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RESUMEN:

Atelopus ignescens, es un sapo arlequin endémico de los Andes ecuatorianos, que se
encuentra en peligro critico de extincion, debido a su alarmante declive poblacional
asociado a factores como la pérdida de habitat, el cambio climaticoy la quitridiomicosis.
Por tal motivo, es imprescindible abordar la probleméatica no solo desde un punto de vista
ecoldgico, sino también desde el punto de vista genético que nos permitiria inferir los
mecanismos de la especie que le permite resistir a amenazas ambientales y bioldgicas.
Por lo tanto, el presente estudio analizo la variabilidad genética entre grupos actuales e
historicas de Atelopus ignescens, utilizando datos RADseq vs el genoma de referenciade
A. laetissimus, mediante analisis informatico y estadistico para realizar un analisis de
variantes, heterocigosidad y una prospeccion de anotacion funcional. Esto con el objetivo
de tratar de generar una explicacién bioldgica, del porqué de la presencia de la especieen
su Unica poblacién remanente reportada hasta el momento. El andlisis de la estructura
genética, combinado con la prospeccion de la anotacion funcional aportaron informacion
relevante sobre los procesos evolutivos y demograficos que han modelado estas

poblaciones, para poder generar informacién relevante para su conservacion.

Palabras clave: RADseq, alineamiento, Atelopus ignescens, genémica funcional,

variantes genéticas.



ABSTRACT:

Atelopus ignescens is an endemic harlequin toad from the Ecuadorian Andes, currently
classified as critically endangered due to its alarming population decline. This decline has
been linked to factors such as habitat loss, climate change, and chytridiomycosis.
Therefore, it is essential to address this issue not only from an ecological perspective but
also from a genetic standpoint, which could help infer the mechanisms that allow the
species to resist environmental and biological threats. In this context, the present study
analyzed the genetic variability between current and historical groups of Atelopus
ignescens using RADseq data aligned against the reference genome of A. laetissimus.
Bioinformatic and statistical analyses were performed to assess genetic variants,
heterozygosity, and conduct a functional annotation prospecting. The objective was to
provide a biological explanation for the persistence of the species within its only
remaining reported population to date. The analysis of genetic structure, combined with
the functional annotation prospecting, provided relevant insights into the evolutionary
and demographic processes that have shaped these populations, aiming to generate

valuable information to support conservation strategies for the species.

Keywords: RADseq, alignment, Atelopus ignescens, functional genomics, genetic
variants



1. INTRODUCCION:
Atelopus ignescens, conocido como el “jambato negro”, es un sapo arlequin endémico de
los Andes ecuatorianos, que habitaba los paramos y bosques montanos entre 2.800 y
4.200 metros de altitud, y era bastante comun en las provincias de Imbabura, Pichincha,
Cotopaxi, Tungurahua, Chimborazoy Bolivar, en la década de los 80 (Vega-Yanez et al.,
2024). Sus avistamientos no eran solo en zonas pristinas, sino también en zonas
disturbadas por el hombre, como pastizales, potreros e incluso dentro de los parques de
las ciudades de Quito, Latacungay Ambato. EI Gltimo registro confirmado de su presencia
fue en el afio de 1988 en lalocalidad de Oyacachi, posteriormente a pesar de los esfuerzos

de busqueda, se la catalogd como extinta en la lista roja de la UICN (Ron et al., 2003).

Tras tres décadas en el afio 2016, la especie fue redescubierta en la localidad de
Angamarca - Cotopaxi. Lo cual, reavivo los esfuerzos de investigaciony conservacion de
laespecie, debido a que sigue siendo una de las tantas especies que estan en peligro critico
de extincién dado su alarmante declive poblacional, que se ha asociado a factores como
la pérdida de habitat, el cambio climaticoy la quitridiomicosis (Ron et al., 2003; Harvey
et al., 2013; Vredenburg et al., 2010; IUCN, 2021; Vega-Yanez et al., 2024). En cuanto
a la investigacion, el analisis de gendmica utilizando herramientas bioinformaticas nos
podria ayudar a inferir los mecanismos que le han permitido a la especie a resistir ciertas
amenazas ambientales y biologicas, explicando asi gran parte de la problematica que

enfrenta y enfrento en el pasado A. ignescens (Frankham, 2005).

