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1. RESUMEN

El pigmento es una de las adaptaciones mas comunes en el reino animal y ha sido
ampliamente estudiado en anuros; a pesar de esto, se conoce muy poco sobre su funcién y
control molecular durante el desarrollo embrionario. Las hembras de la rana de cristal
Espadarana prosoblepon pueden poner oocitos con pigmentacion reducida (claros) y otros
de color café oscuro, los cuales llegan a formar renacuajos y adultos con pigmento normal.
El fenotipo claro estd determinado por el alelo pel (pale eggs like) que es recesivo y su
herencia esta limitada al sexo, ya que los machos no producen oocitos; mientras que el
fenotipo oscuro se expresa por el alelo salvaje que es el dominante. Debido a la presencia de
los dos fenotipos, esta especie ha sido propuesta como un modelo para estudiar el papel
adaptativo de la pigmentacion del huevo. El objetivo principal de este estudio es determinar
los procesos moleculares involucrados en la pigmentacién melanica de los oocitos y asi tener
mas informacion sobre el rol del pigmento durante el desarrollo embrionario. En este estudio
se realiz6 un analisis de expresion génica diferencial entre los oocitos claros y oscuros. Se
identificaron 4.672 genes expresados diferencialmente entre los oocitos claros y oscuros.
Entre estos, se identificaron 25 isoformas que pertenecen a 11 genes que estan relacionados
con la pigmentacion y melanogénesis. Estos genes diferencialmente expresados estan
presentes en procesos de biosintesis y metabolismo del pigmento. Los resultados obtenidos
en este estudio indican que en los oocitos se estan llevando a cabo procesos moleculares
involucrados en la formacién, transporte y establecimiento del pigmento. Ademas, se puede
concluir que en la pigmentacion meldnica normal y reducida existen controles y procesos

moleculares distintos.

Palabras clave: Espadarana prosoblepon, pigmentacion melanica, oocitos oscuros, 00citos

con pigmentacién reducida (claros), expresion génica diferencial, melanogénesis.



2. ABSTRACT

The melanic pigment is one of the most common adaptations in the animal kingdom and has
been extensively studied in anurans; Despite this, very little is known about its function and
molecular control during embryonic development. The females of the glass frog Espadarana
prosoblepon can lay oocytes with reduced pigmentation (clear) and others of dark brown
color, which become tadpoles, and adults with normal pigment. The light phenotype is
determined by the pel allele (pale eggs like) which is recessive and its inheritance is limited
to sex, since males do not produce oocytes; while the dark phenotype is expressed by the
wild allele which is dominant. Due to the presence of the two phenotypes, this species has
been proposed as a model to study the adaptive role of egg pigmentation. The main objective
of this study is to determine the molecular processes involved in the melanic pigmentation
of oocytes and thus have more information about the role of pigment during embryonic
development. In this study, an analysis of differential gene expression between light and
dark oocytes was performed. They identified 4,672 genes differentially expressed between
light and dark oocytes. Among these, 25 isoforms belonging to 11 genes that are related to
pigmentation and melanogenesis were identified. These differentially expressed genes are
present in processes of biosynthesis and pigment metabolism. The results obtained in this
study indicate that molecular processes involved in the formation, transport, and
establishment of pigment take place in oocytes. In addition, it can be concluded that in
normal and reduced melanic pigmentation there are different controls and molecular

processes.

Keywords: Espadarana prosoblepon, melanic pigmentation, dark oocytes, oocytes with

reduced pigmentation (light), differential gene expression, melanogenesis.



3. INTRODUCCION

El pigmento es una de las adaptaciones mas comunes en el reino animal y ha sido
ampliamente estudiada en anuros; a pesar de esto, se conoce muy poco sobre su funcién y
control molecular durante el desarrollo embrionario (Rudh y Qvarnstréom, 2013; Salazar-
Nicholls et al., 2021).

El desarrollo embrionario temprano es el proceso mediante el cual un huevo
fertilizado pasa a ser un individuo completamente formado. Durante esta etapa los embriones
de anuros poseen varias adaptaciones que les permiten sobrevivir y formarse con normalidad
en su medio ambiente (Elinson y del Pino, 2012). Una de estas adaptaciones es el pigmento,
que en adultos y renacuajos sirve para enviar sefiales, camuflaje, termorregulacion y
proteccion de rayos UV (Duellmany Trueb, 1994; Rudh y Qvarnstrém, 2013). Durante las

etapas de desarrollo embrionario se conoce muy poco sobre su funcion.

En la especie Espadarana prosoblepon las hembras pueden poner huevos de dos
fenotipos distintos, uno tiene huevos claros debido a la pigmentacion reducida y el otro tiene
pigmentacion normal y es de color café oscuro. El fenotipo de huevos claros esta
determinado por el alelo pel (pale egg like) que es recesivo, y su herencia esta limitada al
sexo, ya que los machos no producen oocitos. Se asume que el fenotipo pel es causado por
un alelo que sigue un patron de herencia mendeliana (Salazar-Nicholls et al., 2021). El
fenotipo oscuro se expresa por el alelo salvaje que es el dominante. Ambos fenotipos de
oocitos llegan a formar renacuajos y adultos con pigmento normal. Debido a la presencia de
los dos fenotipos esta especie ha sido propuesta como un modelo para estudiar el papel

adaptativo de la pigmentacion del huevo (Salazar-Nicholls et al., 2021).

En el desarrollo de anuros existen cambios en la expresion génica, que estan
relacionados con las adaptaciones que les permiten sobrevivir en distintos habitats (Elinson
y del Pino, 2012; Gilbert y Barresi, 2017; Piprek et al., 2018). El analisis de transcriptomas
permite determinar la expresion de los genes en tejidos y estadios de vida especificos (Gall,
2014; Smirnov et al., 2022).



