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M o l e c u l a r  p h y l o g e n e t i c  s t u d i e s  o n  f i l a r i a l  p a r a s i t e s  

BASED ON  5 S RIBOSOM AL SPACER SEQUENCES

X I E  H . * , B A I N  O . * *  and W I L L I A M S  S . A . * , * * *

Sum m ary :

Th is p a p e r  is the f irst  la rg e - sca le  m o le cu la r  p h y lo g en e t ic  st u d y  o n  

f i la r ia l  p a rasi t e s (fam ily  O n c h o c e r c id a e ) w h ic h  in c lu d e s 1 6  sp e 

c ie s o f  6  g e n e r a  : B r u g i a  b e a v e r i  A sh  et  Lit t le, 1 9 6 4  ; B . b u c k l e y i  

D issan a ik e  et  Pa ra m an an t h an , 1 9 6 1  ; B . m a l a y i  (Bru g , 1 9 2 7 ) 

Bu ck le y , 1 9 6 0 ; B . p a h a n g i  (Bu ck le y  e t  Ed e so n , 1 9 5 6 )  Bu ck le y , 

1 9 6 0 ; B . p a t e i  (Bu ck le y , N e lso n  et  H e isc h , 1 9 5 8 ) Bu ck le y , 

1 9 6 0 ; B . t i m o r i  Par t o n o  e t  a l , 1 9 7 7 ; W u c h e r e r i a  b a n c r o f t i  

(C o b b o ld , 1 8 7 7 )  Se u ra t , 1 9 2 1 ; W . k a l i m a n t a n i  Pa lm ier i , 

Pu rn o m o , D en n is a n d  M a r w o t o , 1 9 8 0 ; M a n s o n e l l a  p e r s ta n s  

(M an so n , 1 8 9 1  ) Eb e r h a r d  et  O r ih e l , 1 9 8 4 ; L o a  l o a , St i les, 

1 9 0 5 ; O n c h o c e r c a  v o l v u l u s  (Leu ckart , 1 9 8 3 )  Rail l ie t  et  H e n ry , 

1 9 1 0 ; O . o c h e n g i  Bw a n g a m o i , 1 9 6 9 ; O . g u t t u r o s a  N e u m an n , 

1 9 1 0 ; D i r o f i l a r i a  i m m i t i s (Le id y , 1 8 5 6 )  Rai l l ie t  et  H e n ry , 1 9 1 1  ; 

A c a n t h o c h e i l o n e m a  v i t e a e  (Kr e p k o g o rsk a y a , 1 9 3 3 )  Ba in , Bak e r  

et  C h a b a u d , 1 9 8 2  a n d  L i t o m o s o i d e s  s i g m o d o n t i s  C h a n d le r ,

1 9 3 1 . 5 S  r RN A  g e n e  sp a c e r  reg io n  se q u e n ce  d a t a  w e r e  co l le c 

t ed  b y  PCR, clo n in g  a n d  d id e o x y  se q u e n c in g . Th e  5 S  r RN A  g e n e  

sp a c e r  reg io n  se q u e n ce s w e r e  a l ig n e d  an d  a n a ly z e d  b y  m axi 

m um  p arsim o n y  alg o r i t h m s, d ist an ce  m eth o d s an d  m axim u m  l ike l i 

h o o d  m eth o d s to  co n st ru ct  p h y lo g e n e t ic  t ree s. Bo o t st rap  a n a ly sis 

w a s  u sed  to  test  t h e ro b u st n ess o f  t h e d if fe ren t  p h y lo g en et ic  

reco n st ru ct io n s. Th e d a t a  in d ica t ed  t h at  5 S  sp a c e r  reg io n  

se q u e n ce s a r e  h ig h ly  co n se rv ed  w it h in  sp e c ie s y e t  d if f e r  sig n i f i 

c an t ly  b e t w ee n  sp e c ie s. Sp l ic e d  le a d e r  se q u e n ce s w e r e  o b ser ve d  

in a l l  o f  t h e 5 S  r D N A  sp a c e r s w it h  no  se q u e n ce  v ar ia t io n , 

al t h o u g h  f lan k in g  reg io n  se q u e n ce  an d  len g th  h et ero g en e it y  w a s 

o b se rv e d  ev e n  w it h in  sp e c ie s. A l l  o f  t h e v a r io u s t ree- b u ild in g  

m eth o d s g a v e  v e r y  sim ila r  resu lt s. Th is st u d y  id en t if ied  fo u r  c la d e s 

w h ic h  a r e  st ro n g ly  su p p o r t e d  b y  b o o t st rap  a n a ly sis: the B r u g i a  

c l a d e ; t h e W u c h e r e r i a  c l a d e ; t h e B r u g i a - W u c h e r e r i a  c la d e  an d  

t he O n c h o c e r c a  c la d e . Th e a n a ly se s in d ic a t e d  t h at  L. s i g m o d o n t i s  

a n d  A . v i t e a e  m ay  b e  th e m o st  p r im it ive  am o n g  th e 1 6  sp e c ie s 

st u d ie d . Th e d a t a  d id  no t  sh o w  a n y  c lo se  re lat io n sh ip  b e t w ee n  

L o a  l o a  a n d  D . i m m i t i s p resen t ly  c lassi f ie d  in t h e sa m e  su b f am ily , 

a n d  th e co n st it u t io n  o f  t h e D ir o f i la r i in a e  su b f am ily  is q u e st io n ab le .
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l e u r  v i e  t i s su l a i r e  -  i n c l u t  1 6  e s p è c e s  a p p a r t e n a n t  à  6  g e n r e s  d i f f é 
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P a r t o n o  e t  a l , 1 9 7 7 ;  W u c h e r e r ia  b an cro f t i  (C o b b o l d ,  1 8 7 7 )

S e u r a t , 1 9 2 1  ;  W . k a l im an t an i P a l m i e r i , P u r n o m o , D e n n i s  e t  

M a r w o t o ,  1 9 8 0 ;  M a n so n e l la  p e rst an s (M a n s o n , 1 8 9 1 )  E b e r h a r d  

e t  O r i h e l , 1 9 8 4 ;  Lo a lo a St i l e s , 1 9 0 5 ;  O n c h o c e r c a  vo lvu lu s 

(L e u c k a r t , 1 9 8 3 )  R a i l l i e t  e t  H e n r y , 1 9 1 0 ;  O . o ch e n g i  B w a n g a m o i , 

1 9 6 9 ;  O .  g u t t u ro sa N e u m a n n , 1 9 1 0 ;  D i ro f i la r ia  im m it is (L e i d y ,

1 8 5 6 )  R a i l l i e t  e t  H e n r y , 1 9 1 1 ;  A co n t h o ch e i lo n em a v i t e ae  

(K r e p k o g o r s k a y a , 1 9 3 3 )  B a i n , B a k e r , C h a b a u d , 1 9 8 2  e t  

Lit o m o so id es sig m o d o n t is C h a n d l e r , 1 9 3 1 .  L e  g è n e  «s p a c e r » d u  5 S  

r R N A  a  é t é  c o l l e c t é , c l o n é  e t  s é q u e n c é  p a r  P C R . L e s s é q u e n c e s  d e s  

d i f f é r e n t e s  e s p è c e s  o n t  e n su i t e  é t é  a l i g n é e s  p u i s  l e u r  p h y l o g é n i e  

r e c o n st r u i t e  p a r  l e s  m é t h o d e s  d e  p a r c i m o n i e , d e  d i s t a n c e  e t  d e  v r a i 

s e m b l a n c e . D e s  a n a l y s e s  d e  b o o t s t r a p  o n t  é t é  u t i l i s é e s  p o u r  t e s t e r  l a  

r o b u s t e s s e  d e s  d i f f é r e n t e s  r e c o n st r u c t i o n s  p h y l o g é n é t i q u e s . L e s r é su l 

t a t s i n d i q u e n t  q u e  c e t t e  s é q u e n c e  e s t  f o r t e m e n t  c o n s e r v é e  d a n s  u n e  

m ê m e  e s p è c e  a l o r s  q u ' e l l e  d i f f è r e  s i g n i f i c a t i v e m e n t  d ' u n e  e s p è c e  à  

l ' a u t r e . L a  s é q u e n c e  d ' é p i s s u r e  e s t  p r é s e n t e  s a n s  v a r i a t i o n  d a n s  

t o u t e s  l e s  e s p è c e s  t a n d i s  q u e  l e s  r é g i o n s  f l a n q u a n t e s  p r é s e n t e n t  u n e  

h é t é r o g é n é i t é  m ê m e  a u  n i v e a u  i n t r a - sp é c i f i q u e . L e s d i f f é r e n t e s  

m é t h o d e s  d e  r e c o n st r u c t i o n  d ' a r b r e  p r é s e n t e n t  q u e l q u e s  c o n t r a d i c 

t i o n s  m a i s  e l l e s  so n t  s e m b l a b l e s  su r  p l u s i e u r s  p o i n t s  e t  l ' é t u d e , t r è s 

p a r t i e l l e  i l  e s t  v r a i  c o m p a r é e  à  l ' a b o n d a n c e  d e s  g e n r e s  e t  e s p è c e s  

c h e z  l e s  f i l a i r e s , p e r m e t  q u e l q u e s  c o n c l u s i o n s . 1-  l e  b o o t s t r a p  so u 

t i e n t  f o r t e m e n t  q u a t r e  c l a d e s :  l e  c l a d e  B r u g ia , l e  c l a d e  W u c h e r e r ia , 

l e  c l a d e  B r u g ia - W u ch e r e r ia , l e  c l a d e  O n c h o c e r c a  ; c e s  c l a d e s  c o r 

r e s p o n d e n t  a u x  g e n r e s , o u  à  d e s  g e n r e s  t r è s p r o c h e s , d é f i n i s  p a r  l a  

m o r p h o l o g i e  c l a s s i q u e . 2 -  L e s a n a l y s e s  s u g g è r e n t  q u e  L. sig m o d o n 

t is e t  A . v i t e ae  p o u r r a i e n t  ê t r e  l e s  p l u s  p r i m i t i v e s  d e s  1 6  e s p è c e s  é t u 

d i é e s ;  c e t t e  n o t i o n  n ' e s t  p a s  e n  c o n t r a d i c t i o n  a v e c  l e s  h y p o t h è s e s  

f a i t e s  a n t é r i e u r e m e n t . 3 -  L e s a n a l y s e s  n e  r a p p r o c h e n t  p a s  L. lo a e t  

D . im m it is, a c t u e l l e m e n t  p l a c é s  d a n s  l a  m ê m e  so u s- f a m i l l e , e t  l a  

q u e s t i o n  d e  l a  c o m p o s i t i o n  d e s  D i r o f i l a r i i n a e  s e  p o s e .