Estos analisis genéticos y bioinformaticos utilizan la genémica comparativa, la cual es
una herramienta esencial para caracterizar variantes genéticas que puedan estar
implicadas en la adaptabilidad y resistencia de una especie (Ellegren, 2014). Una de las
técnicas que se usa para poder analizar estas variantes, es la secuenciacion de ADN
asociada a sitios de restriccion (RADseq), gracias a esta técnica es posible identificar
regiones del genoma altamente informativas sin requerir la secuenciacion completa, lo
cual es valioso para especies con genomas complejos (Baird et al., 2008). Esta técnica ha
sido aplicada exitosamente en anfibios para revelar estructuras poblacionales,
diferenciacion genéticay patrones de seleccién local (Davey & Blaxter, 2011; Hohenlohe
et al., 2010).



En el caso de A. ignescens, la falta de informacién sobre un genoma de referencia limita
ciertos tipos de analisis. Sin embargo, la disponibilidad de genomas completos de
especies pertenecientes al mismo género, puede ser util, siempre y cuando se considere
el error que conlleva la comparacion de genomas de especies distintas (Ekblom &
Galindo, 2011). Aun asi, estas comparaciones podrian revelar potenciales genes
conservados y variantes potencialmente funcionales, los cuales estarian involucrados en
procesos biologicos esenciales como la respuesta inmunoldgica, la regulacion del
equilibrio hidrico o la adaptacion a condiciones térmicas extremas, entre otros aspectos
vinculados a la supervivenciaen habitats de altamontafia (Bolafios et al., 2018; Jaynes et
al., 2022; Savage & Zamudio, 2011). En este contexto, estudios en otras especies de
anuros han identificado genes asociados con estas funciones adaptativas, como por
ejemplo genes del complejo mayor de histocompatibilidad que puede estar relacionado
con la resistenciaa la quitridiomicosis, genes que codifican proteinas de choque térmico
como el HSP90AAL, y genes asociados al equilibrio hidrico como los receptores de
vasotocina y mesotocina. Encontrar este tipo de variantes reforzaria la hipétesis de que
en Atelopus ignescens podrian existir variantes funcionales que le confieran ventajas
adaptativas en su entorno andino (Kohno et al., 2003; Savage y Zamudio, 2011; Lu etal.,
2020).

Este tipo de estudios se los puede realizar en la plataforma bioinformatica Galaxy en
donde se encuentran herramientas como: Blast o Minimap 2 las cuales permite la
alineacion de lecturas cortas o fragmentadas contra genomas de referencia, permitiendo
un mapeo rapido y confiable incluso entre especies no idénticas (Afgan et al., 2018; Li et
al., 2009). A partir de los alineamientos obtenidos, se pueden identificar variantes
genéticas como: SNPs e indels y genes que podrian ser conservados, o que permite
explorar la distribucion de dichas variantes y genes en el contexto del genoma de
referencia (Li et al., 2009).

La importancia de este estudio radica en la deteccidon de estas variantes ya que son clave
para la historiaevolutivay el potencial adaptativo de A. ignescens, permitiendo discernir
entre variantes neutras y aquellas con posible relevancia funcional. Ademas, el analisis
de genes conservados a partir de las regiones alineadas puede revelar componentes
genéticos esenciales para la supervivencia, los cuales han sido mantenidos a lo largo de
la evolucion del linaje Atelopus (Koonin et al., 2006; Jones et al., 2012).
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En conjunto, este enfoque integrador proporciona una base genémica para orientar
estrategias de conservacion, considerando tanto la diversidad genética actual como la
capacidad evolutiva de la especie para enfrentar amenazas futuras (Scheele et al., 2019;
Springborn et al., 2022). Por tal motivo dentro de este estudio se pretende: 1) Analizar
las secuencias RADseq de Atelopus ignescens comparandolas con el genoma de
referenciade Atelopus laetissimus, mediante la utilizacion de la herramienta MInimap 2.
2) de ser el caso, determinar la presencia de genes conservados, en Atelopus ignescens,
3) identificar posibles variantes genéticasen Atelopus ignescens que potencialmente estén
asociadas con la resistencia y la adaptacion al entorno y 4) plantear estrategias de
conservacion, considerando tanto la diversidad genética actual como la capacidad

evolutiva de la especie para enfrentar amenazas futuras.

