Divergencia, hibridacion y un modelo para el estudio de la

especiacion en mamiferos

Mag. Matias Feijoo

Orientador: Dr. Enrique P. Lessa

Co-orientador: Dr. Robert J. Baker

Tesis de Doctorado en Ciencias Bioldgicas

PEDECIBA
e
{,\( s
‘\ FACULTAD DE

PEDECIBA



INDICE

INTRODUCCION

1. Datos a escala gendmica

2. Ecologia de la especiacion, seleccidon natural y abordajes de estudio

3. Taxa seleccionados para este estudio
3.1 Complejo Uroderma bilobatum
3.2 Conflictos filogenéticos dentro de Eutheria

OBJETIVOS

4. Justificacidn
5. Objetivo general
6. Objetivos especificos

7. Manejo de datos genémicos
7.1 Edicion, ensamblado y anotacion del transcriptoma

8. Analisis de datos
8.1 Seleccion positiva episodica
8.2 Métodos para reconstruir el drbol de las especies

RESULTADO

9. Articulo |
9.1 Resumen articulo |
10. Articulo Il

10.1 Resumen articulo I

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

11. Conclusiones y perspectivas

BIBLIOGRAFIA

12. Referencias

13. Anexos
10.1 Anexo |
10.2 Anexo |l

Pag.
Pag.
Pag.
Pag.
Pag.
Pag.
Pag.
Pag.
Pag.
Pag.
Pag.
Pag.
Pag.
Pag.
Pag.
Pag.
Pag.
Pag.
Pag.
Pag.
Pag.
Pag.

Pag.

Pag.

Pag.
Pag.
Pag.
Pag.

Pag.
Pag.

11
11
12

15

16
16
17

18

19
19
20
21
23

31

32

32

35

35

39

40

43

44

52

53

53
54






Las nuevas tecnologias de secuenciacion masiva han permitido avances significativos en diversas
areas de investigacién, incluyendo el estudio de la biologia evolutiva de las especies. En este
sentido, esta tesis presenta la aplicacidon de estas herramientas para aportar al conocimiento de
los procesos de diversificacién en mamiferos a dos niveles, abordados en sendos manuscritos. El
primero de estos manuscritos analiza los genes blanco de la seleccidn positiva a lo largo de la
especiaciéon de los murciélagos, tanto a nivel de linajes ancestrales como en la divergencia de dos
especies incipientes, como lo son las subespecies de Uroderma bilobatum (“murciélago de
campamento”), pertenecientes a la familia Phyllostomidae. Esta familia presenta una gran
diversidad (>140 especies) en la region Neotropical, e incluye linajes especializados para muy
diversos regimenes de alimentacion (insectivoros, nectarivoros, frugivoros, sanguivoros,
carnivoros, omnivoros, palinivoros). La especializacion tréfica se refleja en la anatomia y funcion
de las glandulas salivares submandibulares. Para avanzar en la comprensiéon de la divergencia
adaptativa temprana en el género Uroderma, se obtuvieron transcriptomas de glandulas
submandibulares en dos subespecies de U. bilobatum que se encuentran en una fase temprana de
la especiacion. Estos datos, combinados con otras secuencias disponibles, permitieron examinar la
accion de la seleccion positiva en la divergencia de multiples genes en estos y otros murciélagos.
Los principales genes que han evolucionado bajo seleccidon positiva se asocian a funciones del
sistema inmune y el metabolismo lipidico y tienen como implicancia bioldgica, su asociacién
directa con la respuesta a patdgenos, sistemas de refugios, dieta y los requerimientos energéticos
durante el vuelo. El segundo manuscrito presenta el estudio de las relaciones filogenéticas dentro
de los mamiferos euterios, combinando informaciéon gendmica y transcriptdmica, y utilizando
métodos de analisis que combinan arboles de genes y arboles de especies. Dicho manuscrito
examina las relaciones filogenéticas de los Chiroptera, para las cuales hay hipétesis alternativas
con cierto apoyo cientifico. Sin embargo, el estudio de las relaciones no se limité a los Chiroptera
sino que se extendid a otros grupos (Dermoptera, Pholidota y Arctoidea) apoyandose en la
suficiencia de datos disponibles en bases de datos publicas. Al mismo tiempo, este manuscrito
procura superar las limitaciones que imponen el uso exclusivo de datos gendmicos en el nimero
de taxones representados en los analisis. Para ello, se propone un protocolo para obtener una

mucho mayor representacion taxondmica incorporando datos transcriptémicos. Con ello se



mantiene un enfoque multigénico, aunque a una escala mucho menor que la del genoma. Con
detalle en el grupo de los quirépteros, los resultados obtenidos sugieren la parafilia del grupo de
los murciélagos que ecolocalizan. En cuanto a los otros grupos analizados, se apoya la ubicacion de
Dermoptera como grupo hermano de los primates, la ubicacién de Pholidota como grupo
hermano de los carnivoros y dentro de Arctoidea, se ordenarian de forma tal que los pinnipedos
serian el grupo hermano del conjunto Ursidae-Musteloidea. Mas alla de los resultados
presentados en la tesis, la misma representa la base para futuros estudios en el complejo U.
bilobatum asi como para el estudio de la familia de los filostémidos, la cual presenta una amplia
diversidad bioldgica a nivel de especies, caracteristicas morfoldgicas, etolégicas y de dieta, entre

otras.
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1. Datos a escala gendmica

Grandes avances tecnoldgicos en la Ultima década han permitido la obtencién de datos
masivos de secuencias (HTS: high throughput sequencing), generando en algunos casos hasta 1.8
tera bases totales (http://www.illumina.com/systems/sequencing.html) durante el proceso de
secuenciacién. Esto ha redimensionado el foco de atencion de diversas areas de estudios a una
escala mayor, permitiendo el abordaje de varios temas a escala gendmica. En sus inicios, el uso de
estas tecnologias de secuenciacidon se centralizé en la generacién de genomas completos de
organismos modelos en investigacién y de interés comercial. Ejemplo de esto han sido los trabajos
generados en procariotas, donde ha existido un sesgo en los grupos secuenciados (Zhi et al. 2012;
Hugenholtz 2002) con especial énfasis en aquellos grupos que contienen patégenos de humanos
(Brown 2001) u organismos de interés biotecnoldgico (Zhi et al. 2012). También son ejemplo de
este sesgo los trabajos en las subfamilias de gramineas (Vogel et al. 2010), Ehrhartoideae (arroz) y
Panicoideae (maiz, sorgo, cafia de azlcar y mijos), los trabajos en la levadura Saccharomyces
cerevisiage (e.g. Duina et al. 2014), en Droshophilla (e.g. Russell 2012) que es el modelo bioldgico
clasico para el estudio del genoma eucariota, asi como también, los trabajos que involucran el

genoma humano y sus especies cercanas con una perspectiva biomédica (e.g. Collins et al. 2003).

A medida que el desarrollo tecnolégico avanza, se ajustan el funcionamiento y la eficiencia, y se
desarrollan nuevas variantes en los protocolos utilizados, se evidencia una tendencia a la
reduccion rdpida de los costos de las mismas y se estabilizan las técnicas para su aplicacion en la
secuenciacién a escala gendmica (Bahassi y Stambrook 2014; Koboldt et al. 2013; Mardis 2013).
Con estos avances, diversos proyectos de gran escala gendmica han sido planteados, incluyendo
en particular, los proyecto para secuenciar mil genomas humanos, mil de Drosophila
melanogaster, y mil de diversas especies de plantas. Sin embargo, en este escenario los estudios
en especies no-modelos y el acceso a este tipo de datos en multiples organismos también se ven
favorecidos (Ellegren 2014; Faino et al. 2014), permitiendo plantear diversos proyectos a nivel
mundial que prevén llegar a secuenciar mil genomas de mamiferos y mas aun, llegar a diez mil

genomas de especies de vertebrados.