M O T S  C L ES  :  p h y l o g é n è se . 5 S  r D N A . «s p a c e r s ». P C R . c l o n a g e  m o l é c u l a i r e , 

s é q u e n c e  d 'ép i ss u r e . B r u g i a  m a l a y i . B . p a h a n g i . B . t im o r i . B . p a t e i . B . b e a 

v e r i . B . b u c k l e y i . W u c h e r e r i a  b a n c r o f t i . W .  k a l i m a n t a n i . M a n s o n e l l a  p e r s 

t a n s . L o a  l o a . O n c h o c e r c a  v o l v u l u s. O .  o c h e n g i . O .  g u t t u r o sa . D i r o f i l a r i a  

i m m i t i s. A c o n t h o c h e i l o n e m a  v i t e a e . L i t o m o so i d e s s i g m o d o n t i s .
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X I E  H . , B A IN  O .  a n d  W IL L IA M S  S .A .

INTRODUCTION

F
i la r io id  n e m a to d e s  a re  a  la rg e  g r o u p  o f  p a ra s ite s  

w i th  s p e c i e s  o f  m e d i c a l  o r  v e te r i n a r y  im p o r 

t a n c e .  N u m e r o u s  d e ta i l e d  m o r p h o l o g i c a l  a n d  

b i o l o g i c a l  s tu d i e s ,  p i o n e e r e d  b y  W e h r  ( 1 9 3 5 ) ,  h a v e  

b e e n  c o n d u c te d  in  a n  a tte m p t to  c la r i f y  th e  p h y lo g e n e 

t i c  r e l a t i o n s h i p s  o f  t h e s e  p a r a s i t e s  ( C h a b a u d  a n d  

C h o q u e t , 1 9 5 3 ;  A n d e rs o n  a n d  B a in ,  1 9 7 6  ; C h a b a u d  

a n d  B a in ,  1 9 7 6 ) .  S i n c e  c o n v e r g e n c e  p h e n o m e n a  a re  

c o m m o n  in  th e s e  tis s u e  d w e l l in g  p a ra s ite s , p h y lo g e n ie s  

d e r iv e d  s o le ly  f r o m  m o rp h o lo g i c a l  d a ta  m a y  b e  m is le a 

d in g . D N A  s e q u e n c e  d a ta  c o l l e c te d  b y  m o le c u la r  b i o l o 

g i c a l  m e th o d s  p ro v id e  a  n e w  a p p r o a c h  in  p h y lo g e n e tic  

s tu d ie s . T h is  p a p e r  w ill f o c u s  o n  th e s e  m o le c u la r  d a ta  

a n d  th e  re s u lts  o f  th is  s tu d y  w ill b e  c o m p a re d  to  th o s e  

o b ta in e d  b y  th e  c la s s i c a l  m e th o d s . T h e r e  w e r e  s i x te e n  

s p e c i e s  o f  s i x  g e n e r a  in  th e  O n c h o c e r c i d a e  f a m il y  

in c l u d e d  in  th i s  s tu d y  : s u b f a m i ly  O n c h o c e r c i n a e  : 

B r u g ia b e av e r i  A s h  e t  L i t t l e ,  1 9 6 4  ; B. b u c kle y i  

D is s a n a ik e  e t P a ra m a n a n th a n ,  1 9 6 1  ; B. m alay i ( B ru g , 

1 9 2 7 )  B u c k le y ,  19 6 0 ;  B. p ahan g i  ( B u c k l e y  e t E d e s o n , 

1 9 5 6 )  B u c k l e y ,  1 9 6 0  ; B. p at e i  ( B u c k l e y ,  N e ls o n  e t  

H e is c h . 1 9 5 8 )  B u c k le y , 19 6 0  ; B. timori P a r to n o  et al., 

1 9 7 7  ; W u chereria ban cro ft i ( C o b b o l d .  1 8 7 7 )  S e u ra t, 

1 9 2 1  ; W. kalim an tan i P a lm ie ri , P u r n o m o , D e n n is  a n d  

M a rw o to , 1 9 8 0  ; M an son ella perstan s  ( M a n s o n ,  1 8 9 1 )  

E b e r h a r d  a n d  O r i h e l ,  1 9 8 4  ; O n c ho c er c a v olv u lu s  

( L e u c k a r t ,  1 9 8 3 )  R a i l l ie t e t H e n ry , 1 9 1 0  ; O. ochen g i 

B w a n g a m o i ,  1 9 6 9  ; O. g u t tu rosa N e u m a n n ,  1 9 1 0  ; 

A c an t ho c he ilo n e m a v it eae  ( K r e p k o g o r s k a y a ,  1 9 3 3 )  

B a in , B a k e r  e t  C h a b a u d , 1 9 8 2  a n d  Litomosoides sig m o 

dontis  C h a n d le r , 1 9 3 1  ; s u b f a m ily  D ir o f i la r i in a e  : Loa 

loa, S ti le s , 1 9 0 5  a n d  D irofilaria immitis ( L e id y , 1 8 5 6 )  

R a i l lie t e t H e n ry , 1 9 1 1 .

T h e  r ib o s o m a l  R N A  g e n e  s p a c e r  re g i o n s  c a n  b e  u s e d  to  

in f e r  p h y lo g e n y  a m o n g  c lo s e ly  re la te d  ta x a  ( < 5 0  m il 

l i o n  y e a rs  o ld )  ( V e r b e e t  et al., 1 9 8 4  ; M c In ty re  et al., 

1 9 8 8  ; Y o k o ta  et  al., 1 9 8 9  ; G o n z a l e z  et al., 1 9 9 0  ; 

K je m s  a n d  G a rr e tt, 1 9 9 0 ) . T h e  5 S rD N A  g e n e  s p a c e r  

re g io n  w a s  c h o s e n  f o r  th is  s tu d y  b a s e d  o n  th e  f o l l o 

w in g  th r e e  o b s e r v a tio n s  : 1. F ila r ia l  p a ra s i te s  m a y  b e  

r e c e n t l y  d e r i v e d  ( l e s s  t h a n  6 5  m i l l i o n  y e a r s  o l d ,  

M a g g e n ti , 1 9 8 3 ) . T h e r e f o r e , th e  5 S rD N A  s p a c e r  re g io n  

s e q u e n c e s  w e r e  l ik e ly  to  p o s s e s s  m o r e  p h y lo g e n e t i c  

i n f o r m a tio n  th a n  th e  r ib o s o m a l  D N A  c o d i n g  r e g i o n  

s e q u e n c e s .  2 . T h e  5 S  rD N A  g e n e  o r g a n i z a t i o n  w a s  

a l r e a d y  e s ta b l i s h e d  f o r  B. m alay i. G e n o m i c  t i tra tio n  

e x p e r im e n ts  in d ic a te d  th a t th e  Brug ia m alay i n u c le a r  

g e n o m e  c o n ta i n s  a b o u t  2 5 0  c o p i e s  o f  th e  5 S  rR N A  

g e n e s  ( R a n s o h o f f f  et al., 1 9 8 9 ) .  In  a d d itio n , th e  d e ta i le d  

o rg a n iz a tio n  o f  5 S g e n e s  in  n e m a to d e s  h a s  b e e n  s tu 

d i e d  in  C .  e le g an s  ( N e l s o n  a n d  H o n d a ,  1 9 8 5 ) .  3 . 

P re l im in a ry  d a ta  s u g g e s te d  th a t th e  c o d in g  re g i o n s  o f

5 S rD N A  g e n e s  w e r e  b a s ic a l ly  id e n tic a l  a c ro s s  a ll o f  th e  

f i l a r ia l  s p e c i e s  w h e r e a s  th e  5 S  rD N A  s p a c e r  r e g i o n  

s e q u e n c e s  w e r e  v e ry  w e l l  c o n s e r v e d  w i th in  s p e c i e s ,  

b u t s h o w e d  s ig n i f ic a n t v a r ia tio n  b e tw e e n  s p e c ie s .

MATERIALS AN D  METHODS

F i l a r i a l  p a r a s i t e  m a t e r i a l s

L
a b o r a t o r y  s t r a i n s  o f  B. p ahan g i  a n d  B. m alay i w e r e  

o b t a i n e d  f r o m  D r . J .  M c C a l l  ( T R S  L a b o r a t o r y , A t h e n s , 

G A , U .S .A . ) .  B. p ate i  a d u l t s  w e r e  k i n d l y  p r o v i d e d  b y  

D r s .  U .R .  R a o  a n d  A .C .  V i c k e r y  ( U n i v e r s i t y  o f  S o u t h e r n  

F l o r i d a , G a i n s v i l l e ,  F L ,  U .S .A . ) .  B. beav eri a d u l t s  p r e s e r v e d  

i n  1 0 0 m M  E D T A  w e r e  k i n d l y  p r o v i d e d  b y  D r .  T .C .  O r i h e l  

( T u l a n e  U n i v e r s i t y  M e d i c a l  C e n t e r ,  N e w  O r l e a n s ,  L A ,  

U .S .A . ) .  B. buckley i a d u l t s  p r e s e r v e d  i n  7 0 %  e t h a n o l  w e r e  

k i n d l y  p r o v i d e d  b y  D r .  A .S .  D i s s a n a i k e  ( C o l o m b o ,  S r i  

L a n k a ) .  B. timori m i c r o f i l a r i a e  a n d  W. kalim an tan i a d u l t s  

p r e s e r v e d  i n  1 0 0 m M  E D T A  w e r e  k i n d l y  p r o v i d e d  b y  D r .  F . 