2. METODOLOGIA:

Este estudio sigue un disefio de investigacion cuantitativo, exploratorioy comparativo
orientado en la caracterizacion genéticaentre dos poblaciones una actual y otra historica
de la especie Atelopus ignescens. Las muestras tomadas de los individuos actuales fueron
realizadas en la Unica poblacion existente, en la localidad de Angamarca, sin embargo, la
fecha de recoleccion no es un dato pablico. Por otro lado, las muestras histéricas son
provenientes de tejidos congelados de museo, recolectados a finales de 1980, conservados
en la universidad de Kansas (Jaynes et al., 2022). Se utilizaron herramientas
bioinformaticas en Galaxy y analisis estadisticos en R studio para la deteccion y
comparacion de variantes genéticas a partir de secuencias RADseq. El enfoque
metodoldgico realiza una prospeccion de anotacion funcional de genes para extrapolar

potenciales implicaciones bioldgicas de la supervivencia de la especie.

2.1. Obtencion y preparacion de datos:

2.1.1. Secuencias del Centro Nacional para la Informacion Biotecnoldgica
(NCBI):
Se accedidé a la base de datos del NCBI y se obtuvo 10 secuencias RADseq
(SRR21124650 hasta SRR21124660) del Bioproyecto: “Amphibian rediscoveries
provide insights into species persistence” de Atelopus ignescens, 2 secuencias historicas
(SRR21124661 y SRR21124662) del afio 1990 que son correspondientes a muestras
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preservadas en museos del Instituto de Biodiversidad de la Universidad de Kansas (Tabla
1), y por tltimo se descargd el genoma completo de 1 especie del mismo género Atelopus
disponible que corresponde a la especie Atelopus laetissimus (Afgan et al., 2018; Baird
et al., 2008; Davey & Blaxter, 2011; Jaynes et al., 2022).

Tabla 1. Identificacion de las muestras RADseq en NCBI del Bioproyecto: “Amphibian
rediscoveries provide insights into species persistence”

Cddigo SRR Grupo Enlace NCBI individual

Muestra 1 SRR21124650 Actuales SRR21124650
Muestra 2 SRR21124651 Actuales SRR21124651
Muestra 3 SRR21124652 Actuales SRR21124652
Muestra 4 SRR21124653 Actuales SRR21124653
Muestra 5 SRR21124654 Actuales SRR21124654
Muestra 6 SRR21124655 Actuales SRR21124655
Muestra 7 SRR21124657 Actuales SRR21124657
Muestra 8 SRR21124658 Actuales SRR21124658
Muestra 9 SRR21124659 Actuales SRR21124659
Muestra 10 SRR21124660 Actuales SRR21124660
Muestra histérica 1 SRR21124661 Historicas SRR21124661
Muestra histérica 2 SRR21124662 Histdricas SRR21124662

2.1.2. Descarga de datos:

Se descargaron las secuencias en formato FASTA y FASTQ, estos formatos permitieron

la manipulacion bioinformatica posterior (Fujita et al., 2021).
2.2. Andlisis con Galaxy (Entorno bioinformatico interactivo de cddigo
abierto) (Figura 1):
2.2.1. Preprocesamiento de secuencias:

Se verifico el control de calidad de las secuencias con la herramienta FastQC - Galaxy
para asegurar laintegridad y confiabilidad de los datos (Andrews, 2010; Hohenlohe et al.,
2010).

2.2.2. Alineamiento con Map with minimap 2 - Galaxy:

2.2.2.1.Alineamiento:

Se alinearon las 10 secuencias RADseq de la poblacion actual y las 2 secuencias RADseq

histéricas de A. ignescens, de manera independiente, con la secuencia del genoma de
11


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/SRR21124650
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/SRR21124651
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/SRR21124652
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/SRR21124653
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/SRR21124654
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/SRR21124655
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/SRR21124657
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/SRR21124658
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/SRR21124659
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/SRR21124660
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/SRR21124661
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/SRR21124662

referenciade A. laetissimus usando la herramienta Map with minimap 2 — Galaxy (Afgan,
et al., 2018; Li, 2018). Esta herramienta es eficiente para secuencias RADseq, ya que
permite manejar secuencias restringidas (Afgan, et al., 2018).