Dentro de los mamiferos y como ejemplo emblema de una especie no-modelo para la cual se
secuencié y ensambld su genoma con datos de HTS, encontramos al oso Panda (Ailuropoda
melanoleuca) (Li et al. 2009). A pesar de estos antecedentes, es aln poco probable pensar en

generar los genomas completos para las especies que se deseen estudiar y menos aun si se
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pretende tener una cobertura a escala poblacional. Por esto, la mayoria de los trabajos se han
volcado a una alternativa de menor costo y que también forma parte de las nuevas tecnologias.
Esta alternativa involucra el estudio de la expresién génica en distintos tejidos, drganos vy
condiciones como aproximacion al entendimiento del funcionamiento de los mismos, en lo que
define el area de la transcriptémica (Rudd 2003; Dong et al. 2005; Mortazavi 2008). Este tipo de
estudios permite centralizarse en la fraccidn codificante del genoma y su analisis, involucrando
esto Ultimo, no solo el estudio a nivel de los valores de expresién sino también indagar en las

caracteristicas y diferencias a nivel de las secuencias nucleotidicas.

En este sentido, estos abordajes gendmicos no solo presentan desafios a nivel de las tecnologias
de secuenciacion si no que también a nivel del andlisis de los datos generados. Esto se debe a la
magnitud de informacidn disponible (entre 30Gb a 1.8Tb totales, dependiendo de los detalles de
secuenciacion utilizados), a la forma como se recuperan las secuencias (300-3000 millones de
fragmentos, cada uno del orden de 75-250 pares de base de longitud) y a la amplitud de areas que
se entrelazan en su analisis. Varias disciplinas dentro de la biologia se han visto beneficiadas en el
uso de datos gendmicos (por ejemplo: la genética, la evolucion, la fisiologia, la ecologia, entre
otras). En particular, dentro del estudio de la evolucidon de las poblaciones naturales, el uso de
genomas y transcriptomas a permitido enfocarse a entender en qué medida la seleccién natural es
importante para explicar los patrones observados de variabilidad dentro y entre especies (e.g.
Marra et al. 2014; Thavamanikumar et al. 2014, usando transcriptomas; Worley et al. 2014,
usando genomas). De igual forma, el estudio de la diversidad y diversificacién de las especies se
han visto potenciadas con la generacion y analisis de los datos gendmicos con un especial
desarrollo de las aplicaciones que involucran la resolucion de las relaciones filogenéticas de los

organismos (e.g. Springer 2013; Song y Edwards 2012).

2. Ecologia de la especiacion, seleccion natural y abordajes de estudio

La importancia de la seleccidon natural como fuerza principal en la especiacion, si bien ha
sido corroborada en general, permanece poco entendida (Schluter 2000; Coyne and Orr 2004;

Nosil et al. 2012). Una de las razones en que se fundamenta este desafio es que todas las especies
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y situaciones son de cierta forma Unicas con respecto a su ambiente y su historia evolutiva. Por
esto, el ruido de los efectos locales y la estocasticidad en los procesos pueden sobrepasar la sefial
de seleccion. En esta situacidn, la mejor manera de incrementar la solidez estadistica en los
estudios de biologia evolutiva es por medio del andlisis de varios eventos en un contexto
filogenético bien definido que permita comparar las bases genéticas de los rasgos adaptativos
(Grant y Grant 2008). La principal interrogante en la actualidad es, éde qué forma la seleccidon
participa en el proceso de especiaciéon?, mas particularmente, é¢cudles son los mecanismos de la
seleccidn natural, qué genes son los involucrados, y como estos genes llevan a incompatibilidades
en el habitat, en el comportamiento, de tipo quimicas, mecanicas y fisioldgicas que son las

barreras reproductivas entre las nuevas especies?

La especiacion ecoldgica se refiere a la generacion de aislamiento reproductivo entre poblaciones
0 un subconjunto de individuos de una Unica poblacién como consecuencia de la adaptaciéon a
diferentes ambientes o nichos ecoldgicos (Schluter 2000; Schluter 2001; Rundle and Nosil 2005).
En este caso la seleccidn natural tiene una funcién divergente, actuando en direcciones contrarias
en los ambientes, que lleva a la fijacidon de diferentes alelos, siendo estos ventajosos en uno de los
ambientes pero no en el otro (Schluter 2000; Schluter 2001; Rundle and Nosil 2005). Los agentes
en los que se sustenta la seleccidon divergente son extrinsecos e incluyen factores bidticos y
abidticos, tales como recursos alimenticios, clima, hdbitat, y relaciones inter-especificas, como ser
enfermedades, competencia e interferencia. La especiacion ecoldgica puede tener como resultado
varios tipos de aislamiento reproductivo, incluyendo aislamiento pre-copulatorio, esterilidad del
hibrido, inviabilidad intrinseca y extrinseca de hibridos y aislamiento ecolégico tanto pre- como
postcigdtico. La especiacién sexual es considerada como especiacidon ecoldgica si la seleccion
divergente, con base ecoldgica, guia la divergencia de las preferencias de apareamiento, como es
el caso de la hipédtesis del impulso sensorial (Endler 1992). Una vez que las diferencias genéticas
iniciales entre poblaciones se han acumulado por el proceso planteado, nuevas mutaciones
podrian verse favorecidas en una poblacién y no en la otra por medio de interacciones epistaticas
(Mani and Clarke 1990). Entonces, la epistasis, incluyendo la que produce las incompatibilidades
en hibridos entre especies del tipo Dobzhansky-Muller (Coyne and Orr 2004), pueden ser el
resultado de la especiacién ecoldgica. El proceso de especiacion puede ser rapido bajo este
modelo de especiacidn, ya que los alelos son dirigidos a su fijacion por medio de la seleccidn

natural y esto puede ocurrir con o sin flujo génico entre las poblaciones en divergencia, aunque es



de mayor efectividad cuando el mismo esta ausente (Feder et al. 2012, para detalles sobre el flujo

génico).

Para investigar los mecanismos de especiacion por seleccidon natural en la naturaleza existen dos
aproximaciones. El enfoque de abajo-arriba (bottom-up), que involucra (i) mapeo genético del
aislamiento reproductivo entre especies cercanas, (ii) probar si los genes descubiertos exhiben
evidencia de seleccién positiva, y (iii) identificar el fenotipo y la fuente de los efectos alternativos
en el éxito reproductivo de los loci seleccionados. Esta aproximacién ha sido exitosa en la
identificacion de varios genes implicados en la inviabilidad y esterilidad de hibridos, y en el
aislamiento sexual entre especies (por ejemplo en el género Drosophila, e.g. Nosil and Schluter
2011). Sin embargo ha tenido un efecto aun mayor en evidenciar las sefiales de seleccién positiva,
probando la funcién de la seleccién natural en el proceso de especiacidon y revelando que la
fijacion de las diferentes variantes ocurre previo al completo aislamiento reproductivo de las
poblaciones. El enfoque de arriba-abajo (top-down), que implica identificar (i) los rasgos
fenotipicos bajo seleccion divergente, (ii) aquellos rasgos asociados con el aislamiento
reproductivo, y (iii) los genes que sustentan esos rasgos y el aislamiento. Sin dudas el paso de
identificacion de genes ha sido el mayor desafio para ambas aproximaciones pero es necesario
para entender como la seleccidn lleva al aislamiento reproductivo. En este sentido, la falencia mas
obvia en el conocimiento actual del proceso de especiacién es el conocimiento de las conexiones
entre genes y la seleccidn a nivel de organismos. Varios casos de seleccién han sido reportados
como generadores de aislamiento reproductivo, pero poco se sabe de los cambios genéticos que
lo permiten. De igual forma, sefales de seleccién positiva en el patrén de variacién de muchos

genes han sido reportadas, pero poco se conoce de los mecanismos de seleccion detrds de esto.

