollo
embrionario y la defensa celular de los mamiferos, se ha planteado como objetivo principal de
este trabajo analizar mediante un andlisis filogenético la evolucion de los genes que los
codifican. Mediante el andlisis filogenético se pretende inferir si se han producido fenémenos

de seleccidn positiva en alguna linea evolutiva.

Adicionalmente, se ha considerado incluir el estudio evolutivo de un gen no implicado en la
apoptosis para establecer las relaciones filogenéticas entre las especies estudiadas. El gen
escogido es el codificante para el citocromo B, CytB. El arbol evolutivo obtenido debe servir
como referencia a la hora de analizar los genes Bak1 y Bax.



2. Materiales y métodos

2.1. Obtencion de las secuencias
A la hora de realizar arboles filogenéticos, el primer paso es obtener las secuencias de los
genes en las especies de estudio. Para ello, se recurrio a la base de datos de secuencias de
DNA del GenBank que es accesible a través del NCBI (del inglés: National Center for
Biotechnology Information) (Schoch et al., 2020).

Dentro de esta web se buscd las secuencias de los tres genes en varias especies de mamiferos.
Para la seleccion de las especies se consideran dos criterios: presentar una variedad de taxones
gue sea practicamente representativo de toda la Clase Mammalia y que sean las mismas
especies para los tres genes. Inicialmente iban a ser 67 especies, pero durante el
procesamiento de las secuencias, se tuvieron que eliminar dos especies del estudio (Puma
concolor y Marmota flaviventris) debido a que las secuencias obtenidas, no incluian toda la

region codificante y no era posible compararlas con el resto.

Se analizaron, por tanto, secuencias de 65 especies correspondientes a la region codificante
completa del gen mitocondrial CytB y con las regiones correspondientes a los mMRNA una vez

eliminados los intrones de los genes Bax y Bak1.

En el apartado Anexos, se encuentra el listado de las especies de este estudio y los taxones

superiores a los que pertenecen.

2.2. Alineamiento de las secuencias
Las secuencias de las 65 especies correspondientes a cada uno de los tres genes, se analizaron
en MEGAT7 (del inglés: Molecular Evolutionary Genetics Analysis). MEGATY es un programa
informatico que permite realizar andlisis estadisticos a través de caracteristicas moleculares y

con estos datos poder realizar filogenias (Kumar et al., 2016).

En primer lugar, hay que ordenar las secuencias, realizando un alineamiento multiple de
secuencias (MSA por sus siglas en inglés Multiple sequence alignment). La obtencion del
MSA se basa en detectar homologias posicionales entre las secuencias y comparar las
similaridades existentes, ya que podrian indicar relaciones evolutivas entre las secuencias
(Warnow, 2021).

El MSA, debido a la gran complejidad de alinear tantas secuencias a mano, se realiza

mediante algoritmos computacionales. En este caso, MEGA dispone del algoritmo ClustalW



(Thompson et al., 1994) que compara las secuencias por pares analizando las similitudes y

divergencias entre ellas.

Aun teniendo el software necesario para realizar el MSA a través del ordenador, se tuvo que
revisar y comprobar todas las secuencias a mano, debido a que en la informacion
proporcionada por el NCBI muchas secuencias incluian anotaciones incorrectas. Observando
los resultados iniciales después de realizar el MSA con ClustalW, habia secuencias de algunas
especies en las que faltaban o sobraban fragmentos y no era posible detectar posiciones

homologas.

Ademas, la anotacion del DNA gendmico acerca de la posicion de los exones e intrones
también estaba mal en algunas secuencias, ya que, comparandolas con las secuencias del resto
de especies, se pudo comprobar que habia exones que no se habian anotado por lo que se
habia considerado como intrones. Por tanto, los cambios de gran envergadura, como la

eliminacion de falsos exones o la introduccién de intrones se realizaron de forma manual.

Por ultimo, también hubo secuencias que no presentaban codon de inicio ni de fin, generando
dificultades a la hora de determinar la regién codificante, por lo que este problema también

requeria de la edicién manual del set de datos.

Los errores en la informacién de la base de datos del NCBI — mala secuenciacion en algunas
especies, anotaciones erréneas acerca de exones e intrones — podrian derivar en imprecisiones

en los resultados del estudio.

2.3. Arboles filogenéticos
Los tres alineamientos multiples obtenidos, uno por gen, se utilizaron para obtener arboles

filogenéticos.

Para los genes Bax y Bak1l el método utilizado fue el de Neighbor Joining (NJ) (Saitou y Nei,
1987). Previamente el programa compara pares de secuencias y asi obtener una matriz de
distancias. A partir de la matriz, NJ va creando arboles en forma de estrella y determina que
pareja de secuencias son las mas cercanas entre si y las une en un nodo interno. Se repite este

proceso hasta que se consigue unir todas las secuencias en nodos internos.

Con este metodo se consigue un arbol métrico en el que las longitudes de las ramas indican
cambio evolutivo; y no enraizado, ya que no presenta raiz y se debe afiadir una secuencia
suficientemente alejada del resto para que actle como outgroup Yy enraizar el arbol

manualmente.