P a r t o n o  ( U n i v e r s i t y  o f  I n d o n e s i a , J a k a r t a ) .  G e n o m i c  D N A  

s a m p l e s  o f  M. perstan s  p r e s e r v e d  i n  e t h a n o l  w e r e  k i n d l y  

p r o v i d e d  b y  D r .  S .E .O .  M e r e d i t h  ( A m s t e r d a m , t h e  N e t h e r 

l a n d s ) .  G e n o m i c  D N A  s a m p l e s  o f  Loa loa, D. immitis, O. 

volvulus, A. viteae, a n d  L. sigm odontis  a s  w e l l  a s  Loa loa 

m i c r o f i l a r i a e  w e r e  k i n d l y  p r o v i d e d  b y  D r s .  T . B .  N u t m a n  

a n d  E .A .  O t t e s e n  ( N a t i o n a l  I n s t i t u t e  o f  H e a l t h ,  B e t h e s d a , 

M D , U .S .A . ) .  G e n o m i c  D N A  s a m p l e s  o f  O . volvulus. O. 

ochen g i a n d  O. gutturosa w e r e  k i n d l y  p r o v i d e d  b y  D r .  T .R .  

U n n a s c h  ( U n i v e r s i t y  o f  A l a b a m a  a t  B i r m i n g h a m ,  

B i r m i n g h a m ,  A L ,  U . S . A ) .  M o r p h o l o g i c a l  a n a l y s e s  w e r e  

c o n d u c t e d  t o  v e r i f y  t h e  i d e n t i t y  o f  s o m e  s p e c i m e n s .

E x p e r i m e n t a l  p r o c e d u r e s  

E x t r a c t i o n  o f  p a r a s i t e  D N A

I n d i v i d u a l  a d u l t  f i l a r i a l  p a r a s i t e s  w e r e  p i c k e d  f r o m  7 0 %  

e t h a n o l  s o l u t i o n  a n d  e v a p o r a t e d  t o  d r y n e s s . T h e  w o r m s  

w e r e  r e s u s p e n d e d  i n  5 0  µ l  H 2 O  a n d  b o i l e d  f o r  1 0  m i n u t e s . 

T h e s e  p r e p a r a t i o n s  w e r e  u s e d  a s  t h e  P C R  t e m p l a t e s . S i m i l a r  

t r e a t m e n t  w a s  p e r f o r m e d  f o r  B. timori a n d  Loa loa m i c r o f i 

l a r i a e , a n d  f o r  W. kalim an tan i a n d  B. beav eri a d u l t  w o r m s  

w h i c h  w e r e  p r e s e r v e d  i n  l O O m M  E D T A .  T h i s  t r e a t m e n t  w a s  

n o t  n e c e s s a r y  f o r  t h o s e  s p e c i e s  w h o s e  g e n o m i c  D N A  w a s  

a l r e a d y  a v a i l a b l e  ( e x c e p t  t h e  D N A  s a m p l e  o f  M. perstans  

w h i c h  w a s  p r e s e r v e d  i n  e t h a n o l ) .  T h e s e  g e n o m i c  D N A  

s a m p l e s  w e r e  u s e d  d i r e c t l y  i n  t h e  P C R  r e a c t i o n s . T h e  D N A  

s a m p l e  o f  M. perstans  w a s  e v a p o r a t e d  d r y  f r o m  a n  o r i g i n a l  

v o l u m e  o f  1 m l , r e s u s p e n d e d  i n  1 0 0  µ l  o f  d d  H 2 O  a n d  d i a -  

l y z e d  a g a i n s t  0 .0 5 x  T E  b u f f e r  f o r  f o u r  h o u r s  b e f o r e  i t  w a s  

u s e d  f o r  P C R  r e a c t i o n s .

A m p l i f i c a t i o n  o f  5 S r D N A  s e q u e n c e s  f r o m  p a r a s i t e  

D N A

T h e  p o l y m e r a s e  c h a i n  r e a c t i o n s  ( P C R )  w e r e  c o n d u c t e d  

u s i n g  P e r k i n - E l m e r - C e t u s  4 8 0  a n d  S y s t e m  9 6 0 0  t h e r m a l

1 4 2 P a r a s i te , 1 9 9 4 ,  1. 1 4 1 - 1 5 1
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c y c l e r s . T w o  p r i m e rs  m a tc h in g  th e  c o d i n g  re g i o n  o f  th e  B. 

m alay i  5 S  rD N A  g e n e  w e r e  c u s t o m  s y n t h e s i z e d  b y  th e  

D N A  o l i g o  n u c l e o t i d e  s e r v i c e  o f  th e  P r o g r a m  in  M o le c u l a r  

a n d  C e l lu la r  B io l o g y ,  U n iv e r s ity  o f  M a s s a c h u s e tts  ( A m h e rs t, 

M A , U .S .A .) . T h e  s e q u e n c e s  o f  th e  tw o  p r i m e rs  w e r e  :

P r i m e r  S 2  : 5 ’ - G T T A A G C A A C G T T G G G C C T G G - 3 ’ ;

P r i m e r  S 1 6  : 5 ’ - T T G A C A G A T C G G A C G A G A T G - 3 ’ .

A l l P C R  r e a g e n ts  e x c e p t  p r i m e rs ,  te m p la te  a n d  d o u b l e  d is ti l-  

l e d  w a te r  ( d d H 2O )  w e r e  f r o m  th e  G e n e A m p  P C R  k it p u rc h a -  

s e d  f r o m  P e r k i n - E l m e r  C e t u s  ( N o r w a l k ,  C T ) .  T h e  P C R  

r e a c t i o n  c o n te n ts  i n c l u d e d  : 5 µ l o f  1 0 x  r e a c t i o n  b u f f e r , 8  µ l 

o f  1 .2 5 m M  d N T P  m i x tu r e ,  2 0  p m o le s  o f  e a c h  p r im e r , 1 -2  µ l 

t e m p l a t e  D N A  s o l u t i o n ,  1 u n i t  o f  T aq  p o l y m e r a s e  a n d  

d d H 2O  a d d e d  to  a  to ta l  v o lu m e  o f  5 0  µ l. T h e  P C R  c y c l in g  

p ro g r a m s  u s e d  w e r e : 9 3 ° C , 1 m in u te  ; 5 5 ° C , 1 m in u te  ; 7 2 ° C , 

1 m in u te  f o r  a  to ta l  o f  3 0  c y c l e s  ( M o d e l  4 8 0  th e rm a l  c y c l e r )  ; 

a n d  9 3 ° C , 3 0  s e c o n d s  ; 5 5 ° C , 3 0  s e c o n d s  ; 7 2 ° C , 3 0  s e c o n d s  

f o r  a  to ta l  o f  3 0  c y c l e s  ( S y s te m  9 6 0 0  th e rm a l  c y c l e r ) .

C lo n in g  o f  th e  P C R  a m p li f i e d  5 S rD N A  s p a c e r  re g io n  

s e q u e n c e s

T h e  T A  c l o n i n g  s y s te m  f r o m  In v i tr o g e n  C o r p o r a t i o n  ( S a n  

D ie g o ,  C A )  w a s  u s e d  to  c l o n e  th e  5 S  rD N A  P C R  p r o d u c ts .  

A l l o f  th e  r e a g e n ts  n e e d e d  f o r  l ig a ti o n  ( e x c e p t  th e  a m p l i f i e d  

5 S  rD N A  p r o d u c ts )  w e r e  p r o v i d e d  in  th e  T A  c l o n i n g  k it. 

T h e  m a n u f a c t u r e r ’ s  p r o t o c o l s  w e r e  s t r i c t l y  f o l l o w e d .  

R e c o m b i n a n t  E s c h e r ic b ia c o li  c o l o n i e s  ( w h i t e  c o l o n i e s )  

w e r e  p i c k e d  w i th  a  s te r i l i z e d  p la ti n u m  w ir e  l o o p  a n d  s c r e e -  

n e d  b y  P C R  u s in g  th e  s a m e  p r i m e r  p a i r s  a s  in  th e  o r ig in a l  

P C R  a m p l i f i c a t i o n .  T h e  l o o p  o f  E. c o li  c e l l s  w a s  p l a c e d  

d ir e c tl y  in to  th e  P C R  r e a c t i o n  tu b e . T h e  P C R  p r o g r a m  w a s  

th e  s a m e  a s  f o r  th e  o r ig in a l  5 S  rD N A  a m p l i f i c a t i o n  e x c e p t  

th e  r e a c t i o n s  w e r e  i n c u b a te d  in  th e  th e r m a l  c y c l e r  a t 9 5 ° C  

f o r  f i v e  m i n u te s  to  b u r s t th e  c e l l s  b e f o r e  th e  in it ia ti o n  o f  th e  

3 0  c y c l e s .  T h e  P C R  p r o d u c ts  w e r e  ru n  o n  1 .5 %  a g a r o s e  g e ls  

a n d  s ta i n e d  in  e th id iu m  b r o m i d e  to  id e n ti f y  p o s i t i v e  c l o n e s .