Al igual que para otras areas de investigacidn, las tecnologias detras del estudio de los genomas,
con especial énfasis en la gendmica y su vinculo con el origen de las especies (Seehausen et al.
2014) permiten profundizar en el estudio de estos proceso, incluso en especies no-modelo, y

especialmente en poblaciones naturales (Ellegren and Sheldon 2008; Rice et al. 2011).
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3. Taxa seleccionados para este estudio

3.1 Complejo Uroderma bilobatum

La familia Phyllostomidae es un grupo diverso y amplio de murciélagos, compuesto por
aproximadamente 56 géneros y 160 especies (Koopman, 1993, Simmons, 1998, Wetterer et al.
2000, Botero-Castro et al. 2013). La misma exhibe la mayor variacién en caracteristicas
morfoldgicas y de dieta cuando se la compara con cualquier otra familia dentro de los mamiferos
(Baker et al. 2003). Con particular interés, dentro de la subfamilia Stenodermatini se encuentra el
complejo Uroderma bilobatum (“Peter's tent-making bat”, “murciélago toldero”) que se distribuye
en la regién de los trépicos del nuevo mundo. Para este complejo se han descripto tres
subespecies en base a diferencias cromosdmicas (Baker et al. 1972, 1975; Baker 1979.) U.
bilobatum bilobatum (2n=42) se encuentra en América del Sur, al este de los Andes, mientras que
U. bilobatum davisi (2n=44) esta distribuida a lo largo de la vertiente del Océano Pacifico de El
Salvador, Guatemala, Honduras y México. La tercera subespecie, U. bilobatum convexum (2n=38),
se distribuye en el resto de América Central y en la vertiente del océano Pacifico de Colombia y
norte de Ecuador. Estas subespecies son esencialmente alopatridas, y cada una se caracteriza por
re-arreglos cromosdmicos fijos (Baker et al. 1972, 1975; Baker 1979). Las subespecies U. b. davisi y
U. b. convexum coexisten en simpatria Unicamente en una localidad (Honduras, Departamento
Valle, 17 Km. SSW de Nacaome) e hibridan localmente. Se han detectado ejemplares con
cariotipos mostrando evidencia de retrocruzas en localidades ubicadas hasta a 400 Km. de
distancia de la zona de simpatria (Baker 1981). Ambas subespecies estan estrechamente
relacionadas; por ejemplo, la divergencia genética del gen del citocromo b mitocondrial (cytb) es
de 2.5% (Hoffmann et al. 2003). El estudio de este y otros marcadores moleculares ha mostrado
una hibridacién limitada y sugieren que la seleccién diversificadora estaria actuando para limitar la
introgresiéon (propuesto por Greenbaum 1981, Baker 1981, Barton 1982; discutido en Lessa 1990 y
Hoffmann et al. 2003). Considerando el area de distribucion en simpatria, de ambas subespecies,
U. b. davisi, se encuentra en ambientes mas aridos; sin embrago, si se considera todo el rango de
distribucidn no hay factores ecoldgicos claros para distinguir el habitat de ambas (Baker et al.
1975). Tampoco se han reportado diferencias a nivel de dieta, reproduccidn u otros aspectos de la
historia de vida. De todas formas, estas similitudes generales no descartan diferencias ecolégicas

aun por descubrir que den sustento al escenario propuesto de divergencia adaptativa incipiente.

11



3.2 Conflictos filogenéticos dentro de Eutheria

Como se ha sefialado, la secuenciacién de varios genes nucleares y mitocondriales ha permitido
importantes avances en el conocimiento de las relaciones filogenéticas de los mamiferos,
incluyendo el agrupamiento en superdrdenes de placentados. Sin embargo, en la actualidad se
mantienen las interrogantes en cuanto a las relaciones filogenéticas internas de Chiroptera asi
como sus vinculos con otros drdenes dentro del superorden Laurasiatheria. Trabajos previos
proponen dos resoluciones alternativas para esto ultimo (Fig. 1, A). La primera agrupa los
murciélagos como grupo hermano del clado formado por los carnivoros y los perisodactilos,
denominandolo como Pegasoferae (Lindbland-Toh et al 2011; McCormack et al. 2012; Meredith et
al. 2011). La hipdtesis alternativa, los agruparia en Scrotifera, siendo los murciélagos el grupo
hermano del clado constituido por ungulados, cetaceos y carnivoros (Fereuungulata) (Murphy et al
2001; Tsagkogeorga et al. 2013; Song et al. 2013; Zhou et al. 2012). A su vez, las relaciones
subordinales de los murciélagos varian a lo largo de diversos trabajos, proponiéndose también dos
hipotesis filogenéticas (Fig. 1, B). La hipotesis tradicional divide los murciélagos en
Microchiroptera, capaces de ecolocalizacién laringea, y Megachiroptera (murciélagos frugivoros
del viejo mundo, agrupados en la familia Pteropodidae), con sistema visual desarrollado y sin
capacidad de ecolocacidon (Koopman 1993; Simmons 1998). La segunda hipdtesis postula la
parafilia de los murciélagos que ecolocalizan. Bajo esta hipdtesis, los murciélagos estarian
divididos en los clados Yinpterochiroptera (que comprenderia algunas familias de los
microquirdpteros, agrupadas en la superfamilia Rhinolophoidea y todos los megaquirdpteros) y
Yangochiroptera (que estaria conformado por el resto de los microquirdpteros (Springer et al.

2001; Teeling et al. 2005).

Al igual que para Chiroptera, diversos grupos dentro de los mamiferos placentados presentan
interrogantes en cuanto a sus relaciones, lo cual resalta la importancia de los analisis filogenéticos
de los mismos a escala gendmica combinando los datos disponibles (ver Figura 1). En este sentido,
tres grupos presentan gran interés, Dermoptera (lémures voladores o colugos), Pholidota
(pangolines) y Arctoidea (osos, pinnipedos y mustélidos). En cuanto a Dermoptera, las hipdtesis
alternativas sobre su la relaciéon dentro de los Euarchontoglires siguen siendo viables (Nie et al.

2008) (Fig. 1, C). Estas son, (a) su ubicacién como grupo hermano de los primates (Pozzi et al.
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2014) o (b) como grupo hermano de suborden Anthropoidea (monos, simios y humanos) (Arnason
et al. 2008). Para el caso de Pholidota, las dos hipdtesis propuestas sobre su relacién filogenética
lo ubican, sea como grupo hermano de los xenarthros (osos hormigueros, armadillos y perezosos)
(Novacek 1992), conformando junto con éstos el grupo hermano del resto de los mamiferos
euterios, o alternativamente, sea como grupo hermano de los carnivoros (Arnason et al. 2008)
(Fig. 1, E). Finalmente, existe también incertidumbre sobre las relaciones internas de los
arctoideos (Fig. 1 D), estando en juego tres hipdtesis. La primera de éstas apoya la unidn de
Ursidae (osos) y Pinnipedia (pinnipedos) con exclusion de los mustélidos (Musteloidae) (Luan et al.
2013). Alternativamente, se plantea el agrupamiento de Pinnipedia y Musteloidea (Luan et al.
2013). Por ultimo, la tercera hipdtesis de las vigentes propone la unién de Musteloidea con

Ursidae y propone a Pinnipedia como grupo hermano de éste (Yu y Zhang 2006).

Esta tesis se enmarca en el contexto tedrico y en las aplicaciones gendmicas descriptos
previamente, y se centra en dos lineas principales de investigacion. La primera, busca generar
datos transcriptémicos de U. bilobatum para estudiar las sefiales de seleccidon positiva a nivel
molecular. Para esto, se utilizaran muestras de glandulas salivares submandibulares, las cuales
representan entre otras caracteristicas, un nexo directo con las caracteristicas de la dieta, y las
cuales han sido claves en la diversificacién de los mamiferos (Tandler y Phillips 2004). La segunda
linea surge de los datos generados en la primera y plantea la posibilidad de definir un enfoque
para resolver las relaciones filogenéticas dentro de los mamiferos. Si bien este enfoque se
sustenta en la combinacion de los datos generados junto con datos transcriptémicos y genémicos
disponibles para otras especies de murciélagos, el mismo representé la posibilidad de escalar su

aplicacion a los grandes grupos de mamiferos
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Figura 1. Hipotesis alternativas de relaciones filogeneticas analizadas con respecto a: A) el grupo
de los quiropteros; B) las relaciones dentro de Chiroptera; C) Dermoptera; D) el grupo de los

arctoideos; y E) Pholidota.
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4. Justificacidon

Como se ha sefialado en la introduccidn, la reciente divergencia entre las dos subespecies
de Urodrema bilobatum forma parte de la radiacién de los murciélagos filostomidos, caracterizada
por un gran numero de especies muy diversificadas en su nicho tréfico. Por otra parte, se sabe que
las especializaciones anatdmicas vy fisiolégicas de las glandulas salivares submandibulares estan
fuertemente involucradas en la diversificacion tréfica. Mas en general, los estudios de los procesos
de especiacion han generado hipdtesis que destacan el papel de la divergencia adaptativa en las
fases tempranas de la formacién de las especies. En este contexto, la posibilidad de secuenciar el
transcriptoma completo de las glandulas submandibulares permite, potencialmente, caracterizar
el conjunto de genes expresados, ligar su expresién con el nicho tréfico (y mas en general, con
caracteristicas de la historia natural) de los organismos, y examinar el papel de la seleccion
positiva en la divergencia temprana de las especies. El caso de Uroderma bilobatum reune las

caracteristicas deseables para abordar este conjunto de temas interconectados.