El programa MEGA dispone de varios algoritmos para el célculo de distancias, siendo el
elegido para los dos genes nucleares el modelo de Tamura 3-pardmetros (Tamura y Nei,
1993), que calcula las distancias a partir de las tasas de transversiones (sustitucion de una
purina por una pirimidina o viceversa), transiciones (sustitucién de una purina por otra purina
0 sustitucion de una pirimidina por otra pirimidina) y considera el contenido en G:C de las
secuencias (Michalek y Ventura, 2019). Este modelo de evolucion al tener tres pardmetros
para analizar las distancias implica que es un algoritmo complejo y que los resultados
obtenidos van a ser mas fiables, en comparacion con otros modelos como Jukes Cantor, por

ejemplo, que considera que las transversiones y transiciones tienen la misma probabilidad.

Para realizar la filogenia del CytB mitocondrial se utilizé el método de Méxima verosimilitud
(ML). Se trata de un método que genera diversas topologias a partir de un célculo de
distancias y calcula cual es la probabilidad de diferentes topologias (Posada y Crandall,
2021). Asi, busca el arbol mas verosimil que es aquel que explica con mayor probabilidad las

secuencias del alineamiento.

Cabe destacar que la topologia obtenida a partir de este método tampoco presenta raiz y se

debe incluir una especie que actile como outgroup.

El programa MEGA ademaés permite hacer Bootstrap. Se trata de una medida que estima la
fiabilidad de los nodos de los arboles generados (Efron, 1982). Este método genera tantas
réplicas como se indique del alineamiento maultiple escogiendo columnas del alineamiento
original al azar. En este caso, el nimero de réplicas fue 100. La longitud del alineamiento se
mantiene, pero la seleccion de columnas admite repeticiones. Se obtiene un numero
determinado de alineamientos con los que se realiza un arbol consenso que sirve para
compararlo con el arbol obtenido por ML. En este arbol se indica las proporciones de

Bootstrap representada en porcentaje.

Por ultimo, el modelo evolutivo elegido para el calculo de distancias en el CytB también fue

el de Tamura 3-pardmetros.

2.4. Cambios sinbnimos y no sinbnimos
Al construir un arbol filogenético por el método de Neighbor joining, las longitudes de las
ramas indican cambio evolutivo. De acuerdo con la Teoria Neutralista de la evolucion

molecular, los cambios a nivel de secuencia se producen fundamentalmente por azar.
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Como consecuencia, las ramas de las distintas lineas evolutivas deberian tener longitudes
semejantes, los cambios acumulados dependerian del tiempo de divergencia y no de la linea
evolutiva analizada. Cuando en el arbol obtenido por NJ aparecen ramas mas largas se puede
sospechar la existencia de algun tipo de seleccion. Para determinar el papel de la seleccién en
una linea evolutiva determinada se puede analizar la proporcion de los cambios no sinbnimos
y sinénimos entres pares de secuencias (medidas corregidas por los posibles sitios no
sinbnimos y sinGnimos respectivamente), siendo los cambios sinénimos (dS) aquellas
sustituciones en nucledtidos de un exon sin que la secuencia aminoacidica cambie, mientras
que un cambio no sinénimo (dN) es aquella sustitucion que si repercute en la proteina porque

el amino&cido de ese codon va a ser distinto.

Aquellas especies cuya proporcién de cambios no sinénimos sea méas elevada que el resto
habran sufrido seleccién positiva, mientras que los cambios sindnimos, desde un punto de
vista evolutivo se consideran neutrales ya que no modifican a la proteina codificada y en

principio no afectan a la supervivencia y reproduccion de los individuos.

Para ello se analizan las distancias de las especies a estudiar por pares a partir de los datos
ofrecidos por la matriz de distancias de Tamura, y a partir de estas distancias se realizan
gréaficas boxplot donde se pueden comparar las proporciones de cada tipo de sustituciones
entre especies. Los datos incluidos en las gréficas se corresponden al pardmetro o, que se
define como el cociente entre las distancias de sustituciones no sindénimas y sustituciones
sindnimas (dN/dS), midiendo este pardmetro la relacion entre los dos tipos de sustitucion
(Yang y Nielsen, 1998).

En el gréafico de dS se podran observar las cajas a distintas alturas segun las distancias. En el
grafico de ®, aquellas especies cuyas alturas sean significativamente diferentes al resto,

indicarian que han sufrido seleccidn para los genes incluidos en el estudio.

2.5. PHYLIP
Se trata de un conjunto de programas que también sirven para realizar andlisis filogenéticos.
Para este estudio, el objetivo de realizar un anélisis filogenético con PHYLIP (del inglés
PHYLogeny Inference Package) (Retief, 2000) es comprobar cual de las tres topologias
obtenidas, considerando los alineamientos de cada uno de los tres genes estudiados es mejor
para representar la filogenia de mamiferos y determinar si las diferencias entre las topologias

son compatibles 0 no con los alineamientos de los otros genes. Para este analisis se utiliza el
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programa “dnaml” de PHYLIP que realiza filogenias a partir de secuencias de nucleotidos

utilizando el método de maxima verosimilitud.

Para realizar esta comparacion primero se utiliza un archivo que debe incluir todas las
topologias a comparar. Con este archivo y el alineamiento multiple del gen deseado, el
programa indica la probabilidad de cada topologia utilizando la prueba estadistica de

Shimodaira y Hasegawa (1999).
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3. Resultados

3.1. Arboles filogenéticos del Citocromo B y de los genes apoptoticos Bakl y Bax
El arbol obtenido con las secuencias del CytB permite establecer una referencia para conocer
las relaciones filogenéticas entre las especies estudiadas y realizar una comparacion con los

genes Bax y Bak1.

