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Resumen:

El grupo de los peces actinopterigios comprende la mitad de las especies de
vertebrados existentes, con representantes habitando en practicamente todos los medios
acuicolas disponibles en el planeta. A lo largo de su evolucién se han adaptado a vivir en
condiciones dulceacuicolas, marinas y estuarinas. En tiempos recientes, el estudio de la
evolucion del grupo se ha beneficiado enormemente por el desarrollo de las nuevas
técnicas de secuenciacién masiva y su abrumadora capacidad para la generacion de
datos. En esta tesis se hace uso de estas nuevas capacidades para contribuir a mejorar
nuestra comprension de la osmorregulacion de peces actinopterigios mediante dos
estudios: La secuenciacion del transcriptoma branquial de Odontesthes argentinensis,
una especie eurihalina con potencialidad de convertirse en un modelo de estudio para la
osmorregulacion de peces teledsteos; y con una busqueda de evidencia de seleccion
direccional, actuando a lo largo de la diversificacion de los actinopterigios, sobre genes
involucrados en la osmorregulacion. Se lograron secuenciar y anotar exitosamente los
transcriptomas branquiales para 6 individuos de O. argentinensis colectados en distintos
puntos de la costa Uruguaya, informacion que sera util en futuros estudios. La busqueda
de seleccion por su lado encontré evidencia de seleccién direccional actuando sobre
genes importantes en la respuesta osmorregulatoria de actinopterigios, asociada a

cambios climaticos que dieron forma a la biota de la Tierra.
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Capitulo 1: Introduccion general
1.1 Introduccion a la Tesis

Uno de los principales objetivos de la biologia evolutiva es el estudio de cémo las
presiones selectivas han moldeado la evolucion de los seres vivos, que mecanismos
llevan a la adaptacion de las especies al medio en el que habitan (Freeman & Herron
2014) y que consecuencias que tienen en el la diversificacion de las especies (Butlin et
al. 2012; Via 2009; Weissing et al. 2011). Cuando los organismos se ven expuestos a
nuevas presiones selectivas, la seleccion natural favorece la fijacion de nuevos fenotipos
adaptativos (Freeman & Herron 2014), una situacion mas que frecuente considerando el
gran numero de cambios geolégicos y climaticos que ha experimentado nuestro planeta
a lo largo de su historia (ej. Holz 2015; Seton et al. 2012). Ocasionalmente, estos cambios
ocurren de forma drastica a una escala global, generando cambios permanentes en la
biota del planeta (Hull 2015). No es sorprendente que se haya encontrado evidencia de
la seleccion positiva todo a lo largo de todo el arbol de la vida, una vez que las
herramientas utilizadas adquirieran un grado de refinamiento suficiente (ej. Bhatt et al.
2011; Cao & Shi 2012; Demogines et al. 2010; Oellermann et al. 2015; Xu et al. 2016).

Uno de los fendmenos a los que deben adaptarse todos los seres vivos (independiente
de su tamafo, ascendencia filogenética o ambiente en el que habiten) es la tendencia de
las moléculas a difundir desde regiones de alta concentracion a regiones de baja
concentracion (Nelson & Cox 2008). Cuando dos soluciones con distintas
concentraciones de soluto (tienen una osmolaridad diferente) estan separadas por una
membrana semipermeable que limita significativamente el flujo del soluto, el solvente
tiende a desplazarse desde la solucion con menor osmolaridad a la de mayor (Nelson &
Cox 2008). En el caso de los seres vivos, este fendmeno ocurre con el agua y las
membranas celulares. Dependiendo de la relacion de osmolaridad del citoplasma y el
medio externo se identifican 3 situaciones (Nelson & Cox 2008): 1) Isotdnicas: cuando el
medio y el organismo tienen la misma osmolaridad, 2) Hipotdnicas: cuando el medio tiene
menor osmolaridad que el organismo, y 3) Hiperténicas: cuando el medio tiene mayor
osmolaridad que el organismo.

Los peces actinopterigios no son una excepcion. Desde los origenes a finales del
Paleozoico (Betancur-R. et al. 2013; Near et al. 2012), se han diversificado hasta
representar el grupo mas diverso de vertebrados (Nelson 2006), adaptandose a vivir en
la gran mayoria de los ambientes acuaticos existentes en el planeta, desde lagos en
cordilleras montafiosas a varios miles de metros de altura a las fosas oceanicas (Nelson

2006). Una de las claves del éxito de éste grupo es su capacidad para mantener una



osmolaridad interna diferente a la del medio (Takei et al. 2014; Cerda & Finn 2010; Hwang
et al. 2011; Evans 2008). Las especies dulceacuicolas y marinas mantienen
osmolaridades en el entorno de los 300 y los 400 mmol/kg respectivamente, a pesar de
que el agua dulce tiene una osmolaridad de <1mmol/kg y la marina supera los
1000mmol/kg (Evans 2008).

Mientras que la mayoria de las especies de teledsteos se limitan a vivir unicamente en
condiciones dulceacuicolas o marinas (Nelson 2006), algunas se han adaptado a lidiar
con ambas situaciones, cambiando de medio en distintas etapas de su ciclo de vida (ej.
peces anadromos como Salmo salar, o catadromos como Anguilla anguilla), o incluso en
escalas temporales tan cortas como de dias, incluso horas (ej. especies estuarinas como:
Fundulus heteroclitus) (Cerda & Finn 2010; Evans 2008; Hwang et al. 2011; Nelson 2006;
Takei et al. 2014).

Estas pocas especies eurihalinas ofrecen la oportunidad de analizar
experimentalmente los cambios fisiolégicos asociados con la aclimatacién a estas dos
condiciones tan dispares (Hwang et al. 2011; Takei et al. 2014), facilitando asociar las
diferencias observadas (comportamientos, cambios hormonales, niveles de expresion
genética, etc.) a las condiciones del medio (Hwang et al. 2011; Marshall & Grosell 2005;
Takei et al. 2014). Desafortunadamente, estos estudios se han visto limitados a un
acotado grupo de especies; aunque de diversa procedencia filogenética, como por
ejemplo A. anguilla, Dicentrachus labrax, Oreochromis mossambicus, S. salar, Sparus
auratus, entre otras (Cerda & Finn 2010; Evans 2008; Hwang et al. 2011; Takei et al.
2014).

Dentro de lo que permiten conocer este limitado numero de ejemplos, los
actinopterigios mantienen una osmolaridad corporal constante mediante movimientos de
iones y agua en tres érganos principales: Branquia, Intestino y Rifdn (Evans 2008; Hwang
et al. 2011; Marshall & Grosell 2005; Takei et al. 2014). Expuestos al agua dulce, los
actinopterigios compensan la pérdida constante de iones y la ganancia de agua con la
captura activa de iones por las branquias (Evans 2008; Hwang et al. 2011; Takei et al.
2014) y mediante la excrecién de abundantes cantidades de agua en la orina (Marshall &
Grosell 2005). Mientras que en agua marina, la ganancia de iones es compensada
mediante la secrecion activa de estos por las branquias (Evans 2008; Hwang et al. 2011;
Takei et al. 2014) y la deshidratacién por la ingesta de importantes cantidades de agua
que es desalinizada en el tracto digestivo y luego absorbida (Grosell 2010; Grosell 2011;
Marshall & Grosell 2005); esto acompafiado por la excrecion de pequefas cantidades de
orina isoténica (Marshall & Grosell 2005). Estos movimientos de agua e iones se

esquematizan en la Figura 1, modificada de Takei et al. (2014).



Fig. 1: Movimientos de agua e iones en Branquias, Intestino y Rifiones involucrados en

la osmorregulacion de peces Actinopterigios. Imagen modificada de Takei et al. (2014).
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De los 6rganos involucrados en la osmorregulacion, las branquias son las que han
recibido mas atencién por parte de los Bidlogos, en ellas ocurre la secrecion y captura de
iones en agua marina y dulce respectivamente (Evans 2008; Hwang et al. 2011; Marshall
& Grosell 2005; Takei et al. 2014). Esto se realiza a través de células especializadas
denominadas ionocitos, también llamadas en la literatura como células clorhidricas o
células ricas en mitocondrias (Hwang et al. 2011; Takei et al. 2014). Los ionocitos
branquiales han sido clasificadas en varios tipos dependiendo de los transportadores de
iones que son co-expresados en su superficie (Hwang et al. 2011; Takei et al. 2014),
aunque han sido caracterizados en muy pocas especies de actinopterigios y dificiimente
sean representativos de todo el grupo. Sin embargo la identidad de los genes implicados
directamente en el movimiento de iones y agua parece estar conservada en branquias
(Cerda & Finn 2010; Hwang et al. 2011; Takei et al. 2014), y aparentemente también en
el intestino (Cerda & Finn 2010; Grosell 2010; Grosell 2011) y rifilones (Kato et al. 2011;
Teranishi et al. 2013).

Desde el punto de vista de la biologia evolutiva, es de gran interés estudiar y entender
como el linaje de los Teleosteomorpha, principal grupo actual de Actinopterigios, pasé de
ser un grupo minoritario a comienzos del mesozoico (Romano et al. 2016) a ser el mayor
grupo de vertebrados existente en la actualidad (Nelson 2006), logrando colonizar tal
diversidad de ambientes (Evans 2008; Hwang et al. 2011; Marshall & Grosell 2005;
Nelson 2006; Takei et al. 2014). El abordaje de esta clase de preguntas se ha beneficiado
enormemente con el desarrollo y refinamiento de varias herramientas. En particular el
disefio de mejores algoritmos para la deteccion de seleccidn positiva a partir de
alineamientos de secuencias codificantes de ADN (Kosakovsky et al. 2011; Murrell et al.
2012; Lu & Guindon 2013; Yang 2007), asi como los métodos de secuenciaciéon de

proxima generacion (NGS) con los que obtener cantidades sin precedentes de
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informacion (Bahassi & Stambrook 2014; Liu et al. 2012; Metzker 2010). Estos avances
han abierto las puertas para la busqueda de evidencia de seleccién natural a una escala
genomica, incluyendo organismos de los que previamente no se disponia de datos
genéticos (Roux et al. 2014; Tsagkogeorga et al. 2015).

En esta tesis se propone contribuir al estudio de la osmorregulacién en actinopterigios
haciendo uso de estos avances tecnoldgicos. Por un lado se presenta el ensamblado y
anotacion del transcriptoma branquial de la especie conocida cominmente como Pejerrey
O. argentinensis (Teleostei: Atheriniformes), una especie eurihalina (Dyer 2006; Gonzalez
Castro et al. 2009), a partir de individuos capturados en distintas localidades con
diferentes salinidades. Al igual que otras especies eurihalinas comunmente estudiadas
en el marco de la osmorregulacién (ej. O. mossambicus y F. heteroclitus (Takei et al.
2014)), esta especie enfrenta cambios en la osmolaridad del medio. Esta condicién,
sumada a su facil colecta en el campo y crianza en cautiverio (Gonzalez Castro et al.
2009; Sampaio 2006), hacen de esta especie un buen modelo para el estudio de los
mecanismos implicados en la osmorregulacion. En segundo lugar, se realiza un analisis
en busca de evidencia de seleccion natural en genes implicados en la osmorregulacion
de peces actinopterigios. Para ello, se emplearon los datos disponibles en la base de
datos Ensembl, asi como Protein y SRA (ambas a cargo del NCBI (NCBI Resource
Coordinators 2015)).

Hipotesis de trabajo:

1) El transcriptoma branquial de O. argentinensis contiene genes con un rol conocido
en la osmorregulacion.
2) Los genes implicados en la osmorregulacién en peces actinopterigios han estado

bajo seleccion positiva en varios momentos a lo largo de la diversificacién del grupo.

Predicciones asociadas a la Hipétesis 1):

a) Se encontrardn genes con participacion conocida y/o potencial en la

osmorregulacion en el transcriptoma ensamblado.

Predicciones asociadas a la Hipétesis 2):

a) Se encontrara evidencia de seleccién positiva en los genes que participen en la
osmorregulacion en peces actinopterigios, ya sea constante o episddica.
b) Las sefales de seleccion positiva encontradas a nivel de linajes corresponderan a

cambios climaticos importantes en la historia geolégica de la Tierra y/o a la
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colonizacién de por parte de un grupo particular de un nuevo ambiente con un

régimen salino diferente al de su procedencia.

Objetivo general:

Contribuir al estudio de la osmorregulacion en actinopterigios mediante la obtencion, y
anotacion, del transcriptoma branquial de O. argentinensis y mediante un analisis para
detectar evidencia de seleccién natural a nivel molecular en genes implicados en la

osmorregulacion de peces actinopterigios.

Objetivos especificos:

a) Ensamblado del transcriptoma branquial de O. argentinensis.

b) Anotacion del transcriptoma branquial de O. argentinensis.

c) Busqueda bibliografica de posibles genes vinculados a la osmorregulacion en
peces.

d) Obtencién, seleccién, alineamiento y edicion de las secuencias de genes vinculados
en la osmorregulacion de actinopterigios en las bases de datos.

e) ldentificacién de linajes bajo seleccion positiva, detectados consistentemente por
varios metodos distintos.

f) Identificacion de sitios encontrados bajo seleccion positiva por multiples métodos.

g) Busqueda bibliografica de los posibles cambios climaticos que pudieron afectar la
evolucién de los linajes encontrados bajo seleccion positiva, asi como cambios en
su historia de vida.

h) Busqueda bibliografica de la posible importancia funcional de los sitios encontrados

bajo seleccion positiva.

1.2 Esquema de trabajo del presente estudio

En el Capitulo 2 de esta tesis se presenta el ensamblado y anotacion del transcriptoma

branquial de la especie O. argentinensis. Primero se analiza brevemente la biologia de la

especie, asi como la tecnologia y herramientas computacionales pertinentes. Luego se

detalla la metodologia utilizada en la toma de muestras, secuenciacién, procesamiento

de los reads, ensamblado y anotacién de los transcriptos reconstruidos. Finalmente se

presentan los resultados y se discuten las posibles aplicaciones de los datos obtenidos.

En el Capitulo 3 se presenta el analisis en busca de evidencia de seleccion natural en

genes implicados en la osmorregulacion de peces actinopterigios. Primero se analizan

los mecanismos utilizados por los peces teledsteos en respuesta a la salinidad del medio,
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con énfasis en los genes involucrados, y los métodos existentes para la deteccion de
seleccion positiva a nivel de secuencias codificantes. Luego se detalla la metodologia
utilizada y los resultados obtenidos. Finalmente, se busca asociar los sitios encontrados
bajo seleccién positiva con regiones funcionales conocidas de cada gen; asi como asociar
los linajes encontrados bajo seleccién con cambios climaticos, ocurridos a lo largo de la

historia de la Tierra.
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Capitulo 2: Ensamblado del transcriptoma de O.
argentinensis

2.1 Introduccion
2.1.1 Aspectos Bioldgicos de O. argentinensis

Los Atheriniformes en general, incluyendo al género Odontesthes, son de particular
interés para el estudio de la osmorregulacion debido a que han invadido medios
estuarinos y dulceacuicolas repetidamente a lo largo del cenozoico (Campanella et al.
2015). El género Odontesthes esta ampliamente distribuido en regiones tropicales y
templadas de Sudamérica, ocupando ambientes costeros marinos y dulceacuicolas (Dyer
2006; Llompart et al. 2013). Varias especies del grupo son consideradas de importancia
econdmica para las pesquerias locales y pisciculturas, incluyendo O. argentinensis
(Barros et al. 2004; Llompart 2011; Sampaio 2006; Somoza et al. 2008).

Odontesthes argentinensis habita ambientes marinos y estuarinos a lo largo de la costa
atlantica sudamericana, desde S&o Paulo (25°S) en Brasil a Chubut (43°2’S) en Argentina
(Dyer 2006). Estudios con marcadores genéticos sugieren que la estructuracion
poblacional de la especie parece estar determinada en gran medida por la distancia
geografica entre localidades marinas (Beheregaray & Sunnucks 2001), con pequefias
poblaciones que experimentan un flujo genético limitado con sus contrapartes marinas en
lagunas costeras como las Lagunas Custodia, de los Patos y Rocha (Beheregaray & Levy
2000; Beheregaray & Sunnucks 2001).

Las larvas de O. argentinensis se alimentan principalmente de presas planténicas
como larvas de insectos, crustaceos y algas filamentosas (Bemvenuti 2006). Cambiando
a una diera bentdnica compuesta por crustaceos, poliquetos, oligoquetos y moluscos en
su etapa adulta (Bemvenuti 2006; Cristobo 2014).

La temporada reproductiva varia a lo largo de su distribucion, desde dos meses en la
bahia de San Blas (Llompart et al. 2013) a 5 meses en regiones subtropicales de Brasil
(Moresco 2006), siempre comenzando cuando la temperatura se encuentra por debajo
de los 20°C, independientemente de la regién geogréfica (Llompart et al. 2013). Como en
otros miembros de la familia Atherinopsidae, la determinacién sexual es dependiente de
la temperatura del agua durante el desarrollo embrionario (Strissmann et al. 2010),
siendo la proporcion 1:1 entre sexos cuando la temperatura se encuentra entre 18 y 21°C
(Strissmann et al. 1996).
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2.1.2 Secuenciadores de Proxima Generacion

El proyecto del genoma humano (Collins et al. 2003; Liu et al. 2012) desencadend un
gran avance en las tecnologias de secuenciacion, impulsando el desarrollo de
herramientas capaces de abordar preguntas biolégicas fuera del alcance de la mayoria
de los cientificos pocos afios atras (Bahassi & Stambrook 2014; Liu et al. 2012; Metzker
2010). El gran numero de secuencias generado por estas tecnologias es aprovechado en
campos como la Gendémica (Zhanga et al. 2011), Metagendémica (Thomas et al. 2012), y
Transcriptémica (Haas & Zody 2010).

Dentro de la transcriptomica, los estudios de RNAseq consisten en la secuenciacién
masiva de cDNAs mediante NGS (Haas et al. 2013; Wang et al. 2009). Esta aproximacion
ofrece una alternativa a los microarrays para la caracterizacion de transcriptomas y
estudios de expresion diferencial, libre de limitaciones como la dependencia del
conocimiento previo sobre las secuencias de los genes para el disefio de las sondas
(Wang et al. 2009). De igual forma permite la deteccidon de SNPs, splicing alternativo,
nuevos transcriptos, asi como el estudio de ARN no codificantes como los micro ARN,
entre otros (Ozsolak & Milos 2011; Wang et al. 2009).

Muchos de los secuenciadores disponibles en el mercado han sido utilizados con éxito
en RNAseq (Wang et al. 2009). En particular destacan los secuenciadores por sintesis
lllumina, estos permiten generar gran numero de reads sobre los que estimar la expresion
genética, y ademas presentan una alta reproductibilidad de las re-secuenciaciones de las
muestras (Ekblom & Galindo 2011; Marioni et al. 2008). En estos dispositivos, los
fragmentos de ADN a secuenciar son inmovilizados en una fase sdlida y se generan
cluster de copias de cada fragmento por secuenciacion en puente (Liu et al. 2012; Taylor
et al. 2011). Finalmente se elimina una de las hebras de los fragmentos y se realiza la
secuenciacion mediante la observacién de la incorporacion de nucleétidos marcados con
diferentes fluorocromos (Liu et al. 2012; Taylor et al. 2011). El software interno de Illlumina
CASAVA (Cock et al. 2010) traduce cada senal de fluorescencia en diferentes bases y

les asigna un valor de calidad en PHRED score (Ewing et al. 1998).