Al mismo tiempo, como se ha sefialado mds arriba, los andlisis de la accién de la seleccidn natural
basados en arboles de genes y especies requieren colocar el caso de estudio en un contexto
filogenético mayor. En esta tesis se realiza este ejercicio a dos niveles de divergencia diferentes. En
primer lugar, en el marco de la evolucion de los murciélagos, para poner a prueba la acciéon de la
seleccidn natural positiva en la divergencia temprana en Uroderma y vincularla con procesos
adaptativos en diversas ramas del arbol de los Chiroptera. A estos efectos se combinan datos de
genomas y de transcriptomas obtenidos, en este Ultimo caso, tanto a partir de nuestros propios
datos de HTS como de datos disponibles en bases de libre acceso. Como extension natural de este
abordaje, se lo aplica para poner a prueba diversas hipdtesis sobre las relaciones filogenéticas

entre mamiferos placentados, con énfasis en algunos problemas no resueltos.

5. Objetivo general

Mediante el andlisis del complejo Uroderma bilobatum con herramientas a escala gendmica,
contribuir al conocimiento de los procesos de especiacién y divergencia en los murciélagos y a la

resolucidn de problemas pendientes en la filogenia de los mamiferos placentados.
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6. Objetivos especificos

e Ensamblar, anotar y comparar los transcriptomas de dos subespecies hermanas (U.
bilobatum davisi y U. bilobatum convexum) a partir de muestras de glandulas salivares
sub-mandibulares.

e Detectar loci sujetos a seleccién natural positiva durante la diversificacion de los
murciélagos, incluyendo, particularmente, la divergencia de las dos subespecies de U.
bilobatum

e Contribuir a la resolucion de relaciones filogenéticas aun conflictivas dentro de los
euterios, utilizando los datos generados en combinacién con aquellos disponibles en bases
de datos publicas.

e Contribuir al desarrollo de protocolos de trabajo para el uso combinado de datos
gendmicos y transcriptémicos,con el objetivo de responder preguntas sobre la evolucion

bioldgica en un contexto filogenético.
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7. Manejo de datos genémicos

7.1 Edicion, ensamblado y anotacion del transcriptoma

Al igual que para los clasicos trabajos con secuenciacion del tipo Sanger (Sanger et al.
1977), las secuencias crudas generadas por las nuevas tecnologias necesitan de edicién previo a su
analisis. Para esto, se evallan las calidades en las bases secuenciadas de cada fragmento de
lectura (read) y se recortan aquellas por debajo del limite de calidad establecido. Al mismo
tiempo, se revisa el contenido de bases no definidas y el contenido en GC a lo largo del read, entre

otras cosas, para ajustar el recorte o la eliminacidn total del mismo para los analisis.

El principal desafio que presenta el analisis de transcriptomas en especies no-modelos (sin
genoma de referencia) es su ensamblado a partir de los reads generados. Para esto, uno de los
métodos utilizados es el implementado en el software TRINITY (Grabherr et al. 2011). El mismo no
requiere del alineamiento de los reads a un genoma de referencia (produce un ensamblado de
novo), se basa en los grafos de de Bruijn (de Bruijn 1946; Good 1946), en un proceso de tres etapas
para generar fragmentos ensamblados (contigs) y ha mostrado ser igual o mas efectivo que otros
métodos, requiriendo incluso menos tiempo de andlisis e insumos informaticos (Grabherr et al.
2011; Henschel et al. 2012; Zhao et al. 2011). Las tres etapas son Inchworm, Chrysalis y Butterfly.
Inchworm, reconstruye contigs lineales a partir de los reads iniciales. Para esto, crea un diccionario
de k-meros (con k=25), elimina los k-meros que posiblemente contienen errores de secuenciacion
y tomando el k-mero mas frecuente en el diccionario se inicia el ensamblado de un contig el cual
se extiende con los k-meros mas frecuentes que se solapen en k-1 sitios en ambas direcciones del
contig hasta que no se puede continuar. Una vez que un k-mero es utilizado para extender un
contig se elimina del diccionario y el proceso de ensamblado se repite con el siguiente k-mero en
frecuencia hasta que los mismos se agotan. Chrysalis utiliza los contigs generados en la etapa
previa y agrupa de forma recursiva aquellos que se solapan perfectamente en al menos un k-
mero-1y cuya unién cuente con un minimo de reads que lo soporten en ambos lados de la misma.
Esto resulta en grupos que derivan de un mismo transcripto con variantes de splicing o con
porciones Unicas de genes paralogos. Luego, para cada agrupamiento de contigs definidos,
Chrysalis construye el grafos de de Bruijn. Por Ultimo, Butterfly analiza las conexiones de los reads
y sus reads pareados en el contexto del grafos de de Bruijn, reportando todas las posible
secuencias y resolviendo las distintas isoformas de un transcripto asi como los transcriptos de

genes paralogos (ver detalles del método en Grabherr et al. 2011).
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Una vez finalizado el ensamblado del transcriptoma, el paso siguiente involucra la descripcidn y
anotacidén funcional del mismo. Esto permite la asociacién particular de los contigs ensamblados a
secuencias ortdlogas conocidas y la descripcidon general de las cascadas metabdlicas y funciones
representadas en la muestra en estudio. Para esto existen diversas bases de datos (ENSEMBL,
UCSC, OMA-browser, Orthomam, entre otras), que pueden ser interrogadas con diversos
algoritmos (e.g. BLAST) para asignar identidades por homologia. Estas bases de datos nos
permiten descargar secuencias codificantes (CDS), exones, intrones o completas de genes
previamente anotados para, en su mayoria, especies modelos de estudio. Al mismo tiempo, la
ontologia genética (GO) desarrollada por el GO Consortium (Ashburner et al. 2000) permite
acceder a un listado de términos que asocian genes con funciones bioldgicas conocidas. La
asociacién entre términos GO y las secuencias estudiadas puede realizarse de forma manual,
mediante scripts o también de forma automatizada mediante software existente, tanto de forma
local (BLAST2GO, Conesa et al. 2005) como online (DAVID, Huang et al. 2009). Esta etapa de
anotacion funcional del transcriptoma permite reconstruir desde una perspectiva sistémica las
distintas funciones representadas en la muestra analizada y permite también comparar diferentes

condiciones experimentales o ambientales que se pretendan estudiar.

Los métodos aqui detallados para las fases de edicidon, ensamblado y anotacion del
transcriptoma han sido definidos dentro de una amplia lista de software y métodos alternativos
disponibles (ver, Grabherr et al. 2011 para métodos de ensamblado; Gordon y Hannon 2010 y
Bolger et al. 2014 para edicion). De todas formas y como antecedente del grupo en el cual se
enmarca este trabajo, hemos publicado recientemente un articulo donde se presentan las etapas

aqui descriptas para el andlisis de datos de secuenciacion de RNA (Anexo I, Giorello et al. 2014).

8. Analisis de datos

Una vez ensamblado y anotado el transcriptoma, es posible utilizar este tipo de
informacidon para responder preguntas de interés en diversas areas de estudio, como ser la

fisiologia, la biologia celular o la genética, entre otras. De éstas, nos centraremos en el uso de
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datos a escala gendmica para el estudio de las adaptaciones a nivel molecular y la resolucién de las

relaciones filogenéticas entre taxa.