La reconstruccion filogenética del CytB se obtuvo por méxima verosimilitud, este arbol no
esta enraizado, por lo que se ha utilizado Ornitorhynchus anatinus como outgroup, siendo
esta especie representante de los monotremas (o0 proterios). El resto de especies forman parte
de los placentarios (0 euterios) a excepcion de la especie Phascolarctos cinereus, que siendo
un marsupial se ubica dentro de los placentarios en el &rbol también, méas concretamente
unido al grupo de los primates, aunque con un valor Bootstrap de 24, siendo tan bajo su

posicién no es fiable. El arbol se muestra en la Figura 5.

El alineamiento de las secuencias del gen Bakl permitio obtener el arbol filogenético de la
Figura 6. Nuevamente se utilizd la secuencia de ornitorrinco como outgroup. Los tres grandes
grupos de mamiferos monotremas, marsupiales y placentarios quedan separados tal y como
cabria esperar. Como en los otros arboles, Gnicamente hay una secuencia de monotremas y
marsupiales, la del monotrema se utiliza como outgroup y la del koala, Phascolarctos
cinereus, que representa a los marsupiales no se mezcla con los placentarios que forman un

grupo monofilético a diferencia de lo que ocurria en el arbol del CytB.

La filogenia del gen Bax (Figura 7), obtenida mediante NJ, tampoco presenta una raiz, asi que
se ha utilizado el ornitorrinco como especie outgroup, al igual que en el arbol del CytB. En la
filogenia se puede observar en un primer momento que con este gen si se encuentran
separados los tres grupos principales de mamiferos: primero los monotremas con el
ornitorrinco, seguido se encuentra el koala como representante de los marsupiales y el resto
ya pertenecen a los placentarios. Dentro de los placentarios se observan diferencias notables
tanto con el arbol del CytB de la Figura 5 como del gen Bak1 de la Figura 6.
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Figura 5. Filogenia de mamiferos a partir del gen mitocondrial Citocromo B, generado a partir de las distancias
de Tamura 3-pardmetros utilizando el método ML. Los valores de los nodos indican la fiabilidad de acuerdo con
el analisis Bootstrap.

14



Felis catus \ N
Lynx canadensis
Prionailurus bengalensis .
Familia:

Puma yagouaroundi Felidae

Suborden:

Acinonyx jubatus 5
40 Feliformes

Panthera tigris

Panthera leo

Hyaena hVae"a} Superfamilia

Suricata suricatta Herpestoidea )

Canis lupus familiaris N
Vulpes vulpes Famllha'
T Canidae Superorden:
) Laurasiatheria

Mustela putorius furo

] Familia:
Mustela erminea s

4‘{ o Mustelidae
Neovison vison

Ursus arctos horribilis Suborden:
L Ursus maritimus Eaimiiliaie Caniformia
Ursus americanus Ursidae

Ailuropoda melanoleuca

1 Phoca vitulina

Halichoerus grypus Superfamalia:
Eumetopias jubatus Pinnipedia
Zalophus californianus

< J
[ Rattus norvegicus
Rattus rattus

Mus musculus
Theropithecus gelada

Familia: Muridae

Macaca fascicularis
Pongo abelii >
Pan troglodytes Orden: Primate

Panpaniscus

Homo sapiens

Superorden: Euarchontiglires

Gorilla gorilla v
L africana === Orden:Proboscidea == Superorden: Afrotheria
Dx dus rotundus \
Pteropus alecto
o Myotis myotis Orden: Chiroptera

Myotis brandtii

Myotis davidii
Orcinus orca
Tursiops truncatus
Monodon monoceros lgfertaaocr::n

Pochoena sinus

Balaenoptera musculus

Vicugna pacos
Camelus dromedarius zaa"n: IelTidae
Camelus bactrianus Superorden:

PO G Laurasiatheria
Sus scrofa = Familia: Suidae

’Cervus elaphus } Familia:

Cervus canadensis Cervidae

Ovis aries
Capra hircus
Oryx dammah
Familia:
Bos taurus Bovidae
Bos indicus
Bos mutus
Bison bison
Equus przewalskii ord
Familia: g, ©Orden:
Bainis cabaliss Equidae Perissodactyla =
Equus asinus
Oryctolag . —> Orden: Lagomorpha —3 Superorden: Euarchontlgllrgs
Sorex araneus == Familia: Soricidae = Orden: Eulipotyphla = f:ﬁ?:;ir:ﬁ\néna
. Cavia pon:;ellus"l
P cinereus —p Familia: Phascolarctcidae
O anatinus
Familia: Omithorhynchidae
0 * Familia: Caviidae = Orden: Rodentia — Superorden: Euarchontiglires

Figura 6. Filogenia de mamiferos a partir del gen apoptdtico Bak1, generado a partir de las distancias de Tamura
3-parametros utilizando el método NJ.
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Figura 7. Filogenia de mamiferos a partir del gen apoptético Bax, generado a partir de las distancias de Tamura
3-pardmetros utilizando el método NJ.
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3.2. Gréficas bloxplot
Con el objetivo de comprobar si existia seleccion natural en alguna de las ramas de los arboles
obtenidos a partir de las secuencias de genes relacionados con la apoptosis se estimaron las
distancias entre todos los pares de secuencias considerando por un lado los cambios en las
posiciones que no producen cambio de aminodcidos, distancias de cambios sindnimos (dS) y
por otro lado los cambios en las posiciones que suponen cambio, distancias de cambios no

sinénimos (dN). Adicionalmente se estimaron los cocientes entre estas distancias, @ = dN /

ds.