P la s m id  D N A  p r e p a r a tio n  a n d  p u r i f i c a ti o n

In d iv id u a l  E. co li c l o n e s  w i th  5 S  rD N A  i n s e r ts  w e r e  i n o c u l a 

te d  in to  2 0  m l o f  L B  m e d iu m  c o n ta in i n g  5 0 p g / m l o f  k a n a -  

m y c i n  a n d  i n c u b a t e d  a t  3 7 ° C  w i t h  v i g o r o u s  s h a k i n g  

o v e r n ig h t . T h e  c e l l s  w e r e  h a r v e s te d  th e  n e x t  m o r n in g  b y  

c e n tr i f u g a t i o n  a t 5 ,0 0 0 g  f o r  te n  m i n u te s .  T h e  c e l l  p e l l e ts  

w e r e  r e s u s p e n d e d  in  P 1 b u f f e r  f r o m  th e  P la s m id  M id i  K it 

a n d  p la s m id  D N A  w a s  i s o la te d  f o l l o w in g  th e  m a n u f a c tu r e r ’s  

p r o to c o l  [ Q ia g e n  In c . ( C h a ts w o r th . C A . U .S .A .) ]

D N A  s e q u e n c i n g

T h e  D N A  s e q u e n c i n g  p r i m e r s  u s e d  w e r e  p r i m e r s  S 2  a n d  

S 1 6  a s  d e s c r i b e d  b e f o r e  a n d  th e  M 1 3  u n iv e r s a l  s e q u e n c i n g  

p r i m e rs  ( p r im e r  1 2 0 1  a n d  1 2 1 1  f r o m  N e w  E n g la n d  B io la b s ,  

B e v e r l y ,  M A , U .S . A . ) .  T h e  C i r c u m V e n t  T h e r m a l  C y c l e  

S e q u e n c i n g  K it f r o m  N e w  E n g l a n d  B i o l a b s  w a s  u s e d  to  

s e q u e n c e  th e  p la s m id  D N A . T h e  m a n u f a c tu r e r ’s  p r o to c o l s  

f o r  th e r m a l  c y c l e  s e q u e n c i n g  w i th  l a b e l e d  35s  d A T P  i n c o r 

p o r a t i o n  w e r e  f o l l o w e d .  35S d A T P  w a s  p u r c h a s e d  f r o m  

A m e r s h a m  C o rp . ( A r l in g to n  H e ig h ts ,  IL , U S A ) . A b o u t 2 0 0

n g  o f  p l a s m id  D N A  a n d  2  p m o l  o f  p r i m e r  w e r e  u s e d  f o r  

e a c h  s e q u e n c i n g  r e a c t i o n .  A ll o f  th e  o th e r  r e a g e n ts  w e r e  

p r o v id e d  in  th e  k it. T h e  P e r k i n  E lm e r  C e tu s  th e rm a l  c y c l e r  

4 8 0  w a s  u s e d  w i t h  t h e  f o l l o w i n g  p r o g r a m  : 9 5 ° C ,  2 0  

s e c o n d s  ; 5 5 ° C , 2 0  s e c o n d s  ; 7 2 ° C ,  2 0  s e c o n d s  f o r  a  to ta l  o f  

2 0  c y c l e s .

Se q u e n c e  D a t a  A n a l y sis  

Se q u e n c e  a l i g n m e n t

T h e  P ileu p  c o m p u t e r  p r o g r a m  f r o m  th e  G C G  p a c k a g e  

( G e n e t i c s  C o m p u te r  G r o u p ,  In c .  M a d is o n , W I, U S A )  w a s  

u s e d  to  a l ig n  a l l o f  th e  5 S  rD N A  s e q u e n c e s .  B e c a u s e  m o r e  

th a n  o n e  5 S rD N A  s p a c e r  re g io n  s e q u e n c e  w a s  o b ta i n e d  f o r  

e a c h  s p e c i e s ,  p ile u p  w a s  u s e d  f i r s t  to  a l ig n  th e  m u l t i p l e  

s e q u e n c e s  f r o m  th e  s a m e  s p e c i e s .  T h e  g a p  p e n a l ty  ( p e n a l ty  

f o r  o p e n i n g  a  g a p )  w a s  s e t  to  tw o  a n d  g a p  l e n g th  p e n a l ty  

( p e n a l ty  f o r  e a c h  c h a r a c t e r  s p a c e  in  th e  g a p )  w a s  s e t  to  

z e ro . A n o th e r  p r o g r a m  in  th e  G C G  p a c k a g e ,  Pretty , w a s  

u s e d  to  p r in t  o u t  c o n s e n s u s  s e q u e n c e s  f o r  e a c h  s p e c i e s .  

A n y  s ite  th a t h a d  m o r e  th a n  4 0 %  o f  a  n u c le o t i d e  o th e r  th a n  

th e  m a jo r  n u c l e o t i d e  w a s  c o n s i d e r e d  p o l y m o r p h i c  a n d  

IU P A C - IU B  n u c l e o t i d e  n o t a t i o n s  w e r e  u s e d .  T h e  f i n a l  

c o n s e n s u s  s e q u e n c e s  o f  a l l th e  s ix te e n  s p e c i e s  w e r e  th e n  

a l i g n e d  b y  th e  p ileu p  p r o g r a m .  O n l y  th e  p o r t i o n  o f  th e  

s e q u e n c e s  th a t w e r e  w e l l  a l i g n e d  w e r e  s e l e c te d  f o r  f u r th e r  

a n a ly s is .

P h y lo g e n e ti c  r e c o n s tr u c ti o n  f r o m  s e q u e n c e  d a ta

P A U P  3 . 1  ( P h y l o g e n e t i c  A n a l y s i s  U s i n g  P a r s i m o n y ,  

S w o f f o r d , 1 9 9 3 )  w a s  u s e d  f o r  p h y l o g e n e t i c  t r e e  r e c o n s tru c -  

t i o n  ( S w o f f o r d  a n d  O ls e n ,  1 9 9 0 ) .  C h a r a c te r s  w e r e  tr e a te d  a s  

u n o r d e r e d  ( F i tc h ,  1 9 7 1 )  a n d  w e r e  e q u a l l y  w e i g h te d . G a p s  

w e r e  tr e a te d  a s  m is s i n g  d a ta .  T h e  e x h a u s t iv e  s e a r c h  o p t i o n  

w a s  u s e d  o n  te n  o f  th e  s i x te e n  s p e c i e s .  T h e  b r a n c h - a n d -  

b o u n d  a l g o r i th m  w a s  u s e d  f o r  th e  f u l l  s e t  o f  1 6  s p e c i e s .  

B o o ts t r a p  a n a ly s i s  w a s  u s e d  w i th  P A U P  3 .1 .

P H Y L IP  3 .5 c  ( P h y l o g e n y  I n f e r e n c e  P a c k a g e ,  F e l s e n s te i n ,  

1 9 9 3 )  w a s  a l s o  u s e d  f o r  d a ta  a n a ly s i s . M a x im u m  l ik e l i h o o d  

a l g o r i t h m s  ( F e l s e n s t e i n ,  1 9 8 1 )  a n d  d i s t a n c e  m e t h o d s  

( N e i g h b o r - jo i n i n g  a l g o r i th m ,  S a i to u  a n d  N e i ,  1 9 8 7 )  w e r e  

u s e d  in  th e  a n a l y s e s . B o o ts t r a p p i n g  a n a ly s i s  w a s  a l s o  u s e d  

w i th  th e  P H Y L IP  p a c k a g e  to  e s t im a te  c o n f i d e n c e  in te rv a is  

in  th e  p h y l o g e n e t i c  tr e e s .

A l l o f  th e  P A U P  c o m p u ta t i o n  a n d  s o m e  o f  th e  P H Y L IP  d is 

ta n c e  m e th o d  a n a l y s e s  w e r e  d o n e  u s in g  a  M a c in to s h  S E - 3 0  

a n d  a  M a c i n to s h  I l c i  c o m p u te r . S e q u e n c e  a l ig n m e n t,  m a x i 

m u m  l i k e l i h o o d  a n a l y s e s ,  a n d  b o o ts tr a p  a n a l y s e s  ( e x c e p t  

b o o ts tr a p  w i th  P A U P )  w e r e  d o n e  o n  a  S u n  S p a r c  w o r k s ta -  

t i o n  r u n n i n g  S u n  O S  4 . 1 . 1  l o c a t e d  i n  t h e  U n i v e r s i ty  o f  

M a s s a c h u s e tts  a t A m h e r s t .

P a ra s ite , 1 9 9 4 , 1. 1 4 1 - 1 5 1 1 4 3M ém o ire



X IE  H .,  B A IN  O . a n d  W IL L IA M S S.A .

T a b l e  I. -  5 S  r D N A  s e q u e n c e  d a t a  m a t r i x  u s e d  f o r  p h y l o g e n e t i c  t r e e  r e c o n s t r u c t i o n .  T h e r e  a r e  1 6 1  n u c l e o t i d e  p o s i t i o n s  i n  t h i s  d a t a  m a t r i x .  

F o r t y - e i g h t  o f  t h e  1 6 1  s i t e s  ( 3 0 % )  a r e  i n f o r m a t i v e .  ( “ - ”  =  g a p ;  C o n s t a n t  =  i n v a r i a b l e  s i t e ;  U n i n f .  =  u n i n f o r m a t i v e  s i t e  a s  c a l c u l a t e d  b y  P A U P

3 . 1 .  U n d e r l i n e c l  n u c l e o t i d e s  a r e  t h e  s p l i c e c i  l e a d e r  s e q u e n c e ) .

1 4 4 M ém o ire
P a r a s i te , 1 9 9 4 ,  1, 1 4 1 - 1 5 1
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RESULTS

D N A  S E Q U E N C E  C O L L E C T IO N  A N D  A L IG N M E N T

A
t le a s t  tw o  5 S rD N A  s e q u e n c e s  w e r e  o b ta i -  

n e d  f o r  e a c h  s p e c i e s .  C o n s e n s u s  s e q u e n c e s  

f r o m  e a c h  s p e c i e s  w e r e  c o n s tr u c te d  a n d  a li -  

g n e d  t o  o n e  a n o t h e r .  T h e  s e q u e n c e  d a ta  m a t r i x  

w h ic h  is  th e  in p u t f o r  a i l o f  th e  tr e e  r e c o n s tr u c ti o n  

a lg o r i th m s  is  s h o w n  in  T a b l e  I. T h e  A scaris lum bri-  

c o ides  5 S rD N A  s p a c e r  r é g i o n  s e q u e n c e  ( N e l s e n  et  

al., 1 9 8 9 )  w a s  in c lu d e d  a s  th e  o u tg r o u p .

P h y l o g e n e t ic  t r e e  r e c o n s t r u c t io n

1. A n a ly s is  b y  m a x im u m  p a r s im o n y  m e th o d s  

( S w o f f o r d , 1 9 9 3 )

Ex hau stiv e search

D u e  to  th e  re la ti v e ly  la rg e  s i z e  o f  th is  d a ta  s e t,  te n  

s p e c i e s  r e p r e s e n t in g  a i l s i x  g é n é r a  w e r e  s e l e c te d  to  

u n d e r g o  e x h a u s ti v e  s e a r c h  in  P A U P  3 .1 .