En Espadarana prosoblepon se han secuenciado los transcritos de tres tejidos
relacionados al sistema inmune de los cuales se obtuvo la anotacion de 8881 genes (Savage
et al., 2014). En otras especies se han realizado estudios sobre la actividad transcripcional
en oocitos, pero no se han centrado en la funcion del pigmento (Gall, 2014; Simeoni et al.,
2012). Ademas, no existe un genoma de Espadarana prosoblepon que pueda servir de
referencia para realizar la reconstruccion del transcriptoma. Por lo tanto, es necesario realizar

un ensamblaje de novo de los transcritos de los oocitos.

Los transcriptomas disponibles para Espadarana prosoblepon no permiten resolver
la pregunta sobre la funcién del pigmento en desarrollo porque corresponden a otros estadios
de desarrollo y no se conoce si provienen de individuos que pertenecen al polimorfismo pel
(Salazar-Nicholls et al., 2021; Savage et al., 2014). Debido a esto, en este estudio se
analizara el transcriptoma de los oocitos de los dos fenotipos para determinar la expresion
diferencial de genes durante esta etapa de desarrollo y poder identificar genes relacionados

con la melanogeénesis y el pigmento.

El anélisis del transcriptoma de los dos fenotipos de los oocitos de Espadarana
prosoblepon nos permitird conocer las diferencias de expresion génica y nos brindard mas
informacion sobre la funcion del pigmento melanico durante el desarrollo embrionario y sus

mecanismos moleculares (Salazar-Nicholls et al., 2021).

En general se conoce muy poco sobre los mecanismos bioldgicos durante el
desarrollo embrionario de especies no modelo, por lo que realizar el analisis del
transcriptoma completo de esta especie ayudara a posicionarla como un modelo emergente
para el estudio de la pigmentacion durante el desarrollo. Ademas, este estudio tiene el
potencial de contribuir a los esfuerzos para la conservacion de esta y otras especies de
anfibios y facilitar el planteamiento de nuevos proyectos de investigacion en el mismo

campo.



3.1 OBJETIVOS

3.1.1 OBJETIVO GENERAL

Describir la expresion diferencial de genes de oocitos claros y oscuros de Espadarana

prosoblepon

3.1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e ldentificar los genes que estan relacionados con la melanogénesis
e Determinar las diferencias de la expresion de los genes relacionados con la
melanogénesis y pigmentacion entre los dos fenotipos de oocitos

e Determina la funcion del pigmento melanico durante el desarrollo embrionario



4. MATERIALESY METODOS

Los individuos utilizados en este estudio han sido criados en cautiverio por la

Iniciativa de Conservacion “Balsa de los Sapos” de la PUCE.

Los analisis computacionales se realizaron en el supercomputador de CEDIA,

siguiendo el flujo de trabajo presentado en la Figura 1.

4.1 EXTRACCION DE ARN Y SECUENCIACION

Los oocitos claros y oscuros en estadio de vitelogénesis fueron extraidos de los
ovarios de ranas adultas de la especie Espadarana prosoblepon. Las hembras se pusieron
en una caja petri con la solucion Steinberg’s 1X estéril, cubriendo Unicamente la zona
abdominal. Se colocaron gradualmente gotas de metanosulfonato de tricaina 0.5% (MS-222)
hasta que las hembras estaban completamente sedadas, para comprobar esto se las colocaba
boca arriba y si no tenian la capacidad de regresar a posicion ventral se procedia con la
cirugia. Se realizé una incision de 5 mm en la posicion ventro-lateral del abdomen, con
ayuda de pinzas estériles se extrajeron los ovarios y se suturéd la herida con hilos
biodegradables. Después del procedimiento las ranas fueron lavadas con Steinberg’s 1X y
se recuperaron en un contenedor con suficiente humedad y ventilacion (Salazar-Nicholls et
al., 2021).

Los oocitos vitelogénicos extraidos se almacenaron a -80°C en tubos conicos de 2 ml
con la solucion RNAlater y se enviaron para la secuenciacion del ARN. La creacion de
librerias y secuenciacion se hizo con la tecnologia de lllumina Novaseq, se realizd la

secuenciacion de lecturas pareadas con una longitud de 151 pares de bases.

A los oocitos claros se les asignaron los codigos B-4033 y B-4161. Mientras que a
los oocitos oscuros los codigos N-3568 y N-3713. La letra B corresponde al fenotipo
“blanco”, la letra N al fenotipo “negro” y los nUmeros corresponden al terrario al que

pertenecen las hembras utilizadas en las cirugias (Anexo 1).



42 CONTROLDECALIDAD Y FILTRADO DE LOS TRANSCRITOS PREVIO
AL ENSAMBLAJE

Después de la secuenciacién se obtuvieron las lecturas de secuencias crudas de los
oocitos claros y oscuros, se evalud la calidad de las secuencias con FastQC v0.12.1

(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). Se recortaron adaptadores y

filtraron las secuencias cortas y de baja calidad, utilizando los parametros preestablecidos
en el preprocesador fastp v0.23.4 (Chen et al., 2018). Después de la limpieza, nuevamente

se evaluo la calidad de las secuencias y se procedid con el ensamblaje de los transcritos.

4.3 ENSAMBLAJE DE TRANSCRITOS

El ensamblaje de novo de todos los transcritos se realizé con Trinity v2.15.1, el cual
realiza la reconstruccion con el enfoque de k-mers (Grabherr et al., 2011). Se utilizo el
parametro --SS_lib_type FR, que sirve para identificar correctamente la cadena conductora
(FORWARD) y la retardada (REVERSE). Se redujo la redundancia de las secuencias con
CD-HIT v4.8.1, utilizando los valores predeterminados (Fu et al., 2012). Las estadisticas del
ensamblaje se obtuvieron con el script ‘TrinityStats.pl” que viene integrado en Trinity
v2.15.1 (Grabherr et al., 2011).

Finalmente, se evalud la completitud de los transcritos ensamblados con los linajes
de eucariotas, metazoos, vertebrados y tetrapodos utilizando BUSCO v5.4.7 (Manni et al.,
2021).