2.2.2.2.0rdenamiento de Alineamientos:

Al finalizar el proceso previo (seccion 2.2.2.1) se generaron los archivos BAM (Binary
Alignment Map) de cada secuencia RADseq los cuales fueron ordenados con la
herramienta Samtools sort - Galaxy (Afgan, et al., 2018; Nabeel, 2023). Esta herramienta
permitio organizar las lecturas alineadas de acuerdo con sus coordenadas gendémicas, en
el genoma de referencia, lo cual es un paso indispensable para los andlisis de variantes
(Li et al., 2009; Nabeel, 2023).

2.2.2.3.Verificacion de la calidad del alineamiento:

Los archivos generados anteriormente sirvieron de entrada para la herramienta samtools
stats- Galaxy la cual evaluo la calidad de los alineamientos obteniendo métricas como:
calidad de lecturas mapeadas, error rate, tasa de mismatchesy cobertura (Afgan, et al.,
2018; Li et al., 2009).

2.2.2.4 Filtrado de alineamientos:

Los archivos de la seccion 2.2.2.2 se colocaron como entrada en la herramienta samtools
view — Galaxy, para conservar Unicamente las lecturas alineadas, eliminando las
secuencias no alineadas y las duplicadas (Afgan, et al., 2018). Finalmente, se volvio a
verificar la calidad de los alineamientos filtrados con la herramientade la seccion2.2.2.3
y se volvio a verificar el ordenamiento de todos los archivos filtrados con la herramienta

de la seccion 2.2.2.2.

2.2.3. Llamado de Variantes Genéticas con bcftools — Galaxy
2.2.3.1.Generacion de pilas de alineamiento:

Se usaron los archivos BAM generados en la seccion 2.2.2.4 (archivos sometidos a
ordenamiento), los cuales fueron utilizados como entrada en la herramienta bcftools
mpileup - Galaxy (Afgan, et al., 2018; Li, 2011). Esta herramienta calcula la informacion
de cobertura por posicion genomicay permite evaluar la calidad de los alineamientos y

lecturas para cada base usando el genoma de referencia (Danecek, 2021).
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2.2.3.2.LIamado de variantes:

Con los archivos BCF (Binary Call Format) generado en la seccién anterior, se uso la
herramienta bcftools call — Galaxy que aplica modelos de probabilidad para detectar
posiciones polimérficas, diferenciando entre variantes homocigotas y heterocigotas
(Danecek, 2021). Generando los archivos VCF (Variant Call Format) (Afgan, etal., 2018;
Li, 2011).

2.2.3.3.Filtrado de variantes:

Después del llamado de las variantes, se utilizd la herramienta bcftools filter — Galaxy, la
cual selecciona unicamente las variantes con buena calidad, valores de profundidad

aceptables y una baja probabilidad de error (Afgan et al., 2018).

Aqui se tomd en cuenta en los parametros: Targets — Include con el comando
(%QUAL>=30 & FORMAT/DP>=10), esto quiere decir que: La calidad debe ser >30
(este valor 30 genera un error de 1 en 1000 generando un 99.9% de confianza) y una
profundidad por muestra que debe ser >10, esto garantiza que las variantes se aproximen
a la realidad (Danecek, 2021). Posteriormente a este filtrado los 10 archivos actualesy
los 2 historicos se compilaron en un solo archivo utilizando la herramienta Bcftools
merge- Galaxy (Afgan et al., 2018, Danecek, 2021).

2.2.4. Anotacion del genoma de referencia con BREAKER 3 — Galaxy

Esta seccion nos sirvio para preparar los datos para la anotacion funcional. Atelopus
ignescens no posee una base de datos de un genoma anotado disponible, por tal motivo,
se cred una anotacion funcional para el genoma completo de A. laetissimus, para esto se
uso la herramienta BRAKERS3, la cual predijo estructuras genéticas de novo, a partir de
secuencias genémicas y modelos de prediccion como Genemark y AUGUSTUS, y gener6
un archivo GFF3 el cual fue utilizado en el siguiente paso (Briina, et al, 2021; Cingolani

etal., 2012).