E x h a u s tiv e  s e a r c h  s e tt in g s  :

B r a n c h e s  h a v in g  a  m a x im u m  le n g th  o f  z é r o  c o l la p s e d  

to  y ie ld  p o ly to m ie s ; to p o l o g i c a l  c o n s tr a in ts  w e r e  n o t 

e n f o r c e d  ; tr e e s  w e r e  u n r o o te d  ; m u l ti - s ta te  ta x a  w e r e  

in te r p r e te d  a s  p o l y m o r p h i s m  ; c h a r a c te r - s ta te  o p tim i-  

z a t i o n  w a s  b y  a c c e l e r a te d  tr a n s f o r m a t io n  ( r e v e r s a i s  

p re f e r r e d )

S e a r c h  re s u lts  :

O n e  s h o r te s t  tre e  o f  le n g th  1 2 1 w a s  f o u n d  ( F ig . 1 )  T h e  

s ta tis t ic s  o f  th e  e x h a u s ti v e  s e a r c h  tr e e  a re  th e  f o l l o -  

w in g  ( K lu g e  a n d  Fa rr is , 1 9 6 9 ;  F a rr is , 1 9 8 9 ;  S a n d e r s o n  

a n d  D o n o g h u e ,  1 9 8 9 )  : c o n s i s te n c y  in d e x  ( C I)  =  0 .7 7 7 ; 

C I e x c l u d i n g  u n i n f o r m a t i v e  c h a r a c te r s  =  0 .7 1 0 ;  C I 

e x p e c te d  =  0 .6 8 4 ;  r é te n tio n  in d e x  ( R I)  =  0 .6 9 0 ;  r e s c a -  

le d  c o n s i s te n c y  in d e x  ( R C )  =  0 .5 3 6 .  T h e  f r e q u e n c y  d is 

tr ib u tio n  o f  tr e e  le n g th s  is  s h o w n  in  F ig u re  2 .

B ran c h- an d- bo u n d search  

S e a r c h  s e tt in g s  :

A n  a n a ly s is  o f  a i l s i x te e n  in g r o u p  s p e c i e s  w a s  u n d e r -  

ta k e n  w i th  A scaris lu m brico ides  a s  th e  o u tg r o u p  s p e 

c i e s .  In itia l  u p p e r  b o u n d  ( u p p e r  l im it o f  tr e e  l e n g th )  

w a s  u n k n o w n  ( to  b e  c o m p u te d  v ia  s te p w is e )  ; a d d i 

t i o n  s e q u e n c e  w a s  s e t  to  f u r th e s t  ; b r a n c h e s  h a v in g  a  

m a x i m u m  l e n g t h  o f  z é r o  w e r e  c o l l a p s e d  t o  y i e l d  

p o l y t o m i e s  ; t o p o l o g i c a l  c o n s t r a i n t s  w e r e  n o t  

e n f o r c e d  ; m u l ti - s ta te  ta x a  w e r e  in te r p r e te d  a s  p o ly 

m o r p h is m  ; c h a r a c te r - s ta te  o p tim iz a tio n  w a s  b y  a c c e 

le r a te d  tra n s f o rm a tio n .

S e a r c h  re s u l ts  :

O n e  s h o r te s t  tr e e  w ith  l e n g th  1 9 8  w a s  f o u n d  in  th e  

b r a n c h - a n d - b o u n d  s e a r c h  ( F ig . 3 ) -  T h e  tr e e  s ta tis t ic s

a r e  th e  f o l l o w i n g  : c o n s i s te n c y  in d e x  ( C I)  =  0 .7 5 8  ; C I 

e x c l u d i n g  u n i n f o r m a t i v e  c h a r a c t e r s  =  0 . 6 2 4  ; C I 

e x p e c te d  =  0 .5 8 8 ;  r é te n ti o n  in d e x  ( R I)  =  0 .7 2 7  ; r e s c a -  

le d  c o n s i s te n c y  in d e x  ( R C )  =  0 .5 5 1 .

2 . A n a ly s e s  b y  th e  n e ig h b o r - jo i n in g  m e th o d  ( S a ito u  

a n d  N e i , 1 9 8 7 )  a n d  b y  th e  m a x im u m  l i k e l i h o o d  

m e th o d  ( F e l s e n s te i n ,  1 9 8 1 )

A scaris lu m bricoides  w a s  u s e d  a s  th e  o u tg ro u p  s p e 

c i e s  in  th e s e  a n a ly s e s . T h e  b r a n c h in g  p a tte rn  o f  th e  

s h o r t e s t  t r e e s  o b t a i n e d  w a s  v e r y  s i m i la r  to  th a t  o f  

F ig u re  3 , e x c e p t  th a t Loa lo a  a n d  M. perstan s  f o rm  a 

g r o u p  w h i c h  s w i tc h e s  p o s i t i o n  w ith  th e  O n chocerca 

a n d  D. imm itis  g r o u p  in  th e s e  a n a ly s e s .

3 . A n a ly s is  b y  b o o ts tr a p  m e th o d s  ( F e l s e n s te i n ,  1 9 8 5 )

Bootstrapping  with p arsim on y  an aly sis  

A  to ta l  o f  5 0 0  b o o t s t r a p  r e p l i c a t e s  w e r e  a n a l y z e d  

u s in g  th e  p a r s im o n y  a lg o r ith m . T h e  s tro n g l y  s u p p o r -  

t e d  c l a d e s  a r e  t h e  O n c ho c e r c a  c l a d e  ( 1 0 0 % ) ,  th e  

Bru g ia-W u chereria c la d e  ( 9 7 % ) ,  th e  A . v iteae  a n d  L. 

sig m odon tis  c la d e  ( 9 7 % )  a n d  th e  Bru g ia c l a d e  ( 9 4 % ) . 

T h is  tr e e  is  u n a b le  to  r e s o lv e  th e  b r a n c h in g  o r d e r  o f  

th e  Bru g ia-W u chereria c la d e ,  Loa loa, M. perstans, D. 

immitis a n d  th e  O n chocerca c la d e  ( F ig . 4  a n d  T a b le  

II) .

Bootstrapping  w ith n eig hbor- join in g  an aly sis

A  to ta l  o f  4 8 5  b o o t s t r a p  r e p l i c a t e s  w e r e  a n a ly z e d .  

T h is  a n a ly s is  d e m o n s tr a te d  th a t th e  O n chocerca c la d e  

( 1 0 0 % ) ,  Bru g ia c l a d e  ( 9 9 % ) ,  W u chereria c l a d e  ( 9 8 % )  

a n d  B ru g ia- W u c hereria  c l a d e  ( 9 9 % )  w e r e  s tr o n g l y  

s u p p o r te d  b y  th e  d a ta  s e t  ( F ig . 4  a n d  T a b l e  II) .

Bootstrapping  with M ax im u m  likelihood an aly sis

A  t o t a l  o f  1 0 0  r e p l i c a t e s  w e r e  e x a m i n e d .  T h e  

O n chocerca c l a d e  ( 1 0 0 % )  a n d  th e  Bru g ia c la d e  ( 9 4 % )  

w e r e  s tro n g l y  s u p p o r te d  ( F ig . 4  a n d  T a b l e  II) .

DISCUSSION

D N A  S E Q U E N C E  D A T A  C O L L E C T IO N  A N D  S E Q U E N C E  

A L IG N M E N T

M
o s t  o f  th e  p a r a s ite  m a te r i a l s  w e r e  a v a i la b le  

in  o n ly  l im ite d  q u a n tit ie s  f o r  th is  s tu d y . It 

w a s  n o t  p r a c tic a l  to  u s e  tra d i tio n a l  m e th o d s  

f o r  e x tr a c t in g  g e n o m i c  D N A , e n d o n u c l e a s e  d ig e s t io n , 

a n d  c l o n i n g .  A  v e ry  e f f e c t iv e  m e th o d  w a s  d e v e lo p e d  

u s i n g  P C R  to  a m p li f y  5 S  rD N A  s p a c e r s  a n d  th e n  to  

d ir e c tl y  c l o n e  th e  P C R  p ro d u c ts . T h is  m e th o d  p ro v e d  

v e r y  e f f i c i e n t  a n d  r e l i a b l e  s i n c e  th e  B. m alay i  5 S

P a r a s i te ,  1 9 9 4 ,  1, 1 4 1 - 1 5 1
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F i g .  1 . -  T h e  t r e e  f o u n d  b y  e x h a u s t i v e  s e a r c h .  T r e e  l e n g t h :  1 2 1 .  F i g .  3 .  -  T h e  b r a n c h - a n d - b o u n d  t r e e  r o o t e d  b y  A . lu m br ic o id es .  T r e e  

T h e  n u m b e r s  a b o v e  e a c h  b r a n c h  d é n o t é  t h e  b r a n c h  l e n g t h  c a l c u l a -  l e n g t h :  1 9 8 .  T h i s  a n a l y s i s  s h o w e d  t h a t  A . lu m bric o ides  jo i n s  t h e  t r e e  a t  t h e  

t e d  b y  P A U P  3 - 1  L. sig m odon t is  b r a n c h .

F i g .  2 .  -  T h e  f r e q u e n c y  d i s t r i b u t i o n  o f  t r e e  l e n g t h s  o f  t h e  5 S  r D N A  

s p a c e r  s e q u e n c e s .  A  t o t a l  o f  3 4 , 4 5 9 , 4 2 5  t r e e s  w e r e  e v a l u a t e d .  T h e  

m e a n  t r e e  l e n g t h  i s  1 6 7  s t e p s .

F i g .  4 .  -  T h e  b a s i c  b o o t s t r a p p i n g  p a t t e r n  o f  t h e  s p e c i e s  s t u d i e d  in  

t h i s  p a p e r .  S m a l l  c a s e  l e t t e r s  d é n o t é  t h e  c l a d e s  i d e n t i f i e d  b y  t h e  

v a r i o u s  b o o t s t r a p  a n a l y s e s .  C l a d e  n a m e s  n o t e d  w i t h  a n  * i n d i c a t e  

l o w  b o o t s t r a p  v a l u e s  f o r  t h o s e  c l a d e s .

* PA  : P a rs im o n y ; N J: N e ig h b o r - jo in in g ;  M L: M a x im u m  l ik e l ih o o d

T a b l e  II

S u m m a r y  o f  t h e  b o o t s t r a p  v a l u e s *

146 M ém o ire
P a r a s i te , 1 9 9 4 ,  1, 1 4 1 - 1 5 1
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rD N A  g e n e  s e q u e n c e s  o b ta i n e d  f r o m  P C R  a n d  c l o 

n in g  w e r e  id e n tic a l  to  th e  s e q u e n c e s  in  th e  l i te ra tu re  

w h i c h  w e r e  c o l l e c t e d  b y  tr a d i t i o n a l  g e n o m i c  D N A  

c l o n i n g  a n d  s e q u e n c i n g  m e th o d s .