4.4 ANOTACION FUNCIONAL

Después del ensamblaje se realizd la prediccion de regiones codificantes con
TransDecoder v5.7.0 (Haas et al., 2013). Primero se extrajeron los marcos de lectura abiertos
largos y después se realizo la prediccion de las regiones codificantes. Se obtuvieron tres
archivos, entre estos un archivo con las secuencias de aminoécidos de las regiones

codificantes.


https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/

La anotacion de las proteinas se realizd con Trinotate v4.0.0. Para esto se utilizaron
los archivos del ensamblaje de los transcritos en formato fasta, el archivo gene trans map y
las secuencias de péptidos obtenidos en los pasos previos. Se realizo la anotacidon utilizando
las bases de datos de Swiss-Prot (Bairoch y Apweiler, 1999; UniProt Consortium, 2021) y
Pfam (Mistry et al., 2021). La anotacion de las rutas metabdlicas se hizo con las secuencias
de péptidos en el servidor KAAS (Moriya et al., 2007) y posteriormente se hizo la
reconstruccion de los mapas en el servidor de KEGG Mapper (Kyoto Encyclopedia of Genes
and Genomes) (Kanehisa et al., 2022; Kanehisa y Sato, 2020)

Los graficos de ontologia génica se realizaron con el paquete GOplot v1.0.2 (Walter
et al., 2015) en el programa R v4.3.1 (R Core Team, 2022).

4.5 ANALISIS DE EXPRESION GENICA DIFERENCIAL

El alineamiento y la estimacion de la abundancia de los transcritos se realizo con el
script ‘align_and_estimate abundance.pl’ de Trinity (Grabherr et al., 2011); para estimar la
abundancia se us6 Salmon v1.10.2 (Patro et al., 2017) y el alineamiento de secuencias se
hizo con bowtie2 v2.5.1 (Langmead y Salzberg, 2012). Con los datos de las abundancias
estimadas se construyeron las matrices de abundancia de genes e isoformas con el script
‘abundance estimates to matrix.pl’, que también viene incluido en Trinity (Grabherr et al.,
2011).

Los analisis de expresion génica diferencial se realizaron con el script
“run_DE_analysis.pl” de Trinity (Grabherr et al., 2011). En las opciones, se especificd el
uso del paquete edgeR de Bioconductor para la identificacién de genes e isoformas
diferencialmente expresadas entre tratamientos. Se realiz6 la normalizacién utilizando el
método TMM (Trimmed Mean of M-values), el cual que ajusta las diferencias en la
profundidad de la secuenciacion en las muestras (Robinson et al., 2010). Las figuras de la
expresion diferencial de genes como el grafico de volcan y el mapa de calor se disefiaron
con los paquetes tidyverse v2.0.0, ggrepel v0.9.3 y ggplot2 v3.4.2 (Slowikowski, 2023;
Wickham, 2009; Wickham et al., 2019) en R v4.3.1 (R Core Team, 2022)



5. RESULTADOS

5.1 SECUENCIACION DE ARN Y ENSAMBLAJE DEL TRANSCRIPTOMA

La secuenciacion del ARN de los oocitos claros y oscuros de Espadarana
prosoblepon se realizd con illumina. Se obtuvieron secuencias crudas de 151 pares de bases
que se limpiaron y filtraron. Las secuencias limpias tuvieron una longitud de 136 pb, debido
a la remocion de los adaptadores, y una puntuaciéon promedio en la calidad de Phred de 36

en todas las muestras (Anexo 2).

Se realizd el ensamblaje con las secuencias limpias de las cuatro muestras en una
sola corrida en Trinity y se obtuvo un total de 479,370 transcritos ensamblados, 239,967
genes, un contenido de GC de 46.10%, un promedio de contigs de 653.91, y un N50 de 1003
bases (Tabla 1). Ademas, en el ensamblaje se identificaron las isoformas génicas, ya que el
método utilizado por Trinity agrupa las secuencias de transcritos relacionadas y permite su

identificacion.

La evaluacion de la calidad de los ensamblajes se realizé6 mediante la identificacién
de genes ortologos de cuatro linajes con BUSCO. Se encontrd que el ensamblaje final tuvo
una completitud de 83.8% para tetrapodos, 92.5% para vertebrados, 99.4% para metazoos y
99.6 % para eucariotas (Tabla 2).

5.2 EXPRESION GENICA DIFERENCIAL

Se realizé el alineamiento y la estimacion de la abundancia de los transcritos
ensamblados y se obtuvo un promedio de secuencias alineadas de 96.5% para las cuatro
muestras (Tabla 3). Después se hizo la construccion de las matrices de expresion de genes e
isoformas, que posteriormente se utilizaron para los analisis de expresion genica diferencial

utilizando el paquete edgeR.

Para medir la expresion génica se utiliz6 como medida de abundancia relativa los
conteos por millon (CPM) y se consideraron como transcritos expresados los que tenian un

valor de CPM > 1 en al menos una de las muestras. La expresion génica diferencial en
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oocitos claros y oscuros se estimd mediante el valor de FDR < 0.05 (tasa de descubrimiento
falso o valor de p-ajustado). En el analisis de expresion génica diferencial se identificaron
un total de 66.047 genes expresados entre las cuatro muestras de oocitos, de los cuéles
61.375 no presentaron cambios significativos en la expresion génica entre ambos fenotipos.
Por otro lado, se encontrd que 4.672 genes se expresan diferencialmente entre los oocitos
con fenotipo claro y oscuro, de estos 1.773 genes se encuentran subexpresados y 2.899

sobreexpresados (Figura 2 y 3) (Tabla 4).

53 ANOTACION FUNCIONAL

Se identificaron los posibles marcos abiertos de lectura (ORF) con TransDecoder, y
a partir de estos se realizé la prediccion de las regiones codificantes. En base a estas regiones,
se hizo la anotacion de los transcritos con Trinotate usando las bases de datos de Swiss-Prot
(Bairoch y Apweiler, 1999; UniProt Consortium, 2021) y Pfam (Mistry et al., 2021) . En

total se anotaron 54.494 secuencias de los transcritos.