8.1 Seleccidn positiva episodica

La evolucidn adaptativa a nivel de genes y genomas es en Ultima instancia responsable de
la adaptacién a nivel morfoldgico, etoldgico v fisioldgico, y de la divergencia entre especies y las
innovaciones evolutivas. Si bien ha sido un campo de controversia (Schluter 2009), no hay dudas
que la identificacién de regiones codificantes para proteinas que hayan estado sujetas a evolucién
adaptativa es un tema importante por resolver para los bidlogos evolutivos. Los casos de evolucién
adaptativa a nivel molecular han sido identificados principalmente comparando las tasas de
remplazo de tipo sindnimo (cambios silenciosos, ds) y no-sindnimo (cambio de aminoacidos, dn)
en secuencias nucleotidicas codificantes de proteinas. Tradicionalmente, las tasas de remplazo
sinébnimo y no-sindnimo se definen en el contexto de comparacion entre dos secuencias, con d, y
d, como el nimero de sustituciones sinébnimas y no sinénimas por sitio, respectivamente. De esta
forma, la relacion d,/d; = w mide la diferencia entre las dos tasas de sustitucion a nivel de codones,
donde si un cambio de aminoacido es neutral el mismo se fijard con la misma tasa que las
mutaciones sinénimas dando como resultado un w=1. Si el cambio de aminoacido es deletéreo, la
seleccién purificadora reducira su tasa de sustitucién de forma tal que w < 1. Unicamente cuando
el cambio aminoacidico represente una ventaja adaptativa se fijard con una tasa mayor que las
mutaciones sinénimas, dando un w>1 y sera evidencia que permita sugerir un evento donde esté
actuando la seleccidn diversificadora. En este escenario de deteccién a nivel molecular de regiones
codificantes bajo seleccién, el coddn es considerado como la unidad de evolucién. De esta forma,
los andlisis basados en codones no pueden inferir cuando un cambio sindnimo es consecuencia de
un evento de mutacidn o de seleccion pero no asume que los mismos sean neutrales. Por ejemplo,
un sesgo importante en el uso de codones puede ser la consecuencia tanto de un sesgo
mutacional como de las presiones de seleccién, y pueden estar afectando seriamente la tasa de
sustituciones sindnimas, por lo que discriminar entre estas dos situaciones representa un desafio
importante de los modelos utilizados para su abordaje. En este sentido, diversos métodos han sido
disefados para identificar procesos selectivos a nivel de secuencia (Nielsen 2005; Yang y Bielawski
2000). Esencialmente, dos clases de métodos han sido definidos para estimar d, y d; entre dos

secuencias codificantes para proteinas. La primera clase incluye varios métodos intuitivos
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desarrollados desde 1980 (e.g. Li 1993; Nei y Gojobori 1986; Miyata y Yasunaga 1980). Como
generalidad estos métodos involucran las etapas de, conteo de sitios sinénimos (S) y no-sinénimos
(N) en las dos secuencias, conteo de las diferencias sinénimas y no-sinénimas entre las dos
secuencias, y la correcciéon por sustituciones multiples en un mismo sitio. S y N se calculan al
multiplicar el largo de la secuencia por la proporciéon de cambios sindnimos y no sindnimos previo
a la seleccién en la proteina (Ina 1995; Goldman y Yang 1994). La mayoria de estos métodos hace
asunciones simplistas del proceso de sustitucidon nucleotidica e implican un tratamiento de los
datos que los define como métodos de aproximacién (Yang y Bielawski 2000; Yang y Nielsen 2000;
Ina 1995). La segunda clase de métodos es la de métodos de mdaxima verosimilitud que se basan
en el modelaje las sustituciones de codones (Muse 1996; Goldman y Yang 1994). En estos
métodos, los parametros (por ejemplo: divergencia de secuencias, relacidon entre transiciones y
transversiones y w) en el modelo son estimados a partir de los datos por la funcién de maxima
verosimilitud y se utilizan para calcular d, y d;. Una caracteristica importante de estos métodos es
gue permiten no solo estimar los parametros del modelo sino que también realizar correcciones
segun el tipo de cambio. En esta clase, los primeros modelos desarrollados asumian tasas
sindnimas y no-sindnimas constantes a lo largo del tiempo y de los sitios. Mientras que la mayoria
de las proteinas evolucionan bajo seleccion purificadora durante la mayor parte del tiempo, la
seleccidn positiva puede guiar la evolucidn en algunos linajes. Durante los episodios de evoluciéon
adaptativa, solo una pequefia fraccidon de los sitios son los involucrados en incrementar el éxito
reproductivo mediante el remplazo de aminoacidos. Por estos argumentos es que las
aproximaciones que asumen presiones constantes de seleccién en el tiempo y sobre sitios,
carecen de poder para detectar los genes sujetos a seleccién positiva. Como consecuencia, varios
de estos escenarios han sido incluidos en estos modelos de codones, permitiéndo aumentar la
sensibilidad para detectar, particularmente, seleccidn positiva y episodios cortos de evolucion
adaptativa. De todas formas, si por la mayoria del tiempo un gen evoluciona bajo seleccion
purificadora pero es ocasionalmente sujeto a episodios de cambios adaptativos, una comparacion
entre dos secuencias distantemente emparentadas, raramente alcanzaria una relacién d,/d,
significativamente mayor a uno. Por esto, se han desarrollado métodos de verosimilitud para
detectar seleccién positiva en linajes especificos de una filogenia, asi como modelos que permiten
diferentes valores de w para diferentes ramas (Yang 1998; Yang y Nielsen 1998). Usando este tipo
de modelos, una prueba de la razén de verosimilitud (likelihood-ratio test) puede construirse para

probar hipétesis. Por ejemplo, el valor de w para un linaje predefinido puede ser fijado en uno o
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estimado como un parametro libre. Por lo tanto los valores de verosimilitud bajo los dos modelos
pueden ser comparados para probar en cudl linaje w es mayor a uno. De igual forma, un modelo
asumiendo un Unico w para todos los linajes (one-ratio) puede ser comparado con otro modelo
gue asuma w independientes para cada linaje (free-ratio) para probar la prediccidon neutralista de

un valor idéntico entre linajes.

En particular, y basado en el refinamiento del estudio de la relacion d./d,, existe el método
filogenético descripto por Murrell et al. (2012) conocido como MEME (mixed effects model of
evolution). Este método surge como respuesta a la falla de métodos previos, los cuales asumen
que las presiones de seleccién diversificadora sobre un sitio particular permanecen constantes en
el tiempo, lo que impide la deteccién de los eventos biolégicamente mas esperables de seleccion
episodica. El mismo se basa en la clase de métodos de efectos al azar por rama-sitio (branch-site
random effects, Kosakovsky Pond et al. 2011), modificandolo de forma tal que la distribucion de w
puede variar de sitio a sitio (fixed effect) y también de rama a rama en un sitio. De esta forma,
MEME captura de forma confiable las huellas moleculares de la seleccién positiva persistente asi
como de la episddica, tarea en la que los métodos previos fallaban. Particularmente, episodios de
evolucidn diversificadora afectando un subconjunto de ramas en sitios particulares serian
reportados como seleccion purificadora por los métodos por sitios, mientras que el MEME lograria

identificarlo de forma correcta.

8.2 Métodos para reconstruir el drbol de las especies

Uno de los principales objetivos de la sistematica como disciplina cientifica ha sido
histéricamente el de reconstruir y describir el Arbol de la vida, refiriéndose bajo este término a la
historia Unica que describe la evolucidn de las relaciones entre especies. Ya que la evolucién de las
especies no se puede observar directamente, ni en las poblaciones naturales ni en el registro fosil,
las relaciones entre estas se infieren generalmente por las caracteristicas compartidas que estas
presentan. Hasta 1970, para lograr este objetivo los trabajos de investigacion en el area se
basaban casi exclusivamente en el uso de caracteres morfoldgicos. Si bien esta aproximacion tuvo
inicialmente mucho éxito en los resultados obtenidos, la escasez en los caracteres disponibles asi
como la comparacion entre especies sin aparentes homologias morfolégicas fueron problemas