T h e  c o d i n g  r é g i o n  s e q u e n c e  is  v i r tu a l l y  i d e n t i c a l  

a c r o s s  th e  16 s p e c i e s  s tu d ie d  h e r e  ( d a ta  n o t  s h o w n ) . 

O n  th e  c o n tr a r y , th e  s p a c e r  r é g i o n  o f  th e  5 S rD N A  

e x h ib i te d  g re a t  l e n g th  v a r ia tio n s  a m o n g  th e  d i f f é r e n t 

s p e c i e s .  T h e y  w e r e  a s  s h o r t  a s  4 0 0  n u c l e o t i d e s  in  

O n chocerca s p e c i e s  o r  a s  l o n g  a s  6 0 0  n u c l e o t id e s  in  

s o m e  Bru g ia s p e c i e s .  E v e n  w ith in  th e  s a m e  s p e c ie s ,  

th e r e  w e r e  s o m e ti m e s  d i f f é r e n t s i z e  c la s s e s  o f  5 S  s p a 

c e r s . T h e  s p a c e r  l e n g th  h e te r o g e n e i ty  is  p r o b a b l y  d u e  

to  d e l e t i o n  a n d  in s e r ti o n  e v e n ts  th a t h a v e  o c c u r r e d  

d u r in g  th e  é v o l u t i o n  o f  th e s e  p a ra s ite s .  T h is  p h e n o -  

m e n o n  w a s  c o n f i r m e d  b y  s e q u e n c e  c o m p a r i s o n  a n a 

ly s is . S e q u e n c e  a l i g n m e n t is  th e  f ir s t s te p  in  s e q u e n c e  

c o m p a r i s o n  a n d  p h y lo g e n e t i c  r e c o n s tr u c ti o n  a n a ly s i s . 

T h e  2 2 - n u c l e o t i d e  s p l i c e d  l e a d e r  r é g i o n  s e q u e n c e s  

w e r e  f o u n d  in  a i l  o f  t h e  f i l a r i a l  s p e c i e s  s t u d i e d  

( T a b l e  I) .  T h is  c o n s e r v e d  r é g i o n  w a s  u s e d  a s  a  f o c u s  

f o r  th e  s e q u e n c e  a l i g n m e n t.

T r e e  r e c o n s t r u c t i o n  a l g o r i t h m s

T h r e e  m a in  c a té g o r i e s  o f  m e th o d s  o f  a n a ly s is  w e r e  

u s e d  in  th is  s tu d y : p a rs im o n y , d i s ta n c e  a n d  m a x im u m  

l ik e l i h o o d .

P a rs im o n y  a n a ly s is  :

B r a n c h - a n d - b o u n d  a n d  e x h a u s ti v e  s e a r c h e s  w e r e  p e r -  

f o r m e d  in  th is  a n a ly s is . B e c a u s e  th e  s e q u e n c e  r é g io n  

s tu d ie d  w a s  th e  n o n - c o d i n g  5 S rD N A  s p a c e r  r é g io n ,  

a il o f  th e  c h a r a c te r s  w e r e  e q u a l ly  w e ig h te d . D i f f é re n t 

s e q u e n c e  a d d it io n  m e th o d s  w e r e  tr ie d  a n d  a il g a v e  

th e  s a m e  t o p o l o g i e s .  T h e  c o n s i s t e n c y  in d i c e s  w e r e  

h ig h  ( e x c e p t  in  th e  e x h a u s t i v e  s e a r c h ,  w h e r e  s o m e  

ta x a  w e r e  e x c l u d e d )  f o r  th e  5 S s p a c e r  r é g i o n  d a ta  s e t, 

i n d i c a t i n g  a  l o w  l e v e l  o f  h o m o p l a s y  in  th e  s p a c e r  

r é g io n . T h e  5 S s p a c e r  r é g i o n  d a ta  s e t  s h o w e d  a f r e -  

q u e n c y  d is tr ib u tio n  o f  tr e e  l e n g th  th a t is  h e a v i l y  s k e -  

w e d  to w a rd s  th e  e n d  o f  lo n g  tr e e s  ( F ig . 2 ) ,  w h ic h  is 

a n  in d i c a t i o n  o f  th e  p h y lo g e n e t i c  in f o r m a tio n  c o n te n t  

in  th e  d a ta  s e ts  ( H il l is , 1 9 9 1 ) .  A il o f  th e  p a r s im o n y  

a n a ly s e s  ( s o m e  n o t  s h o w n )  in d ic a te  th a t th e  Bru g ia 

c la d e  a n d  th e  W u chereria c la d e  a re  c l o s e  n e ig h b o r s .  

A . v iteae  a n d  L. sig m odon tis  a ls o  f o rm  a  c la d e ,  w h il e  

t h e  O n c h o c e r c a  s p e c i e s  f o r m  t h e i r  o w n  c l a d e .  

A l th o u g h  th e  tw o  s h o r te s t  t r e e s  ( F i g . l  a n d  F ig . 3 )  

in d ic a te  th a t D. immitis  a n d  th e  O n chocerca c la d e  a re  

d o s e r  to  th e  Bru g ia- W u chereria c l a d e  th a n  a r e  M. 

perstan s  a n d  Loa lo a , th is  r e la ti o n s h ip  c a n  b e  re v e r -  

s e d  w i th  a  c o s t  o f  l e s s  t h a n  f i v e  s t e p s  ( d a t a  n o t  

s h o w n ) .  In  o t h e r  w o r d s ,  p a r s i m o n y  a n a l y s i s  w a s  

u n a b le  to  r e s o lv e  th e  b r a n c h in g  o r d e r  o f  Loa lo a, M.

p e r s t a n s , D . im m it is  a n d  t h e  O n c h o c e r c a  c l a d e  

( T a b l e  II ) .  W h e n  IJ. im m itis , w h i c h  b e l o n g s  to  th e  

D i ro f i l a r i in a e  s u b f a m i ly  a n d  h a s  a  lo n g  b r a n c h  le n g th  

( th is  c a n  c a u s e  p r o b l e m s  in  p a r s im o n y  a n a ly s is ) , w a s  

e x c l u d e d  f r o m  th e  a n a ly s is , M . perstan s  a n d  Loa loa 

a p p e a r e d  m o r e  c l o s e l y  r e l a t e d  t o  t h e  B r u g ia -  

W u chereria c la d e  ( d a ta  n o t s h o w n ) .  P a rs im o n y  a n a ly 

s is  is  v e r y  s e n s it iv e  to  u n e q u a l  é v o l u t i o n  ra te s  in  th e  

b r a n c h e s  d u e  to  p a r a l l e l i s m s  a n d  r e v e r s a i s .  T h is  is  

e s p e c ia l ly  a  p r o b l e m  w ith  lo n g  b r a n c h e s  ( F e l s e n s te i n ,  

1 9 7 8  ; L a k e ,  1 9 8 7 ) .  F o r  c l o s e l y  r e l a te d  s e q u e n c e s ,  

s u c h  a s  th o s e  s tu d i e d  in  th is  p a p e r , p a ra l l e l is m s  a n d  

r e v e r s a i s  s h o u ld  b e  r a r e . T h e r e f o r e ,  th e  p a r s im o n y  

m e th o d  c a n  b e  c o n s i d e r e d  r e l ia b le .

D i s ta n c e  a n a ly s is  :

D i s ta n c e  m e th o d s  m a y  n o t b e  a c c u r a te  f o r  d is ta n tly  

r e l a te d  s e q u e n c e s  s i n c e  th e  o b s e r v e d  p a i r w is e  d is 

ta n c e s  u s u a l ly  u n d e r e s t im a te  th e  tru e  e v o lu tio n a ry  d is 

ta n c e s  d u e  to  h o m o p la s y . P ro p e r  c o r r e c t i o n  is n e e d e d  

in  m a n y  c a s e s  to  c o m p e n s a te  f o r  m u l t ip l e - h i ts  a t a  

s in g le  s ite  ( G o jo b o r i  et a l ., 1 9 9 0 ) . N e i ’ s ( 1 9 9 1 )  c o m p u 

te r  s im u la tio n  s tu d ie s  h a v e  s h o w n  th a t th e  n e ig h b o r -  

jo i n i n g  m e t h o d  is  s u p e r i o r  t o  m o s t  o f  t h e  o t h e r  

m e th o d s  in  re tr i e v in g  th e  tru e  tre e  u n d e r  a v a r ie ty  o f  

c ir c u m s ta n c e s .  D if f é r e n t d is ta n c e  m e th o d s  w e r e  u s e d  

in  th is  s tu d y  a n d  th e y  a il g a v e  s im ila r  b ra n c h in g  p a t 

te rn s  ( d a ta  n o t s h o w n ) . T h e  n e ig h b o r - jo in in g  m e th o d  

a ls o  g a v e  v e ry  h ig h  b o o ts tr a p  v a lu e s  a t s o m e  b r a n c h e s  

( T a b le  II) .  It is  in te re s tin g  to  n o te  th a t D. immitis a n d  

th e  O n chocerca c la d e  a p p e a r e d  in  c l o s e  p ro x im ity  in  

m o s t  o f  t h e  t r e e s  g e n e r a t e d  b y  d i f f é r e n t  d i s ta n c e  

m e th o d s  ( d a ta  n o t  s h o w 'n ) .  H o w e v e r , th e  b o o ts tr a p  

v a lu e  f o r  s u c h  g ro u p i n g s  a re  lo w  ( T a b le  II) . T h e  s a m e  

is  tru e  f o r  Loa loa, M. perstan s  a n d  th e  W uchereria-  

B m g ia  c la d e .  T h is  p h e n o m e n o n  w a s  o b s e r v e d  in  p a r 

s im o n y  a n d  m a x im u m  l ik e l i h o o d  a n a ly s is  a s  w e l l .