2.1.3 Ensamblado de los transcriptomas

Un paso crucial para muchos estudios de RNAseq es el ensamblado de los reads, para
reconstruir los transcriptos originales (Martin & Wang 2011). Actualmente existen dos
estrategias basicas dependiendo de la existencia de una referencia apropiada
(comunmente un genoma) (Martin & Wang 2011). Los ensambladores que trabajan en
base a una referencia primero mapean los reads a la referencia dada, determinando a

que locus corresponde cada read, para luego ensamblar cada locus en paralelo (Martin
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& Wang 2011). Este abordaje es eficiente computacionalmente y permite la
reconstruccion de transcriptos de baja abundancia, sin embargo depende de la
disponibilidad de una referencia de alta calidad, por lo que es una estrategia inapropiada
para el estudio de especies no modelo (Huang et al. 2016; Martin & Wang 2011).
Alternativamente se ha desarrollado la aproximacién de novo. Esta aproximacion se basa
en el solapamiento de los reads secuenciados (Martin & Wang 2011), lo que permite ser
usado exitosamente en especies donde no se disponen de referencias adecuadas (Huang
et al. 2016).

La aproximacion de novo es en muchos casos la Unica opcién viable, pero es
computacionalmente mas demandante, dificultad que ha motivado el desarrollo de
herramientas para la reduccion de la redundancia presente en los reads al minimo
necesario (Brown et al. 2012; Haas et al. 2013). Esta aproximacion es ademas mas
vulnerable a errores en la secuenciacion, es susceptible a generar contigs quiméricos
entre transcriptos similares (Martin & Wang 2011) y los ensamblados generados tienden
a ser mas fragmentarios (Huang et al. 2016).

Adicionalmente, el uso de reads cortos como los generados por los secuenciadores
como los lllumina (ej. 100 pb en el caso de lllumina Hiseq 2000 (Taylor et al. 2011))
también impactan negativamente los ensamblados de novo (Paszkiewicz & Studholme
2010). Aunque esto puede ser compensado parcialmente con el uso de un protocolo de
secuenciacion pareada (paired-end), en la que se secuencian ambos extremos de cada
fragmento secuenciado (Conesa et al. 2016). Como resultado no solo se dispone de la
secuencia de los reads que conforman el par, sino que se conoce la distancia en pb que
los separa (Fullwood et al. 2009).

En esta tesis se utilizd el ensamblador de novo Trinity que puede trabajar con esta
clase de datos (Grabherr et al. 2011). Como otros ensambladores de novo, este utiliza

grafos De Brujin para la reconstruccion de los transcriptos (Martin & Wang 2011).

2.2 Metodologia

Los especimenes de O. argentinensis fueron colectados en 4 localidades de la costa
Uruguaya: Montevideo n=3, Punta Colorada n=1, Laguna de Rocha n=1 y La Paloma n=1
(Fig. 2). Los individuos PJ-6 y PJ-8 estaban expuestos a una salinidad de 8,8 g/L al
momento de la captura, PJ-10 a 20,9 g/L, PC-5a 16,9 g/L, LR-20a 1,4 g/Ly LP-9a 32,3
g/L. Los ejemplares fueron sacrificados por dislocacién cervical en el sitio de colecta y se
tomaron muestras de tejido branquial que fueron almacenadas inmediatamente en
nitrégeno liquido, hasta ser procesadas en el laboratorio. Las extracciones de ARN se

realizaron con el kit comercial RNeasy de Quiagen, siguiendo las instrucciones del
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fabricante, y la calidad de las mismas fue evaluada en geles de agarosa 0,4% en buffer
TE 0,5 M, un fluorometro Qubit 2.0 y posteriormente en un Agilent Technologies 2100
Bioanalyzer. La construccion de las librerias y la secuenciacion fue realizada por la
empresa Macrogen, en Corea del Sur. Se empled el kit TruSeq Stranded mRNA LT
Sample Prep para enriquecer las extracciones en ARNm por captura poli (A) y construir
librerias. La secuenciacion se realizé en la plataforma lllumina Hiseq 2000 (secuenciador
con una capacidad maxima de hasta 6 billones de reads pareados por corrida), siguiendo
un protocolo paired-end, con reads de 101 pb.

Tras la secuenciacion, siempre es recomendable evaluar la calidad de los reads
secuenciados y editarlos apropiadamente. Errores en la secuenciacion, o la remocion
incompleta de secuencias adaptadoras son problemas comunes en estas tecnologias
(Conesa et al. 2016). Con este fin se utilizd la herramienta FastQC v0.10.1
(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) para visualizar la calidad de
la secuenciacion y detectar la presencia de secuencias adaptadoras, luego se utilizé
Trimmomatic v0.35 (Bolger et al. 2014) para eliminar estas secuencias. Se descartaron
los pares reads en los que uno de los miembros del par tuviera un largo menor a 60 pb

después de su edicioén.

= ?»»( <"§*\,, -

\ e N - n de Rocha
»_I?unta Qolorada

\Montev@eo )@
\

A

¥ La Paloma

Fig. 2: Mapa de los sitios de colecta: Montevideo (n = 3), Punta Colorada (n = 1), Laguna

de Rocha (n = 1) y La Paloma (n = 1).

El transcriptoma fue ensamblado de novo mediante el programa Trinity v2.1.1 con sus
opciones por defecto (Grabherr et al. 2011). Ademas de un ensamblado individual para
cada muestra, se siguio el ejemplo de varios trabajos en la literatura (ej. Giorello et al.,
2014; Havird et al., 2016; Lam et al.,, 2014) y se combinaron los reads de todos los
individuos en un ensamblado conjunto para obtener una reconstruccién de transcriptos
mas completa.

La calidad de los ensamblados se evalué mediante el programa TrinityStats (Haas et
al. 2013) de acuerdo a los valores de N50 y el largo promedio y mediana de los reads en

base a todos los contigs generados. Los transcriptos obtenidos fueron anotados mediante
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BLASTX (Altschul et al. 1990), usando como referencia las secuencias proteicas de Danio
rerio obtenidas de la base de datos OMA-Browser (Version Mayo 2016) (Altenhoff et al.
2015), solo se consideraron correspondencias significativas si presentaron un evalue < e
10, Se escogio D. rerio por ser una de las especies de teledsteos mejor estudiadas (Ribas
& Piferrer 2013) y porque las pruebas exploratorias con otras especies (ej. O. nicolus)
evidenciaron una reduccion en el numero de genes anotados limitada usando BLASTX
(datos no mostrados).

Para la anotacion funcional se asumié que la informacion disponible para los genes de
D. rerio es valida para sus correspondencias en O. argentinensis. Se consultaron las
bases de datos PANTHER (version 11.1) (Mi et al. 2016) y KEGG (Kanehisa et al. 2006)..
Esta ultima fue consultada via la herramienta de analisis de listas génicas g:profiler
(Reimand et al. 2007) (versién 2016-12-16). Para limitar el numero de transcriptos
erréneamente identificados, y concentrarse Unicamente en los genes de los que se obtuvo
mas informacién de cara a futuros estudios, solo se consideraron aquellos con una
cobertura superior al 80% de sus respectivas correspondencias en D. rerio. Para ser
conservador y eliminar el efecto de artefactos en los alineamientos, se definié cobertura
como “(N° de correspondencias + N° de diferencias - N° de Gaps)/Largo de la secuencia
de D. rerio”.

Se buscaron los términos GO de los genes anotados incluidos en los Términos
PANTHER GO-Slim para "Funcion Molecular (GO:0003674)", "Procesos Biologicos
(GO:0008150)" and "Componente Celular (GO:0005575)". Los Términos GO fueron
creados por el Consorcio de Ontologia Genética con el fin de brindar un lenguaje comun
para la anotacion de las funciones genéticas entre diferentes organismos (Ashburner et
al. 2000; Gaudet et al. 2011). Adicionalmente, se realizaron analisis de enriquecimiento
de los Términos PANTHER GO-Slim, Pathways y Clases Proteicas registradas en esta
base de datos, con el objetivo de determinar cuales se encuentran significativamente
sobrerrepresentadas con respecto a la totalidad de su catalogo. Adicionalmente, también
se consultaron las Pathways registradas en la base de datos KEGG. Estos analisis
estadisticos se realizaron con las opciones por defecto de las respectivas herramientas
de analisis de listas génicas.

Para complementar este analisis exploratorio de los transcriptomas, se realizé un
analisis de enriquecimiento de las Pathways y Clases Proteicas registradas en PANTHER
presentes en los ensamblados individuales, usando como referencia las listas de genes
anotados para los transcriptomas branquiales de otros teledsteos sometidos a
condiciones opuestas de salinidad. Para ello se descargaron datos de secuenciaciones
de RNAseq para O. mossambicus (SRR941770 y SRR941772, agua dulce y salada
respectivamente) y Salvelinus alpinus (SRR921670 y SRR921664, agua dulce y salada
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respectivamente) (Lam et al. 2014; Norman et al. 2014). Al igual que en este estudio,
estas muestras fueron enriquecidas por pesca poli (A) y secuenciadas con una plataforma
lllumina Hlseq 2000. Los reads fueron procesados, ensamblados y anotados siguiendo el
mismo procedimiento que con las muestras de pejerreyes, pero debido a limitaciones
computacionales, las secuencias de O. mossambicus fueron normalizadas con el

algoritmo TrinityNorm fijando una cobertura maxima de 50X (Haas et al. 2013).

2.3 Resultados

Las 6 librerias generadas en la secuenciacion sumaron un total 27 GB de datos con
~300 Millones de reads de 101 pb de largo. El numero de contigs promedio de los
ensamblados individuales fue 86.840, con un largo promedio desde los 574 pb a los 744
pb (Tabla 1). El ensamblado conjunto generd un total de 226.995 contigs, con unas

medidas de N50 y largo promedio de los contigs con valores intermedios.

Tabla 1: Medidas de calidad de las extracciones de ARN y los ensamblados individuales,
el ensamblado Conjunto y los 4 archivos SRA descargados como referencia. Se reporta
el RIN de las extracciones, el N° de reads pareados secuenciados, N° de contigs

ensamblados, N50, Largo promedio y Mediana de los contigs.

Muestra RIN N° reads N° contigs N50 L. promedio Mediana
LP-9 6,20 21.364.596 61.454 896 628 410
LR-20 5,00 24.441.564 110.841 890 622 389
PC-5 5,70 24.851.958 101.109 1.143 719 414
PJ-6 5,10 23.370.271 75.964 1.207 744 438
PJ-8 6,90 27.465.527 77.688 1.052 682 408
PJ-10 6,60 29.382.818 93.982 777 574 367
Conjunto - 140.613.609 226.995 986 650 367
SRR921664 =>8,00 12.053.539 143.626 1.072 680 384
SRR921670 =8,00 13.219.551 150.463 1.220 726 394
SRR941770 >8,00 74.245.568 250.167 2179 961 405
SRR941772 >8,00 66.321.617 219.250 2.063 929 397

El ensamblado con un mayor nimero de genes anotados con una cobertura superior
al 80% es el ensamblado conjunto, con 7.851 genes (Fig. 3), 854 de los cuales no estaban
presentes en los ensamblados individuales a este nivel de cobertura. Debido a ello, y
dado que no se realizé un filtrado de la lista de genes anotados con significado biolégico
(ej. analisis de expresion diferencial), solo se reporta la anotacion funcional de este
ensamblado. Comparativamente, se anotaron 9.077 y 8.654 genes para los ensamblados
de O. mossambicus SRR941770 y SRR941772 respectivamente, y 5.616 y 6.219 genes
para los ensamblados de S. alpinus SRR921664 y SRR921670 respectivamente.
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Fig. 3: Numero de genes anotados mediante BLASTX en los ensamblados realizados
(Conjunto, LP-9, LR-20, PC-5, PJ-6, PJ-8 y PJ-10) reconstruidos a niveles crecientes de
cobertura. Los distintos ensamblados se muestran con columnas de patrones diferentes.
Se escogié al ensamblado conjunto (columna lisa) con un porcentaje de cobertura mayor

al 80% para la anotacion funcional.

Mediante PANTHER se recuperé informacién para 6.379 genes anotados en el
Ensamblado Conjunto, encontrandose 4.767 hits dentro de la categoria de Funciones
Moleculares, 9.141 en Procesos Bioldgicos y 4.108 en Componentes Celulares (Fig. 4).
Los términos GO con mas hits dentro de Funciones Moleculares son: “Actividad catalitica”
(GO: 0003824) y “Ligamiento” (GO: 0005488). Dentro de Procesos Biologicos los
términos GO mas representados son “Procesos Celulares” (GO: 0009987) y “Procesos
metabdlicos “(GO: 0071840). Por ultimo, el principal término GO dentro de Componente
celular es “Citoplasma” (GO: 0005737) con 1.023 hits (incluido en el término “Parte
Celular” (GO: 0044464)). En total 146 Términos GO fueron encontrados
significativamente sobre o subrrepresentados (Fig. 5): 41 Funcion Molecular (Tabla A1),
23 Componente Celular (Tabla A2) y 82 Proceso Bioldgico (Tabla A3).

Adicionalmente, 5.449 genes fueron identificados como miembros de 26 clases
proteicas principales (Tabla A4), 14 de ellas fueron encontradas significativamente sub o
sobrerrepresentadas junto con otras 37 subclases (Fig. 6 Tabla A5). Con respecto a las
Pathways registradas en PANTHER, 2.348 genes pertenecen al menos una de 151 de
las Pathways (Tabla A6); 3 de ellas fueron encontradas significativamente

sobrerrepresentadas con respecto a la base de datos: “Pathway del proteasoma de
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ubiquitina (P00060)” con un factor de cambio de 2,58 (p-valor 7,58E°); “Enfermedad del
Parkinson (P00049)”" con un factor de cambio de 2,05 (p-valor 2.08E%¢) y “Pathway Ras
(P04393)” con un factor de cambio de 1,78 (p-valor 3,94E°?). Con respecto a las

Pathways registradas en KEGG, 2.608 genes fueron identificados como miembros de al

menos una de 161 Pathways diferentes (Tabla A7), de las cuales 21 de ellas fueron

encontradas significativamente mas representadas (Fig. 7 y Tabla A8).

Términos PANTHER GO-Slim
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Reproduccion

Parte celular

Organelo
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Actividad de transportador
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Fig. 4: Términos PANTHER GO-Sim, con mas de 50 hits, para Procesos Biolégicos (Liso),

Componente Celular (Rayado vertical) y Funciones Moleculares (Rayado diagonal).
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PANTHER GO-Slim Sobrerrepresentados

Factor de Cambio
2,5 3 3,5 4
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Componente estructural del ribosoma
Act antioxidante
Act de peroxidasa
Act. de laracemasa y de la epimerasa
Act. de RNA metiltransferasa
Act. de isomerasa
Act. transp. transmem. de iones hidrégeno
Act. de hidro-liasa
Ribosoma
Peroxisoma
Membrana interna mitocondrial
Complejo SNARE
Mem. externa nuclear mem. del reticulo endoplasmatico
Mitocondria
Complejo ribonuclecproteina
Citosol
Reticulo endoplasmico
Abrigo vesicular
Derivacion Pentosa-fosfato T o)
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Fig. 5: Los 10 primeros Términos PANTHER GO-Sim de acuerdo a su factor de cambio,
significativamente sobrerrepresentados en el Ensamblado Conjunto, para Procesos
Biologicos (Liso), Componente Celular (Rayado vertical) y Funciones Moleculares
(Rayado diagonal).
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Clases Proteicas PANTHER Sobrerrepresentadas

Mutasa
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Fig. 6: Clases proteicas registradas en PANTHER encontradas significativamente

sobrerrepresentadas en el Ensamblado Conjunto. Las Principales clases proteicas, de

acuerdo a su nivel jerarquico en PANTHER, estan marcadas con asteriscos.
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KEGG Pathways sobrerrepresentadas
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Fig. 7: Pathways de la base de datos KEGG significativamente sobrerrepresentadas,

ordenadas de acuerdo al porcentaje de representacion encontrado.
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Debido a su participacion potencial en la osmorregulacion, vale la pena destacar la
deteccidon de miembros de la Pathway “Angiotensina 2- sefialamiento estimulado a través
de proteinas G y beta arrestina (P05911)”, con 16 hits encontrados, debido a que la
hormona angiotensina participa en la respuesta inmediata a los aumentos de la salinidad
del medio (Takei et al. 2014). Asi como 272 genes con el Término GO “Actividad
transportador transmembrana (GO: 0022857)” (Fig. 8, Tabla A9).

“Actividad transportador transmembrana
(GO: 0022857)"

Ne de Hits

75 90

Ao transe. ensmembran?
cationica

A. del canal idnico

A. transp. transmembrana de
iones hidrogeno

Fig. 8: Términos GO pertenecientes a “Transportadores Transmembrana (GO:
0022857)".

El analisis de enriquecimiento con respecto a los transcriptomas de O. mossambicus
y S. alpinus no revelé Pathways consistentemente sub o sobrerrepresentadas con la
salinidad al momento de colecta “Tabla A10”. La Pathway “Via de sefalizacion Wnt
(P0O0057)” fue encontrada subrrepresentada en los individuos LR-20, PJ-6 y PJ-10 con
respecto la lista de genes anotados para O. mossambicus en agua dulce (SRR941770),
mientras que la Pathway “Enfermedad Parkison (P00049)" se encontrd
sobrerrepresentada en LP-9 y LR-20 con respecto a O. mossambicus en agua salada
(SRR941772). En ambos casos los individuos fueron colectados en condiciones de
salinidad muy dispares. Adicionalmente, el individuo LR-20 presenté la Pathway
“Coagulacion Sanguinea (P00011)” se encuentra sobrerrepresentada con respecto a las
4 transcriptomas usados como referencia y “Regulacion del Citoesqueleto por Rho
GTPasa (P00016)” fue encontrada sobrerrepresentada para el individuo LP-9 con
respecto a los dos transcriptomas de O. mossambicus.

Tampoco se identificaron Clases Proteicas registradas en PANTHER que variaran su
nivel de representacion conforme a la salinidad, ya que se obtuvieron resultados similares
comparando con los transcriptomas para agua dulce y salada en ambas especies (Tabla
A11).
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2.4 Discusion

Los términos GO y clases Proteicas en PANTHER, asi como KEGG Pathways
encontradas significativamente sobrerrepresentadas representan principalmente
funciones basicas de mantenimiento celular como Sintesis de Proteinas: “Ribosoma
(G0:0005840)", “Actividad de Aminoacilo-ARNt ligasa (G0:0004812)", “Traduccion
(G0O:0006412)", “Proteina Ribosémica (PC00202)" y la Pathway “Ribosoma
(KEGG:03010)”; Generacion de energia: “Cadena de Transporte de electrones
Respiratorio (G0:0022904)", “Beta-oxidacién de acidos grasos (G0O:0006635)", “ATP
sintasa (PC00002)”, “Glicolisis/Gluconeogénesis (KEGG:04141)”, “Generacion de
metabolitos precursores y energia (GO:0006091)”; y Funciones Regulatorias: “Modulador
encimatico (PC00095)", “Proteina G (PC00020)". El andlisis de enriquecimiento de
Pathways registradas en PANTHER es concordante con esta observacion. La Pathway
“Pathway del proteasoma de ubiquitina (PO0060)” participa en la degradacion de
Proteinas, los genes integrantes de la Pathway “Enfermedad del Parkinson (P00049)”
participan en el transporte celular de vesiculas, y “Pathway Ras (P04393)” participa en la
proliferacion, supervivencia y diferenciacién celular.

Interpretar Términos GO, Pathways y Clases Proteicas subrrepresentadas como
resultado de procesos biolégicos desarrollandose en los tejidos es peligroso en este
estudio particular debido al filtrado de los genes con una cobertura inferior al 80%
favorece la seleccion de genes de secuencia corta y/o de alta expresion. Este sesgo que
seguramente juega un papel importante en la predominancia de genes involucrados en
las funciones basicas para el mantenimiento celular ya mencionadas.