que limitaron su funcionalidad (Hillis 1987). Con el desarrollo de las técnicas moleculares y de
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analisis del ADN logrado a finales de 1960 se observd que los volimenes de datos que las mismas
permitian generar representaban un incremento significativo con respecto a las metodologias
previas. De esta forma, cuando la secuenciacion del ADN se torné una técnica accesible y aplicable
a un amplio rango de especies, las comparaciones moleculares se volvieron de rigor (e.g. Nei y
Kumar 2000; Miyamoto et al. 1991). Asi, la aparicion de la sistematica filogenética ha permitido el
desarrollo de un grupo de metodologias que hacen uso de la vasta informacidon acumulada por las
aproximaciones moleculares y la analizan para construir los arboles filogenéticos (Felsenstein
2004). Estas aproximaciones involucran diferentes métodos de reconstruccion de la filogenia de
las especies. Uno de estos métodos es el que se basa en la matriz de distancia (Cavalli-Sforza y
Edwards 1967). La idea general del método es calcular una medida de distancia entre cada par de
especies estudias y luego encontrar una filogenia que prediga el conjunto de distancias observadas
de la forma mas aproximada posible. La reduccion de la informacién molecular a una medida de
distancia tiene como consecuencia la perdida de la informacién de los estados de los caracteres y
cémo se combinan a distintos niveles. Otro de los métodos es el de mdxima parsimonia (e.g. Fitch
1975), el cual minimiza el nimero de cambios en un arbol filogenético al asignar estados de
caracteres a los nodos interiores del arbol. El largo de un caracter analizado se define como el
numero minimo de cambios requeridos para explicar los estados presentes para ese caracter en el
conjunto de los datos, y la sumatoria del nimero de cambios en todos los caracteres es el puntaje
que recibe el arbol reconstruido. Por esto, el arbol de maxima parsimonia es aquel que minimiza el
puntaje del arbol. Si bien los métodos de distancia y de mdxima parsimonia se utilizan en la
actualidad, su uso es restringido principalmente a trabajos morfoldgicos o que combinan
secuencias y morfologia. Esto no solo se debe a que presentan dificultades claramente conocidas
(e.g. saturacion de sustituciones y atraccion de ramas largas), sino a que han sido desplazados por
métodos que proponen la inclusién de modelos de evolucidon de los caracteres que se estan
analizando (Felsenstein 2004). Estos métodos son los mas utilizados en la actualidad,
particularmente para secuencias nucleotidicas y aminoacidicas, e incluyen los métodos de mdxima
verosimilitud y métodos bayesianos. El marco estadistico en el que se desarrollan los métodos de
maxima verosimilitud fue inicialmente descripto por Fisher (1912; 1921; 1922). La funcién de
verosimilitud se define como la probabilidad de los datos dado los pardmetros, pero es vista como
una funcién de los parametros con los datos fijos y observados. Asi, la funcidn representa toda la
informacidn en los datos sobre los parametros. De esta forma, las estimaciones por mdaxima

verosimilitud son los valores de los pardmetros que maximizan la verosimilitud. El uso de este
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método para reconstruir filogenias fue originalmente presentado por Edwards y Cavalli-Sforza
(1964) para datos de frecuencias génicas y por primera vez para secuencias nucleotidicas por
Felsenstein (1981). Los métodos bayesianos estan estrechamente relacionados con los de maxima
verosimilitud. Difieren en que los parametros en el modelo son considerados variables aleatorias
con distribucion estadistica, donde en el contexto de maxima verosimilitud son contantes fijas
desconocidas. De esta forma, antes del analisis de los datos, los parametros se asignan a un
distribucidon a priori, que luego se combina con los datos (o la verosimilitud) para generar la
distribucidn a posteriori. Luego, todas las inferencias relacionadas con los pardmetros estan
basadas en esta Ultima distribucion obtenida. La aplicaciéon del método bayesiano fue
originalmente presentada por Rannala y Yang (1996). En las ultimas dos décadas, las inferencias
bayesianas han ganado popularidad gracias a los avances de los métodos computacionales,
especialmente los algoritmos de Cadenas de Markov Monte Carlo (MCMC). De igual forma, estos
dos ultimos métodos han incrementado su uso basados en el aumento del poder analisis
computacional, en el desarrollo de software que permite su implementacion y en el desarrollo de
modelos de evolucién de secuencia que se ajustan de mejor forma a la realidad del marcador

utilizado.

A pesar de un desarrollo notable en los métodos de andlisis, el uso de técnicas moleculares, con
especial énfasis en el uso de secuencias de ADN, aun presenta el desafio de traducir la historia
presente en la diversidad de secuencias (arboles de genes y alelos), lo que definiamos como el
objetivo principal de la sistematica, la filogenia de especies y poblaciones (arbol de las especies).
Este desafio surge ya que los genes y las especies pueden ser considerados entidades diferentes
dentro de los niveles jerarquicos de la biologia (Avise 2000). Los resultados obtenidos en los
estudios de la evolucién de las secuencias de ADN sobre las relaciones entre y dentro de las
especies es, en Ultima medida, una medida indirecta e incompleta de la historia evolutiva de las
especies. Esto se da precisamente porque las especies son, por la mayoria de las definiciones,
linajes evolutivos que comprenden multiples genes, los cuales estdn representados en los
organismos. El hecho de que las especies representen un nivel superior en la organizacidn
bioldgica con respecto a los genes significa que las tareas de la sistematica estaran incompletas
hasta que los métodos de reconstruccion filogenética hagan una clara distincion entre arboles de

genes y arboles de especies.
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Los métodos que puedan surgir en este sentido deberan contemplar en otro orden de cosas, la
homoplasia de los datos y las limitaciones intrinsecas de la reconstruccién filogenética, asi como
los factores principales de conflicto entre los arboles de genes y arboles de especies. Estos factores
han sido extensamente estudiados en la bibliografia (Maddison 1997 realiza una revision
detallada). Las tres causas principales de este conflicto son, (i) la transferencia horizontal de genes;
(ii) 1a duplicacién génica; y (iii) la coalescencia profunda, y tienen diferentes niveles de importancia
dependiendo de los taxa y genes que se estudien (ver Figura 2). En este sentido, la transferencia
horizontal de genes es un fendmeno ampliamente conocido en los estudios sobre la filogenia de
los microorganismos (e.g. Doolittle and Bapteste 2007; Bapteste et al. 2005). En cuanto a la
duplicacidn de genes, la misma es comun y ampliamente distribuida y puede invalidar los analisis
si no es detectada. Sin embargo, al ser detectada puede ser una fuente importante de informacién
para la resolucidn filogenética (e.g. Rasmussen and Kellis 2007; Sanderson and McMahon 2007;
Page and Charleston 1997). El factor de la coalescencia profunda, el tercer causante del conflicto
entre arboles de genes y especies, estd mas ampliamente distribuido y no depende de eventos
especificos que ocurren en algunos linajes sino que es una propiedad intrinseca de todas las
poblaciones. La causa fundamental de este factor es la tasa de deriva génica, donde la
coalescencia profunda prevalecera si la tasa es baja (debido a poblaciones de mayor tamafio) si se

la compara con el largo de los internodos en el arbol de las especies.
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Figura 2. Posibles causas para la discordancia entre arboles de genes (lineas) y el arbol de las
especies (sombreado gris). Esto puede ser por: (i) transferencia horizontal de genes (flecha con
HGT), (ii) una duplicacién genica ancestral (*) seguido de una perdida diferencial de genes (x), (iii)

coalescencia profunda. Modificado de Gogarten y Townsend (2005).
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La primera aproximacion para responder a la necesidad de generar métodos que aborden la
resolucidn de los arboles de genes y especies fue la de evidencia total o, como se la conoce a nivel
de analisis de secuencias, el enfoque de concatenacion de genes. Esta aproximacién se caracteriza
por la utilizacion de varios genes que son luego concatenados en una super-secuencia (o super-
matriz) previo a su analisis. Esto surge en parte para incorporar grandes conjuntos de datos, pero
también como un método que incorpore toda la informacion de secuencia disponible en los
analisis filogenéticos (evidencia total, Kluge 2004). Sin embargo, en la practica, diversas criticas
surgieron a esta aproximacion sustentandose en la creciente heterogeneidad observada en los
arboles de genes en poblaciones naturales (e.g. Avise 1994). A su vez, por medio de simulaciones,
se ha visto que las secuencias de ADN que evolucionan bajo tasas de sustitucidn diferentes pueden
arrojar resultados erréneos cuando se los analiza con los algoritmos y modelos existentes de
reconstruccion filogenética (Bull et al. 1993) y que los genes que podrian representar diferentes

topologias no deberian ser combinados.