5.3.1 DOMINIOS PROTEICOS

En la anotacion se identificaron los dominios proteicos de acuerdo a la base de datos
de Pfam (Mistry et al., 2021). Se identificaron 2402 dominios proteicos en los transcritos,
siendo el mas comin el de C2H2 Zinc Finger con 788 transcritos anotados, seguido de
KRAB box y WD domain, G-beta repeat, cada uno con 251 y 236 transcritos anotados

respectivamente (Tabla 5).

5.3.2 ONTOLOGIA GENICA (GO)

En la anotacion funcional con GO se identificaron 24.893 transcritos que
corresponden a 691 genes, los cuales se clasificaron en las tres categorias de ontologia génica
que son: procesos bioldgicos (BP), componentes celulares (CC) y funciones moleculares
(FM), las siglas corresponden a sus nombres en inglés. Los tres términos méas enriquecidos
son los de procesos celulares (BP), agrupamiento o binding (MF) y organelas (CC) (Figura
4).
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Entre los términos de GO se identificaron 19 que estadn relacionados con la
melanogénesis y pigmentacion, de los cuales 18 estan enriquecidos. Siendo el término de
pigmentacion (G0O:0043473) el més enriquecido, seguido del término de “desarrollo del
pigmento” (GO:0048066) y la “localizacién del pigmento granular” (GO:0051875). El Gnico
término que no tiene ningun valor de enriquecimiento es el de “proceso biosintético de
melanina a partir de tirosina” (GO:0006583). Los 19 términos identificados pertenecen a la
categoria de procesos bioldgicos (BP) y estan involucradas 95 isoformas génicas (Figura 4
y5).

De los transcritos identificados en los términos de la pigmentacion, 25 isoformas se
encuentran diferencialmente expresadas entre los oocitos claros y oscuros, 18 estan
sobreexpresadas y 7 subexpresadas. Las isoformas sobreexpresadas tienen rangos de valores
de log2FC que van desde 12.46 a 15.48, mientras que las isoformas subexpresadas tienen
valores de log2FC desde -12.44 a -13.63. Todas las isoformas diferencialmente expresadas
pertenecen a los términos de “procesos de biosintesis de pigmentos” (GO:0046148) y
“procesos de metabolismo de pigmentos” (G0O:0042440) (ANEXO 3).

5.3.3 VIAS METABOLICAS

En la anotacion funcional realizada en el servidor de KAAS (Moriya et al., 2007) se
identificaron 33.756 términos funcionales, los cuales se utilizaron para hacer la
reconstruccion de mapas en el servidor KEGG mapper (Kanehisa et al., 2022; Kanehisa y
Sato, 2020).Después de realizar los mapas se identificaron un total 428 vias metabdlicas en

los transcritos de los oocitos.

Entre las vias metabdlicas se identifico la ruta de la maduracion de oocitos mediada
por la progesterona, que se encuentra completa y en la que se expresan 62 isoformas de los
genes identificados en los transcritos (Figura 6). Ademas, se identifico la via metabdlica de
la melanogénesis, que esta parcialmente completa e involucra la expresion de 61 isoformas
de los genes de oocitos. En esta ruta metabdlica no esta presente la proteina alfa-melanocito

estimulante (aMSH) y la proteina de sefalizacion agouti (ASP) (Figura 7).
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6. DISCUSION

6.1 ENSAMBLAJE

Los resultados obtenidos demuestran que el ensamblaje de novo de los transcritos es
de alta calidad. Antes del ensamblaje se realizé la limpieza y filtracion de las lecturas
obtenidas de la secuenciacion del ARN de los oocitos de Espadarana prosoblepon. Las
secuencias limpias tuvieron un puntaje de Phred de 36 en todas las muestras, lo que
significa que los &cidos nucleicos fueron identificados con una tasa de error de 1 en 4000
(Anexo 2) (Ewing et al., 1998). Este resultado en el puntaje de Phred nos indica que la
secuenciacion fue de alta calidad en todas las muestras, por lo que se procedio con el

ensamblaje.

Después de realizar el ensamblaje se obtuvo un valor N50 de 1003 bases y se evalud
la calidad a través del analisis de completitud. La completitud del ensamblaje tuvo un
valor 83.8% para el linaje de los tetrdpodos (Tabla 2). El porcentaje de completitud minimo
recomendado para ensamblajes de alta calidad es de 80%, por lo tanto, nuestro ensamblaje

se puede considerar como tal (Raghavan et al., 2022).

Durante el proceso de limpieza y ensamblaje de los transcritos, existieron varias
limitaciones. Inicialmente, para la limpieza y filtrado de secuencias se utiliz6 Trimmomatic
v0.39 (Bolger et al., 2014); sin embargo, las estadisticas de la limpieza y la calidad del
ensamblaje no fueron tan buenas como las que se obtuvieron con fastp (Chen et al., 2018).
Después del ensamblaje, en el analisis de completitud, se identificaron mas grupos
duplicados que simples. Debido a esto, se decidio utilizar la herramienta CD-HIT para

disminuir la redundancia (Fu et al., 2012).

6.2 EXPRESION GENICA DIFERENCIAL ENTRE OOCITOS CLAROS Y
OSCUROS Y ANOTACION FUNCIONAL

Se analiz6 la expresion de genes de los oocitos con fenotipo claro y oscuro. En el
analisis se identificaron un total de 66.047 genes expresados entre las cuatro muestras. En la

comparacion entre muestras del mismo fenotipo se observa que hay una expresion génica
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similar (Figura 3). Mientras que entre los oocitos claros y oscuros se encontraron 4.672 genes
expresados diferencialmente de los cuales 2899 estan sobreexpresados y 1773 genes
subexpresado (Figura 2 y 3). Estos datos indican que en las muestras pertenecientes a un
mismo fenotipo los procesos moleculares son similares, mientras que entre muestras de

diferentes fenotipos existen diferencias en algunos procesos.