Asumiendo que los transcriptomas usados como referencia en este estudio son
efectivamente representativos de una secuenciacion tipica del transcriptoma branquial de
peces teledsteos, los datos recabados para este estudio son comparables aunque
relativamente inferiores en calidad. Los conteos de genes; asi como los valores de calidad
de N50, largo promedio y mediana de los contigs ensamblados; son semejantes a los
obtenidos a partir de las secuenciaciones para S. alpinus, aunque con el doble de reads
utilizados. Las diferencias son mas notorias con respecto a los transcriptomas de O.
mossambicus, pero en este caso los datos fueron obtenidos mediante una secuenciacion
mas profunda que la realizada en este estudio (mas reads a partir de la misma muestra,
aumentando el numero promedio de reads conteniendo un fragmento dado de la
secuencia original) y a partir de 4 individuos cada una (Lam et al. 2014). Esta pérdida de
informacion fue causada probablemente por la calidad de las extracciones inferior a lo
recomendados cuando se realiza un enriquecimiento por pesca poli (A) (RIN > 7) como

en este estudio (Conesa et al. 2016). Como un punto positivo sin embargo cabe destacar
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que las mediciones de calidad de los ensamblados son semejantes entre si,
independientemente del valor exacto de RIN, por lo que los ensamblados son
comparables entre si.

La falla en detectar Pathways y Clases Proteicas significativamente sub o
sobrerrepresentadas asociadas con la salinidad puede deberse tanto a la falta de datos,
causada tanto por la estrategia de filtrado de genes, los problemas de calidad ya
mencionados y al poco poder de deteccion de los analisis realizados. Aquellas que si
fueron encontradas en una proporcion distinta a lo esperado por azar responden con toda
seguridad a condiciones fisioldgicas particulares de cada individuo al momento de la
colecta. Por ejemplo la sobrerrepresentacion de la Pathway “Coagulaciéon Sanguinea
(P00011)” en LR-20 fue probablemente causada por la existencia de lesiones en el tejido
branquial poco antes o durante la colecta del ejemplar. Es interesante, sin embargo, haber
observado sobrerrepresentacion en la Pathway “Regulacion Citoesqueleto por Rho
GTPasa (P00016)” para LP-9 tanto en agua dulce y salada porque el mismo patrén fue
reportado en O. mossambicus (Lam et al. 2014) y asociado con la regulacion del pasaje
paracelular de iones para compensar los cambios de salinidad (Lam et al. 2014). Los
resultados no significativos en el resto de los ejemplares puede explicarse por el hecho
de que, conforme a los resultados del trabajo original (Lam et al. 2014), esta via se
encuentra con un alto grado de representacion en ambos transcriptomas de O.
mossambicus. Sin embargo, considerando que solo se detecté en un individuo del que
solo se anotaron exitosamente 2.509 genes, no es posible afirmar nada concreto para O.
argentinensis sin un analisis mas detallado.

A pesar de lo expuesto, hay motivo para pensar que en estos ensamblados contienen
informacion bioldgica relevante para ampliar nuestro conocimiento de O. argentinensis
mediante estudios mas detallados. Los genes pertenecientes a la ya mencionada
Pathway “Regulacion del Citoesqueleto por Rho GTPasa (P00016)” son buenos
candidatos a estar bajo expresion diferencial, asi como aquellos pertenecientes a la
Pathway “Angiotensina 2- senalamiento estimulado a través de proteinas G y beta
arrestina (P05911)”. La angiotensina regula vasoconstriccién, la secrecion de aldosterona
y movilidad y crecimiento de células del musculo liso (Shenoy & Lefkowitz 2005). Ante un
aumento de la salinidad, la liberacién de angiotensina estimula la vasoconstriccion
(aumentando la retencién de agua dentro del organismo) e induce el comportamiento de
beber (Takei et al. 2014). La liberacion de angiotensina también estimula la secrecion de
cortisol, otra hormona que participa en la aclimatacion a agua salada y dulce (Takei et al.
2014). Otros genes potencialmente involucrados en la osmorregulacion son los
pertenecientes a el término GO “Actividad transportador transmembrana” (GO: 0022857).

Particularmente aquellos incluidos en los términos GO Actividad de canal de iones
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(GO:0005216) y Actividad transportador de cationes (GO:0008324). Algunos ejemplos
concretos son los genes CLCN-3, SLC9A2 y SLC12A2a (ver la seccién 3.1.1

Osmorregulacion, Tabla C3)

2.5 Conclusiones finales Capitulo 2

Se ensamblaron y anotaron exitosamente 6 transcriptomas branquiales de O.
argentinensis. Aunque limitados por problemas técnicos, los ensamblados contienen
informacion bioldgica relevante para futuros estudios. Particularmente, la presencia de
genes conocidos por su importancia en la osmorregulacion (ej. SLC12A2a), indican que
los datos recabados seran de utilidad para estudiar la respuesta de la especie a los
cambios de salinidad, contribuyendo a ampliar nuestro conocimiento sobre los
mecanismos osmorregulatorios de los peces teledsteos.

Estos resultados también abren la puerta para abordar varias clases de preguntas
bioldgicas. Por ejemplo un andlisis comparativo entre las especies O. argentinensis 'y O.
bonaerensis. Estas especies presentan grandes similitudes genéticas y morfoldgicas,
aunque O. bonaerensis habita principalmente medios dulceacuicolas (Dyer 2006;
Campanella et al. 2015; Gonzalez-Castro et al. 2016; Setiamarga et al. 2008); por lo que
representan un caso interesante de especiacion reciente, en el que la seleccién natural a
distintos ambientes podria estar jugando un papel importante (Butlin et al. 2012; Via
2009).

Otras posibles aplicaciones son los estudios filogenéticos y los analisis para detectar
evidencia de seleccién. Datos transcriptémicos de RNAseq han sido utilizados para
reconstruir las relaciones filogenéticas de los peces teledsteos (Zou et al. 2012), y en el
Capitulo 3 de esta tesis se presenta un ejemplo de la utilizacién de estos datos para

buscar evidencia de seleccion natural asociada a la osmorregulacion en los teledsteos.
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Capitulo 3: Evidencia de seleccion en genes implicados
en osmorregulacion

3.1 Introducciéon
3.1.1 Mecanismos moleculares de la osmorregulacion

Los principales érganos osmorreguladores son las branquias, el intestino y los rifiones
(Evans 2008; Hwang et al. 2011; Marshall & Grosell 2005; Takei et al. 2014). A
continuacién se detallan los movimientos de iones y agua en estos 6rganos en respuesta
a los cambios osmaticos y los genes involucrados que servirdn como genes candidatos

para el analisis propuesto.

3.1.1.1 Branquia

En el medio marino las principales proteinas involucradas en la secrecién de ClI'y Na*
son: la Na-K-ATPasa (NKA), Co-transportador Na-K-2Cl 1 (SLC12A2), y el Regulador
Transmembrana de la Conductancia de la Fibrosis Quistica (CFTR).

La NKA cumple la funcion de generar el gradiente electroquimico que impulsa la
secrecion de iones, se localiza en la membrana basolateral de los ionocitos y consta de
dos subunidades: ay 3 (Hwang et al. 2011). En teledsteos existen varios genes paralogos
que codifican para estas subunidades (ej. 9 paralogos de la subunidad a en D. rerio
(Kumai & Perry 2012)), y hay evidencia de que diferentes subunidades son expresadas
en agua dulce y salada (Feng et al. 2002; Madsen et al. 2009; Tang et al. 2009).

Los co-transportadores SLC12A2, también localizados en la membrana basolateral de
los ionocitos, representan la ruta de entrada del CI- corporal al ionocito. En varias especies
de teledsteos como A. anguilla, Oreochromis mossambicus y Oryzias dancena este co-
transportador es codificado por dos genes paralogos: SLC12A2a y SLC12A2b. De los
cuales solo se ha reportado un aumento en la expresion asociado con la aclimatacion a
agua salada para SLC12A2a (Cutler & Cramb 2002; Hiroi et al. 2008; Kang et al. 2010).

La excrecién del CI' al medio externo ocurre a través del transportador CFTR,
localizado en la membrana apical de los ionocitos (Hwang et al. 2011; Takei et al. 2014).
Varios trabajos han reportado un incremento en los niveles de expresién tras la
aclimatacion a agua salada en diversas especies (Tang & Lee 2007; Tse et al. 2006). En
cuanto a la eliminacion del Na*, los iones son liberados al medio por via paracelular a
través de las uniones estrechas (Hwang et al. 2011). Se ha reportado un relajamiento de
estas uniones como parte de la aclimatacion al agua salada (Hwang 1987), asi como
cambios en los niveles de expresion de varias claudinas (Bagherie-Lachidan et al. 2009;
Tipsmark et al. 2008).
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Los mecanismos de captura de iones en los medios dulceacuicolas son menos
comprendidos que los de secrecién. Sin considerar aquellos no apoyados por evidencia
molecular, la via mas aceptada de entrada del Na* y el CI es la mediada por un co-
transportador de Na* y CI (SLC12A10), localizado en la membrana apical de algunos
ionocitos (Hwang et al. 2011; Takei et al. 2014). Secundariamente, la actividad de
intercambiadores Na*/H* (SLC9) representaria parte de la captura de iones de sodio;
aunque la funcién principal de estos ultimos seria la regulacién del PH corporal (Hwang
et al. 2011; Takei et al. 2014). Particularmente, en la mayoria de los casos parecen ser
isoformas de SLC9A3 las involucradas en esta funcién (Hwang et al. 2011; Takei et al.
2014). Aunque en algunas especies como Oncorhynchus mykiss la proteina SLC9A2
también estaria involucrada (lvanis et al. 2008).

Una vez en el interior de los ionocitos, el Na* atraviesa la membrana basolateral via la
NKA o via el co-transportador electrogénico Na*/HCO3s  (SLC4A4) (Hwang et al. 2011;
Takei et al. 2014), aunque algunos estudios sugieren que en algunas especies, SLC4A4
es reemplazado por AE1b (SLC4A1b) (Lee et al. 2011).

3.1.1.2 Intestino

Aunque la absorcion de Na* de la dieta es seguramente importante (Marshall & Grosell
2005), son los mecanismos de absorcion de agua en un medio hiperténico los que han
sido estudiados en mayor profundidad (Grosell 2010).

Inicialmente, el agua es desalinizada parcialmente a nivel del es6fago mediante la
absorcion del Na* y el CI,, pero manteniendo una alta impermeabilidad del tejido al agua
(Grosell 2010; Marshall & Grosell 2005). Aunque no se conocen en detalle los
mecanismos moleculares para esta desalinizacion inicial, la evidencia apunta a la toma
activa de iones por parte de miembros de la SLC9 (Grosell 2010). Recientemente, se ha
identificado SLC9A2 como uno de los puntos de entrada del sodio en este tejido, al menos
en la especie Opsanus beta (Esbaugh & Grosell 2014). Posteriormente, en el lumen
intestinal, el Na® es absorbido en la membrana apical a favor de su gradiente
electroquimico mediante las proteinas SLC12A1 y SLC12A10 (Cutler & Cramb 2008;
Grosell 2010; Watanabe et al. 2011). Adicionalmente, SLC9A2 y SLC9A3 podrian ser
entradas alternativas para el Na*, aunque la evidencia a favor de su participacion es
menor (Grosell 2011).

En adicién a la actividad de SLC12A1 y SLC12A10, la entrada de CI- esta asociada a
la secrecion HCOs (Wilson et al. 1996), siendo el intercambiador de aniones SLC26A6
un candidato fuerte a cumplir esta funcion (Grosell 2010; Grosell 2011; Kurita et al. 2008).

La secrecion de HCOs™ al lumen intestinal es crucial para la absorcion del agua. Este es
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convertido en CO; por la Anhidrasa Carbodnica ligada a membrana (CAIV), que luego es
tritado en COg', facilitando la produccién de precipitados de CaCOs; dando como resultado
una reduccion significativa de la osmolaridad del lumen intestinal (Grosell 2010). EI HCO3
secretado entra a las células via SLC4A4 localizado en la membrana basolateral, o es
generado por hidratacion de CO; enddégeno por parte de la Anhidrasa Carbdnica
Citosolica (CAc) (Grosell 2010).

3.1.1.3 Rifién

Considerablemente menos se sabe de los mecanismos moleculares involucrados en
el procesamiento de la orina (Teranishi et al. 2013). Si bien los teledsteos no son capaces
de producir orina hipertdnica con respecto a su sangre, como si hacen los mamiferos y
aves, su osmolaridad esta dada principalmente por la presencia de iones Cax* , Mgy",
S04%; el Na* y el CI son reabsorbidos de la orina primitiva para facilitar la reabsorcion del
agua (Marshall & Grosell 2005). EI mismo mecanismo se utiliza para la generacion de
orina hipotonica en peces dulceacuicolas, pero manteniendo la impermeabilidad al agua
de los tubulos distales y colector (Kato et al. 2011; Marshall & Grosell 2005). Esta tarea
seria desempefada por los transportadores SLC12A1, SLC12A3 y SLC9A3 (Kato et al.
2011; Teranishi et al. 2013).

3.1.1.4 Otros genes analizados

De los genes mencionados en la seccion previa, se busco evidencia de seleccién
positiva en secuencias de CFTR, SLC9A2, SLC12A1, SLC12A2, SLC12A3, SLC26A6
(Ver la seccién 3.2 Metodologia). También se incluyeron otros 7 genes que no fueron
mencionados antes porque su participacion en la osmorregulacion es indirecta y/o

sugerida por una menor cantidad de evidencia. Estos son:

1) AQP-9b, -10by -12: Las Acuaporinas son canales que permiten la difusién de agua
a través de las membranas plasmaticas. Aqui se analizaron las Acuagliceroporinas
AQP-9b y 10b, y la acuaporina no-ortodoxa AQP-12. Muy poco se sabe de la
funcién de estas acuaporinas, pero han sido detectadas en branquia, intestino y
rindn (Cerda & Finn 2010).

2) CLCN-3: También denominado CLC-3, este canal de cloruro ha sido detectado en
branquias D. labrax y O. mossambicus (Bossus et al. 2013; Miyazaki et al. 1999).
En branquia, Bossus et al. (2013) sugieren que podria cumplir la funcién de prevenir

cambios en el volumen celular, por reducciones rapidas en la osmolaridad, al

permitir la salida de la célula del CI-.
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3) SLC9A1: Previamente se menciond la importancia de la secrecion intestinal de
HCOs en la desalinizacion del agua marina ingerida, para su posterior absorcion.
Sin embargo no se menciond que la sintesis endégena de HCOs™ genera un exceso
de H*; el cual debe ser eliminado para mantener el PH celular y permitir la
acumulacion del HCO3™ (Grosell 2011). Basandose en que la secrecion de HCOs
depende de la concentracion serosa de Na* y es inhibida por ouabaina (Grosell &
Genz 2006), Grosell (2011) propone a SLC9A1, localizado en la membrana
basolateral, como responsable de dicha funcién.

4) VDAC-1y -2: A traves de estas porinas ocurre el intercambio de ATP/ADP a traves
de la membrana mitocondrial (Schredelseker et al. 2014). Varios estudios han
detectado aumentos de la expresion de estas proteinas ante cambios en la salinidad
(Lam et al. 2014; Tine et al. 2008; Tine et al. 2011).

3.1.2 Analisis de seleccidon basados en las tasas de sustitucion

La comparacion de las tasas de sustituciones sinénimas (a) y no sinénimas () es una
aproximacion ampliamente utilizada para buscar evidencia de seleccién natural a nivel
molecular (Kosakovsky et al. 2011; Murrell et al. 2012; Lu & Guindon 2013; Yang 2007).
El objetivo basico es estimar a y 3, para poder determinar si el cociente /a (w) es mayor,
menor o igual a 1; indicativo de seleccion positiva, purificadora o neutralidad
respectivamente. Con el correr de los afios se han desarrollado varios métodos para
detectar seleccion natural a partir de alineamientos de secuencias ortologas, evaluando
la evidencia a nivel de sitios, linajes 0 ambos (ej. Kosakovsky et al. 2011; Murrell et al.
2012; Yang 2007).

El programa CodeML, implementado en el paquete PAML, destaca por su versatilidad
para evaluar distintos escenarios evolutivos (Yang 2007). Este estima las tasas de
sustituciéon por maxima verosimilitud bajo una gran variedad de modelos evolutivos, los
que permiten buscar evidencia de seleccion positiva actuando a nivel de linajes, sitios o
ambos (Yang 2007).

Trabajando a nivel de linajes, CodeML permite construir modelos por ramas con
diferentes asunciones sobre la presién selectiva en linajes pre-seleccionados (ramas
foreground) (Yang 1998), las cuales son evaluadas en contraste al resto del conjunto de
datos (ramas background). Las diferentes hipdtesis modeladas pueden ser luego
evaluadas mediante un Likelihood Ratios Test (LRT). Para buscar evidencia de seleccion
a nivel de sitios, CodeML posee 6 modelos de evolucion a nivel de codones (Yang 2000;
Nielsen & Yang 1998; Yang et al. 2005):
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1) MO asume que todos los sitios estan bajo el mismo w.

2) M1a divide a los sitios en dos categorias, una con w=1y otra con 0 < w < 1. Su
contraparte M2a incorpora una clase de sitios (w > 1, estimado a partir de los datos).

3) M3 asume una distribuciéon general discreta del valor w.

4) M7 asume que el valor de w sigue una distribucién beta entre 0 y 1. Su contraparte
M8 incorpora una clase de sitios extra que permite la seleccién positiva con w > 1,

estimado a partir de los datos.

Los modelos mencionados hasta ahora asumen la ausencia de variacion en la presion
selectiva entre codones o entre linajes, no ambos. Combinando ambos métodos se
encuentran los modelos Ramas-Sitios, también implementados en CodeML (Yang &
Nielsen 2002; Yang 2007). Estos modelos permiten a w variar tanto entre linajes como
sitios, haciéndolo mas apropiado para detectar genes bajo seleccién direccional cuando
solo unos pocos codones se encuentran bajo seleccién positiva

Al igual que los modelos de Ramas, los modelos de Ramas-Sitios de CodeML
requieren que se pre-seleccionen los linajes a ser estudiados en las categorias ya
mencionadas. Los sitios por su lado se dividen en 4 categorias (Yang & Nielsen 2002):
Sitios conservados (Categoria 0, con w = 0); Sitios Neutrales o levemente restringidos
(Categoria 1, w = 1); Sitios potencialmente bajo seleccién positiva en las ramas
foreground y purificadora en el background (Categoria 2a, w estimado); o sitios
potencialmente bajo seleccién positiva en las ramas foreground y neutrales en el
background (Categoria 2b, w estimado).

La principal limitante de los modelos por ramas y Ramas-Sitios implementados en
CodeML es la necesidad de seleccionar las ramas foreground. Mientras que estos
modelos son relativamente robustos a problemas como la saturacién de sustituciones,
manteniendo baja la tasa de falsos positivos (Gharib & Robinson-Rechavi 2013); las
pruebas de simulacién muestran que estos modelos son muy sensibles a errores en la
seleccion de ramas (Kosakovsky et al. 2011; Lu & Guindon 2013). Un problema grave
cuando no se dispone de conocimiento biolégico con el que respaldar una eleccion de
ramas particular (Kosakovsky et al. 2011; Lu & Guindon 2013). Se han propuesto varios
métodos alternativos que no requieren la seleccion a priori de ramas (Anisimova & Yang
2007; Guidon et al. 2004; Kosakovsky et al. 2011; Murrell et al. 2012; Rodrigue et al.
2010), que resultan mas apropiados para un analisis exploratorio. En esta tesis se
utilizaron dos de estos métodos: Ramas-Sitios REL (BSR) (Kosakovsky et al. 2011) y
Modelo de Evolucién de Efectos Mixtos (MEME) (Murrell et al. 2012).