M a x im u m  l i k e l i h o o d  a n a ly s is  :

M a x i m u m  l i k e l i h o o d  m e th o d s  a r e  n o t  u s e d  a s  f r e -  

q u e n tly  a s  p a r s im o n y  o r  d is ta n c e  m e th o d s  b e c a u s e  o f  

t h e  c o m p u ta t i o n a l  c o m p l e x i t i e s  o f  th e  f o r m e r .  T h e  

P H Y L IP  3  - 5c  p ro g ra m  u s e d  o n  a SU N  S p a rc  w o rk s ta -  

t i o n  g r e a t l y  f a c i l i ta te c l  th e  c o m p u ta t i o n s .  M a x im u m  

l i k e l i h o o d  m e th o d s  a r e  th e  o n l y  o n e s  th a t  a s s u m e  

s to c h a s t i c  m o d e l s  o f  s e q u e n c e  é v o l u t i o n  in  w h ic h  th e  

u s e r  c a n  s p e c i f y  ra te s  o f  é v o l u t i o n  a t in d iv id u a l  s i te s  

o f  th e  s e q u e n c e s .  T h e s e  m e t h o d s  a r e  c o n s i d e r e d  

p o te n tia l ly  th e  m o s t  r e l ia b le  b e c a u s e  o f  th e ir  s ta tis ti -  

c a l  p r o p e r t i e s  ( S i d o w  a n d  W i l s o n ,  1 9 9 D -  In  th i s  

s tu d y , th e  m a x i m u m  l i k e l i h o o d  m e th o d  g a v e  v e r y  

s i m ila r  b r a n c h i n g  p a tte r n s  to  th o s e  s e e n  w ith  o th e r  

m e th o d s .  D i f f é r e n t tr a n s i tio n / tr a n s v e r s io n  ra tio s  w e r e  

u s e d  in  v a r io u s  tr e e  r e c o n s tr u c ti o n s .  A il ra tio s  y ie ld e d  

v e ry  s i m ila r  re s u l ts  ( d a ta  n o t  sh o w T i) .
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C o n f id e n c e  l im it s  o n  p h y l o g e n ie s

O n e  o f  th e  s ta tis tic a l  a p p r o a c h e s  u s e d  to  a s s e s s  c o n f i 

d e n c e  l e v e l s  i n  p h y l o g e n e t i c  h y p o t h e s e s  i s  t h e  

b o o ts tr a p  a n a ly s is  ( F e l s e n s te i n ,  1 9 8 5 ) .  B o o ts tr a p  a n a 

ly s is  is  a  m e th o d  f o r  th e  e s ti m a ti o n  o f  s ta tis ti c a l  e r r o r  

in  s i tu a tio n s  w h e r e  th e  u n d e r ly in g  s a m p l in g  d is tr ib u 

t i o n  is  d i f f i c u l t  to  a s s e s s  ( E f r o n ,  1 9 8 2  ; E f r o n  a n d  

G o n g , 1 9 8 3 ) .  In s te a d  o f  r e p e a te d ly  s a m p l in g  f r o m  th e  

u n d e r ly in g  d is tr ib u tio n  o f  ta x o n o m ie  c h a r a c te r s  i ts e l f , 

w h i c h  is  o f t e n  im p r a c t i c a l ,  th e  b o o ts t r a p  r e s a m p le s  

th e  o r i g in a l  d a ta  s e t  to  a p p r o x im a te  th e  d is tr ib u tio n .

In  th is  s tu d y , a lg o r i th m s  f r o m  a i l th r e e  m a jo r  c a t é g o 

r i e s  w e r e  a p p l i e d  t o  t h e  b o o t s t r a p p e d  d a ta  s e t s  

( T a b l e  II) .  T a k i n g  a i l o f  th e  b o o ts tr a p  re s u lts  to g e th e r ,  

it is  c l e a r  th a t th e  B ru g ia c l a d e ,  th e  W u chereria c la d e , 

t h e  B ru g ia- W u c herer ia  c l a d e  a n d  t h e  O n c ho c erc a  

c l a d e  a re  s tr o n g ly  s u p p o r te d  b y  th e  o r i g in a l  d a ta  s e t. 

It w a s  s h o w n  th a t  c o n f i d e n c e  l e v e l s  e s t i m a te d  b y  

b o o t s t r a p  a n a l y s i s  u s u a l l y  u n d e r e s t i m a t e s  t h e  r e a l  

r e l a ti o n s h ip s  a m o n g  ta x a  ( S a n d e r s o n ,  1 9 8 9 ) .  S o m e  o f  

th e  g r o u p s  in  th is  s tu d y  d id  n o t  r e a c h  a  9 5 %  c o n f i 

d e n c e  l e v e l  b y  b o o ts tr a p  a n a ly s is , b u t  th a t d o e s  n o t 

n e c e s s a r i l y  m e a n  t h e s e  g r o u p i n g s  s h o u ld  b e  d is c a r -  

d e d  ( S a n d e r s o n ,  1 9 8 9 ) .  T h e  A . v iteae-L. sig m odon tis  

g r o u p  h a c l c o n f i d e n c e  l e v e l s  r a n g i n g  f r o m  8 5 %  to  

9 7 %  in  th e  d i f f é r e n t b o o ts tr a p  a n a ly s e s  , in d ic a tin g  a 

c l o s e  r e la ti o n s h ip . T h e  D .im m itis-O n cbocerca g r o u p  

a p p e a r e d  i n  t h e  m a jo r i t y  o f  t r e e s  g e n e r a t e d  b y  

v a r io u s  m e th o d s  in  th is  s tu d y , a lth o u g h  it h a d  o n ly  a  

c o n f i d e n c e  l e v e l  o f  6 9 %  in  th e  b o o ts tr a p  a n a ly s is  w i th  

t h e  n e i g h b o r - jo i n i n g  m e th o d  ( d a ta  n o t  s h o w n ,  s e e  

p r e v io u s  d is c u s s io n ) .

T h e  h y p o t h e s is

It is  v e r y  c l e a r  f r o m  a n a ly s is  o f  th e  5 S rD N A  s p a c e r  

s e q u e n c e  d a ta  a n d  th e  a b o v e  d i s c u s s io n , th a t th e r e  

a r e  a t  l e a s t  f o u r  s t r o n g l y  s u p p o r t e d  c l a d e s :  t h e  

B ru g ia  c l a d e ,  t h e  W u c herer ia  c l a d e ,  t h e  B ru g ia-  

W u chereria c la d e  a n d  th e  O n chocerca c l a d e .  T h e  A . 

v iteae  a n d  L. sig m odon tis  g r o u p  is  a ls o  s tro n g ly  s u p 

p o r te d  ( 9 7 % )  in  th e  b o o ts t r a p  a n a ly s i s  u s in g  p a r s i -  

m o n y . Litom osoides  h a s  a  l o n g  b u c c a l  c a p s u l e  in  th e  

L 3  a n d  a d u l t s ta g e s  w h ic h  is  c o n s i d e r e d  a  v e ry  p r im i 

tiv e  c h a r a c te r  s ta te  ( A n d e r s o n  a n d  B a in ,  1 9 7 6 ) .  T h e  

g e n u s  A c an tho c he ilo n em a  h a s  a  d e v e l o p e d  b u c c a l  

c a v ity  a n d  w a s  c o n s i d e r e d  th e  m o s t p r im itiv e  g e n u s  

o f  th e  D ipetalon em a l i n e  o f  th e  O n c h o c e r c i n a e  s u b f a -  

m ily  ( C h a b a u d  a n d  B a in , 1 9 7 6 ) .  T h e  o u tg r o u p  A scaris  

lu m brico ides  r o o te d  m o s t o f  th e  5 S  rD N A  tr e e s  a t th e  

L. sig m odon tis  b r a n c h  ( e x c e p t  th o s e  tr e e s  d e r i v e d  b y  

a lg o r i th m s  w h ic h  a s s u m e  c o n s ta n t  ra te s  o f  é v o lu tio n , 

d a ta  n o t  s h o w n ) .  T h e s e  o b s e r v a t io n s  a re  e x a m p l e s  o f  

c o n g r u e n c e  o f  m o l e c u l a r  d a ta  w i th  m o r p h o l o g i c a l  

d a ta . T h e  o u tg r o u p  a n a ly s e s  a ls o  s u g g e s t  th a t a t le a s t

tw o  s u b f a m i l i e s  ( D i r o f i l a r i i n a e  a n d  O n c h o c e r c i n a e )  o f  

th e  O n c h o c e r c i d a e  f a m ily  f o rm  a s i n g le  n a tu ra l  g r o u p  

w h i c h  d o e s  n o t  e x c l u d e  t h e  s u g g e s t i o n  o f  B a i n  

( 1 9 8 1 a ) .

I n  t h e  O n c h o c e r c a  c l a d e ,  t h e  5 S  r D N A  s p a c e r  

s e q u e n c e  o f  O. volvulus is  in d is tin g u is h a b le  f r o m  th a t 

o f  O. o c hen g i.  It w a s  s u g g e s t e d  t h a t  O. v o lv u lu s  

b e l o n g s  to  a  s m a l l  l i n e  o f  O n c ho c erc a  in  A f r i c a n  

B o v i d a e  o f  t h e  S a v a n n a  w h i c h  is  m o r p h o l o g i c a l l y  

h ig h ly  e v o l v e d  ( m u s c u l a tu r e  a tr o p h ie d  a n d  h y p o d e r -  

m i s  h y p e r t r o p h i e d  i n  t h e  f e m a l e s ,  B a i n ,  1 9 8 1 b ) .  

C h a b a u d  ( 1 9 8 1 )  r e c o g n i z e d  th e  c a p tu r e  p h e n o m e n o n  

in  p a r a s ite  é v o l u t i o n . A c c o r d in g  to  C h a b a u d , a  c a p tu -  

r e d  p a r a s ite  is  d e f in e d  a s  a  p a r a s ite  w h ic h ,  a f te r  b e c o -  

m in g  i s o l a te d  in  a n e w  h o s t ,  u n d e r g o e s  s p é c i a t i o n  

a n d  b e c o m e s  m o r p h o l o g i c a l ly  d is ti n c t  f r o m  th e  o r i g i 

n a l  s p e c i e s .  O. volvulus  o n ly  in f e c ts  h u m a n s  w h i l e  O . 

ochen g i  in f e c ts  c a ttl e . M o r p h o lo g i c a l  e v o lu t io n a r y  s tu -  

d ie s  in d ic a te d  th a t O. volvulus a n d  O. ochen g i a r e  th e  

m o s t  c l o s e l y  r e l a t e d  s p e c i e s  i n  t h e  g e n u s  

O n chocerca.  It is  p o s s i b l e  th a t O. v olv ulus  e v o l v e d  

f ro m  th e  c a p tu r e d  O. ochen g i o f  th e  h e r b iv o r e  re s e r -  

v o ir  t o o  r e c e n t ly  f o r  O . volvulus to  s h o w  g e n e t i c  d is 

t in c ti o n s  f r o m  O. ocheng i.