6.2.1 DOMINIOS PROTEICOS

En la anotacién funcional del transcriptoma ensamblado se identificaron 54.494
transcritos conocidos que se agrupan en 17.556 genes. Entre estos se encontré que los
dominios proteicos mas comunes fueron los dedos de zinc C2H2, KRAB box (o caja

asociada a Kruppel) y WD, G-beta repeat (Tabla 5).

Los dedos de zinc C2H2 forman parte de la familia mas grande de factores de
transcripcion en eucariotas superiores (Fedotova et al., 2017). El dominio KRAB box forma
parte de aproximadamente un tercio de las proteinas con dedos de zinc C2H2 y esta presente
solo en tetrdpodos. Las proteinas que tienen el dominio KRAB box participan en el
mantenimiento del nucléolo, la diferenciacion celular, la proliferacion celular, la apoptosis
y la transformacion neoplasica (Urrutia, 2003). Las proteinas WD40 son una familia grande
que se encuentra en todos los eucariotas y estan implicadas en el crecimiento, desarrollo,
transduccion de sefiales, control de ciclo celular, transporte intracelular, remodelacion de la
cromatina, organizacion citoesquelética, regulacion transcripcional, entre otras (Jain y
Pandey, 2018).

En general, los dominios proteicos mas comunes del ensamblaje de novo estan
involucrados en funciones bioldgicas esenciales (Albagli et al., 1995; Isalan, 2013; Kobe y
Kemp, 2003; Li et al., 2006; Nalefski y Falke, 1996; SenGupta, 2013).

6.2.2 ONTOLOGIA GENICA (GO)
En la anotacién funcional realizada con ontologia génica, se determind que la

mayoria de los términos enriquecidos estan relacionados con funciones metabolicas y

celulares (Figura 4). Esto coincide con la informacion obtenida en los dominios proteicos,
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lo cual valida la anotacion de nuestros transcritos y nos da informacion sobre los procesos

bioldgicos que suceden en los oocitos.

Entre los términos mas enriquecidos se encontro el de “union de acidos nucleicos”
(GO: 0003676) (Figura 5). Este término representa la union de proteinas a los acidos
nucleicos, dichas proteinas se suelen caracterizar por tener dominios de dedos de zinc. Esto
concuerda con la identificacion de los dominios proteicos en los cuales el mas comdn fue el
de dedos de zinc C2H2 (Tabla 5). En general, los términos enriquecidos de GO cumplen

funciones bioldgicas esenciales.

En cuanto a los términos relacionados a la melanogénesis y pigmentacion los mas
enriquecidos son los de “pigmentacion” (GO:0043473), “desarrollo de pigmento”
(G0:0048066) y la “localizacion del pigmento granular” (GO:0051875). De acuerdo a estos
resultados en los oocitos estan activos genes involucrados en la produccion, distribucion y

localizacion de pigmentos (Ashburner et al., 2000; Consortium et al., 2023).

Ademas, entre los términos enriquecidos relacionados con la pigmentacion se
identificaron unicamente 25 isoformas diferencialmente expresadas entre los oocitos claros
y oscuros. Estas isoformas diferencialmente expresadas pertenecen a 11 genes identificados
en los términos de “procesos de la biosintesis de pigmento” ( GO:0046148) y “procesos en

el metabolismo del pigmento”’(G0O:0042440) (ANEXO 3).

Los datos de log2FC de las isoformas sobreexpresadas y subexpresadas relacionadas
con el pigmento indican que existen diferencias extremadamente significativas en la
expresion entre los dos tratamientos. Estos datos nos muestran que las isoformas
sobreexpresadas se expresan al menos 5634 veces mas en oocitos claros que en los oscuros,
mientras que en las isoformas subexpresadas hay una expresion menor de al menos 5556
veces en comparacion con los oocitos oscuros. Estos resultados nos sugieren que estas 25
isoformas pueden tener un rol en la determinacion de la pigmentacién melénica, por lo que
se sugiere realizar estudios en estos genes en especificos para determinar su funcion en los

oocitos claros y oscuros.
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6.2.3 VIAS METABOLICAS

En la reconstruccién de los mapas de las rutas metabolicas se identificaron un total

de 428 vias metabdlicas en los transcritos de los oocitos.

Entre las vias metabolicas se identifico la ruta de la “maduracion de oocitos mediada
por la progesterona”, que se encuentra completa y en la que se expresan 62 isoformas de los
genes identificados en los transcritos (Figura 6). La presencia de esta ruta valida el origen
de los transcritos a partir de los oocitos y nos ayuda a entender los procesos metabolicos que

suceden durante la maduracién de los oocitos de Espadarana prosoblepon.

Ademaés, se identifico la via metabdlica de la “melanogénesis”, que esta
parcialmente completa e involucra la expresion de 61 isoformas de los genes de oocitos.
En esta ruta metabolica no esta presente la hormona precursora alfa-melanocito

estimulante (aMSH) y la proteina de sefializacion agouti (ASP) (Figura 7).

La hormona aMSH tiene su origen en la glandula pituitaria y actia como un factor
mitogénico en la produccion de melanina (Flori et al., 2017). Su ausencia en la ruta
metabdlica de la melanogénesis nos sugiere que esta hormona pueda no estar involucrada

de forma directa en la produccion de melanina en los oocitos.

La proteina ASP cumple funciones regulatorias en la melanogénesis. ASP ha sido
reportada como una hormona inhibidora de la produccién de melanina (Furumura et al.,
1996). Su ausencia en la ruta metabdlica de la melanogénesis sugiere que esta proteina no

tiene un papel regulatorio en los oocitos de Espadarana prosoblepon.