A diferencia del Modelo de Ramas-Sitios de CodeML, BSR no asume la existencia de

unicamente 4 categorias de sitios sino que considera todos los patrones de evolucion
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posibles (Kosakovsky et al. 2011). Aunque el modelo de Ramas-Sitios de PAML es
ligeramente mas eficiente para detectar evidencia de seleccion positiva cuando sus
asunciones son una buena aproximacion a la historia evolutiva del grupo estudiado, BSR
es mas flexible y es mas eficiente detectando seleccion episddica (Kosakovsky et al.
2011).

Por su parte, MEME es una modificacion de los métodos utilizados en BSR para
detectar seleccion a nivel de codones individuales; permitiendo variar la fuerza de
seleccion simultaneamente entre sitios y linajes (Murrell et al. 2012). Al no necesitar la
seleccion a priori de ramas, este método es mas apropiado para estudios exploratorios y
es capaz de detectar tanto eventos de seleccion episddica como constante en el tiempo
(Murrell et al. 2012). En este método, los codones de una posicion dada son divididos en
dos categorias discretas, cada una con una serie de parametros libres que determinan la
fuerza de la seleccién (Kosakovsky et al. 2011): restringida - (B < a) y no restringida 3+

(sin restricciones en los valores de R).

3.2 Metodologia

3.2.1 Filogenia utilizada

Para este estudio, la topologia de los arboles utilizados para los analisis se construyé
en base a lo reportado por varios autores. Principalmente se siguié el trabajo de Betancur-
R et al. (2013) para determinar las relaciones filogenéticas de los principales grupos.
Cuando fue necesario se recurrio a otros trabajos, concretamente para la resolucién de
las relaciones internas de los linajes Cypriniformes (Mayden et al. 2009), Gymnotiformes
(Tagliacollo et al. 2016), Cichlidae (Sparks & Smith 2004)y Cyprinodontiformes (Pohl et
al. 2015). Finalmente se consultd6 Ila base de datos Fishbase

(http://www.fishbase.org/search.php) para conocer el ambiente de cada especie

estudiada, distinguiendo entre especies dulceacuicolas, marinas y estuarinas, y también

aquellas que pueden tolerar breves incursiones en medios estuarinos.

3.2.2 Obtencion de datos

Primero se realizd una revision bibliografica sobre las bases moleculares de los
mecanismos osmorregulatorios en teledsteos y se pre-seleccionaron genes disponibles
para la especie modelo D. rerio en la base de datos Ensembl (Herrero et al. 2016) (43
genes sin considerar duplicaciones no compartidas por un amplio numero de
Actinopterigios). Luego se consulté la base de datos OMA browser (Version Mayo 2016)

(Altenhoff et al. 2015) para determinar cuales de estos presentaban ortélogos uno a uno
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en las especies Astyanax mexicanus, Gadus morhua, Gasterosteus aculeatus,
Lepisosteus oculatus, Oreochromis niloticus, Oryzias latipes, Takifugu rubripes,
Tetraodon nigroviridis y Xiphophorus maculatus. Se busco seleccionar genes en los que
se pudiera determinar una ortologia uno a uno entre estas nueve especies y D. rerio. Sin
embargo se tuvo tolerancia en caso que estuvieran ausentes en solo una especie, o estas
fueran: Los Tetradontiformes (ej. T. rubripes y T. nigroviridis), porque el grupo ha
experimentado un proceso de compactacion del genoma (Noleto et al. 2009; Jaillon et al.
2004); Lepisosteiformes (ej. L. oculatos) porque el grupo divergié del resto de los peces
actuales antes de la duplicacion gendmica completa especifica de teledsteos (WGD)
(Glasauer & Neuhauss 2014). En total 20 genes pasaron esta etapa de seleccion.

De la base de datos Ensembl e descargaron las secuencias codificantes (CDS),
asociadas a las entradas de los genes identificados como ortélogos en OMA-Browser, a
los que se sumaron las CDS de Poecilia formosa (ver mas abajo), sumando 10 especies.
Complementando este conjunto de datos, se incluyeron las secuencias obtenidas en el
Capitulo 2 de esta tesis para O. argentinensis, y secuencias para otras 42 especies de
actinopterigios registradas en el NCBI. De estas ultimas, unas 15 especies estan
registradas en la base de datos Protein (https://www.ncbi.nim.nih.gov/protein) y otras 27
en el Archivo de Secuencias de Reads (SRA) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra) (Tabla
2). Ambas bases de datos estan a cargo del NCBI y fueron consultadas en Febrero del
2016.

Las especies de la base de datos Protein fueron elegidas por la disponibilidad de
secuencias para los genes seleccionados. Se descargaron todas las secuencias proteicas
para ellas y se determind sus relaciones de ortologia con D. rerio mediante un BLAST
reciproco (Altschul et al. 1990; Fuchsman & Rocap 2006; Ward & Moreno-Hagelsieb
2014), una aproximacion a la verdadera ortologia comunmente utilizada por su
simplicidad (ej. Tsagkogeorga et al. 2015; Ward & Moreno-Hagelsieb 2014; Zou et al.
2012). Para esto se utilizaron como referencia las secuencias proteicas de D. rerio
disponibles en OMA Browser y se seleccionaron las mejores correspondencias reciprocas
en base a su Bit-score (Pearson 2013). El mismo procedimiento se realizé con las CDS
descargadas para P. formosa de la base de datos Ensembl.

Finalmente, las especies de la base de datos SRA fueron seleccionadas buscando
aumentar la cobertura de linajes reportados por Betancur-R et al. (2013), y dentro de los
datos disponibles para cada una transcriptomas de los érganos: Branquia, Intestino y
RiAén. Cuando fue posible se descargaron los 3 o6rganos (ej. Pangasianodon
hypophthalmus y Plecoglossus altivelis). La calidad de estos datos descargados fue
evaluada con el programa FastQC v0.10.1 y la edicion se realizd con el programa

Trimmomatic v0.35. Con el objetivo de minimizar las posibilidades de incluir errores de
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Tabla 2: Lista de las especies utilizadas y la base de datos de procedencia.

Especie Fuente Especie Fuente
Acipenser schrenkii SRA Maylandia zebra Protein
Anguilla japonica SRA Megalobrama amblycephala SRA
Apteronotus albifrons SRA Moronoe saxatilis SRA
Astyanax mexicanus ENSEMBL  Neolamprologus brichardi Protein
Austrofundulus limnaeus Protein Nibea albifora SRA
Brienomyrus brachyistius SRA Notothenia coriiceps Protein
Clupea harengus Protein Odontesthes argentinensis Sec. Propia
Coilia nasus SRA Oncorhynchus mykiss SRA
Coregonus peled SRA Oreochromis niloticus ENSEMBL
Cynoglossus semilaevis Protein Oryzias latipes ENSEMBL
Cyprinodon variegatus Protein Pangasianodon hypophthalmus SRA
Danio rerio ENSEMBL  Platichthys stellatus SRA
Diplodus puntazo SRA Plecoglossus altivelis SRA
Electrophorus electricus SRA Poecilia_formosa ENSEMBL
Elopichtys bambusa SRA Pundamilia nyererei Protein
Esox lucius Protein Salivenus alpinus SRA
Fundulus heteroclitus Protein Salmo salar Protein
Gadus morhua ENSEMBL  Schizothorax richardsonii SRA
Gasterosteus aculeatus ENSEMBL  Sebastiscus marmoratus SRA
Haplochromis burtoni Protein Siniperca chuatsi SRA
Hippocampus hippocampus SRA Stegastes partitus Protein
Ictalurus furcatus SRA Sternopygus macrurus SRA
Labeo rohita SRA Takifugu rubripes ENSEMBL
Larimichthys crocea Protein Tetraodon nigroviridis ENSEMBL
Lepisosteus oculatus ENSEMBL  Tripterygion delaisi SRA
Leuciscus burdigalensis SRA Xiphophorus maculatus ENSEMBL
Lutjanus erythropterus SRA
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secuenciacion en el ensamblado final, se optd por un enfoque mas conservador que en
el Capitulo 2 para la ediciéon de los reads. En adicion a las secuencias adaptadoras se
eliminaron: las primeras pares de bases en las que FastQC identifico sesgos en la
composicion de bases en el extremo 5, y las bases del extremo 3’ si una porcion
importante de estos presentaba una calidad Q < 10 y los reads de baja calidad cuando
una porcion significativa de estos presenté una calidad promedio Q=2. Los comandos
utilizados en cada caso se detallan en el Anexo B.

Excepciones a este plan general fueron las secuencias de Tripterygion delaisi
(SRR768809) y Sebastiscus marmoratus (SRR491336) por ser secuenciaciones single-
end; en estos sets de datos se eliminaron las bases al extremo 5’ con calidad Q <7y se
conservaron los reads con un largo superior a 30 pb. Otra excepcion fue Schizothorax
richardsonii (SRR1552917) debido a un error en la version del archivo SRA descargada.
Parte de la secuencia de un par de los reads se encuentra incluida en el otro read. La
region afectada fue eliminada. Por ultimo, debido a limitaciones de Hardware, los datos
de las especies Sternopygus macrurus (SRR1299088), Electrophorus electricus
(SRR1299086), Platichthys stellatus (SRR1023744), Ictalurus furcatus (SRR070302)
fueron normalizados. En estos casos se eliminaron los reads de baja calidad promedio
(Q<5) y se normalizaron con el programa TrinityNorm (Haas et al. 2013)

Los transcriptos fueron anotados mediante un BLAST reciproco como el ya descrito.
Las CDS fueron identificadas mediante el algoritmo TransDeoder (Haas et al. 2013) para
identificar la region codificante de los transcriptos reconstruidos, seguido de curacion
manual. Se descartaron aquellos con una cobertura inferior al 75% de la secuencia de

referencia correspondiente de D. rerio.

3.2.3 Alineamiento de secuencias y curaciéon manual

En este punto se hizo una nueva reduccién de la lista de genes. Se seleccionaron de
acuerdo a su importancia funcional y a la disponibilidad de datos.

Las secuencias para los genes seleccionados fueron alineadas con el algoritmo
MAFFT (Katoh & Standley 2013) en sus opciones por defecto, implementado en el
servidor de EMBL-EBI. Los alineamientos resultantes fueron curadas manualmente en el
programa MEGAG (Tamura et al. 2013). Cuando fue necesario, se dividié el alineamiento
en bloques separados regiones del alineamiento ricas en multiples indels (inserciones y/o

deleciones) taxon especificos. La curacién manual se realizé por etapas:

1) Se identificaron regiones de alta divergencia, que afectaran una o pocas especies.

Como la mayoria de las secuencias con este problema corresponden a datos
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provenientes de la base de datos Ensembl, para genes identificados como ortélogos
uno a uno en OMA Browser, se asumid que estos representaban diferencias en el
uso de exones o errores en su delimitacion. Estas regiones fueron eliminadas y se

re-alinearon las secuencias.

2) Se eliminaron las inserciones compartidas por menos de 10 especies. Debido a que
el algoritmo MAFFT no tiene en cuenta la secuencia proteica, los indels en el
alineamiento no necesariamente empiezan en la posicion 1 de un codoén. En estos
casos primero se intenté desplazar el gap 1 o 2 pares de bases (pb) para hacerlo
coincidir con el marco de lectura, siempre y cuando la secuencia respaldara el
cambio en una unica direccion. En caso contrario también fue eliminado el codén

afectado por la insercion de todo el alineamiento.

3) Se reajustaron las inserciones presentes en mas de 10 especies, pero sin eliminar
los codones interrumpidos cuando la secuencia no respaldé un desplazamiento

sobre el otro.

4) Se editaron los gaps mayores a 10 codones. Estos gaps raramente coincidian con
el marco de lectura y presentaban codones incompletos en ambos extremos,
ocasionalmente con secuencias de pocos pares de bases (pb) mal alineadas en el

centro. Estas bases también fueron eliminadas.

3.2.4 Analisis de seleccion

Para realizar un analisis exploratorio de los linajes bajo seleccion positiva se utilizo el
algoritmo BSR (Kosakovsky et al. 2011), implementado en el programa HyPhy y
disponible en el servidor DataMonkey (Delport et al. 2010). Los linajes encontrados bajo
seleccion positiva por este fueron usados como ramas foreground para los modelos de
CodeML, implementado en PAML4 (Yang 2007), via la interfaz grafica pamIX (Xu & Yang
2013). En concreto, se evaluaron modelos de seleccion por ramas (NSsites=0, model=2)
y por Ramas-Sitios (NSsites=2, model=2).

Se evaluaron 3 modelos por ramas: con un w para las ramas foreground (MA) y con
un w independiente por rama foreground (MB), ambos evaluados entre si mediante un
LRT y con un modelo nulo (MCon) (NS=0, m=2, fix_omega=1, omega=1). Por su lado, los
modelos de Ramas-Sitios considerados analizaron cada linaje sugerido por BSR de forma
individual, y fueron comparados con sus respectivos modelos nulos (fix_omega=1,
omega=1), siguiendo las sugerencias de la documentacion de PAML4. Todos estos LRT

se realizaron con un umbral de significancia de 3,84 (p-valor < 0,05).
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A nivel de codones, se corrieron 6 de los modelos de sitios (MO, M1a, M2a, M3, M7,
M8) disponibles en el algoritmo CodeML, y se realizaron los LRT también, sugeridos en
la documentacion de PAML4 para evaluar variaciones en el w entre sitios con un umbral
de significancia de 3,84 (p-valor < 0,05): MO vs M3, M1a vs M2a, M7 vs M8. La primera
comparacion de modelos analiza la existencia de variacién en el w entre sitios, mientras
que el resto analizan la presencia de seleccion natural con modelos de creciente
complejidad. También se realizé el LRT M8a vs M8, con un umbral de significancia de
2,71 (p-valor < 0,05). El modelo M8a es una modificacién del M8 para servir como como
modelo nulo (NSsites = 8, fix_omega = 1, omega = 1).

Para identificar codones individuales bajo seleccion positiva se utilizé algoritmo MEME
(Murrell et al. 2012), implementado en el programa HyPhy y disponible en el servidor
DataMonkey, asi como los modelos de Sitios y Ramas-Sitios ya mencionados, utilizando
Bayes Empirical Bayes (BEB) (Yang et al. 2005) para identificar los codones candidatos.
Con el objetivo de filtrar falsos positivos se siguid el ejemplo de otros estudios similares
(ej. Forni et al. 2015; Mozzi et al. 2016; Stager et al. 2014) y solo se consideraron los
codones identificados bajo seleccion positiva que hayan sido detectados conjuntamente
por MEME y alguno de los modelos de CodeML, o mostraran un g-valor significativo en
MEME. Como los modelos de CodeML utilizados tienen restricciones mas severas que
MEME; el modelo de Sitios asume que todos los linajes estan bajo la misma presion
selectiva y el de Ramas-Sitios que solo el linaje seleccionado como foreground esta bajo
seleccion positiva; en estas comparaciones se incluyeron sitios con un p-valor no
significativo en los modelos de CodeML. También se consideraron los codones con un g-
valor significativo en MEME.

Para evaluar la posible importancia funcional de los codones detectados bajo
seleccion, se recurri6 a la base de datos PFAM (Finn et al. 2014) para anotar los dominios
proteicos presentes en los genes estudiados y se consulté la base de datos Uniprot
(Bateman et al. 2015) para verificar si alguno de los sitios identificados esta asociado un
sitio con una funcién conocida en Homo sapiens y/o Mus musculus. En concreto, se
consultaron las isoformas canénicas de los genes CFTR (P13569-1), SLC12A1 (Q13621-
1), SLC12A2 (P55011-1), SLC26A6 (Q9BXS9-1) y VDAC-2 (P45880-3) de H. sapiens, y
SLCY9A1 (Q61165-1) de M. musculus. La homologia entre sitios de estas secuencias
canodnicas y los actinopterigios estudiados fue determinada alineando las secuencias
proteicas mediante Muscle (Edgar 2004) en el paquete MEGAG (Tamura et al. 2013).

Por ultimo, se utilizd el programa Cn3D v.3.4 (Wang et al. 2000) para visualizar la
localizacién en la estructura terciara de los sitios encontrados bajo seleccion positiva para

los genes de los que se dispone modelos tridimensionales de su estructura. En concreto
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los genes CFTR (Zhang & Chen 2016) (ID: 5UAR) y VDAC-2 (Schredelseker et al. 2014)
(ID: 4BUM).

3.3 Resultados

En la Figura 9 se detalla la topologia de la filogenia utilizada, construida en base a la
revision bibliografica, junto con las condiciones de salinidad preferidas por cada especie
segun la base de datos Fishbase. Las 53 especies analizadas comprenden 22 de los 66
ordenes de teledsteos definidos en el trabajo de Betancur-R (2013). Siendo los mas
representados los o6rdenes Cichliformes (5 especies), Cypriniformes (6 especies),
Cyprinodontiformes (5 especies) y Salmoniformes (4 especies).

Por simplicidad, se dividieron los genes en dos grupos de acuerdo a la disponibilidad
de secuencias: Grupo A con 23 especies (genes AQP10b, CLCN-3, SLC9A1, SLCO9A2 y
SLC12A2a) (Fig. 10) y Grupo B con 19 especies (genes SLC12A3, AQP-12 y AQP-9b)
(Fig. 11) respectivamente. También se analizaron los genes VDAC-1 (41 especies) (Fig.
12) y VDAC-2 (52 especies) (Fig. 13) por la abundancia de secuencias obtenidas, y los
genes CFTR (26 especies) (Fig. 14) SLC12A1 (32 especies) (Fig. 15) y SLC26A6 (31
especies) (Fig. 16) por su importancia funcional. La disponibilidad de secuencias para los
genes analizados se detalla en el Anexo C. Debido a falta de datos, solo se analizaron 13
genes de los 20 seleccionados.

Los resultados para el gen CLCN-3 no fueron confiables por motivos que se detallan
mas adelante. También llama la atencion que las secuencias de T. rubripes y T.
nigroviridis para el gen VDAC-2 sean idénticas. Por ello no se incluyé la secuencia de T.

nigroviridis para este gen.
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Acipenseniommes

Acipenser schrenkii (D-E)

Lepesoatedonmes

Lepisosteus oculatus (D-E)
Anguiidormes

Anguilla japonica (E)
Orateogiosadonmes

Brienomyrus brachyistius (D-E)
Megalobrama amblycephala (D)
Elopichtys bambusa (D)
Leuciscus burdigalensis (D)
Labeo mohita (D-E)
Schizothorax richardsonii (D)
Danio rerio (D)

Electrophorus electricus (D)
Apteronotus albifrons (D)
Sternopygus macrurus (D)

Characdormes ¥
Astyanax mexicanus (D)

Ictalurus furcatus (D-E)
Pangasianodon hypophthalmus (D)
— Coilia nasus (E)

L—Clupea harengus (M-E)

Coregonus peled (E)

Salmo salar (E)

Oncorhynchus mykiss (E)
Salivenus alpinus (E)

Esox lucius (D-E)

Salmonioemes

Escofonmes

Plecoglossus altivelis (D-E)
Gadus morhua (M-E)

Gaddormes

Sygnatniformes

Hippocampus hippocampus (M)
Pleuronextidormes — Platichthys stellatus (E)

'— Cynoglossus semilaevis (E)
Oreochromis niloticus (D-E)
Haplochromis burtoni (D)
Pundamilia nyererei (D)
Maylandia zebra (D)
Neolamprologus brichardi (D)

Atherindormes

Odontesthes argentinensis (E)

Belondormes

Oryzias latipes (D-E)
Austrofundulus limnaeus (D)
Fundulus heteroclitus (E)
Cyprinodon variegatus (E)
Xiphophorus maculatus (D)
— Poecilia formosa (D-E)

Cypnnodontfommes

Blenndonmes

Tripterygion delaisi (M)
Lutjanus erythropterus (M)
Stegastes partitus (M)
Nibea albifora (M)
Larimichthys crocea (M-E)
Takifugu rubripes (E)
Tetraodon nigroviridis (D-E)
Diplodus puntazo (M-E)
Moronoe saxatilis (E)
Siniperca chuatsi (D)

Sebastiscus marmoratus (M)
Poionrey EGasterosteus aculeatus (E)
Notothenia coriiceps (M)

Fig. 9: Filogenia utilizada, principalmente basada en el trabajo de Betancur-R et al.