Cuando se sospecha algun tipo de seleccion por las longitudes anomalas de algun grupo de
placentarios o de grupos que tuviesen un interés especial, se consideraron las distancias de las
secuencias de ese grupo al resto de placentarios y se representaron en graficos tipo boxplot.

Los grupos escogidos para este tipo de analisis fueron maridos, cetartiodactilos, carnivoros, y
primates, por ser grupos bien conocidos y bien representados en los arboles, quirdpteros, ya
gue presentan una rama anormalmente larga que indica mayor ritmo evolutivo que otros
mamiferos en el arbol del gen Bax, y los roedores, que se escogieron por su rapida evolucién
en el arbol del gen Bakl. De forma independiente se consideraron muaridos y la especie Cavia
porcellus ya que no siempre forman grupos monofiléticos. Cavia porcellus es un roedor, que
perteneciendo a la familia Muridae, aparece en todos los arboles separado del resto de

roedores.

La Figura 8 muestra los boxplot obtenidos al considerar las distancias de cambio sinGnimos
del gen Bakl. Al ser cambios sindnimos la proteina Bak1 seria la misma en las dos especies
comparadas y por lo tanto no estaria sometida a la seleccion, las diferencias en los valores de
distancias (eje Y) de los grupos estudiados dependen Unicamente del tiempo de divergencia
entre los grupos. En la Figura 9 se tratan las distancias no sindnimas del gen Bak1. Al cambiar
los aminoacidos las mutaciones producen proteinas distintas, podrian funcionar peor y ser
eliminadas por seleccion purificadora o fijarse por seleccion positiva. Al comparar las dos
figuras se detecta el tipo de seleccion. En la figura se observa que en Bakl, la seleccion
siempre es purificadora, y ® menor que uno, como muestra la Figura 10. Aunque entre los
distintos grupos de mamiferos escogidos el valor de o es diferente mostrando cierta tendencia

a una seleccion positiva en Cavia porcellus.

Las Figuras 11, 12 y 13 son equivalentes a las anteriores, pero se refieren al gen Bax.
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Figura 8. Representacidon gréfica de los cambios sinénimos en el gen Bak1 entre distintos grupos de mamiferos
frente al resto de secuencias.
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Figura 9. Representacion gréafica de los cambios no sinénimos ocurridos en el gen Bak1 en distintos grupos de
mamiferos frente al resto de secuencias. En esta gréfica se esperaria encontrar un patrén de cajas parecidos al de
la grafica 8 (aunque la escala del eje Y no sea la misma)

0,9
0.8
0.7
0.6
0.5

==

0.3

= = =
. =0

0
Miridos Carnivoros Quirdpteros
Primates Cetartiodacti. .. Cavia porcellus

Figura 10. Representacion grafica del valor de @ (dN/dS) en el gen Bak1 en distintos grupos de mamiferos frente
al resto de especies. El mayor valor de Cavia porcellus indica cierta tendencia a la seleccién positiva.
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Figura 11. Representacion gréafica de los cambios sinénimos en el gen Bax entre distintos grupos de mamiferos
frente al resto de secuencias.
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Figuras 12. Representacién gréfica de los no sindnimos en el gen Bax en distintos grupos de mamiferos frente al
resto de secuencias. Al igual que en el gen Bak1, también se esperaria encontrar una semejanza con la gréfica de
cambios sindnimos (Figura 11).
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Figura 13. Representacion grafica del valor de o (dN/dS) en el gen Bax en distintos grupos de mamiferos frente

al resto de secuencias.
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3.3. Comparacion realizada con PHYLIP
La actuacion de la seleccion entre diferentes grupos de placentarios puede ser la responsable
de las diferentes topologias que se han obtenido con los datos de los tres genes analizados.
Para estudiar si estas topologias son realmente diferentes y responden a las diferencias entre
los cambios de nucleotidos, se compararon los ajustes de las tres topologias obtenidas (las
mostradas en las Figuras 5, 6 y 7) para cada set de datos con los alineamientos de los tres

genes. Los resultados se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Resultados de comparar los alineamientos de los genes CytB, Bax y Bakl a partir del programa
“dnaml” de PHYLIP.