La ausencia de aMSH y ASP nos sugiere que los mecanismos de regulacion de la
pigmentacion en oocitos pueden variar con respecto a los de Xenopus o también puede haber
la posibilidad de que existan otras moléculas que cumplan la misma funcién que estas

proteinas en estos 0ocitos.
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7. CONCLUSIONES

El objetivo principal de este estudio es determinar los procesos moleculares
involucrados en la pigmentacion meléanica de los oocitos y asi tener mas informacion sobre
el rol del pigmento durante el desarrollo embrionario. Los grupos enriquecidos relacionados
con el pigmento y la ruta metabdlica de la melanogénesis nos indican que en los oocitos se
estan llevando a cabo procesos moleculares involucrados en la formacion, transporte y
establecimiento del pigmento. Ademas, se determind que existe expresion génica diferencial
entre los oocitos claros y oscuros, se identificaron 11 genes involucrados con la

melanogénesis y el pigmento que se expresan diferencialmente entre ambos fenotipos.

De acuerdo a los resultados obtenidos en este estudio podemos concluir que en la
pigmentacion meldnica normal y reducida existen controles y procesos moleculares
distintos. A pesar de esto, todavia no podemos definir la funcion exacta del pigmento
melénico en el desarrollo embrionario. Debido a esto consideramos que es necesario
continuar con los estudios enfocandonos en los genes diferencialmente expresados entre

ambos fenotipos y asi poder determinar la funcion de la pigmentacién melénica.

Espadarana prosoblepon ha sido propuesta como un organismo modelo para el
estudio del pigmento melanico, por lo tanto, el ensamblaje de los transcritos provenientes de
los oocitos contribuira a posicionarla como una especie modelo emergente y aportara

informacion util para realizar comparaciones en estudios similares.



17

8. RECOMENDACIONES

Realizar experimentos de validacion para confirmar la expresion diferencial de

los genes identificados que se relacionan con la melanogénesis y el pigmento.

Realizar ensayos de re-mapeo para validar los resultados obtenidos en este

estudio.

Realizar el andlisis de expresion diferencial utilizando al menos dos muestras mas

de cada fenotipo de oocitos.

Realizar el andlisis de expresion diferencial post fertilizacion.

Realizar estudios funcionales enfocandose en los genes diferencialmente

expresados entre ambos fenotipos, para determinar la funcién de cada uno.
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Figura 1. Flujo de trabajo del ensamblaje, anotacion funcional y analisis de expresion

génica diferencial.



30 ~

204

—|0910FDR

10 4

24

Expresion
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® Sobreexpresado

Figura 2. Grafico de volcan de la expresion génica diferencial con genes.

El eje x representa el logaritmo en base 2 del cambio relativo o fold change (log2FC), que

se refiere a la magnitud del cambio en la expresion génica entre oocitos claros y oscuros. El

eje Y representa el logaritmo negativo en base 10 del valor de p ajustado (loglOFDR). Los

puntos de color gris representan los genes que no tienen un cambio de expresion significativo

entre las dos muestras. Los puntos de color azul representan los genes sub regulados al

comparar las dos condiciones. Los puntos rojos representan los genes sobreexpresados de

una condicién a otra.
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Figura 3. Mapa de calor del agrupamiento jerarquico de las muestras de oocitos de

i_M

s
B-4033
B-4161
N-3568
N-3713

Espadarana prosoblepon de acuerdo a sus niveles de expresion.

En el eje X y eje y se representan todas las muestras utilizadas en el analisis de expresion
génica. La clave de color indica los niveles de similitud de la expresion génica entre las
muestras.

B-4033, oocitos claros; B-4161, oocitos claros; N-3568, oocitos oscuros; N-3713, oocitos
0SCUros.
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Figura 4. Clasificacion de Ontologia Génica (GO).

Gréfico de barras con los diez términos de GO maés enriquecidos para las categorias de

procesos bioldgicos (BP), componentes celulares (CC) y funcién molecular (MF).

dos relacionados a la pigmentacion.

érminos mas enriqueci

7

Ademas, se incluyeron los t



27

60'90‘::23;% 003249
'] oo.'o
é’bv - o~ e .: 0’33%, ID Description
P ° y @ GO:0032400 melanosome localization
L d O .0 o G0:0042438 melanin biosynthetic process
2 ' °) @ 8 GO0:0043485 endosome to pigment granule transport
§ D . 1 E GO:0006582 melanin metabolic process
% % ) o | § GO:0051905 establishment of pigment granule localization
(0] 8 ‘. ‘ ‘ o5 G0:0048066 developmental pigmentation
. \ g. <) 6‘0 GO:0032401  establishment of melanosome localization
%cb o »8 o § GO:0006583 melanin biosynthetic process from tyrosine
oo.b “ o ° qc,g’ GO0:0035646 endosome to melanosome transport
© ‘. .09 GO:0030318 melanocyte differentiation
9903,00 o 906\500-
00&053&&0 Go 005y 875
& 0c?'o :
‘g?. P A\ o% ID Description
90 - )’1'9 GO:0051875 pigment granule localization
(,0' ® O . A GO:0046149  pigment catabolic process
4 ' Q G0:0043473 pigmentation
= 8 GO:0050931  pigment cell differentiation
%, ‘ ‘ . 3 § GO0:0033162 melanosome membrane
“?’% ,‘ ‘ Q & 0 g GO:0046148 pigment biosynthetic process
?9 8 D é « GO:0051904  pigment granule transport
o y G0:0032402 melanosome transport
P © : ) 0..06’00 G0:0042440 pigment metabolic process
“%,, @ ® &
%0 ° ¢ i
291£€00:09
logFC z-score
® downregulated ® upregulated 1B

decreasing increasing

Figura 5. Gréfico circular de Ontologia Génica (GO) con los términos relacionados a la

melanogénesis.

El circulo exterior es un diagrama de dispersion que muestra los niveles de expresion de los
genes relacionados con la melanogénesis y el pigmento. Los puntos rojos representan la
sobreexpresion y los azules la subexpresion. El circulo central es un gréafico de barras que
representa el valor de z (z-score). En el cuadro de la derecha esta la lista de los términos de

GO y su descripcion.
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Figura 6. Mapa de la via metabdlica de la maduracion de los oocitos mediada por la

progesterona.