Tetradontdormes

(2013). Se marcan los 6rdenes incluidos en este estudio, y el tipo de medio preferido por
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cada especie de acuerdo a Fishbase: Dulceacuicola (D), Estuarino (E) o Marino (M). Se

sefialaron con un “E” las especies pueden ocupar temporalmente medios con

condiciones intermedias de salinidad.

:

Lepisosteus oculatus
Anguilla japonica
Clupea harengus

Danio rero

Astyanax mexicanus
Pangasianodon hypophthalmus
Salmo salar

Esox lucius
Plecoglossus altivelis
Cynoglossus semilaevis
Oreochromis niloticus
Haplochromis burtoni
Pundamilia nyererei
Maylandia zebra
Oryzias latipes
Austrofundulus limnaeus
Fundulus heteroclitus
Cyprinodon variegatus
Xiphophorus maculatus
Poecilia formosa
Stegastes partitus
Larimichthys crocea
Gasterosteus aculeatus

Fig. 10: Arbol utilizado en los andlisis de seleccion de MEME, BSR y CodeML para el
Grupo A (Genes AQP10b, CLCN-3, SLC9A1, SLC9A2 y SLC12A2a. Los circulos
numerados indican las ramas foreground en los modelos de evaluados en CodeML para
los genes: 1) CLCN-3, 2) SLC9A2 y 3) SLC12A2a.
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Lepisosteus oculatus

Clupea harengus
'D“E Danio rerio
Astyanax mexicanus

— Salmo salar
Cynoglossus semilaevis
———— Qreochromis niloticus

o - Haplochromis burtoni
i _E Pundamilia nyererei

— Maylandia zebra

Oryzias latipes
Austrofundulus limnaeus
(D Fundulus heteroclitus
Cyprinodon variegatus
Xiphophorus maculatus
Poecilia formosa
Stegastes partitus

Larimichthys crocea
Gasterosteus aculeatus

Fig. 11: Arbol utilizado en los analisis de seleccién de MEME, BSR y CodeML para el
Grupo B (Genes SLC12A3, AQP-12 y AQP-9b). Los circulos numerados indican las ramas
foreground en los modelos de evaluados en CodeML para el gen 1) SLC12A3
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- Pangasianodon hypophthalmus

—C

TE

¢

—C

Acipenser schrenkii
Lepisosteus oculatus
Anguilla japonica
Brienomyrus brachyistius
Megalobrama amblycephala
Elopichtys bambusa
Leuciscus burdigalensis
Labeo rohita

Danio rerio
Electrophorus electricus
Apteronotus albifrons
Sternopygus macrurus
Astyanax mexicanus

Coilia nasus

Clupea harengus
Coregonus peled

Salmo salar
Oncorhynchus mykiss
Salivenus alpinus
Plecoglossus altivelis
Gadus morhua
Hippocampus hippocampus
Platichthys stellatus
Cynoglossus semilaevis
Oreochromis niloticus
Haplochromis burtoni
Pundamilia nyererei
Maylandia zebra
MNeolamprologus brichardi
Odontesthes argentinensis
Oryzias latipes
Austrofundulus limnaeus
Fundulus heteroclitus
Cyprinodon variegatus
Xiphophorus maculatus
Poecilia formosa
Stegastes partitus
Larimichthys crocea
Takifugu rubripes
Tetraodon nigroviridis
Diplodus puntazo
Gasterosteus aculeatus
MNotothenia coriiceps

Fig. 12: Arbol utilizado en los analisis de seleccion de MEME, BSR y CodeML para el gen

VDAC-1.
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Acipenser schrenkii
Lepisosteus oculatus
Anguilla japonica
Brienomyrus brachyistius
Megalobrama amblycephala
Elopichtys bambusa
Leuciscus burdigalensis
Labeo rohita

Schizothorax richardsonii
Danio rerio

Electrophorus electricus

— Apteronotus albifrons
Sternopygus macrurus
Astyanax mexicanus
letalurus furcatus
Pangasianodon hypophthalmus
Coilia nasus
Clupea harengus
Coregonus peled

— Salmo salar
Oncorhynchus mykiss
Salivenus alpinus

—Esox lucius
Plecoglossus altivelis
Gadus morhua
Hippocampus hippocampus
E Platichthys stellatus
Cynoglossus semilaevis
—————— Oreochromis niloticus

Haplochromis burtoni

Pundamilia nyererei
] Maylandia zebra
(- Neolamprologus brichardi
Odontesthes argentinensis
~{ — Oryzias latipes
Austrofundulus limnaeus
— X Fundulus heteroclitus
Cyprinodon variegatus
Xiphophorus maculatus
Poecilia formosa
Tripterygion delaisi
Lutjanus erythropterus
Stegastes partitus
Nibea albifora
— Larimichthys crocea
ETakifugu rubripes
Diplodus puntazo
Moronoe saxatilis
Siniperca chuatsi
Sebastiscus marmoratus
L EGastemsteus aculeatus

Notothenia coriiceps

Fig. 13: Arbol utilizado en los andlisis de seleccion de MEME, BSR y CodeML para el
gen VDAC-2. Los circulos indican las ramas foreground en los modelos de evaluados en
CodeML.

42



Fig. 14: Arbol utilizado en los andlisis de seleccion de MEME, BSR y CodeML para el

Lepisosteus oculatus

®_E Clupea harengus
Danio rerio

Salmo salar
Oncorhynchus mykiss
Salivenus alpinus

| Esox lucius
Plecoglossus altivelis
— Platichthys stellatus
— Cynoglossus semilaevis
Oreochromis niloticus
= Haplochromis burtoni
Pundamilia nyererei
Maylandia zebra
25 Neolamprologus brichardi
Oryzias latipes
Austrofundulus limnaeus
{ Fundulus heteroclitus
Cyprinodon variegatus
- Poecilia formosa

_C Stegastes partitus
Larimichthys crocea

_C Takifugu rubripes
Tetraodon nigroviridis

Moronoe saxatilis
Gasterosteus aculeatus

gen CFTR. Los circulos indican las ramas foreground en los modelos de evaluados en

CodeML.
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Anguilla japonica
Leuciscus burdigalensis
Labeo rohita
Danio rerio
— Electrophorus electricus
Apteronotus albifrons
Pangasianodon hypophthalmus
- Coilia nasus
Clupea harengus
— Esox lucius
\— Plecoglossus altivelis
Gadus morhua
[: Platichthys stellatus
® Cynoglossus semilaevis
——— Qreochromis niloticus
— Haplochromis burtoni
Pundamilia nyererei
Maylandia zebra
Neolamprologus brichardi
Oryzias latipes

Austrofundulus limnaeus
X Fundulus heteroclitus
] D[\[E Cyprinodon variegatus
Xiphophorus maculatus
Poecilia formosa

Stegastes partitus
Larimichthys crocea
Takifugu rubripes
— Tetraodon nigroviridis
Moronoe saxatilis

— Gasterosteus aculeatus
(2) Notothenia coriiceps

Fig. 15: Arbol utilizado en los anélisis de seleccion de MEME, BSR y CodeML para el gen

SLC12A1. Los circulos indican las ramas foreground en los modelos de evaluados en
CodeML.
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Coilia nasus

Elopichtys bambusa
Leuciscus burdigalensis
Labeo rohita
Schizothorax richardsonii
Danio rerio

Apteronotus albifrons

— Astyanax mexicanus

Pangasianodon hypophthalmus

Salmo salar
Esox lucius

Plecoglossus altivelis

Gadus morhua

Cynoglossus semilaevis

Oreochromis niloticus

_[: Haplochromis burtoni
Pundamilia nyererei
Maylandia zebra
Oryzias latipes
Austrofundulus limnaeus

_E Fundulus heteroclitus
Cyprinodon variegatus

; _[: Xiphophorus maculatus
Poecilia formosa

— Stegastes paritus

_[— Nibea albifora

— Larimichthys crocea

Tetraodon nigroviridis

Moronoe saxatilis

Gasterosteus aculeatus

Notothenia coriiceps

Fig. 16: Arbol utilizado en los anélisis de seleccion de MEME, BSR y CodeML para el gen

SLC26A6. Los circulos indican las ramas foreground de los modelos de evaluados en

CodeML.
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3.3.1 Seleccion a nivel de linajes

Los resultados de BSR se detallan en la Figura 17 (Tabla 3). La mayoria de los genes
coincidieron en linajes: Atherinomorphae (CFTR y SLC9A1) Cyprinodontiformes
(SLC12A1, SLC12A2a y VDAC-2,) Esociformes + Salmoniformes, (CFTR, SLC9A1 y
VDAC-2), Euteleosteomorpha (CFTR, CLCN-3, SLC9A1, SLC12A1, SLC12A2a y
SLC26A6) y Otomorpha (CFTR, SLC12A2a y SLC12A3). Consultar el Anexo D para los
arboles resultantes de cada gen.

No se puedo determinar con seguridad la posicion en el arbol del Nodo 10 de SLC12A3
y el Nodo 40 de SLC9A1 debido a que la falta de datos genera grandes discrepancias
sobre la identidad del linaje bajo seleccion. Por ejemplo, no puede asegurarse si el
definido aqui como el linaje Nodo 10 del gen SLC12A3 corresponde a los grupos definidos
por Betancur-R (2013) Neoteleostei, Acanthomorpha o Euacanthomorpha (entre otros) al
no disponerse de secuencias para los 6rdenes Gadiformes y/o Syngnathiformes
(especies G. morhua y Hippocampus hippocampus). En esta tesis se referira a estos
grupos por el numero de nodo del arbol utilizado en su analisis.

El logaritmo de verosimilitud para los modelos de Ramas de CodeML realizados se
reporta en la Tabla 4. Los LRT MA vs MCon y MB vs MCon arrojaron resultados
significativos para todos los genes analizados, mientras que el LRT MB vs MA fue
significativo para los genes CFTR, SLC9A1 y SLC12A2 (Tabla 4). Los modelos Ramas-
Sitios, por su parte, arrojaron resultados marginalmente significativos para el linaje
Otomorpha del gen SLC12A3 y Esociformes + Salmoniformes de VDAC-2; y resultados
no significativos para los linajes Esociformes + Salmoniformes, Atherinomorphae,
Fundulidae + Cyprinodontidae y 40 para el gen SLC9A1 (Tabla 5), y el linaje
Cyprinodontiformes para SLC12A1.
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Acipenser schrenkii
Lepisosteus oculatus
Anguilla japonica
Brienomyrus brachyistius
Megalobrama amblycephala
E Elopichtys bambusa
Leuciscus burdigalensis
E Labeo rohita
Schizothorax richardsonii
Danio rerio
Electrophorus electricus
o { —{E Apteronotus albifrons

Sternopygus macrurus

Astyanax mexicanus
E Ictalurus furcatus
Pangasianodon hypophthalmus

Coilia nasus

Clupea harengus
Coregonus peled

Salmo salar

Oncorhynchus mykiss
Salivenus alpinus

Esox lucius

——(1Q Plecoglossus altivelis
Gadus morhua
Hippocampus hippocampus

) |: Piatichthys stellatus
Cynoglossus semilaevis

Oreochromis niloticus
Haplochromis burtoni
Pundamilia nyererei
— Maylandia zebra
Neolamprologus brichardi
Odontesthes argentinensis
Oryzias latipes
Austrofundulus limnaeus
Fundulus heteroclitus
Cyprinodon variegatus
C Xiphophorus maculatus
Poecilia formosa

Tripterygion delaisi

Lutjanus erythropterus
_[%Stegastes partitus
Nibea albifora
Larmichthys crocea
Takifugu rubripes
_E Tetraodon nigroviridis
Diplodus puntazo
@ Moronoe saxatilis
Siniperca chuatsi
Sebastiscus marmoratus

| e mnan

Fig. 17: Linajes encontrados bajo selecciéon por BSR. Los circulos numerados
corresponden a los grupos: 1) Otomorpha (CFTR, SLC12A2a y SLC12A3), 2)
Euteleosteomorpha (CFTR, CLCN-3, SLC9A1*, SLC12A1, SLC12A2a y SLC26A6), 3)
Escociformes + Salmoniformes (CFTR, SLC9A1 y VDAC2), 4) Nodo 10 (SLC12A3), 5)
Atherinomorphae (CFTR y SLC9A1*), 6) Cyprinodontiformes (SLC12A1*, SLC12A2a y
VDAC-2), 7) Fundulidae + Cyprinodontidae (SLC9A1*), 8) Nodo 40 (SLC9A1*), 9) D. rerio
(SLC26A6), 10) P. altivelis (CLCN-3*), 11) A. limneaus (SLC9A1), 12) F. heteroclitus
(SLC9A1), 13) S. partitus (SLC12A1), 14) N. coriiceps (SLC12A1). Los genes marcados

con asteriscos indican que la sefal de seleccion en ese gen no fue recuperada para ese

®

linaje en el modelo de Ramas-Sitios correspondiente.
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Tabla 3: Resultados de BSR. Se reporta el p-valor corregido para multiples pruebas por

el método de Holm-Bonferroni (Cor. p-valor), el valor de w para los sitios bajo seleccion

positiva w+ y la proporcion bajo seleccion (Pr [w=w+]). Abreviaciones: linaje ancestral

Esociformes y Salmoniformes (Esoci + Salmo) Fundulidae y Cyprinodontidae (Fundu +

Cyprinodon)
Gen/Linaje Cor. p-value w+ Pr [w=w+]
CFTR
Atherinomorphae 0,049 29,09 0,01
Esociformes y Salmoniformes 0,020 23,38 0,01
Euteleosteomorpha 0,004 229,51 0,02
Otomorpha 0,001 141,33 0,03
CLCN-3
Euteleosteomorpha 0,029 52,07 0,01
P. altivelis <0,001 28,87 0,11
SLC9A1
A. limnaeus 0,041 513,10 0,02
Euteleosteomorpha 0,047 10000 0,01
Esociformes y Salmoniformes 0,008 74,44 0,02
Atherinomorphae 0,006 25,27 0,03
F. heteroclitus 0,018 1465,75 0,04
Fundulidae y Cyprinodontidae 0,049 10000 0,03
Nodo 40 0,039 410,88 0,02
SLC12A1
Cyprinodontiformes 0,049 10,45 0,03
Euteleosteomorpha <0,0001 10000 0,02
N. coriiceps 0,009 10,56 0,03
S. partitus 0,007 3112,23 0,02
SLC12A2
Cyprinodontiformes 0,002 30,66 0,01
Euteleosteomorpha 0,011 137,37 0,01
Otomorpha <0,0001 253,12 0,03
SLC12A3
Nodo10 0,049 29,93 0,05
Otomorpha 0,013 959,59 0,03
SLC26A6
D. rerio 0,024 9,78 0,03
Euteleosteomorpha <0,0001 137,20 0,05
VDAC-2
Cyprinodontiformes 0,042 10000 0,02
Esociformes y Salmoniformes 0,032 12,63 0,03
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Tabla 4: Resultados de los LRT para los modelos de Ramas y sus respectivos grados de libertad (d.f.). Los LRT realizados son MA vs MCon,
MB vs MCon y MB vs MA. Umbral de significancia de 3,84 (p-valor < 0,05)

Gen MA vs MCon d.f. p-valor MBvs MCon d.f. p-valor MBvs MA d.f. p-valor
CFTR 71,58 1 <0,05 128,59 4 <0,05 57,01 3 <0,05
CLCN-3 187,95 1 <0,05 188,34 2 <0,05 0,38 1 >0,05
SLC9A1 259,70 1 <0,05 287,67 7 <0,05 27,97 6 <0,05
SLC12A1 278,13 1 <0,05 282,42 4 <0,05 4,29 3 >0,05
SLC12A2a 11,07 1 <0,05 22,02 3 <0,05 10,95 2 <0,05
SLC12A3 113,75 1 <0,05 114,29 2 <0,05 0,54 1 1,00
SLC26A6 95,66 1 <0,05 95,94 2 <0,05 0,28 1 1,00
VDAC-2 13,59 1 <0,05 15,88 2 <0,05 2,29 1 >0,05
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Tabla 5: Resultados de los LRT para los modelos de Ramas-Sitios, un grado de libertad.
Se reporta el logaritmo de la verosimilitud para los modelos Control (LnV Con) y
alternativo (LnV A), el LRT comparando ambos modelos y su p-valor. Umbral de

significancia de 3,84 (p-valor < 0,05).

Genl/Linaje LnV Con LnV A LRT p-valor
CFTR

Atherinomorphae -41303,28 -41299,58 7,38 <0,05
Esociformes y Salmoniformes -41320,88 -41302,41 21,25 <0,05
Euteleosteomorpha -41313,17 -41310,26 21,52 <0,05
Otomorpha -41295,99 -41291,67 8,64 <0,05
CLCN-3

Euteleosteomorpha -16139,38 -16135,80 7,16 <0,05
P. altivelis -16096,80 -16096,80 0 1
SLC9A1

A. limnaeus -15447,80 -14326,65 2242 <0,05
Atherinomorphae -15447,80 -15447,80 0 1,00
Esociformes y Salmoniformes -15440,37 -15430,81 19,11 <0,05
Euteleosteomorpha -15447,70 -15447,70 0 1,00
F. heteroclitus -15446,08 -14321,64 2248 <0,05
Fundulidae y Cyprinodontidae -15441,11 -15437,32 7,59 <0,05
Nodo 40 -15447,80 -15447,81 0,03 1,00
SLC12A1

Cyprinodontiformes -39131,82 -39131,82 0 1
Euteleosteomorpha -39127,18 -39116,45 21,47 <0,05
N. coriiceps -39122,72 -39110,39 24,68 <0,05
S. partitus -39113,45 -39119,58 12,27 <0,05
SLC12A2

Cyprinodontiformes -27792,93 -27789,46 6,94 <0,05
Euteleosteomorpha -2779291 -27790,15 5,51 <0,05
Otomorpha -27766,64 -27755,12 23,04 <0,05
SLC12A3

Nodo 10 -20535,48 -20533,13 4,70 <0,05
Otomorpha -20542,68 -20541,13 3,09 ~0,05
SLC26A6

D. rerio -26616,56 -26611,50 10,10 <0,05
Euteleosteomorpha -26616,41 -26609,89 13,03 <0,05
VDAC-2

Cyprinodontiformes -12738,22 -12731,80 4,70 <0,05
Esociformes y Salmoniformes -12739,81  -12738,09 3,44 =0,05

3.3.2 Seleccion a nivel de sitios

El logaritmo de la verosimilitud de los modelos de Sitios se reportan en la Tabla E2. El
LRT MO vs M3 fue significativo para todos los genes, contrario al LRT M1a vs M2a que
solo dio un resultado significativo para SLC12A2 (Tabla 6). Por su lado los LRT M7 vs M8
y M8a vs M8 arrojaron ambos resultados significativos para los genes CLCN-3, SLC9A1,
SLC9A2, SLC12A1, SLC12A2, VDAC-1y, con un p-valor marginal (p-valor =0,05) del LRT
M8a vs M8, SLC12A3 (Tabla 6). EI LRT M7 vs M8 arrojo resultados significativos para los
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Tabla 6: Resultados de los LRT MO vs M3, M1a vs M2a, M7 vs M8 con un umbral de significancia de 3,84 (p-valor < 0,05), y el LRT M8a vs M8
con un umbral de 2,71 (p-valor < 0,05). Los grados de libertad son 4, 2, 2 y 1 respectivamente.