Topologia obtenida con cada alineamiento

CytB Bax Bak1l
CytB Mejor D valuPeegro,001 p valuF;egro,om

Alineamiento  Bax 0 vaIuF;egrO,001 Mejor D Va|uie2ro,oo1
B Va|uzegro,001 pl?/glljtij\éazleg,tse& Mejor

Las topologias obtenidas con los datos de los genes Bax y Bakl no son compatibles con el
alineamiento del gen CytB. Tampoco son compatibles las topologias obtenidas con los datos
de CytB y Bakl con las secuencias del gen Bax. La topologia obtenida con las secuencias del
gen Bax si es compatible con las secuencias (alineamiento) de Bakl, pero no la topologia

obtenida con el gen CytB.
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4. Discusion

4.1. Analisis de los arboles filogenéticos
Gen CytB

El arbol filogenético obtenido con las secuencias del CytB (Figura 5) permite analizar las
relaciones filogenéticas de los mamiferos estudiados. Pueden diferenciarse varios grupos

dentro de los placentarios:

En el orden Carnivora se ven diferenciados en el arbol los subordenes Caniformia formado en
este estudio por los pinnipedos (focas, leones marinos), mustélidos (vison y armifio), drsidos
(0sos) y céanidos (perro y zorros) y el suborden Feliformia compuesto por los félidos (gato,

puma, guepardo, etc) y la superfamilia Herpestoidea (hiena y suricata).

Tanto los feliformes como los caniformes presentan un buen soporte de Bootstrap (>80 en
ambos casos), aungue la relacién entre grupos no esta muy clara, por ejemplo, mustélidos y
pinnipedos se unen con un valor 36 de Bootstrap. También hay dudas sobre la posicién de
especies proximas, ya que se observan valores tan bajos como 6 en la ordenacion de los

felinos.

El clado Eungulata (ungulados) constituido por el orden Cetartiodactyla o ungulados de dedos
pares que esta compuesto por los cetaceos (ballena, foca), suidos (cerdo) y rumiantes
compuestos por los bovidos (oveja, cabra, vaca, yak y bisonte) y los cérvidos (ciervos) —
aungue en este caso los bdvidos forman un grupo parafilético, estando las subfamilias
caprinae y bovinae separadas por los cérvidos —; y el orden Perissodactyla o ungulados de

dedos impares formado por los equinos (caballos).

La relacién entre Perissodactyla y Cetartiodactyla no suele estar muy clara, ya que por un lado
encontramos autores que les clasifica como grupos hermanos en el taxén Eungulata (Zhou et
al., 2012; Halliday et al., 2017), mientras que hay otros que clasifican a los perisodactilos
como taxén hermano de quirdpteros y carnivoros antes de unirse con los cetartiodactilos
(Nery et al., 2012). En este caso, se puede observar cobmo perisodactilos y cetartiodactilos si
estan juntos en el cladograma, aunque esta unién presentan un valor de Bootstrap de 23, y

siendo un valor tan bajo no se puede considerar una union fiable.

Los ordenes Carnivora, Cetartiodactyla y Peryssodactyla junto con los quirdpteros
(murciélagos) y soricidos (musarafias), se incluyen en el clado Laurasiatheria. Este clado se
considera uno de los 4 grandes grupos de placentarios. Sin embargo, no tiene categoria

taxondmica, aunque hay articulos en los que se habla de un superorden. Se denomina asi
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debido a que este grupo de animales se origind en el continente Laurasia (Hassanin et al.,
2021), uno de los dos continentes que se formo cuando se fragmentd Pangea.

Sin embargo, Sorex araneus (familia Soricidae), no se encuentra con el resto de miembros del
laurasiaterios en el arbol, sino que se encuentra en la base de los placentarios con un valor de
Bootstrap de 28.

Ademas de los laurasiaterios, en esta filogenia también se encuentran otros dos de los grandes
clados dentro del grupo de placentarios, Afrotheria y Eurchontoglires. Loxodonta africana

(orden Proboscidea) es el Unico representante del clado Afrotheria en este estudio.

Los lagomorfos (conejo), primates (humano, chimpancé, gorila, etc.) y los roedores (ratas y
cobaya) pertenecen al clado Euarchontoglires. Aunque, cabe destacar que el orden Rodentia
no se encuentra unido a los otros dos 6rdenes en el arbol obtenido con el gen del citocromo B,

sino que forman un grupo independiente.

En la mayoria de las familias, las especies que las forman se unen con valores de Bootstrap
alto. Sin embargo, hay uniones de familias o de taxones de rango superior en los que el valor
es bastante bajo, por ejemplo, las tres familias que forman el grupo de quirdpteros tienen
valores de 37 y 38. Otros ejemplos los encontramos dentro del orden Cetartiodactyla, en el
gue cetaceos y rumiantes se unen con un valor Bootstrap de 17 o la especie Sus scrofa se une

con los camélidos con un valor de 14.
Gen Bax

En el arbol obtenido con los datos del gen Bax, el grupo Laurasiatheria en un principio parece
estar compuesto por los mismos grupos que en el citocromo B. Se pueden distinguir las cuatro
agrupaciones formadas por los carnivoros, cetartiodactilos, perisodactilos y quirdpteros.

Sin embargo, analizando méas detalladamente este grupo, se pueden encontrar varias
discrepancias debido a que varios clados no son monofiléticos. Dentro de los carnivoros, una
de las asociaciones que no forman un grupo monofilético son los feliformes, hiena y suricata
estarian en una posicién basal dentro de los carnivoros. Incluso, estas dos especies,
clasificadas dentro de este la superfamilia Herpestoidea, tampoco formarian un grupo

monofilético, hienas y suricatos no se localizan en la posicion del arbol esperada.