Los recuadros resaltados representan a genes que han sido identificados en los transcritos de

los oocitos. Los cuadros en blanco representan a las proteinas ausentes en los transcritos.
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Figura 7. Mapa de la via metabdlica de la melanogénesis en oocitos.

Los recuadros resaltados representan a genes que han sido identificados en los transcritos de

los oocitos. Los cuadros en blanco representan a las proteinas ausentes en los transcritos.
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Tabla 1. Estadisticas del ensamblaje global de dos muestras de huevos claros y dos de

huevos oscuros de Espadarana prosoblepon.

Estadisticas del ensamblaje

Namero de transcritos ensamblados 479370

Numero de genes 239967

Longitud media de contigs 355 - 309*
Promedio de contigs 653.91 — 532.85*
Contig N50 1003- 655*

Total de bases ensambladas 127866396
Porcentaje GC 46.10

* Estadisticas basadas solo en las isoformas mas largas de cada gen

Tabla 2. Datos de completitud del ensamblaje de los transcritos.

RESULTADOS BUSCO

Estadisticas Tetrapodos Vertebrados Metazoos Eucariotas
BUSCO
Total de grupos BUSCO 5310 3354 954 255
Completo 4453 3102 948 254
Unico 3608 2475 742 213
Duplicado 845 627 206 41
Fragmentado 179 77 1 0
Faltante 678 175 5 1

% de completitud 83.8

925

99.4

99.6
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Tabla 3. Datos del porcentaje de secuencias alineadas por cada muestra.

Muestras % de lecturas alineadas
B-4033 96.72
B-4161 96.57
N-3568 96.64
N-3713 96.07
Promedio 96.5

Tabla 4. Datos de expresion diferencial de la comparacién entre los transcritos de

oocitos claros y oscuros p < 0.05

Expresion n
Subexpresados 1.773
Sin cambio 61.375
Sobreexpresados 2.899

Total 66.047




Tabla 5. Lista de los diez dominios proteicos mas comunes
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Descripcion del dominio

NUmero de secuencias

Término Pfam

proteico anotadas

Zinc finger, C2H2 type 788 PF00096
KRAB box 251 PF01352
WD domain, G-beta repeat 236 PF00400
Protein kinase domain 230 PF00069
RNA recognition motif. 207 PF00076
ADP-ribosylation factor

182 PF00025
family
Ankyrin repeats 122 PF12796
Zinc finger, C3HC4 type

116 PF13920
(RING finger)
BTB/POZ domain 99 PF00651
C2 domain 84 PF00168
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12. ANEXOS
Anexo 1. Individuos de Espadarana prosoblepon utilizados para la extraccion de
0ocitos.
Individuo Cddigo de muestra #Terrario Fenotipo de oocitos
1 B-4033 4033 Pigmentacion
reducida
2 B-4161 4161 Pigmentacion
reducida
3 N-3568 3568 Pigmentacion
normal
4 N-3713 3713 Pigmentacién

normal
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Anexo 2. Resumen de las estadisticas de calidad de las secuencias crudas y limpias.

MUESTRA B-4033

FORWARD

RFastQC Report *FastQC Report 5405 2o

Summary Summary
Dper base sequence quality

om °Per base sequence quality om Qualty scares 56155 all bsses (Sanges / IuinG 1.8 eneeting)
omnuenw quality. Quality scores across all bases {Sanger /lllumina 1.9 encoding} emw“
°Per tile sequence quality. QMEEI
°Per sequence quality scores sznwmm
oPer base sequence content ewm
@per sequence GC content [7 o
(@er base N content Qe e
oiquenm Length Distribution @ senence Lengh pistuion
€ sequence Duplication Levels Qseamee dpaton e
@ overrepesented sequences ozt s

@ aapcs covies

Ommer Content

1234567681213 1618 2435 3031 3537 4243 4648 5835 661 6667 7273 7570 8435 B0S 6497 104105 L4115 124125 134435
Pasition in read (bp}

1234567806 1516 3034 4549 6064 7579 06004 105100 120124 135139 150151
Position in read (bp)

REVERSE

@FastQC Report RFastQC Report L

Summary Summary
°Per base sequence quality
°Basnc Statistics °Per base sequence quality oimsm“ Qusity seores across all bases (Sanger  lmina 1 9 encoding)
@peoase sequence auairy Quality scores across all bases (Sanger / lumina 1.9 encoding} Qerminee ey *
@re tie sequence quaty (D 2ectie seovence ity u
°Pe( sequence quality scores Okmmumm #
(@) Per base sequence content (@ Pecvase sequence conters :
aﬁztiquence GC content OW .
QPH base N content @z conen u
esiquenm Length Distribution ommmmhﬂmm :
€ sequence Duplication Levels (% EEESELSEE
@ cverepresented sequences mem
() Adapter content Qe

0 734567851213 1613 2475 031 3637 £24% 4549 5055 6081 6587 7273 7670 BAS3 5091 9697 106105 114115 126125 13413
Posttion n read (bp

123456780 1519 3034 4549 6064 7579 9094 105109 120-124 135139 150151
Position in read (bp)
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MUESTRA B-4161

FORWARD

RFastQC Report

Summary

@per base sequence quality

8RB R SY LY

1234567889 1519

Quality scores across al bases (Sanger / llumina 1.9 encoding)

3034 4349  608¢ 7579 9064 105109 120124 135138 150451
Pasition in resd (bp)
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Sur
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@per base sequence quality
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BN OW R H B RS
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°Per base N content

(@ sequence Length Distribution
€ secuence Duplcation Levels
0 Overrepresented sequences

Gmmer Content

°Per base sequence quality

1234567809 1519

30-34

Quality scores across all bases (sanger / llumina 1,8 encoding)

4549 6084 7579
Position in read (bp)

90-94 105109 120-124 135139 150151
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Qs sasics

(7 T——
OPWJMM
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°PH|EE sequence content
(7 Eer—
°PH|EE N content
OEW ength Distribution
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(7 P
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2R R BB B8Ry
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MUESTRA N-3568