Gen MOvs M3 p-valor M1avs M2a p-valor M7 vs M8 p-valor M8avs M8 p-valor
AQP-9b 374,84 <0,05 <0,01 1,00 3,95 <0,05 1,30 >0,05
AQP-10b 498,51 <0,05 <0,01 1,00 -6,54 X -9,99 X
AQP-12 442,78 <0,05 <0,01 1,00 4,54 <0,05 0,59 >0,05
CFTR 1490,80 <0,05 <0,01 1,00 6,65 <0,05 <0,01 1,00
CLCN-3 646,19 <0,05 <0,01 1,00 17,58 <0,05 20,41 <0,05
SLC9A1 1757,37 <0,05 <0,01 1,00 23,55 <0,05 18,06 <0,05
SLC9A2 719,67 <0,05 <0,01 1,00 7,84 <0,05 3,36 <0,05
SLC12A1 3221,29 <0,05 <0,01 1,00 46,23 <0,05 15,81 <0,05
SLC12A2 1981,72 <0,05 13,65 <0,05 97,65 <0,05 14,68 <0,05
SLC12A3 1642,63 <0,05 <0,01 1,00 19,43 <0,05 2,40 =0,05
SLC26A6 2003,25 <0,05 <0,01 1,00 28,00 <0,05 1,55 >0,05
VDAC-1 936,27 <0,05 <0,01 1,00 24,01 <0,05 9,78 <0,05
VDAC-2 442,78 <0,05 <0,01 1,00 <0,01 1,00 13,20 <0,05
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genes AQP-9b, AQP-12, CFTR y SLC26A6 y el LRT M8a vs M8 para el gen VDAC-2. Por
ello solo se consideraron los codones propuestos bajo seleccidon positiva por el modelo
de sitios M8 (Tabla 7).

Tabla 7: Codones identificados bajo el modelo de sitios M8 para los genes AQP-9b,
SLC9A1, SLC12A1, SLC12A2, SLC12A3 y SLC26A6 por BEB. Se reporta la estimacion
de w, su varianza y la probabilidad del codon de estar bajo seleccién positiva (Pr (w>1)).

Los codones identificados por otros métodos se resaltan en negrita.

Gen Codén w Varianza Pr (w>1)
AQP-9b 134 2,25 1,76 0,54
SLC9A1 137 1,00 0,58 0,57
388 2,00 2,00 0,88
SLC12A1 84 1,00 0,26 0,93
355 2,00 0,24 0,96
362 1,00 0,26 0,93
363 2,00 0,24 0,96
698 1,00 0,37 0,65
760 1,42 0,32 0,85
SLC12A2 19 1,87 0,91 0,63
279 2,57 0,54 1,00
345 2,57 0,54 1,00
432 2,27 0,80 0,84
442 1,62 0,90 0,50
461 2,54 0,59 0,97
SLC12A3 258 1,45 0,59 0,83
263 1,23 0,42 0,59
620 1,36 0,38 0,76
SLC26A6 35 1,97 1,00 1,00
162 1,69 1,00 0,78
164 1,44 1,00 0,62
229 1,95 1,00 0,98
314 1,80 1,00 0,84

A continuacion se presentan gen a gen los codones detectados bajo seleccién positiva
por MEME y los modelos de CodeML de Sitios (modelo M8) y Ramas-Sitios con un LRT
significativo. El w de las clases de sitios de los modelos de Ramas-Sitios se reporta en la
Tabla E3. Para los codones detectados por estos métodos se incluyen los resultados de

PFAM y de la busqueda en Uniprot.

1) AQP-9:

El analisis del MEME identifico 2 sitios candidatos de estar bajo seleccién direccional,
ninguno con un g-valor significativo (Tabla F1 y Figs. G1-G2), mientras que el modelo por
Sitios de CodeML detectd un unico sitio candidato de estar bajo seleccién (Tabla 7). No

se presentaron coincidencias entre los modelos.

52



2) AQP-10b:

El analisis del MEME identifico 3 sitios candidatos de estar bajo seleccién direccional,
ninguno con un g-valor significativo (Tabla F2 y Figs. G3-G5). Los LRT M7 vs M8 y M8a
vs M8 arrojaron valores negativos muy lejanos a 0 (Tabla 6), indicando problemas en la
convergencia de los modelos. Aunque el problema parece solucionarse parcialmente
cambiando el modelo de frecuencias de codones por uno mas simple (ej. F3X4) se optd

por descartar este analisis.

3) AQP-12:
El analisis del MEME identificé 1 sitio candidato de estar bajo seleccién direccional,
ninguno con un g-valor significativo (Tabla F3; Fig. G6), mientras que el modelo de Sitios

de CodeML no identificé sitios bajo seleccion.

4) CFTR:

El analisis del MEME identifico 24 sitios candidatos de estar bajo seleccion direccional,
ninguno con un g-valor significativo (Tabla F4 Figs. G7-G28). Por su lado los modelos de
sitios para los linajes grupo ancestral Esociformes + Salmoniformes (Tabla E4)
Euteleosteomorpha (Tabla E5), Atherinomorphae (Tabla E6), identificaron 6 (2 con p-valor
significativo), 18 (7 con un p-valor significativo) y 33 (3 significativos) respectivamente. El
modelo por Sitios de CodeML, por su lado, no identificé codones candidatos de estar bajo
seleccion.

El modelo de Ramas-Sitios para el linaje Otomorpha no fue considerado a la hora de
buscar sitios candidatos de estar bajo seleccion debido a anomalias en los codones
identificados. Este modelo identificé un total de 124 sitios bajo seleccion (datos no
mostrados), 9 sitios compartidos con los otros modelos de Ramas-Sitios (1 con
Esociformes + Salmoniformes, 4 con Euteleostomorpha y otros 4 con Atherinomorphae).
Si bien los codones identificados por mas de un modelo de Ramas-Sitios podrian
representar seleccion sobre los mismos sitios, el alto niumero total de sitios candidatos de
estar bajo seleccién positiva sugiere que se trata de un artefacto.

El codén 1406 fue identificado tanto por MEME como el modelo de Ramas-Sitios
Esociformes + Salmoniformes, asi como los codones 833, 953 y 1400 con el Modelo de
Ramas-Sitios para el linaje Atherinomorphae. De acuerdo con PFAM, el codon 833 se
encuentra en un dominio “Regulador de la Conductancia de la Fibrosis Quistica” y 953 en
una regiéon “Transporte Transmembrana ABC”. El codén 833 no tiene un homdlogo en la
isoforma canodnica de CFTR consultada (P13569-1), mientras que 953 se encuentra en

una hélice transmembrana (denominada N°9) y los codones 1400 y 1406 en un dominio

53



topoldgico citoplasmatico. El codon 1400 (homologo al sitio 1456 en la isoforma P13569-
1) es una Serina fosforilada en humanos (McClure et al. 2012). La posicidon de estos
codones en el gen se muestra en la Figura 18. Solo el codén 953 esta incluido en el
modelo de la estructura terciaria de la proteina propuesto por Zhang & Chen (2016) (Fig.
19).

833 953 1400/1406
v ¥ v
d ABC Mem. H ABC tran. HCFTR R.H ABC Mem. I ABC tran. b

Fig. 18: Posicion relativa de los codones identificados por al menos dos métodos de

deteccion de evidencia de seleccién positiva en el gen CFTR. También se representan
los Dominios identificados por PFAM: dos Regiones Transportador ABC transmembrana
(ABC Mem.), dos Transportadores ABC (ABC tran.) y Regulador Transmembrana de la
Conductasa de la Fibrosis Quistica (CFTR-R.).

Fig. 19: Estructura tridimensional del canal CFTR (ID: 4BUM) A) visto lateralmente, la
membrana mitocondrial interior debajo de la imagen, y B) Vista apical. Regiones plegadas
formando a hélices se muestran en verde, laminas 3 en dorado y loops en celeste. El

coddn 953 se muestra en amarillo y sefialado con una flecha.
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5) CLCN-3:

El analisis del MEME identific6 13 codones candidatos de estar bajo seleccion
direccional, de los cuales el sitio 687 presentd un g-valor significativo (Tabla F5 y Figs.
G29-G39), mientras que el Modelo Ramas-Sitios para el linaje Euteleosteomorpha (Tabla
E7) identificé 6 (2 con un p-valor significativo), y el modelo por Sitios de CodeML no
identificd ninguno.

El sitio 687 fue identificado tanto por MEME como por Ramas-Sitios. Sin embargo no
se observan cambios no sinénimos en esta posicion. Aparentemente, la sefial detectada
es un artefacto causado por una violacion de las asunciones del modelo de sustitucién de
codones utilizados por ambos analisis (Kosakovsky et al. 2011; Murrell et al. 2012; Nielsen
& Yang 1998). Las especies L. oculatus, D. rerio, A. japonica, A. mexicanus y P.
hypophthalmus tienen el codén AGC en esta posicion mientras que el resto TCC, ambos

codificantes para Serina. La posicion de este codon en el gen se muestra en la Figura 20.

687
N

Fig. 20: Posicion relativa del codén 687 los codones identificados por al menos dos

métodos de deteccion de evidencia de seleccion positiva en el gen CLCN-3. También se
representan los Dominios identificados por PFAM: Canal de Cloro abierto por Voltaje
(Voltage CLC).

6) SLCO9A1:

El analisis del MEME identific6 12 codones candidatos de estar bajo seleccion
direccional, ninguno con un g-valor significativo (Tabla F6 y Figs. G40-G51), mientras que
los Modelos Ramas-Sitios para los linajes el grupo ancestral Esociformes +
Salmoniformes (Tabla E8) y F. heteroclitus (Tabla E9) identificaron 7 (dos con p-valores
significativos) y 2 (uno significativo) respectivamente. El Modelo por Sitios de CodeML por
su parte identificd dos con p-valores no significativos (Tabla 7).

El coddn 499 fue identificado por MEME y por el Modelo Ramas-Sitios para el linaje
con el grupo Esociformes + Salmoniformes, asi como el 475 aunque con un p-valor no
significativo. El Modelo de Sitios y MEME identificaron ambos el sitio 137. De acuerdo
con PFAM, el coddén 137 estria comprendido dentro una regién de “Intercambiador
Sodio/hidrégeno”. No hay datos para este gen en Uniprot para humanos, pero el sitio
homologo en M. musculus el codon 137 pertenece a un dominio topolégico extracelular y
los codones 475 y 499 al mismo dominio topoldgico citoplasmatico. La posicion de estos

codones en el gen se muestra en la Figura 21.
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137 475 499
L v v

{ Intercambiador Na/H H NEXCaM BD }

Fig. 21: Posicion relativa de los codones identificados por al menos dos métodos de

deteccién de evidencia de seleccion positiva en el gen SLC9A1. También se representan
los Dominios identificados por PFAM: Familia intercambiador Na*/H* (Intercambiador
Na/H) y Regién reguladora del intercambiador de Na*/H* NHE, unién a calmodulina
(NEXCaM BD)

Los modelos de Ramas-Sitios para el linaje ancestral de A. limnaeus y el del linaje
ancestral de Fundulidae y Cyprinodontidae presentaron resultados anémalos. El primero
reportd un w para las categorias de sitios bajo seleccion (2a y 2b) igual a 1 (Tabla E3),
con una probabilidad de que un sitio perteneciera a una de ellas de 0. En el segundo por
su parte, el método BEB identificé que la gran mayoria los codones como candidatos de
estar bajo seleccion, con una Pr (w >1) = 0,57 (datos no mostrados). Curiosamente, esto
no afectd la inferencia de codones bajo seleccion mediante Naive Empirical Bayes (NEB),
el método para calcular las probabilidades a posteriori de los sitios candidatos bajo
seleccion en las primeras versiones de PAML (Nielsen & Yang 1998; Yang 2000), pero
que luego fue abandonado en favor de BEB (Yang et al. 2005). No esta claro el porqué
de estos resultados; presuntamente es debido a problemas de convergencia del modelo

utilizado; por los sitios identificados por ambos modelos no fueron considerados.

7) SLC9A2:
El analisis del MEME identific6 10 codones candidatos de estar bajo seleccion
direccional, ninguno con un g-valor significativo (Tabla F7 y Figs. G52-G61). EI modelo

de Sitios de CodeML no identificé ningun sitio bajo seleccion.

8) SLC12Af1:

El analisis del MEME identific6 30 codones candidatos de estar bajo seleccion
direccional, ninguno con un g-valor significativo (Tabla F8 y Figs. G62-G91), mientras que
los modelos Ramas-Sitios para los linajes Euteleosteomorpha (Tabla E10), N. coriiceps
(Tabla E11) y S. partitus (Tabla E12) identificaron 11 codones (2 con p-valores
significativos), 17 (6 con p-valores significativos) y 7 (6 con p-valores significativos). Por
su lado el Modelo por Sitios de CodeML identifico 3 con p-valores no significativos (Tabla
7).
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El codén 787 fue encontrado bajo seleccion positiva por MEME, y los modelos de
Ramas-Sitios para los linajes Euteleosteomorpha y S. partitus. Otros codones
identificados por MEME y uno de los modelos de CodeML son: el codon 131 fue
identificados tanto con el Modelo Ramas-Sitios Euteleosteomorpha, los codones 343, 381
y 840 con el Modelo Ramas-Sitios N. coriiceps, el codén 391 con Modelo Ramas-Sitios
S. partitus, y los codones 363 y 698 con el Modelo de Sitios de CodeML. De acuerdo con
PFAM, los codones 131, 343, 363, 381 y 391 se encuentran en una regién “Permeasa a
Aminoacidos”, mientras que los codones 698, 787 y 840 en una region Transportadora
de Solutos 12”. La busqueda en Uniprot indica que el codén 363 (homdlogo al sitio 454
en la isoforma Q13621-1) se encuentra a 2 codones de distancia de un posible sitio de
glicosilaciéon ligada a nitrogeno (Coddén 456). Adicionalmente, Uniprot indica que los
codones 131y 343 se encuentran en hélices transmembrana diferentes y que los codones
787 y 840 en un dominio topoldgico citoplasmatico. La posicién de estos codones en el

gen se muestra en la Figura 22.

131 343363381391 698 787 840
b VY N b L

(AA Perm. NI AA Permeasa I SLC12 }

Fig. 22: Posicion relativa de los codones identificados por al menos dos métodos de

deteccion de evidencia de seleccion positiva en el gen SLC12A1. También se representan
los Dominios identificados por PFAM: Permeasa AA N terminal (AA Perm. N), Permeasa

a Aminoacidos (AA Permeasa) y Carriers de solutos, familia 12 (SLC12).

9) SLC12A2a:

El analisis del MEME identific6 17 codones candidatos de estar bajo seleccion
direccional, ninguno con un g-valor significativo (Tabla F9 y Figs. G92-G108), mientras
que los Modelos Ramas-Sitios para el linaje Cyprinodontiformes (Tabla E13)
Euteleosteomorpha (Tabla E14) y Otomorpha (Tabla E15) identificaron 11 (1 con p-valor
significativo), 10 (1 con p-valor significativo) y 36 (8 con p-valor significativo) codones
candidatos de estar bajo seleccién respectivamente. Por su parte, el modelo por Sitios de
CodeML identifico 6 sitios (3 con un p-valor significativo) (Tabla 7).

Los codones 282, 518 y 719 fueron identificados por MEME y el modelo de Ramas-
Sitios del linaje Otomorpha y el 517 con Cyprinodontiformes. Mientras que el codon 461
fue identificado por MEME y el Modelo de sitios. De los 36 sitios identificados por el
Modelo de Ramas-Sitios para Otomorpha, 3 fueron identificados por el Modelo Ramas-
Sitios Euteleosteomorpha y 1 para el Cyprinodontiformes; aunque en ningun caso los

sitios fueron significativos simultaneamente en ambos modelos. De acuerdo con PFAM,
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los codones 282, 461, 517 y 518 se encuentran en una region “Permeasa a Aminoacidos”
mientras que el 719 se encuentra en una regién “Transportadora de Solutos 12”. Uniprot
indica que el codén 282 se encuentra en una hélice transmembrana, el 461 en un dominio
topoldgico extracelular, y los codones 517, 518 en uno citoplasmatico. Por ultimo el codén
719 en dominios topoldgicos citoplasmaticos diferente. La posicion de estos codones en

el gen se muestra en la Figura 23.

282 461 517/518 719
~ ~ ~ ~

(AA Perm. NI AA Permeasa I SLC12 }

Fig. 23: Posicion relativa de los codones identificados por al menos dos métodos de

deteccién de evidencia de seleccion positiva en el gen SLC12A2a. También se
representan los Dominios identificados por PFAM: Permeasa AA N terminal (AA Perm.

N), Permeasa a Aminoacidos (AA Permeasa) y Carriers de solutos, familia 12 (SLC12).

10) SLC12A3:

El analisis del MEME identific6 9 codones candidatos de estar bajo seleccion
direccional, ninguno con un g-valor significativo (Tabla F10 y Figs. G109-G117), mientras
que modelo de Ramas-Sitios para el linaje Nodo 10 (Tabla E16) y Otomorpha (Tabla E17)
identificaron 7 (dos con p-valores significativos) y 3 (ninguno con p-valor significativo)
respectivamente. EI modelo por Sitios de CodeML identific6 3 con p-valores no

significativos (Tabla 7). No se detectaron codones identificados por estos 3 métodos.

11) SLC26A6:

El analisis del MEME identific6 26 codones candidatos de estar bajo seleccion
direccional, los codones 35, 308 y 314 con un g-valor significativo (Tabla F11 y Figs.
G118-G143), mientras que los modelos de Ramas-Sitios para los linajes D. rerio (Tabla
E18) y Euteleosteomorpha (Tabla E18) identificaron 6 (1 con p-valor significativo) y 5
codones (1 con p-valor significativo) respectivamente. Mientras que el Modelo por Sitios
de CodeML identificd otros 5 (2 con p-valor significativo) (Tabla 7).

Los codones 35 y 314 fueron identificados tanto por MEME como por el Modelo de
Sitios, y el codon 278 por el modelo de Ramas-Sitios para D. rerio. De acuerdo con PFAM,
los codones 278, 308 y 314 se encuentran en una regiéon “Permeable a Sulfato”. Uniprot
indica que el codon 35 se encuentra en un dominio topoldgico citoplasmatico, el 278 en
uno extracelular y los codones 308 y 314 juntos en otro dominio topolégico citoplasmatico.

La posicion de estos codones en el gen se muestra en la Figura 24.
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35 278 308314
~ L4 v

- Permeasa Sulfato H STAS b

Fig. 24: Posicion relativa de los codones identificados por al menos dos métodos de

deteccion de evidencia de seleccion positiva en el gen SLC26A6, y el codon 308 debido
a que presentd un g-valor significativo en MEME. También se representan los Dominios
identificados por PFAM: Permeasa Sulfato y Transportador Sulfato y Anfagonista del
factor AntiSigma (STAS).

12) VDAC-1:
El analisis del MEME detecto6 un unico sitio candidato bajo seleccién positiva con un g-
valor no significativo (Tabla F12 y Fig. G144). No se detectaron codones bajo seleccién

en el modelo de Sitios de CodeML.