Cabe destacar que los cetartiodactilos siguen formando un clado monofilético y que incluso
los bdvidos se encuentran formando un grupo, con la topologia esperada (a diferencia de lo

comentado en la filogenia del Citocromo B).
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Analizando la discrepancia acerca de la relacion filogenética entre los 6rdenes Cetartiodactyla
y Perissodactyla, se puede observar como en este caso se encuentra una relacion distinta a las
propuestas acerca de si ambos grupos forman un grupo hermano o si los perisodactilos
primero se unen con los carnivoros y los quirdpteros antes de que se unan los cetartiodactilos;
ya que en este caso perisodactilos y carnivoros serian un grupo hermano, posteriormente se

unen los cetartiodactilos y finalmente los quirdpteros.

Por ultimo, la especie Sorex araneus, perteneciente al superorden Laurasiatheria, se encuentra

formando un grupo con Loxodonta africana, siendo esta especie del superorden Afrotheria.

En el clado Euarchontoglires se puede observar que estan los primates junto con los

lagomorfos y que los roedores siguen siendo un grupo parafilético.

No obstante, a pesar de estas diferencias la que mas destaca es la topologia de los primates.
Suelen estar juntas las dos especies del género Pan: Pan paniscus y Pan troglodytes (bonobo
y chimpance respectivamente) que formarian un grupo hermano de Homo sapiens y un poco
mas alejado se encontraria Gorilla gorilla (Shoshani et al., 1996). En la filogenia obtenida
con las secuencias del gen Bax las secuencias son tan parecidas que en la practica se formaria
una politomia, es decir, las relaciones de estas especies de primates no se pueden resolver en

dicotomias.

Cabe destacar que los quiropteros muestran longitudes de ramas mucho mayores comparado
con otras las especies que forman otras familias, tal y como se coment6 en el apartado de
“Materiales y métodos” en los arboles métricos las distancias de las ramas indican cambio
evolutivo, por lo que se entiende que este grupo taxondmico ha acumulado gran cantidad de

cambios a lo largo de su evolucion.

También se puede observar alguna rama del arbol demasiado largas en especies como el
elefante (Loxodonta africana), el conejo (Oryctolagus cuniculus) y la musarafia (Sorex

araneus).
Gen Bakl
El analisis del arbol obtenido con las secuencias del gen Bakl puede comenzarse por el clado
de los carnivoros, ya que se observa como los canidos estan mas relacionados con los
feliformes que con el resto de caniformes (mustélidos, Ursidos y pinnipedos). Ademas, el

siguiente grupo gue se une a los carnivoros son los primates y parte de los roedores, salvo el

conejillo de indias que aparece en una posicion que no se ajusta a su clasificacion taxondmica,
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de forma que en este caso no es posible definir los superdrdenes de Euarchontoglires y

Laurasiatheria como tal ya que los taxones de ambos grupos se encuentran entremezclados.

Tampoco se podria de hablar de un superorden Afrotheria debido a que en este caso el
elefante se encuentra relacionado con los quirdpteros, siendo estos ultimos animales

laurasiaterios.

Por tanto, se puede decir que todas las especies de placentarios forman un clado, pero dentro
de éste no se ajustan a la taxonomia tipica de este grupo. Aunque dentro de cada familia se
puede observar que las especies si estan como se esperaria, incluso las familias también
forman relaciones esperadas, asi que se podria decir que el problema en cuanto a esta

filogenia comienza a la hora de comparar los drdenes y categorias superiores a este taxon.

Sin embargo, la topologia de los primates no se corresponde con la esperada para este orden,

al igual que en el gen Bax, como ya se comento.

Cabe mencionar, que tanto la en la filogenia del gen Bax como en la del Bak1 no se incluye el
analisis Bootstrap, asi que se desconoce la fiabilidad de estas uniones comentadas en ambos

arboles.

4.2. Analisis de las graficas boxplot
El estudio de cambios evolutivos mediante el andlisis de cambios sinbnimos y no sinébnimos
realizado a traves de graficas bloxpot se realizd entre varios taxones de mamiferos para
comparar aquellos grupos que no presentan una topologia esperada o una longitud de ramas

anormalmente superior a otros grupos en los genes Bax o Bakl.
Gen Bakl

Analizando las tres primeras graficas que representan los cambios sinGnimos y no sinébnimos
y el valor de o para el gen Bakl (Figuras 8, 9 y 10), se puede observar codmo la especie Cavia
porcellus, que en la filogenia no se encuentra con los maridos — que también son roedores —
presenta un ndmero de cambios no sindnimos muy superior al esperado considerando los
cambios sindnimos. El valor de ® es muy superior al de los otros taxones. Este resultado
puede interpretarse como una seleccion positiva respecto a lo que se observa en otros grupos
taxondmicos y otras ramas del arbol. Esta seleccion positiva indica un cambio evolutivo en la
regulacién de la apoptosis en Cavia porcellus, en la que estad implicada la proteina Bakl. En
los mdridos se observan una distancia anormalmente alta de cambios sinénimos respecto a

otros taxones, estos valores de distancias dS se repite en los cambios no sinonimos por lo que
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el valor de ® es semejante al de otras ramas del arbol del gen Bakl (Figura 10). La seleccion
en muridos seria del mismo tipo que en otros taxones, aunque el nimero de cambios es
superior por lo que la rama es mas larga y la posicion taxonémica no concuerda con lo

esperado.
Gen Bax

En las gréficas referentes al gen Bax (Figuras 11, 12 y 13) se observa como los quirdpteros
presentan un gran nimero de cambios no sindnimos y pocos cambios sinénimos. Debido a
este gran nimero de cambios no sin6nimos se puede suponer que este grupo ha sufrido

seleccion positiva.