El dominio abrumador de los datos moleculares en la sistemdtica y el surgimiento de la
filogendmica, hace que el desarrollo de métodos para la estimacion del arbol de las especies sea
una tarea clave para los proximos anos. En este sentido, una nueva aproximacion en la busqueda
de las relaciones filogenéticas de las especies ha sido formalmente descripta por Edwards (2009) y
ha desplazado el analisis de concatenacion apoyandose en los diversos trabajos que han abordado
las dificultades que presenta esta aproximacion (Degnan and Rosenberg 2006; Kubatko y Degnan
2007; Edwards et al. 2007). Esta nueva aproximacion plantea el estudio de las relaciones entre los
arboles de genes y arboles de especies en el contexto de la teoria del coalescente (Kingman 1982,
2000) y representa un desafio para el desarrollo de métodos que puedan manejar la magnitud de
los datos que se estdn generando con las nuevas tecnologias. En este sentido, varios métodos han
sido descriptos para el analisis de este tipo de datos, de los cuales el MP-EST (Liu et al. 2010) y el
STAR (Liu et al. 2009) han sido los mas utilizados en publicaciones recientes (e.g. Tsagkogeorga et

al. 2013).

El método STAR (species trees using average ranks of coalescences) estima el arbol de las especies
en dos etapas. En la primera, los arboles de genes son construidos para cada locus usando
cualquier método tradicional, como ser, por ejemplo, el método de Mdxima verosimilitud
(Maximum Likelihood, ML). Los arboles de genes construidos son re-enraizados de igual manera y

los valores de ranking de coalescencia entre todos los pares de especies son calculados para cada
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uno de ellos. Para calcular el ranking se considera que el valor de coalescencia en el nodo raiz es
igual al nUmero total de taxa en el arbol y el mismo decrece de a 1 a medida que avanzamos a los
nodos terminales del arbol de los genes. En la segunda etapa, se obtiene un arbol por el método
de Unidn de vecinos (Neighbor Joining, NJ), u otro método de distancias elegido, a partir de la
matriz de distancia cuyas entradas son el doble del valor del ranking promedio de coalescencia
calculado para todos los arboles de genes. Como se describe en detalle en la publicacién del
método (Liu et al. 2009), la topologia del arbol resultante es un estimador consistente de la

topologia del arbol de las especies

Al igual que en el STAR, el MP-EST (maximum Pseudo-likelihood for Estimating Species Trees) toma
como inicio una coleccién de arboles de genes con raiz para estimar el arboles de las especies.
Luego, busca maximizar la funcidon de pseudo-verosimilitud de los posibles tripletes de especies en
el arbol de las especies. Este método surge de una reparametrizacién de la férmula propuesta por
Rannala and Yang (2003), donde el largo de las ramas pasa a medirse en unidades de coalescencia,
T = 2t/6 (Degnan y Salter 2005). De esta forma, la pseudo-verosimilitud del drbol de las especies
S* dado los arboles de los genes G de define como el producto de la distribucion multinomial de

todos los tripletes en el arbol de las especies, segln:

N
3

L(S*| G) = wx {(1 —(2/3)e By (s 3)e By (s 3)e By }
J=1

donde,

(I;\I) M
w=]\mom

= 1 2 3 , .
j=1 ] J P , N es el niumero de taxa, B; es el largo de la rama interna del

triplete j en el drbol de las especies y Xj;, Xj> y Xj3 son las frecuencias de las tres categorias de
tripletes en los arboles de genes y M es igual al nUmero de genes para todos los j. Como w es una
funcién de X, no tiene efecto en el proceso de maximizar L(S*|G), por lo que puede ser ignorado

en la funcién de verosimilitud. Por ultimo, por medio de la técnica del intercambio de vecinos mas
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proximos (nearest-neighbor interchanges, NNI) se realiza una busqueda heuristica para encontrar

el valor maximo estimado de pseudo-verosimilitud del arbol de las especies.
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9. Articulo |

9.1 Resumen articulo |

Titulo: Caracterizacién de genes seleccionados positivamente durante la evolucién de los

murciélagos con nuevos transcriptomas de Uroderma bilobatum
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Republica, Montevideo, Uruguay

La evidencia de adaptacion a nivel molecular es de interés para los evolucionistas que tratan de
entender el papel de la divergencia adaptativa en el proceso de especiaciéon. En los murciélagos
(Orden Chiroptera), la evidencia de seleccion direccional ha sido asociada a cambios drasticos en el
estilo de vida, especialmente relacionados con la evolucién del vuelo y la ecolocalizacién. En este
trabajo presentamos evidencia de seleccion direccional episddica en 100 genes involucrados en la
divergencia adaptativa de dos subespecies cercanas de Uroderma bilobatum, las cuales hibridan
en condiciones naturales. Estos hallazgos se enmarcan en un contexto mas amplio que examina el
papel de la seleccién direccional episddica a lo largo de las ramas que van desde el ancestro
comun de los murciélagos hasta el género Uroderma. Con este objetivo, se generaron datos del
transcriptoma de las glandulas salivares submandibulares de U. bilobatum, que se combinaron con
secuencias disponibles de Chiroptera y representantes de Laurasiatheria. Llamativamente, la
ontologia funcional de los genes seleccionados positivamente es compartida a dos niveles de
divergencia (especiacién en curso y linajes superiores de la filogenia). En particular, se encontrd

que los genes involucrados con los procesos de inmunidad y metabolismo lipidico han estado
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continuamente sometidos a seleccién positiva a lo largo de la evolucién de los murciélagos. La
seleccion podria estar actuando en los murciélagos en relacidon a caracteristicas bioldgicas tales
como la hibernacidn, los mecanismos de sopor diario y la energética del vuelo, lo que implicaria la
adaptacion en genes vinculados al metabolismo lipidico. Los genes del sistema inmune son
ampliamente conocidos como blanco de la seleccidén positiva, sin embargo, las caracteristicas de
construccion de refugios, la carga patdgena, la dieta y las estrategias de alimentacién podrian
tener un papel importante en la conformacidon del patrén de seleccion sobre el sistema

inmunolégico en el caso de los murciélagos.
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Abstract

Molecular evidence of adaptation is of interest to evolutionists trying to understand the role of
adaptive divergence in the speciation process. In bats (Order Chiroptera), evidence of directional
selection has been associated to drastic changes in lifestyle, especially related to the evolution of
flight and echolocation. Here we present evidence of episodic directional selection in 100 genes

involved in the adaptive divergence of two closely related subspecies of tent-making bats
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(Uroderma bilobatum) that are known to hybridize in nature. These findings are framed in a
broader context by examining the role of episodic directional selection along successive branches
from the common ancestor of bats to the genus Uroderma. For this propose, new U. bilobatum
transcriptome data were generated and combined with available sequences of Chiroptera and
representatives of other Laurasiatheria. Interestingly, functional ontologies of positively selected
genes at both levels of divergence (ongoing speciation and at higher phylogenetic levels) are
shared. In particular, genes involved in immunity and lipid metabolism pathways were found to be
continuously under positive selection throughout the evolution of bats. Selection may be acting in
bats in relation to biological characteristics such as hibernation, daily torpor mechanisms and
energetic performance during active flapping flight, requiring adaptations in genes related to lipid
metabolism. Genes of the immune system are well known targets of positive selection, but
variation in roost characteristics, pathogen load, diet and feeding strategies may play important

roles in the case of bats.