13) VDAC-2:

El analisis del MEME identifico 8 codones candidatos de estar bajo seleccion
direccional, de las cuales las posiciones 6, 198 y 218 presentaron un g-valor significativo
(Tabla F13 y Figs. G145-G152), mientras que los Modelos Ramas-Sitios de los linajes
Esociformes + Salmoniformes (Tabla E20) y Cyprinodontiformes (Tabla E21) 3 codones
candidatos de estar bajo seleccién (1 con p-valor significativo) y 4 (2 con p-valores
significativo) sitios candidatos de estar bajo seleccién, respectivamente. El modelo de
Sitios de CodeML no detecto sitios candidatos de estar bajo seleccién positiva.

El codon 198 fue reconocido conjuntamente por MEME y el modelo de Ramas-Sitios
para el linaje el grupo Esociformes + Salmoniformes, asi como el codén 8, aunque este
ultimo con un p-valor no significativo. El Codén 218 fue encontrado bajo seleccién tanto
por MEME como por ambos modelos de Ramas-Sitios. PFAM indica que todos se
encuentran dentro de una regién “Porina-3” (Fig. 25), y la busqueda de Uniprot indica que
los sitios homélogos en humanos para los codones 198 y 218 se ubican en diferentes
laminas beta transmembrana. Estas corresponden a las laminas R13y 15 en el modelo
estructural desarrollado por Schredelseker et al. (2014), ubicadas en la proximidad del

extremo N’terminal (Fig. 26).
En la Tabla 8 se resumen los codones encontrados bajo seleccidon positiva para cada

gen, su sitio homologo en D. rerio y humano, y el dominio proteico en el que se encuentran
de acuerdo a PFAM.
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Fig. 25: Posicion relativa de los codones identificados por al menos dos métodos de

deteccion de evidencia de seleccion positiva en el gen VDAC-2, y el codén 6 debido a
que presentd un g-valor significativo en MEME. También se representa el dominio
identificado por PFAM: Porina-3

Fig. 26: Estructura tridimensional del canal VDAC-2 (ID: 4BUM) A) visto lateralmente, la
membrana mitocondrial interior debajo de la imagen, y B) Vista desde el Citoplasma
celular. Regiones plegadas formando a hélices se muestran en verde, laminas 3 en
dorado y loops en celeste. Los codones identificados bajo seleccion se muestran en

amarillo y sefialados con flechas.

3.4 Discusion

Los andlisis realizados encontraron consistentemente evidencia de seleccion positiva
para 8 de los 13 genes estudiados en cuatro linajes de teledsteos: Cyprinodontiformes,
Euteleosteomorpha, Otomorpha, y el linaje ancestral de Salmoniformes y Esociformes.
Con excepcion de VDAC-2, todos participan en el movimiento de solutos a través de
epitelios (ver la seccion 3.1.1 Osmorregulacion). No fue el caso con las acuaporinas
incluidas en este analisis. Si bien los genes estudiados participan en varias funciones que
no necesariamente estan ligadas con la osmorregulacion. Por ejemplo SLC12A2 en D.
rerio participa en la regulacién de la endolinfa de la vesicula ética y la vejiga natatoria
(Abbas & Whitfield 2009), y VDAC-2 en la regulacion del ritmo cardiaco (Shimizu et al.
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2015). El hecho de que sean varios los genes bajo seleccion positiva en los mismos
linajes sugiere que es efectivamente su papel en la osmorregulacién el que se encontro

bajo seleccion, aunque no es necesariamente concluyente.

Tabla 8: Resumen de los sitios encontrados bajo seleccion positiva por al menos 2
métodos para los genes CFTR, SLC9A1, SLC12A1, SLC12A2, SLC26A6, y VDAC-2, sus
sitios homodlogos D. rerio sin editar, los sitios homodlogos las secuencias de Uniprot
consultadas, si el p-valor en el modelo de CodeML que lo detectd fue significativo, y las
regiones proteicas donde se encuentran de acuerdo a PFAM. Aqui se utilizan las
abreviaciones de los nombres de cada regidn utilicada en PFA: “Regulador de la
Conductancia de la Fibrosis Quistica” (CFTR-R), “Region Transporte Transmembrana
ABC” (ABC membrane), “Intercambiador Sodio/hidrogeno” (Na H Exchanger), Permeasa
a Aminoacidos (AA Permeasa), “Carriers de solutos, familia 12” (SLC 12), “Permeable a

Sulfato” (Sulfato transp) y Porina-3

Gen Codén D. rerio Uniprot CodeML sign. PFAM
CFTR 833 896 X Si CFTR-R
953 1014 1004 Si ABC membrane
1400 1459 1455 No -
1406 1468 1461 Si -
SLC9A1 137 106 224 No Na H Exchanger
475 442 562 No -
499 466 586 Si -
SLC12A1 131 26 220 Si AA Permeasa
343 238 432 Si AA Permeasa
363 260 454 Si AA Permeasa
381 276 473 No AA Permeasa
391 289 483 No AA Permeasa
698 586 790 No SLC 12
787 X 887 Si SLC 12
840 X 940 Si SLC 12
SLC12A2 282 55 399 Si AA Permeasa
461 232 580 Si AA Permeasa
517 295 638 Si AA Permeasa
518 296 639 Si AA Permeasa
719 497 839 Si SLC 12
SLC26A6 35 39 53 Si -
278 284 289 No Sulfato transp
308 314 319 X Sulfato transp
314 320 325 No Sulfato transp
VDAC-2 6 6 17 X Porina-3
8 8 19 No Porina-3
198 198 209 Si Porina-3
218 218 229 Si Porina-3
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3.4.1 Sitios bajo seleccion

Incluso considerando los codones con p-valores no significativos en los modelos de
CodeML, una forma de relajar las fuertes restricciones impuestas por los modelos
implementados en este programa, muy pocos codones fueron identificados
simultaneamente bajo seleccion positiva por alguno de los modelos utilizados de CodeML
y MEME. Este bajo numero de coincidencias es similar a lo ya observado en otros trabajos
(ej. Stager et al. 2014) y sugiere que este procedimiento es conservador. Las diferencias
en los resultados de estos métodos pueden atribuirse a las importantes diferencias en
sus asunciones, detalladas en la seccion “3.2.3 Analisis de seleccion” de esta tesis.

Desafortunadamente, la informacién disponible sobre la estructura terciaria y los
cambios conformacionales asociados con la actividad de la mayoria de los genes es
limitada o simplemente no disponible. Por ejemplo, una busqueda en la base de datos
“Protein Data Bank” mediante BLASTP identific6 modelos 3D de proteinas adecuados
para el gen VDAC-2, CFTR sin incluir el dominio CFTR-R y el C’ terminal, y los dominios
conservados de CLCN-3 con respecto a CLCN-5 (datos no mostrados). Por ello la
discusion de los impactos funcionales se limitara a los genes y sitios para los que se
dispone de un minimo de informacién: CFTR, CLCN-3, SLC12A1 y VDAC-2.

3.4.1.1 Sitios bajo seleccion positiva en el gen CFTR

Considerando que el codén 833 se encuentra en el dominio CFTR-R, el codén 1400
es homoélogo a un sitio de fosforilacion en humanos (McClure et al. 2012) y 1406 se
encuentra en la cercania de este, es esperable que estas sustituciones afectaran la
regulacion del gen. De hecho, la regulacion de CFTR depende esencialmente de eventos
de fosforilacion, principalmente en el dominio “Regulador de la Conductancia de la
Fibrosis Quistica” (Bozoky et al. 2013). Desafortunadamente, la estructura del dominio
regulador ha demostrado ser particularmente dificil de determinar debido a su flexibilidad
(Bozoky et al. 2013; Zhang & Chen 2016). La sefal de seleccién en el codén 953 por otro
lado, al localizarse en una a hélice transmembrana que forma parte del canal (Fig. 19),
es mas probable que afecte directamente el funcionamiento del canal.

Si bien se requieren analisis mas exhaustivos para analizar su importancia funcional,
es interesante observar el numero de sustituciones ocurridas en el codén 1400. Este sitio
es homodlogo a una Serina (McClure et al. 2012), igual que en la mayoria de nuestro
conjunto de datos, pero que es sustituida por Asparagina en los ciclidos estudiados
(Haplochromis burtoni, Maylandia zebra, Neolamprologus brichardi, Pundamilia nyererei,

y Oreochromis niloticus); Isoleucina en las especies Fundulus heteroclitus, Poecilia
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formosa, Cyprinodon variegatus y Takifugu rubripes; Treonina en las especies

Austrofundulus limnaeus 'y Oryzias latipes; y Valina en Tetraodon nigroviridis.

3.4.1.2 Sitios bajo seleccion positiva en el gen CLCN-3

La sefial de seleccién en el codon 687 del gen CLCN-3 sin una sustitucion del
aminoacido Serina llama la atencién. Como los métodos utilizados asumen que la
probabilidad de que ocurra un cambio de un coddén con mas de dos sustituciones
nucleotidicas es 0 (Kosakovsky et al. 2011; Murrell et al. 2012; Nielsen & Yang 1998), una
explicacién es que al no existir sustituciones sindnimas que permitan pasar de uno de los
codones a otro, estos métodos lo detectan bajo seleccidon positiva. Bajo este escenario,
en algun momento ocurrié una sustitucién no sinénima en esta posicion que luego fue
revertida a Serina (ej. AGC - ACC - TCC). Otra posibilidad es la ocurrencia de un unico
evento de mutacién que afectd la primer y segunda posicion del codén, similar a lo ya

reportado en varios tipos de cancer (Chang et al. 2016; Rubin & Green 2009).

3.4.1.3 Sitios bajo seleccion positiva en el gen SLC12A1

Sin conocer la estructura terciaria del canal SLC12A1 es muy poco lo que se puede
hipotetizar sobre el impacto funcional de los sitios encontrados bajo seleccion positiva
para el gen SLC12A1. Dicho eso, la busqueda en Uniprot indica que sitio homdlogo al
coddn 363 en humanos se encuentra en las cercanias a un lugar predicho de glicosilacion
ligada a nitrégeno. Por lo que puede que las sustituciones en este sitio afecten la

regulacion del gen.

3.4.1.4 Sitios bajo seleccion positiva en el gen VDAC-2

La busqueda en Uniprot no arrojé resultados concretos para los codones bajo
seleccion positiva de VDAC-2. Sin embargo estos se ubican en la cercania del extremo
N’terminal de la proteina, el cual es importante para el funcionamiento del canal (Mannella
1998) (Fig. 26). Esta localizacion sugiere que estas sustituciones impactan en la
regulacion del transporte de metabolitos en la mitocondria, pero también deben
investigarse en mas detalles su posible importancia en otras funciones del gen como por

ejemplo su papel en la apoptosis (Shoshan-Barmatz et al. 2010).

3.4.2 Linajes bajo seleccion

Es significativo haber encontrado varios genes bajo seleccion positiva en los mismos

linajes en lugar de estar dispersos en la filogenia, especialmente considerando que los
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modelos de Ramas-Sitios de CodeML pierden poder de deteccidn cuando aumenta la
saturacion de los sitios, pero manteniendo los falsos positivos bajo control (Gharib &
Robinson-Rechavi 2013).

Varios trabajos con dataciones moleculares situan los ultimos ancestros comunes de
los linajes Euteleosteomorpha y Otomorpha en algun momento entre finales del Pérmico
y comienzos del Triasico medio (Betancur et al. 2013; Broughton et al. 2013; Nakatani et
al. 2011; Near et al. 2012); mientras que el linaje ancestral de Salmoniformes y
Esociformes, Atherinomorpha y Cyprinodontiformes en distintos momentos del Cretacico
(Betancur et al. 2013; Broughton et al. 2013; Campbell et al. 2013; Nakatani et al. 2011;
Near et al. 2012).

Debido a limitaciones en el muestreo de especies, no pude establecerse con certeza
a que grupos corresponde la sefal de seleccion positiva encontrada para el linaje Nodo
10 del gen SLC12A3, por lo que no van a ser tenidos en cuenta en esta discusion.
Tampoco lo sera el linaje ancestral de Cyprinodon + Fundulus para el gen SLC9A1 por

los resultados andmalos del modelo de Ramas-Sitios.

3.4.2.1 Seiial de seleccion positiva en los linajes Euteleosteomorpha y Otomorpha

Es muy interesante que los grupos que comprenden a la gran mayoria de los
teledsteos actuales (Nelson 2006) hayan divergido junto con la mayor extincion masiva
de la historia de la Tierra, la extincion del Pérmico-Tridsico. Mas aun, aqui se presenta
evidencia de que genes importantes en la osmorregulacién estuvieron bajo seleccion
positiva durante este mismo periodo.

Esta extincion elimind el 90% de las especies marinas (Knoll et al. 2007). Aunque no
libre de discusion, el detonante mas aceptado de la extincion es la formaciéon de las
Escaleras Siberianas (Siberian Traps), una provincia ignea que cubre un area de (~7 %
108 km?) y un volumen de (~4 x 10% km?®) (lvanov et al. 2013; Chen & Benton 2012). Las
formas de vida de este periodo debieron afrontar anoxia, hipercapnia, acidificacién de los
océanos, envenenamiento por acido sulfhidrico y altas temperaturas (Knoll et al. 2007;
Shen et al. 2016; Song et al. 2014).

La recuperacion de la diversidad durante el Triasico fue anormalmente larga,
extendiéndose hasta 10 millones de afios dependiendo del taxdn (Chen & Benton 2012),
debido al menos en parte, a la persistencia de condiciones adversas hasta el Triasico
medio (Pietsch & Bottjer 2014). Esta larga recuperacion es la que permite proponer los
cambios ambientales de este periodo como los causantes de las sefiales de seleccion
encontradas, a pesar de los amplios margenes de error de las dataciones de la

diversificacion de estos grupos. Por ejemplo la datacion del grupo Euteleostei
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(Euteleostomorpha en Betancur-R (2013)) obtenida por Near et al (2012) tiene un
intervalo de confianza del 95% entre los 220,2 a 258,5 millones de afios atras.

Hay dos formas, no necesariamente excluyentes, en las que los cambios ambientales
desencadenados al final del Pérmico pudieron traducirse en presiones selectivas sobre

los mecanismos osmorregulatorios:

a) Adaptacion al incremento de la acidez

Los mecanismos moleculares implicados en la osmorregulacion estan muy
relacionados con la regulacion acido-base (Hwang et al. 2011; Marshall & Grosell 2005),
especialmente en agua salada, donde el gradiente de Na* con el medio es lo que impulsa
la secrecion de H* (Hwang et al. 2011). Por ello en agua salada la regulacion del PH
corporal y el balance de la osmolaridad son antagénicos, un aumento notorio en la acidez
oceanica podria haberse traducido en un incremento en la carga de trabajo sobre los
mecanismos de eliminacion del exceso de Na*® y CI. Un gran punto a favor de esta
hipétesis corresponde al hecho que los primeros fésiles encontrados de Teleostei en el
Triasico Medio son especies marinas, potencialmente eurihalinas (Furrer 1995; Ticino &
Birgin 1995; Tintori 1990).

De estar en lo cierto; deberia de encontrarse evidencia de seleccion positiva en los
genes directamente implicados en la regulacién acido-base. De momento solo se ha
analizado el gen SLC9A2 de los genes que participan en la regulacion del PH corporal y
los resultados sugieren que no estuvo bajo seleccion positiva durante la diversificacion

del grupo.

b) Disponibilidad de refugios

Durante este periodo, las especies que fueran incapaces de tolerar las condiciones
adversas, debieron desplazarse a ambientes con condiciones mas propicias. Los refugios
propuestos a la fecha son ambientes particularmente bien oxigenados (Beatty et al. 2008;
Zonneveld et al. 2010), para escapar de la anoxia y la hipercapnia (Knoll et al. 2007). En
su mayoria ambientes de aguas poco profundas susceptibles a aportes de agua dulce
desde el continente (Beatty et al. 2008; Zonneveld et al. 2010), incluyendo ambientes
estuarinos (Gall & Grauvogel-Stamm 2005; Haig et al. 2015).

Aunque estos refugios han sido descritos principalmente para grupos de invertebrados;
debido a que su registro fosil tiende a ser mas consistente que el de vertebrados (Romano
et al. 2016), se ha reportado un desplazamiento a ambientes dulceacuicolas de varios
Palaeonisciformes (generos: Acrolepis, Atherstonia, Palaeoniscum y posiblemente

Pteronisculus (Romano et al. 2016)). Concordante con esta idea, los fosiles de Teleostei
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del Triasico medio provienen de ambientes marinos influenciados por agua dulce (Furrer
1995; Ticino & Birgin 1995; Tintori 1990).

Por lo expuesto, es plausible que los ancestros de los linajes Euteleosteomorpha y
Otomorpha fueran empujados a esta clase de ambientes. Este desplazamiento forzado a
nuevos habitats puede explicar por si mismo la evidencia de seleccion encontrada en
estos linajes, al margen de la acidificacion oceanica. Sin embargo, para probarlo se
necesitan fésiles provenientes del Triasico temprano para descartar refugios que no
requirieran adaptarse a cambios de salinidad, como por ejemplo regiones oxigenadas de
mares someros con poca influencia de agua dulce o mares profundos (Algeo et al. 2011;
Guinot et al. 2013; Winguth & Winguth 2012).

3.4.2.2 Senal de seleccion positiva en el linaje ancestral de Esociformes y Salmoniformes

Curiosamente, la sefal de seleccion positiva detectada en el linaje ancestral de
Esociformes y Salmoniformes es previa al establecimiento de su estilo de vida anadromo
en salmoniformes y la duplicacién gendmica especifica de salmoniformes (Davidson
2013). Algo ya observado en la subunidad a1a de la NKA (subunidad expresada en agua
dulce en S. salar) (Dalziel et al. 2014). Varios autores datan la divergencia los érdenes
Esociformes y Salmoniformes en el Cretacico temprano/comienzos del tardio (Betancur-
R. etal. 2013; Campbell et al. 2013; Near et al. 2012), y su distribucion actual, y el registro
fosil, los situan en Laurasia (Campbell et al. 2013) durante la formacion del Atlantico Norte
(Seton et al. 2012).

El clima del Cretacico se caracterizé por temperaturas calidas y un alto nivel del mar
(Holz 2015), llevando a la formacién de varios mares epicontinentales alrededor del
mundo (ej. la “Western interior seaway” que cubrié la regiéon central de la actual
Norteamérica durante 100 millones de afios (Miall et al. 2008)). Estas transgresiones
marinas, en conjunto con la abertura del atlantico norte (Seton et al. 2012), seguramente
redujeron significativamente la disponibilidad de ambientes estrictamente dulceacuicolas.
La evidencia de seleccion aqui encontrada quizas represente una huella molecular de la
adaptacion a vivir en estos nuevos ambientes mas expuestos al agua salada.
Desafortunadamente, no se dispone de evidencia en el registro fosil que respalde esta
hipétesis ya que muy pocos fosiles de este grupo han sido encontrados provenientes de

este periodo (ej. Wilson et al. 1992).

3.4.2.3 Senal de seleccion positiva en los linajes Atherinomorpha y Cyprinodontiformes

Debido a la ausencia de secuencias de O. argentinensis para los genes SLC9A1 y

CFTR (Figs. 10 y 14 respectivamente), la asignacion de la sefal del grupo a
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Atherinomorpha y su ubicacion posterior a la divergencia de los Atheriniformes (Fig. 17)
es relativamente arbitraria. Sin embargo dada la cercania filogenética de estos grupos y
que los rangos temporales estimados para la divergencia de estos grupos son similares
(Betancur-R. et al. 2013; Broughton et al. 2013; Campanella et al. 2015; Near et al. 2012)
la interpretacion de los resultados no se ve afectada.