Una posible explicacion de la evolucion de este gen puede deberse al desarrollo de las alas de
los murciélagos, ya que, durante su desarrollo embrionario se inhibe la apoptosis en las

membranas interdigitales de las extremidades superiores (Weatherbee et al., 2006).

También se podria explicar las distancias de las ramas en las distintas especies de quiropteros,
asi como la topologia inesperada de los primates, ambos casos para el gen Bax, ya que puede
tener relacion con la menstruacion lo que afectaria a los cambios no sindnimos, que sometidos

a seleccidn presentarian tasa de evolucién anémalas.

Existen pocos mamiferos que presenten ciclo menstrual, entre los que se encuentran los
primates catarrinos o monos del Viejo Mundo, como lo son las 7 especies de primates de este
estudio; y en algunas especies de quirépteros como Desmodus rotundus o del género Myotis,
aungue del resto de especies de quirdpteros no se ha podido confirmar o no se ha estudiado si
existe menstruacion (Emera et al., 2012).

En las hembras de mamiferos, bajo control hormonal, se produce la decidualizacion del
endometrio, proceso por el cual las células estromales sufren cambios morfologicos y
fisioldgicos, a la vez que se produce una gran proliferacion de estas células. Este proceso
afecta a la preparacion del Gtero para la invasion del embrion y establecer una conexion

favorable entre los tejidos maternos y los tejidos fetales (Jarrell, 2018).

Este proceso en mamiferos con ciclo estral se realiza después de la fecundacion, mientras que,
en mamiferos menstruantes se produce cada mes al terminar la fase ovulatoria, incluso si no
ha habido fecundacion. En este proceso de deciduacién, tiene que haber una homeostasis entre
el desarrollo de nuevas células del estroma y la apoptosis de algunas células endometriales,
para que no se produzca un gran incremento de estas células y derive en problemas en el Utero

como por ejemplo endometriosis en humanos.
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Asi, en hembras con ciclo menstrual, el proceso de apoptosis de estas células esta mas activo
ya que se tiene que producir cada mes. En humanos se ha estudiado, que este proceso de
apoptosis esta regulado por los genes Bcl-2 (gen anti-apoptotico) y el gen Bax (Tao et al.,
1997).

Sin embargo, habria que investigar mas acerca de esta funcidn para comprobar si tiene alguna

relacion con los resultados de la filogenia realizada.

4.3. Analisis de la comparacion realizada por PHYLIP
Segln los resultados mostrados por la Tabla 1 se puede observar cémo al comparar la
topologia del gen CytB con los tres alineamientos, la mejor filogenia es la realizada con el
CytB, mientras que los alineamientos de los genes apoptéticos Bax y Bakl se consideran

peores para representar la filogenia de mamiferos.

Esto puede deberse a que el CytB es un gen mitocondrial, mientras que los genes Bax y Bakl

son genes nucleares y, por tanto, seria distinta la evolucién que se da entre ellos.

Cuando se analiza el gen Bax, la filogenia obtenida con este mismo gen es estadisticamente el
mejor con diferencias significativas respecto a la topologia obtenida con el alineamiento de
las secuencias del citocromo, pero se puede observar en la tabla que la topologia del gen Bakl
no es significativamente peor; sin embargo, los resultados del gen Bakl muestran que su
propia topologia es la mejor de las tres con diferencias significativas, ademas la topologia del

gen Bax es la peor.

Esto podria deberse a que el gen Bax realiza la funcién de homeostasis del endometrio en las
hembras, mientras que el gen Bakl1 no interviene en este proceso. Como consecuencia puede
deducirse que ambos genes reguladores de la apoptosis también han sufrido una evolucion

diferente al realizar funciones diferentes en los grupos taxondmicos estudiados.

Al realizar las filogenias con los genes apoptdticos Bax y Bakl, teniendo funciones bastante
conservadas en mamiferos y siendo un proceso tan esencial que se produce en todos los
organismos, se esperaba obtener arboles filogenéticos con una topologia similar a la que

existe actualmente en mamiferos.

Sin embargo, no ha sido el caso, ya que se ha podido observar como hay bastantes
discrepancias en cuanto a taxones que no estan agrupados en los clados que les corresponden,

aunque hay que tener en cuenta las siguientes consideraciones:
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» No todas las especies que se han utilizado en este estudio presentaban los genes bien
secuenciados, incluso en algunos casos la informacion proporcionada por el NCBI no
era la correcta. Esto posiblemente haya interferido a la hora de obtener los resultados, y
por tanto, habria que volver a revisar las secuencias de estos genes para poder llegar a
una conclusién concreta acerca de las topologias obtenidas en los arboles filogenéticos.

» No hay conocimientos de como influye la apoptosis en cada especie y de cuéles son las
funciones que realiza en cada una, ya que saberlo podria ayudar a entender cdmo han
evolucionado estos genes en cada una.

> No existen estudios en los que se hayan realizado arboles filogenéticos de los genes Bax
y Bakl o de otros genes de la familia Bcl-2 con que comparar los arboles realizados.