10. Articulo 1l

10.1 Resumen articulo I

Titulo: Macrosistematica de mamiferos euterios combinando datos de secuenciacién masiva para

expandir la cobertura taxondmica
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Los avances en las tecnologias de secuenciacion han permitido el abordaje de las relaciones
filogenéticas de los mamiferos desde una perspectiva multigénica llegando a la escala gendmica.
Esto ultimo se ha visto limitado a especies para las que se cuenta con genomas de referencia. A
pesar de los avances logrados en afios recientes en base a estudios multigénicos y gendmicos,

varios conflictos filogenéticos dentro del grupo de los mamiferos euterios (placentados)
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permanecen aun sin resolver. Por esto y para aumentar el nimero de taxones utilizados para
resolver las relaciones filogenéticas, se presenta un protocolo para el analisis de datos de
secuenciacién masiva (ARN o ADN) disponibles en bases de datos de libre acceso, en muchos casos
generados con otros propdsitos. Mostramos cédmo este abordaje multilocus y con marcadores
independientes contribuye a resolver las relaciones de Dermoptera, Pholidota, Chiroptera y
Arctoidea. Si bien el nimero maximo de genes utilizados es moderado (95), se ha logrado
incrementar sustancialmente los taxones incluidos en los analisis, llegando a duplicar en algunos
casos los taxones trabajos previos en el tema. Los drboles obtenidos por medio de dos métodos
basados en el coalescente (STAR y MP-EST) son consistentes y presentan buen apoyo estadistico

para los nodos estudiados.
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Abstract

In the last few years high-throughput sequencing technologies have permitted significant
advances in mammalian phylogenetic studies from a genomic perspective. However, this have
been limited to a limited number of species for which there are reference genomes. Thus, several
issues inside eutherian mammals remain unresolved. This may be due in part to limited taxon
sampling, as taxonomic density is known to affect phylogenetic resolution. In this context, we
present a protocol to increase taxon coverage using high-throughput sequencing data (RNA or
DNA) generated for other biological studies and available in public databases. Using multiple and
independent loci, we addressed pending or controversial issues concerning the phylogenetic

position of (and, in some cases, the relationships of major lineages within) Dermoptera, Pholidota,
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Chiroptera and Arctoidea. Although the maximum number of genes used is moderate (95), in
some cases taxon coverage doubles that of previous related studies. Both coalescent-based
methods (STAR and MP-EST) used for species tree reconstruction were consistent to each other

and interrogated nodes received high statistical support.
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11. Conclusiones y perspectivas

Con el desarrollo de esta tesis se lograron definir protocolos precisos (anexo IlI) que nos
permitieron, a partir del andlisis de datos de secuenciacidn masiva, responder preguntas a nivel de
la adaptacidon molecular en los quirépteros y las relaciones filogenéticas dentro de los mamiferos
placentados. En este sentido, a partir de la secuenciacién de ARN total con la tecnologia de
Illumina se logré ensamblar, describir y comparar el transcriptoma de dos subespecies del
complejo U. bilobatum. Por otro lado, datos pertenecientes a 13 especies fueron descargados y
analizados mediante métodos desarrollados recientemente para la resolucidon del arbol de las
especies a partir de los arboles de genes. En detalle, se han podido identificar genes (>9000 para
caracterizar y anotar el transcriptoma; 95 para filogenia; 547 para andlisis de seleccion) que
representan una base referencial para futuros trabajos. En cuanto a la busqueda de evidencia de
seleccion positiva a nivel de secuencias, encontramos que genes vinculados a algunas funciones
bioldgicas (no necesariamente los mismos genes dentro de ellas) fueron seleccionadas a lo largo
de la diversificacion de los murciélagos, pero también en la etapa inicial de separacidon de dos
especies incipientes. Sobre las relaciones filogenéticas dentro de los mamiferos euterios, los datos
generados junto con los disponibles publicamente, permitieron abordar el andlisis de cuatro
clados con relaciones aun controversiales. De esta forma, se logré incrementar el nimero de taxa

utilizados para resolver dichos conflictos con datos multilocus de regiones codificantes.

En esta tesis se abordaron dos areas de estudio en la evolucién de las especies, con especial
énfasis en los mamiferos, y a partir de los resultados obtenidos se plantean varias nuevas
interrogantes. Para el caso de U. bilobatum, que cuenta con subespecies que hibridan, el analisis
detallado de los re-arreglos cromosdmicos (Fig. 3) presenta un sistema adecuado para el estudio
de la funcidn de los cambios cromosdmicos en el mantenimiento de la diversificacidén y la variacidn
geografica en mamiferos. En este sentido, hemos comenzado a trabajar a partir de muestras de
embriones para la obtencion de cromosomas re-arreglados mediante citometria de flujo. Sin
embargo, hemos fallado en el intento de lograr cultivos estables de fibroblastos que permitan
llegar al volumen celular requerido por la técnica de aislamiento, lo que nos imposibilita los pasos

siguientes de secuenciacioén y anélisis.

Por otro lado, el enfoque a nivel poblacional mediante el disefio de polimorfismos de base Unica
(SNPs) a partir de datos generados en base a un amplio numero de ejemplares parece necesario

para futuros trabajos que analicen la variacién de estos marcadores a lo largo de la distribucién de
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cada subespecie y en la zona de contacto. Tanto para los andlisis propuestos como para posibles
analisis filogenéticos del grupo, podria ser relevante la inclusion de datos de HTS de especies
cercanas. Esto permitiria ademas profundizar en el estudio del grupo de los filostdmidos, el cual
presenta una amplia diversidad de especies, adaptaciones y cambios morfolégicos asociados a
distintos tipos de dieta (Fig. 4). De esta forma, no solo se han generado datos fundacionales para
el estudio de un caso particular de hibridacién en murciélagos, sino también para avanzar hacia el

entendimiento de los procesos de diversificacion a distintos niveles de los mamiferos.
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Figura 3. Cambios cromosomicos entre U. b. davisi (44, AA/BB/CC) y U. b. convexum (38, aa/bb/cc)
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Vampyrum

Macrotus

Musonycteris

Centurio

Figura 4. Cinco formas craneales extremas dentro de los filostdmidos y con asociacion a la dieta:
Desmodus, un sanguivoro; Vampyrum, un carnivoro; Musonycteris, un nectarivoro; y Centurio, un
frugivoro. También se muestra una estructura intermedia: Macrotus, un insectivoro y frugivoro
(Freeman 2000).
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Abstract

Background: The clive mouse Abrothrix olivacea is a cricetid redent of the subfamily Sigmodontinae that inhabits a
wide range of contrasting environments in southem South America, from aridlands to temperate rainforests. Along
its distribution, it presents different geographic forms that make the olive mouse a good focal case for the study of
geographical variation in response to environmental variation. We chose to characterize the kidney transcriptome
because this organ has been shown to be associated with multiple physiclogical processes, induding water
reabsorption.

Results: Transcriptomes of thirteen kidneys from individuals from Argentina and Chile were sequenced using
lllumina technology in order to obtain a kidney reference transcriptome. After combining the reads produced for
each sample, we explored three assembly strategies to obtain the best reconstruction of transcripts, TrinityMorm
and DigiMorm, which include its own nomalization algorithms for redundant reads removal, and Multireads, which
simply consist on the assembly of the joined reads. We found that Multireads strategy produces a less fragmented
assembly than normalization algorithms but recovers fewer number of genes. In general, about 15000 genes were
annotated, of which almost half had at least one coding sequence reconstructed at 99% of its length. We also built
a list of highly expressed genes, of which several are involved in water conservation under laboratory conditions
using mouse moadels.

Conclusion: Based on our assembly results, Trinity's in silico normalization is the best algorithm in terms of
cost-benefit returns; however, our results also indicate that normalization should be avoided if complete or nearly
complete coding sequences of genes are desired. Given that this work is the first to characterize the
transcriptome of any member of Sigmodontinae, a subfamily of cricetid rodents with about 400 living species,

it will provide valuable resources for future ecological and evolutionary genomic analyses.

Keywords: Abrothrix olivacea, Abrotrichini, Cricetidae, Sigmodontinae, Muroidea, RNA-5eq, Gene expression,
De novo assembly, Normalization methods

Background

The olive mouse Abrothrix olivacea [1] is a cricetid rodent
of the subfamily Sigmodontinae, one of the largest mam-
malian subfamilies with about 400 species and 86 living
genera [2,3]. The olive mouse is distributed along Chile
and Argentinean Patagonia, from 18°S to 55°S latitude [4],
extending for over 1000 km latitudinally, and encompass-
ing a great variety of environments: coastal deserts in the
north, Mediterranean scrubs in central Chile, Valdivian
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and Magallanic forests through the south of Chile and
Argentina and Patagonian steppe towards the Atlantic
coast. A. olivacea must withstand the arid Chilean north
and the Patagonia steppe, as well as the Valdivian rain for-
est with 2700 mm or more of annual rainfall [5]. Given
the striking biotic and abiotic differences among these en-
vironments, differences in thermoregulation and osmo-
regulation, among other physiological traits, are expected
to occur. Higher tolerance to water shortage in popula-
tions from xeric habitat has already been demonstrated
[6]. On the basis of variation in morphology, coloration
patterns, and more recently DNA sequence data [4,7],
many A. olivacea subspecies have been described and at
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13.2 Anexo Il
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