FORWARD

Sun 1
aFastQC Report aFaleC Report N-3868_telean
Summary Summary

) °Per base sequence quality
Basic Statistics i Stztsics
@D sasic statisties Per base sequence quality OL ol o bases tsage s 1.8 encadrgl
Qmﬂuenw quality. Quality scores across all bases (Sanger / llumina 1.9 encoding) &Mmm -
ePer tile sequence quality QMMM 3|
°Per sequence quality scores &m'ﬁmm =
@ Per base sequence content ePumgm content N
28]
@ Per sequence GC content emgm G contert .
°Per base N content ePumMm 2
(@ sequence Length Distribution osi.,ﬂ ength Distritution 2)
esiquenw Duplication Levels M!m Levels =
18]
@ uerepresented cequences @ crerenesenen emences
cmmer Content om Content
° 1234567891213 1819 24-25 3031 3637 4243 4349 54.55 6061 6667 7273 7879 8485 8061 9697 104105 114115 124125 134135
123456789 1519 30-34 4549 5064 7579 90-94 105-109 120-124 135139 150-151 Posttion in read (bp)
Fosition in read (bp}

REVE

RSE

sunt
RFastQC Report Rrastac Report N-1568_2cean
Summary Summary
°Per base sequence quality
QM °Per base sequence quality emcsrams
) ‘Quality scores 5cross al bases {Sanger | Hlumina 1.9 encoding)
°F’H base sequence quality Qualty scores across all bases {Sanger / llumina 1.6 encoding) ePu base sequence quality .
OPH tile sequence quality °Pﬂﬂe ence qualfy N
°PH sequence quality scores epﬂ — e )
Per b tent

@ e bsse sequence conen ) — .
°Pe( sequence GC content )

ePﬂnence GC content
°Pﬂ base N content =
°Siequenoe Length Distribution OM #
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© rszoresenied seouerces Qo Dsin s
ompter Content owﬁﬂm

Qo coe

8
6
a
2
o

1234567839

1519 3034

4549 6064 7579
Fosition in read (bp)

90-94

105-108 120-124 135-139 150-151

¢ 1234567891213 1819 24-25 30-31 3537 4243 4840 5455 6061 6667 72-73 78-79 B4GS 0041 9697 104105 114115 124125 134135
Postion nread (ap]
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MUESTRA N-3713

FORWARD

‘@FastQC Report
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°Basic Statistics

°Pe( base sequence quality
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Quizeeconen
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Anexo 3. Isoformas diferencialmente expresadas en los términos GO relacionados a la

melanogénesis y pigmento.

Cédigo GO Término Isoforma log2FC  FDR Expresion
GO
G0:0046148 pigment TRINITY_DN587 CO_ 1548 0.020  Sobreexpresado
biosynthetic G118
process
G0:0046148 pigment TRINITY_DN2130_CO 15.14 0.020  Sobreexpresado
biosynthetic Gl
process
G0:0046148 pigment TRINITY_DN6982_CO 1459  0.020 Sobreexpresado
biosynthetic _G1.I5
process
G0:0046148 pigment TRINITY_DN1682_CO  13.88  0.020 Sobreexpresado
biosynthetic _G1 119
process
G0:0046148 pigment TRINITY_DN2650 _CO 13.04 0.020  Sobreexpresado
biosynthetic Gl 12
process
G0:0046148 pigment TRINITY_DN7097_CO 12.96 0.020  Sobreexpresado
biosynthetic _G1.118
process
G0:0046148 pigment TRINITY_DN1367_C4 12.75 0.020  Sobreexpresado
biosynthetic G113
process
G0:0046148 pigment TRINITY_DN1779_ CO  12.68  0.020 Sobreexpresado
biosynthetic Gl 111
process
G0:0046148 pigment TRINITY_DN6240_CO  -12.46  0.020 Subexpresado
biosynthetic Gl 15
process
G0:0046148 pigment TRINITY_DN2381_CO  -12.50 0.020 Subexpresado

biosynthetic

process

_G1_110
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Cadigo GO Término Isoforma log2FC  FDR Expresion
GO
G0:0046148 pigment TRINITY_DN1682_C0O  -13.63  0.020 Subexpresado
biosynthetic G119
process
G0:0042440 pigment TRINITY_DN587 CO_ 1548 0.002  Sobreexpresado
metabolic G118
process
G0:0042440 pigment TRINITY_DN2130_CO 15.14 0.002  Sobreexpresado
metabolic Gl
process
G0:0042440 pigment TRINITY_DN6982_CO 1459  0.002 Sobreexpresado
metabolic Gl 15
process
G0:0042440 pigment TRINITY_DN1682_CO  13.88  0.002 Sobreexpresado
metabolic _G1 119
process
G0:0042440 pigment TRINITY_DN2650 _CO 13.04 0.002  Sobreexpresado
metabolic Gl 12
process
G0:0042440 pigment TRINITY_DN7097_CO 12.96 0.002  Sobreexpresado
metabolic _G1.118
process
G0:0042440 pigment TRINITY_DN3042_CO 12.85 0.002  Sobreexpresado
metabolic G118
process
G0:0042440 pigment TRINITY_DN1367_C4 1275 0.002  Sobreexpresado
metabolic G113
process
G0:0042440 pigment TRINITY_DN1779_ CO  12.68  0.002 Sobreexpresado
metabolic Gl 111
process
G0:0042440 pigment TRINITY_DN3042_CO0 12.46 0.002  Sobreexpresado
metabolic Gl 16

process
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Cadigo GO Término Isoforma log2FC  FDR Expresion
GO

G0:0042440 pigment TRINITY_DN3042_C0  -12.44  0.002 Subexpresado
metabolic G113
process

G0:0042440 pigment TRINITY_DN6240 CO  -12.46  0.002 Subexpresado
metabolic G115
process

G0:0042440 pigment TRINITY_DN2381 CO -1250  0.002 Subexpresado
metabolic ~G1.110
process

G0:0042440 pigment TRINITY_DN1682_CO  -13.63  0.002 Subexpresado
metabolic G119

process
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