Todo esto implica que se abre un gran campo de estudio de la apoptosis, en el que se puede
estudiar las funciones y estructuras de las proteinas en cada especie, ya que como se ha
comentado, puede tener funciones mas importantes en unas especies que en otras como es el
caso de la menstruacién, o incluso puede que en algunas especies haya perdido alguna
funcion como la permanencia de las interdigitaciones en las alas de quirpteros por la
inhibicion de la apoptosis. Entonces, puede que en otras especies de mamiferos suceda igual,
y por tanto, estudiar las funciones en cada taxon podria explicar las caracteristicas observadas

en los arboles filogenéticos.

27



5. Conclusiones

Las principales conclusiones de este trabajo son las siguientes:

e Existen ciertas dudas en la filogenia de la clase Mammalia como la posicion de la especie
Cavia porcellus o la relacion entre los dérdenes Cetartiodactyla y Perissodactyla que
siguen sin resolverse al realizar los arboles filogenéticos de los genes Bax y Bak1.

e Ambos genes no participan simultdneamente en todos los procesos en los que se requiere
que se active la apoptosis y por tanto la seleccion en los dos genes habré sido diferente
causando las discrepancias que se observan en los dos arboles filogenéticos.

e Poder tener mas informacion acerca de la estructura de cada gen podria ayudar a entender

mejor como han evolucionado y a obtener arboles filogenéticos méas consistentes.
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ANexos

Anexo |. Listado de las especies de la clase Mammalia utilizadas para el estudio.

. Nombre -
Especie , Familia Orden Superorden
comun
Phoca vitulina Foca com(n Phocidae
- - (Superfamilia:
Halichoerus grypus Foca gris Pinnipedia)
Eumetopias jubatus Leons?;?lrelpo de Otariidae
Lobo marino (Superfamilia:
Zalophus californianus de California Pinnipedia)
Neovison vison Vison
Mustela erminea Armifo Mustelidae
. . Carnivora
Mustela putorius Turon
i P 5 (Suborden:
lluropoda Caniformia)
melanoleuca Oso panda
Ursus americanus Oso negro .
g Ursidae
Ursus maritimus Oso polar
Ursus arctos horribilis Oso grizzly
Canis lupus familiaris Perro
Vulpes vulpes Zorro Canidae
Vulpes lagopus Zorro artico . .
_ Laurasiatheria
Hyaenidae
Hyaena hyaena Hiena (Superfamilia:
Herpestoidea)
Herpestidae
Suricata suricatta Suricata (Superfamilia:
Herpestoidea)
Panthera leo Leodn
. . Carnivora
Panthera tigris Tigre
T g g (Suborden:
I;rlonal urus Gato bengala Feliformia)
engalensis
Felis catus Gato Felidae
Lynx canadensis Lince de
y Canadé
Acinonyx jubatus Guepardo
Puma yagouaroundi Yaguarundi
Equus caballus Caballo
. Caballo . .
Equus przewalskii mongol Equidae Perissodactyla
Equus asinus Asno
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Nombre

Especie , Familia Orden Superorden
comun
Camelus bractianus Camello
Camelus dromedarius Dromedario Camelidae
Vicugna pacos Alpaca
Sus scrofa Cerdo Suidae
Phocoena sinus Vaquita marina Phocoenidae
Monodon monoceros Narval Monodontidae
Orcinus orca Orca o
. Delphinidae
Tursiops truncatus Delfin mular
Balaenoptera musculus Ballena Balaenopteridae
Cetartiodactyla
Bos taurus Vaca
Bos indicus Cebu Bovidae
(Subfamilia:
Bos mutus Yak Bovinae)
Bison bison Bisonte L aurasiatheria
Oryx dammah Orix blanco .
y Bovidae
Ovis aries Oveja (Subfamilia:
. Caprinae
Capra hircus Cabra P )
Cervus elaphus Ciervo comun
] Ciervo Cervidae
Cervus canadensis i
candiense
Pteropus alecto Murci€lago Pteropodidae
negro
Desmodus rotundus Vamp,|ro Phyllostomidae
comun
Myotis myotis Murciélago Chiroptera
ratonero
. - Murciélago de I
Myotis davidii David Vespertilionidae
. .. Murciélago de
Myotis brandtii Brandt
Sorex araneus Musarafia Soricidae Eulipotyphla
Loxodonta africana Elefante Elephantidae Proboscidea Afrotheria
Oryctolagus cuniculus | Conejo comdn Leporidae Lagomorpha
Mus musculus Raton
Rattus norvegicus Rata marrén Muridae Euarchontoglires
Rattus rattus Rata negra Rodentia
Cavia porcellus Cobaya Caviidae
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Theropithecus gelada Gelada
Cercopithecidae
. . Macaco
Macaca fascicularis .
cangrejo
Pongo abelii Orangutan de
Sumatra .
- - i Primate
Gorilla gorilla Gorila
Homo sapiens Humano Hominidae
Pan troglodytes Bonobo
Pan paniscus Chimpancé
Phascolarctos cinereus Koala Phascolartctidae Dripotodontia

Ornythorhynchus
anatinus

Ornitorrinco

Ornithorhynchidae

Monotremata

Euarchontoglires
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