2.2.5. Anotacion funcional de variantes con bcftools csq - Galaxy

En esta seccion se intentd predecir las consecuencias funcionales de las variantes
detectadas en las secuencias RADseq de Atelopus ignescens, para esto se utilizo la
herramienta bcftools csg- Galaxy, que permitié asociar variantes genéticas a efectos
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funcionales sobre genes anotados, como variantes sinénimas, no sinénimas, de cambio
de marco de lectura o variantes intergénicas (Danecek, 2021; Afgan, et al., 2018;
Cingolani et al., 2012; Blum et al., 2021). Los archivos usados fueron: el archivo de la

seccion 2.2.3.3, el archivode laseccion 2.2.4 y el genomade referencia de A. laetissimus.

Secuencias del centro Nacional para la
informacion biotecnoldgica (NCBI)

Alineamiento -Map with
minimap 2

Verificacidn de la calidad
del alineamiento -
samtools stats

Filtrado de alineamientos
- samtools view
Llamado de variantes -
beftools call

Filtrada de variantes - bcftools
filter - (WQUAL>=30 &
FORMAT/DP>=10)

Ordenamiento de
Alineamientos - samtools
sort

Generacién de pilas de
alineamiento - beftools
mpileup

Genoma anotado -
BREAKER 3

Figura 1. Pipeline de la obtencion y
preparacion de datos en Galaxy para el
analisis gendmico de las secuencias.

2.3. Andlisis de genémica comparativa (R - studio) (Figura 2):

2.3.1. Preparacion de datos y andlisis estadistico:

Se empled el entorno R Studio (v4.4.2) (R Core Team, 2021), especificamente el
ecosistema Bioconductor (Huber et al., 2015) con sus paquetes: vcfR (Knaus &
Grunwald, 2017), Tidyverse (Wickham et al., 2019), ggplot2 (Wickham, 2016), dplyr
(Wickhametal., 2023), tidyr (Wickham et al., 2024), adegenet (Jombart, 2008), los cuales
se usaron paraanalizar muestras historicas y actuales de A. ignescens mediante un analisis
comparativo, de variantes exclusivas y compartidas con el fin de ver patrones de

diferenciacion .
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2.3.2. Carga de archivos VCF comprimidos:

Se utilizé el archivo VCF obtenido en Galaxy en la seccion 2.2.3.3 y su indice, los cuales
se descargaron en wuna version comprimida (.vcf_bgzip) y en formato .tbi
respectivamente. Estos fueron leidos en R studio por la funcién read.vcfR del paquete
vcfR (Knaus & Griinwald, 2017). Esta herramienta permite leer y manipular los archivos

Galaxy.

2.3.3. Comparacion de variantes genéticas:

Utilizando el archivo de la seccion 2.3.2 y el paquete vcfR, se extrajo una tabla de
variantes del VCF mediante la funcidn extract.gt. Esta funcidn permite extraer objetos o
campos obligatorios generados que contienen informacién de cromosomas o contigs
(CHROM), la posicién de la variante en el cromosoma (POS). Luego, se construyo una
clave inica (CHROM_POS) pararepresentar de maneraespecifica cada posicion variante

en el genoma de referencia (Knaus & Griinwald, 2017).

Se definieron dos subconjuntos de columnas correspondientes a las muestras actuales e
histéricas, esta estructura permitié comparar los datos posicion por posicion en los dos
grupos. Para cada posicion, se evalud si al menos una muestra del grupo de datos tenia
un genotipo valido distinto de "./." (indicador de genotipo ausente o no determinado).
Esta evaluacion se hizo usando la funcion apply para iterar sobre filas de la matriz de
genotipos y se aplicé los siguientes criterios: Variante compartida (la posicion tiene un
genotipo valido en ambos grupos), variante exclusiva de actuales (la posicion tiene
genotipo valido en al menos una muestra actual y ninguno en las histéricas) y variante
exclusiva de histéricas (la posicion tiene genotipo valido en al menos una muestra
historicay ninguno en las actuales), las posiciones que no presentaban informacién fueron
descartadas del analisis (Wickham et al., 2019; Wickham et al., 2023; Wickham et al.,
2024). Cada posicién fue clasificadaen una de las tres categorias principales. Se gener6
un resumen con el nimero total de variantes en cada categoria, el cual fue visualizado

posteriormente mediante un gréfico de barras con ggplot2 (Wickham, 2016).