Con respecto a los Cyprinodontiformes, en este estudio solo se incluyeron especies
nativas de Norteamérica y Sudamérica. Pero la inclusion de la especie Austrofundulus
limnaeus permite acotar la sefal de seleccidon encontrada previa a la divergencia entre
Aplocheiloidei y Cyprinodontoidei, los dos subdrdenes de Cyprinodontiformes (Pohl et al.
2015). El grupo en si presenta una distribucion principalmente Gondwanica, lo que ha
generado varias discusiones sobre la edad del grupo y los mecanismos de dispersion: la
fragmentacion de Godwana y/o eventos de dispersion a través los océanos en formacién
por parte de especies eurihalinas en el grupo (Costa 2013; Pohl et al. 2015).

A lo largo de su evolucion, los Atherinomorpha (incluyendo Cyprinodontiformes) han
invadido repetidamente ambientes dulceacuicolas, estuarinos y marinos (Campanella et
al. 2015; Nelson 2006) pero ninguna esta asociada a las sefales de seleccion
encontradas. Las dataciones moleculares situan al ancestro comun de los
Cyprinodontiformes y Atherinomorpha en el Cretacico tardio (Betancur-R. et al. 2013;
Broughton et al. 2013; Nakatani et al. 2011; Near et al. 2012; Near et al. 2013), por lo que
los mismos cambios en el nivel del mar que afectaron al ancestro de Esociformes y
Salmoniformes podrian ser responsables de las sefiales de seleccidon encontradas en

este grupo.

3.4.2.4 Seiial de seleccion en linajes terminales

Interpretar las sefiales de seleccion positiva en linajes terminales encontradas en los
genes SLC9A1 (A. limnaeus y F. heteroclitus), SLC12A1 (N. coriiceps y S. partitus) y
SLC26A6 (D. rerio) es mas dificil y relativamente mas abierto a interpretaciones. Ninguno
de estas ramas fue encontrada bajo seleccién por mas de un gen, por lo que no se puede
asegurar que efectivamente sea su rol en la osmorregulacién el causante de estar
sometido bajo seleccidn positiva en estas especies. Otro problema que afecta la
interpretacion de estas sefales de seleccion es la posibilidad de que representen falsos
positivos causados por errores en la secuenciacion y/o alineamiento de las secuencias, u
otro tipo de artefacto. Los resultados anémalos del LRT de los modelos de Ramas-Sitios

para A. limnaeus sugieren que podria ser un ejemplo de esto.
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3.4.3 Observaciones sobre la metodologia utilizada.

El estudio aqui realizado presenta varias limitaciones que es necesario considerar a la
hora de evaluar los resultados obtenidos. En su mayoria son problematicas de la
aplicacion de los métodos para la deteccién de seleccién basados en las tasas de
sustitucion en general, debido a violaciones de las asunciones de los modelos utilizados.
A continuacion se discutira las principales limitaciones que afectan este estudio y las

medidas que se tomaron, o pueden realizarse en futuros estudios, para reducir su efecto.

a) Sesgo en la representacion de especies

El sesgo mas notorio en los datos es la sobre-representacion de especies
dulceacuicolas y/o estuarinas. Mientras que las especies de teledsteos que habitan, o
entran en contacto frecuentemente con el agua dulce, representan cerca del 46% de las
especies descritas (Nelson 2006), en este estudio es son el 80% (44 especies) las que
pertenecen a esta categoria.

Esto responde a la disponibilidad de datos en las bases de datos publicas, las que
parecen reflejar los grupos que han recibido mayor interés por parte de los bidlogos y los
problemas logisticos en la obtencion y secuenciacion de las muestras de especies
marinas. Por ejemplo, de las 11 especies de teledsteos disponibles en la base de datos
Ensembl solo tres son marinas (G. aculeatus, G. morhua y T. rubripes) y todas son
tolerantes a cierto grado de contacto con el agua dulce. A esto se suman sesgos en la
procedencia filogenética de las especies: Cuatro pertenecen al grupo Ovalenteridae (O.
latipes, O. niloticus, P. formosa, X. maculatus) y dos al orden Tetraodontiformes (T.
nigroviridis 'y T. rubripes).

Este problema podra ser solventando en futuros estudios a medida que se hagan
publicos mas datos gendmicos y/o transcriptomicos de especies de teledsteos. Proyectos
como PhyloFish (Pasquier et al. 2016) y Fish-T1K (Sun et al. 2016) prometen una solucion

en el futuro cercano.

b) Filogenia utilizada
Los analisis aqui realizados son susceptibles al uso de una filogenia inadecuada.
Afortunadamente, las relaciones de parentesco entre las especies incluidas en el analisis
son recuperadas frecuentemente en varias filogenias (Mirande 2016; Near et al. 2012)
para las especies incluidas en este estudio. Excepciones a esto son las relaciones
internas de Atherinomorpha, Otophysi y Protacanthopterygi. Ambos grupos con un largo

historial de filogenias conflictivas (Nakatani et al. 2011; Nelson 2006).
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1) Discrepancias en el linaje Atherinomorpha
En la actualidad no existe un consenso sobre las relaciones internas dentro de
Atherinomorpha (Betancur-R. et al. 2013; Mirande 2016; Near et al. 2012; Setiamarga et
al. 2008): Atheriniformes, Beloniformes y Cyprinodontiformes. Al solo disponerse de
secuencias de O. argentinensis pare este grupo, solo los analisis para los genes VDAC-
1y VDAC-2 estarian afectados por la discrepancias en las reconstrucciones filogenéticas

de este grupo.

2) Discrepancias en la filogenia del linaje Protacanthopterygi
Los o6rdenes pertenecientes a Protacanthopterygi son motivo de constante revision
(Nelson 2006). En lo referente a este estudio, se afecta la posicion del grupo
Osmeriformes (Plecoglossus altivelis). En una version actualizada de la filogenia utilizada

en este estudio, Betancur-R, (http://www.deepfin.org/Classification v3.htm), situa a este

linaje (junto con Stomiatiformes) por fuera de Protacanthopterygi, como grupo hermano
de los Neoteleostei; pero con un Bootstrap <75%. Mirande (2016) también encontro
dificultades para determinar las relaciones filogenéticas del grupo. Aunque su hipotesis

final fue consistente, para este grupo, con la topologia de Betancur-R (2013).

3) Discrepancias en la filogenia del linaje Otophysi

Distintos autores han llegado a conclusiones contradictorias sobre las relaciones de
parentesco entre los 6rdenes Gymnotiformes, Characiformes y Siluriformes. Afectando la
posicion de las especies Electrophorus electricus, Apteronotus albifons y Sternopygus
macrurus (Gymnotiformes), Astnax mexicanus (Characiformes), Ictalurus furcatus y
Pangasianodon hypophthalmus (Siluriformes).

Ademas del agrupamiento aqui utilizado (Gymnotiformes (Characiformes +
Siluriformes)), varios autores han propuesto una amplia gama de propuestas alternativas,
algunas incluso implican la parafilia del grupo Characiformes (ver (Nakatani et al. 2011)
para una breve revision histérica). Como en este estudio solo se incluyd una Unica especie
de Characiformes (A. mexicanus): el arbol utilizado es consistentes con lo propuesto por
varios autores, incluyendo varias en las que el grupo es parafilético (ej. Mirande 2016;
Near et al. 2012). Por lo que las relaciones internas de este grupo no deberian ser un

problema en este estudio en particular.
Mientras que para este estudio en particular la eleccién de la filogenia pareceria haber

sido la adecuada, teniendo en cuenta la baja cobertura de especies en grupos conflictivos,

la filogenia a seguir va a ser una eleccién mas critica a medida que se amplie el numero
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de especies estudiado. Principalmente al abordar grupos como Protacanthopterygi o

Eupercanomorpha (Betancur-R. et al. 2013; Mirande 2016).

c) Errores en el alineamiento

La principal fuente de falsos positivos en un analisis de seleccién provienen de errores
en el alineamiento de las secuencias (Fletcher & Yang 2010), y se ha reportado que el
uso de distintos algoritmos de alineacién de secuencias puede cambiar significativamente
los resultados (Blackburne & Whelan 2013; Fletcher & Yang 2010; Markova-Raina &
Petrov 2011). Para lidiar con este problema se recurrié al alineador MAFFT; utilizado en
multiples estudios filogenéticos recientes (Alda et al. 2013; Betancur-R. et al. 2013;
Campanella et al. 2015; Campbell et al. 2013; Tagliacollo et al. 2016), combinado con
edicién manual, la cual fue posible gracias al limitado conjunto de datos utilizado.

Seria interesante en futuros analisis el uso de alternativas como PRANK (Léytynoja &
Goldman 2008). Este algoritmo de alineamiento supera el desempefio de MAFFT en lo
referente a calidad de alineamiento, en algunas regiones problematicas, gracias su
manejo fino de los indels (Fletcher & Yang 2010). Si bien es poco probable que los
resultados obtenidos sean alterados por el uso de este algoritmo, en la edicién manual se
eliminaron las regiones conflictivas donde PRANK tiene un mejor desempefio (Léytynoja
& Goldman 2008), el uso de PRANK probablemente se traduciria en un mayor
aprovechamiento de los datos. Aunque es discutible si realmente es seguro analizar
regiones cuyo alineamiento es tan dependiente del algoritmo utilizado, cuando un enfoque

mas conservador es posible.

d) Presencia de recombinacion

Dependiendo de los datos analizados, la existencia de eventos de recombinacion en
las secuencias analizadas puede ser una importante fuente de falsos positivos en esta
clases de andlisis si no es adecuadamente controlada (Anisimova et al. 2003; Pond et al.
2006). Hay dos posibles mecanismos por los que la recombinacion puede afectar la
inferencia de seleccién (Anisimova et al. 2003): alterando el largo de las ramas de la
filogenia utilizada y haciendo que la topologia de la filogenia utilizada sea invalida. En el
caso de este estudio particular la escala temporal entre la mayoria de los nodos (la
mayoria datados en el Cretacico (Near et al. 2012)), hace que la recombinacion tenga un
efecto limitado. Por este motivo es dificil que uno de estos eventos invalide la filogenia

utilizada o afecte de forma desmedida el largo de las ramas.
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3.5 Conclusiones finales Capitulo 3

Las senales de seleccidon positiva encontradas en este estudio parecen reflejar la
compleja historia de los peces teledsteos y su compleja relacién con el mundo que
habitaron. La extincion del Pérmico-Triasico forz6 a los organismos a retirarse a
ambientes mejor oxigenados evitando la anoxia, entre los que se cuentan regiones
estuarinas, mientras que la formacion de los extensos mares epicontinentales del
cretacico redujo significativamente la disponibilidad de ambientes puramente
dulceacuicolas. Quizas mas importante, ambos eventos se extendieron y persistieron en
el tiempo durante varios millones de afos, reforzando su impacto en la evolucion de los
organismos.

El cambio climatico mas dramatico, por un amplio margen, fue la extincion a finales del
Pérmico y las condiciones adversas que le siguieron del Triasico temprano. Cabe
preguntarse qué otras funciones bioldgicas fueron sometidas bajo seleccién durante este
periodo. Genes implicados en la tolerancia a la anoxia y la acidez son firmes candidatos
a haber estado bajo seleccién.
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Conclusiones finales

En esta tesis de maestria se presentaron dos modestos aportes al conocimiento de
coémo los peces actinopterigios enfrentan la diferencia de osmolaridad del medio que
habitan con sus cuerpos.

El primer aporte es la secuenciacién y ensamblado de varios transcriptomas
branquiales de O. argentinensis, presentados en el Capitulo 2. La obtencién de estos
datos representan los primeros pasos para hacer de esta especie un nuevo modelo para
estudiar la osmorregulacion de los peces Actinopterigios. Aunque relativamente cercano
filogenéticamente a otras especies modelo como O. mossambicus y F. heteroclitus
(Betancur-R. et al. 2013; Mirande 2016), O. argentinensis es interesante porque los
Atheriniformes han invadido medios dulceacuicolas y marinos repetidamente durante el
cenozoico (Campanella et al. 2015).

El otro aporte aqui presentado es la identificacion de evidencia de seleccién natural en
varios linajes de Actinopterigios, presentados en el Capitulo 3, comprendiendo a la gran
mayoria de peces existentes en la actualidad (Nelson 2006). Sorprendentemente, los
linajes encontrados bajo seleccidn no parecen estar asociados a invasiones duraderas a
un medio acuatico con régimen salino distinto al de origen, pero si lo hacen con varios

eventos en la historia geolégica que arrastraron muchas especies a medios eurihalinos.

Perspectivas futuras

Los transcriptomas de O. argentinensis generados ofrecen la materia prima necesaria
para seguir expandiendo nuestro conocimiento sobre la biologia de la especie y los
Atheriniformes en general. Un estudio comparativo entre O. argentinensis y O.
bonaerensis, dos especies cercanas filogenéticamente pero que ocupan ambientes con
salinidades diferentes (Dyer 2006; Campanella et al. 2015; Setiamarga et al. 2008), seria
particularmente valioso para entender los mecanismos osmorregulatorios de los
Atheriniformes.

Por su lado, los resultados de la busqueda de evidencia de seleccién en genes
involucrados en la osmorregulacion de Actinopterigios son una ventana a los procesos
que moldearon la evolucion del grupo. La mayoria de las sefiales de seleccion
encontradas a nivel de linajes coinciden con la extincién del Pérmico-Triasico. Seria
valioso extender este analisis genes involucrados en la respuesta a la acidez y a la anoxia
en busca de sefales de seleccién analogas a las encontradas, condiciones mas
importante para la supervivencia de los seres vivos durante este periodo (Knoll et al. 2007;
Shen et al. 2016; Song et al. 2014).
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Otra extension interesante de este estudio seria incluir otros grupos marinos que
fueron afectados por esta extincion. Idealmente estos deben ser grupos en los que sus
filogenéticas internas sean comprendidas con suficiente detalle, que se conozca la
identidad de los genes implicados en la osmorregulacién y se disponga de un registro
fésil abundante e ininterrumpido durante este periodo. Un buen grupo candidato son los
Decapodos. Su registro fosil es mas completo, incluye su presencia en varios de los
mares poco profundos que hicieron de refugios durante este periodo (Haig et al. 2015;
Zonneveld et al. 2010) y se dispone de informacién basica sobre los mecanismos
moleculares de su respuesta osmorregulatoria (ej. Havird et al. 2016), aunque
desafortunadamente aun no hay un consenso las relaciones filogenéticas internas
(Ahyong & Meally 2004; Bybee et al. 2011; Porter et al. 2005; Tsang et al. 2008).

Anexos:

Anexo A: Resultados de la anotacién funcional del ensamblado conjunto de O. argentinensis:
Términos PANTHER GO-Slim encontrados significativamente sub- o sobrerrepresentados dentro
de Funcion Molecular (Tabla A1), Componente Celular (Tabla A2) y Proceso Bioldgico (Tabla A3).
Cagorias Proteicas de PANTHER presentes en los ensamblados de O. argentinensis (Tabla A4).
Clases Proteicas de PANTHER significativamente sobre o subrrepresentadas (Tabla AS5).
Pathways de PANTHER presentes en los ensamblados de O. argentinensis (Tabla A6). Pathways
de KEGG presentes en los ensamblados de O. argentinensis (Tabla A7). Pathways de KEGG
significativamente sobre o subrrepresentadas (Tabla A8). Términos GO influidos en
“Transportadores Transmembrana (GO: 0022857)" (Tabla A9). Pathways encontradas sub- o
sobrerrepresentadas en al menos uno de los ejemplares analizados de O. argentinensis con
respecto a los transcriptomas de O. mossambicus y S. alpinus (Tabla A10). Clases Proteicas
encontradas sub- o sobrerrepresentadas en al menos uno de los ejemplares analizados de O.
argentinensis con respecto a los transcriptomas de O. mossambicusy S. alpinus (Tabla A10). Lista
Completo de los genes encontrados en la base de datos PANTHER (Tabla A12).

Anexo B: Comandos usados de Trimmomatic v0.35 para editar los datos descargados de la
base de datos SRA (Tabla B1).

Anexo C: Disponibilidad de secuencias de cada gen para las especies utilizadas: Ensembl
(Tabla C1), Protein (Tabla C2) y SRA (Tabla C3).

Anexo D: Arboles resultantes del analisis de BSR para cada gen: AQP-9b (Fig. D1); AQP-10b
(Fig. D2); AQP-12 (Fig. D3); CFTR (Fig. D4); CLCN-3 (Fig. D5); SLC9A1 (Fig. D6); SLC9A2 (Fig.
D7); SLC12A1 (Fig. D8); SLC12A2 (Fig. D9); SLC12A3 (Fig. D10); SLC26A6 (Fig. D11); VDAC-1
(Fig. D12); VDAC-2 (Fig. D13).

Anexo E: Datos suplementarios de los resultados obtenidos mediante modelos de CodeML:
Logaritmo del valor de Verosimilitud de los modelos de Ramas de CodeML (Tabla E1). Logaritmo
del valor de Verosimilitud de los modelos de Sitios de CodeML (Tabla E2). Estimacién de W de los
modelos de Ramas-Sitios (Tabla E3). Sitios identificados como candidatos para los genes CFTR
por los modelos de Ramas y Sitios de CodeML para los linajes Esociformes + Salmoniformes
(Tabla E4), Euteleosteomorpha (Tabla E5),Atherinomorphae (Tabla E6). Sitios identificados como
candidatos para los genes CLCN-3 por los modelos de Ramas y Sitios de CodeML para el linaje
Euteleosteomorpha (Tabla E7). Sitios identificados como candidatos para los genes SLC9A1 por
los modelos de Ramas y Sitios de CodeML para los linajes Esociformes + Salmoniformes (Tabla
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E8) y F. heteroclitus (Tabla E9). Sitios identificados como candidatos para los genes SLC12A1 por
los modelos de Ramas y Sitios de CodeML para los linajes Euteleosteomorpha (Tabla E10), N.
coriiceps (Tabla E11), S. partitus (Tabla E12). Sitios identificados como candidatos para los genes
SLC12A2a por los modelos de Ramas y Sitios de CodeML para los linajes Cyprinodontiformes
(Tabla E13), Euteleosteomorpha (Tabla E14), Otomorpha (Tabla E15). Sitios identificados como
candidatos para los genes SLC12A3 por los modelos de Ramas y Sitios de CodeML para los linajes
Nodo10 (Tabla E16), Otomorpha (Tabla E17). Sitios identificados como candidatos para los genes
SLC26A6 por los modelos de Ramas y Sitios de CodeML para los linajes D. rerio (Tabla E18) y
Euteleosteomorpha (Tabla E19). Sitios identificados como candidatos para los genes VDAC-2 por
los modelos de Ramas y Sitios de CodeML para los linajes Esociformes + Salmoniformes (Tabla
E20), Cyprinodontiformes (Tabla E21)

Anexo F: Sitios identificados como candidatos de estar bajo seleccion por MEME: AQP-9 (Tabla
F1), AQP-10b (Tabla F2), AQP-12 (Tabla F3), CFTR (Tabla F4), CLCN-3 (Tabla F5), SLC9A1
(Tabla F6), SLC9A2 (Tabla F7), SLC12A1 (Tabla F8), SLC12A2a (Tabla F9), SLC12A3 (Tabla
F10), SLC26A6 (Tabla F11), VDAC-1 (Tabla F12) y VDAC-2 (Tabla F13)

Anexo G: arboles resultantes del analisis de MEME para cada gen: AQP-9b (Fig. G1-G2); AQP-
10b (Fig. G3-G5); AQP-12 (Fig. G6); CFTR (Fig. G7-G28); CLCN-3 (Fig. G29-G39); SLC9A1 (Fig.
G40-G51); SLC9A2 (Fig. G52-G61); SLC12A1 (Fig. G62-G91); SLC12A2a (Fig. G92-G108);
SLC12A3 (Fig. G109-G117); SLC26A6 (Fig. G118-G142); VDAC-1 (Fig. G144); VDAC-2 (Fig.
G145-G152).”
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