T h e  tw o  s p e c i e s  in  th e  W u chereria c l a d e  a re  th e  o n ly  

s p e c i e s  th a t h a v e  b e e n  d e s c r i b e d  f o r  th is  g e n u s .  T h e y  

f o r m  a  n a tu r a l  g r o u p  a n d  a r e  v e r y  c l o s e l y  r e l a te d  

b a s e d  o n  th e  D N A  s e q u e n c e  d a ta  in  th is  s tu d y . W. 

ban cro ft i h a s  a  w o r ld - w id e  d is tr ib u tio n  a n d  its  o n ly  

h o s t  is  h u m a n s , w h i l e  W. kalim an tan i  is  l im ite d  to  

S o u th  K a lim a n ta n  in  In d o n e s ia  a n d  in f e c ts  m o n k e y s . 

T h e r e  is  n o  c o r r é la t i o n  b e tw e e n  m o r p h o l o g i c a l  c h a 

r a c te r s  a n d  g e o g r a p h i c a l  o r ig in  in  W. ban cro ft i e x c e p t  

a t  t h e  m i c r o f i l a r i a l  l e v e l  ( S c h a c h e r  a n d  G e d d a w i ,  

1 9 6 9  ; B a i n  e t  a ! , 1 9 8 5 ) .  5 S  rD N A  s p a c e r  r é g i o n  

s e q u e n c e s  o f  W . b a n c r o f t i  f r o m  I n d i a ,  E g y p t ,  

In d o n e s ia  a n d  T a h it i  w e r e  a n a ly z e d  a n d  w e r e  id e n ti -  

c a l  to  o n e  a n o t h e r  in  th i s  s tu d y  ( d a ta  n o t  s h o w n ) .  

L a u r e n c e  ( 1 9 8 9 )  p l a c e d  th e  e a r l y  in f e c t i o n  o f  h u m a n s  

b y  W. ban cro ft i in  S o u th e a s t  A s ia  a b o u t  3 ,0 0 0  y e a rs  

a g o  b a s e d  o n  h i s to r i c a l  r e c o r d s .  H e  s u g g e s te d  th a t 

o n l y  th r o u g h  m a s s  m ig r a ti o n  o f  h u m a n  b e i n g s  d id  

B a n c r o f t ia n  f i la r ia s i s  b e c o m e  w id e ly  s p r e a d . It is  p o s 

s i b l e  th a t b o th  s p e c i e s  o f  W u chereria o r ig in a te d  f r o m  

th e  s a m e  p l a c e  in  In d o n e s ia  a n d  th e  s p é c i a t i o n  w a s  

c o m p l e te d  l o n g  e n o u g h  a g o  to  a l l o w  th e  o b s e r v a t i o n  

o f  d i f f é r e n c e s  a t th e  D N A  le v e l  a s  r e v e a l e d  in  th is  

s tu d y .

T h e  b o o ts tr a p  a n a ly s e s  o f  th e  5 S  rD N A  s p a c e r  r é g i o n  

s e q u e n c e  d a t a  d e m o n s t r a t e d  t h a t  B r u g ia  a n d  

W u chereria a re  v e ry  c l o s e l y  re la te d . T h e s e  re s u lts  a re  

in  v e r y  g o o d  a g r e e m e n t  w i th  m o r p h o l o g i c a l  d a ta  

( B u c k l e y ,  1 9 5 8 ) .  F o r  th e  s i x  s p e c i e s  s tu d i e d  in  th e  

Bru g ia c l a d e ,  th e  5 S rD N A  s p a c e r  s e q u e n c e s  a l o n e
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w e r e  n o t  s u f f i c i e n t  to  r e s o l v e  th e  b r a n c h i n g  o r d e r . 

T h is  f a c t,  c o m b i n e d  w ith  th e  o b s e r v a ti o n  th a t H ba I 

r e p e a ts  a r e  o n l y  p r e s e n t  in  Bru g ia, c l e a r ly  in d ic a te s  

th a t Bru g ia is  a  n a tu ra l  g r o u p  a n d  th a t th e  s p e c i e s  in  

th is  g e n u s  a r e  v e ry  c l o s e l y  r e la te d  ( X i e ,  1 9 9 3 ) .

T h e  h y p o th e s i s  f o r  th e  p h y l o g e n e t i c  r e l a ti o n s h ip s  in  

th e  f i la r ia l p a r a s ite  O n c h o c e r c i d a e  f a m ily  is  i l lu s tra te d  

in  F i g u r e  5 . T h e  u s e  o f  5 S  rD N A  s p a c e r  r é g i o n  

s e q u e n c e s  s e e m s  to  c o n f i r m  th a t th e  f i la r ia l  p a ra s ite s  

in  th i s  s tu d y  (  f i l a r i a l  p a r a s i t e s  o f  m a m m a l s )  a r e  

r e c e n t l y  d e r i v e d ,  p e r h a p s  a f t e r  t h e  S p i r u r i a  w e n t  

th r o u g h  a  b o t t l e n e c k  in  th e  C r e ta c e o u s  d is a s te r  a b o u t  

6 0  m il l i o n  y e a r s  a g o  ( M a g g e n ti ,  1 9 8 3 ) .  In  f a c t, th e  o r i -  

g in  a n d  s p é c ia t i o n  e v e n ts  o f  th e  O n chocerca g e n u s  in  

A f r ic a  m a y  a i l b e  w i th in  th e  p a s t  2 .5  m il l i o n  y e a r s  

( d u r i n g  t h e  P l e i s t o c e n e  e p o c h ,  B a i n ,  1 9 8 1 b ) .  

H o w e v e r , th e  f i la r ia e  in  th e  s u b f a m i ly  O s w a ld o f i la r i i -  

n a e  h a v e  a  G o n d w a n i a n  d is tr ib u tio n  w h ic h  s u g g e s ts  

th e i r  e x i s t e n c e  p o s s ib ly  a s  e a r ly  a s  th e  la te  Ju r a s s i c  

p e r io d  ( a b o u t  1 2 0  m il l io n  y e a r s  a g o ,  B a in , 1 9 8 1 ) .

T h e  o n ly  s e r i o u s  c o n f l i c t  b e t w e e n  th e  re s u lts  o f  th is  

m o l e c u l a r  p h y l o g e n e t i c  s tu d y  a n d  th e  tr a d i tio n a l  m o r -  

p h o l o g y - b a s e d  c l a s s i f i c a t i o n s  is  in  th e  p o s i t i o n s  o f  

tw o  s p e c i e s  : Loa lo a  a n d  D. immitis. B a s e d  o n  m o r -  

p h o l o g i c a l  s tu d ie s ,  th e y  h a v e  b e e n  p l a c e d  in  th e  s u b 

f a m il y  D i r o f i l a r i i n a e ,  y e t  th e y  a r e  n o t  v e r y  c l o s e  to  

e a c h  o th e r  in  a n y  o f  th e  D N A  s e q u e n c e - b a s e d  p h y lo 

g e n e t i c  tr e e s .  M o r p h o lo g ic a l l y ,  th e  L 3  ( th i r d - s ta g e  la r -  

v a e )  o f  Loa lo a  d o e s  n o t  r e s e m b l e  th a t o f  D irofilaria. 

In  th i s  s tu d y , a l th o u g h  th e  b o o t s t r a p  v a l u e  is  l o w  

( T a b l e  II ) ,  D. imm itis  a p p e a r e d  in  m o s t  o f  th e  tr e e s  

g e n e r a te d  b y  d i f f é r e n t m e th o d s  to  b e  c l o s e s t  to  th e  

O n c ho c erc a  c l a d e  ( d a ta  n o t  s h o w n ) .  T h e s e  r e s u l ts  

c o r r e s p o n d  to  c e r ta in  a s p e c ts  o f  th e  m o r p h o l o g y  o f  

th e i r  L 3  la rv a e  ( B a i n  a n d  C h a b a u d , 1 9 8 6 ) .  B a s e d  o n

t h e s e  D N A  s e q u e n c e  d a ta , Loa lo a  a p p e a r e d  to  b e  

c l o s e s t  to  M. p ers tan s  a n d  th e  B ru g ia- W u c herer ia  

c l a d e  in  m o s t  o f  t h e  t r e e s  g e n e r a t e d  b y  v a r i o u s  

m e th o d s  ( d a ta  n o t  s h o w n ) .  T h e  b o o t s t r a p  v a l u e  is  

lo w , h o w e v e r , a n d  m o r p h o l o g i c a l ly  th e  L 3 o f  Loa loa 

a n d  M . p e r s t a n s  a r e  t o t a l l y  d i f f é r e n t .  T h e  

D i r o f i l a r i i n a e  s u b f a m i l y  is  c h a r a c t e r i z e d  b y  h ig h ly  

d e v e l o p e d  c a u d a l  a l a e  a n d  p a p i l l a e  w h i l e  t h e  

O n c h o c e r c i n a e  s u b f a m i ly  is  c h a r a c te r i z e d  b y  a  lo n g , 

n o n - a la te  ta il. A lth o u g h  s o m e  tr e e s  w e r e  r o o te d  a t th e  

D. immitis  b r a n c h  ( d a ta  n o t  s h o w n )  w h ic h  m ig h t s u p 

p o r t D. imm itis  a s  a  d i f f é r e n t s u b f a m ily ,  th e  p o s it io n  

o f  Loa loa in  a il o f  th e  tr e e s  g e n e r a te d  b y  a il o f  th e  

d i f f é r e n t  m e th o d s  s u g g e s t  i ts  c l o s e  c o n n e c t i o n  w i th  

th e  O n c h o c e r c i n a e  s u b f a m i ly .  T h e s e  m o l e c u l a r  d a ta  

q u e s t i o n  th e  c o n s t i tu ti o n  o f  th e  D ir o f i l a r i in a e  s u b f a 

m ily .
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