2.3.4. Clasificaciény conteo de variantes genéticas por tipo SNP (Polimorfismo
de un solo nucleédtido) vs INDEL (inserciones o deleciones):
Se caracterizaron las variantes genéticas segin SNPs e INDELs para explorar patrones

de mutacion y proporcion de variabilidad estructural en cada grupo (Wickham et al.,
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2019). Para esto se usé los paquetes dplyr y vcfR. Este procedimiento utilizé el mismo
conjunto de variantes descrito en la seccion 2.3.3. Para clasificar cada variante, se evalu6
la longitud de los alelos de referencia (REF) y alternativos (ALT) extraidos del VCF: si
ambos tenian longitud de un solo nucleétido, se clasificd como SNP; en caso contrario,
se considerd un INDEL (Knaus & Grinwald, 2017; Wickham et al., 2023).

Posteriormente, se analizo la presencia o ausencia de estas variantes en cada grupo
poblacional (actuales e histdricas), utilizando la matriz de genotipos (GT). Se considerd
que una variante estaba presente en un grupo si al menos una muestrade ese grupo tenia
un genotipo valido (distintode "./."). Las variantes fueron clasificadas en tres categorias
segln su presencia: Exclusivas de actuales e histéricas, y compartidas. Una vez definidas
estas categorias, se realizé un conteo de SNPs e INDELSs por grupo, y se calculé su
frecuenciarelativa (%) dentro de cada categoria (Wickham et al., 2023). Finalmente, los
resultados fueron visualizados mediante un grafico de barras con proporciones, utilizando

el paquete ggplot2 (Wickham et al., 2016).

2.3.5. Visualizacion y conteo de contigs mas variantes mediante mapa de
calor:

Para identificar las regiones genémicas mas variables entre poblaciones, se construy6 un
mapa de calor centrado en los 20 contigs con mayor densidad de variantes. Se utiliz el
paquete vcfR para importar y manipular los datos genémicos, y dplyr para agrupar y
contar las variantes por contig (CHROM) en cada uno de los tres grupos: actuales,
histéricas y compartidas. Posteriormente, se utilizé la funcién slice_max (n = 20) para
seleccionar los contigs con el mayor nimero total de variantes, estos fueron utilizados
para filtrar y organizar los datos. Finalmente, se utiliz6 ggplot2 para construir el mapa de
calor, representando los contigs en el eje y, los grupos en el eje x y la intensidad de color
en funcion del nimero de variantes por contig (Wickham, 2016).

2.3.6. Estimacion de heterocigosidad observada por cada muestray por
grupo:

Se determiné la heterocigosidad por muestra con el fin de evaluar los niveles de
diversidad genética entre las muestras histéricas y actuales de Atelopus ignescens

(Allendorf et al., 2013). Para esto se usaron los archivos VCF y los paquetes vcfR y
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adegenet. El archivo VCF combinado se transformo en un objeto genind usando la
funcidon vcfR2genind (Jombart, 2008).

Se estimo la heterocigosidad observada (Ho) como la proporcion de loci heterocigotos
por individuo. Debido al gran nimero de loci (aproximadamente 961,000), se realizé un
muestreo aleatorio de 10,000 loci por repeticion durante 50 repeticiones para obtener
estimaciones estables. En cada repeticion: se seleccionaron aleatoriamente 10,000 loci,
se eliminaron loci monomorficos, se calculé Ho con la funcion Hs del paquete adegenet
(Jombart, 2008). y finalmente se promediaron los valores por individuo y grupo utilizando
el paquete stats (R Core Team, 2021). Se utilizé la prueba de sumade rangos de Wilcoxon
para comparar la heterocigosidad observada entre las dos poblaciones, debido a que los
datos no cumplian con supuestos de normalidad y los tamafios muestrales eran desiguales
(10 a 2). También se genero un grafico de caja (boxplot) que muestra la distribucién de
Ho por grupo y por individuo con sus desviaciones estandar, utilizando el paquete ggplot2
(Frankham et al., 2010; Wickham, 2016; R Core Team, 2021).

2.3.7. Estructuray estabilidad genotipica entre grupos:

Se extrajo matrices de genotipo con la funcidn extract.gt para obtener la matriz de
genotipos (GT), en la que cada posicion esta codificada como "0/0" (Homocigoto
referencia), "0/1" (Heterocigoto), "1/1" (Homocigoto alternativo) o "./."(Genotipo
ausente). Se eliminaron posiciones sin genotipos validos (NA o ./.) en al menos uno de
los grupos para evitar sesgos por datos faltantes. Para cada posicién con datos validos, se
compararon los genotipos historicos vs. actualesy se clasificaron en una de las siguientes
categorias: "lgual™: si todos los genotipos coinciden entre grupos, "Hetero en historicos,
Homo en actuales”, "Hetero en actuales, Homo en historicos”, "Otro™: si se encuentran
combinaciones diferentes o conflictivas (Knaus & Grunwald, 2017). Finalmente, se
calcul6 el nimeroy porcentaje de variantes por categoriay se representaron en un grafico
de barras horizontales (Wickham, 2016).

2.3.8. PCA (analisis de componentes principales)

Para identificar patrones de estructura genéticaentre las poblaciones actuales e historicas,
se realizé un andlisis de componentes principales (PCA) a partir de los genotipos (GT) de
las variantes filtradas. Esto permite reducir la dimensionalidad de datos multivariantesy

detectar agrupamientos naturales sin requerir modelos poblacionales previos (Jombart et
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al., 2010). Se utilizé el paquete adegenet para transformar el objeto genind utilizado
anteriormente en genlight, el cual optimiza la eficiencia computacional en matrices
grandes (Jombart, 2008).

El analisis PCA se llevo a cabo con la funcion glPca de adegenet, solicitando los dos
primeros ejes principales (nf=2). Para visualizar los resultados, se utilizé ggplot2,
destacando los grupos poblacionales y los porcentajes de varianza explicada por PCl y
PC2. Adicionalmente, se calculé la varianza acumulada de todos los componentes
principales para determinar cuantos ejes eran necesarios para representar al menos el 80%
de la variabilidad genética (Jombart, 2008; Jombart et al., 2010).

Preparacién de datos y andlisis estadistico - Ecosistema
Bioconductor - vcfR, Tidyverse, ggplot2, dplyr, tidyr, adegenet,

v

( Carga de archivos VCF comprimidos - vcfr, funcion read.vcfR >

v

Comparacién de variantes genéticas - extract.gt )

1

Clasificacién y conteo de variantes genéticas por tipo SNP
(Polimorfismo de un solo nucleétido) vs INDEL (inserciones o
deleciones) - dplyr y vefR

N

i
Visualizacion de Contigs mediante mapas de calor - vcfR, dplyry
ggplot2
!

Estimacién de heterocigosidad observada por cada muestra y
por grupo - vcfR, adegenet y vcfR2genind.

1

<Estructura y estabilidad genotipica entre grupos - extract.gt

N

Figura 2. Pipeline del analisis
de gendémica comparativa

N

i realizado en R-studio a partir
PCA (anélisis de componentes principales) - adegenet de los archivos obtenidos en
Galaxy

2.4. Visualizacion Genomica de Variantes en JBrowse y Anotaciones
funcionales en UNIPROT

Para poder observar las variantes detectadas y su ubicacién en relacion con las regiones

anotadas del genoma de referencia, se empled la herramienta JBrowse, la cual es un
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navegador gendémico interactivo utilizado para la exploracién grafica (Buels, et al., 2016;
Skinner et al., 2009).

Se cargaron los siguientes archivos de entrada: El archivo VCF de la seccion 2.2.3.3., el

archivo GFF3 de la seccion 2.2.4 y el archivo FASTA del genoma de referencia.

Para la anotacion funcional posicional se utilizé en primera instancia el programa R
studio, usado anteriormente, para determinar el nimero y la ubicacion de las variantes
dentro del genoma anotado de A. laetissimus (R Core Team, 2021). Para ello, se
emplearon los paquetes vcfR, GenomicRanges (Lawrence et al., 2013), rtracklayer
(Lawrence et al., 2009), dplyr (Wickham et al., 2023) y ggplot2 (Wickham, 2016).
Inicialmente, se evalud la distribucion de las variantes identificadas en el archivo VCF,
de la seccion 2.2.5, sobre distintas caracteristicas gendmicas anotadas, tales como gen,
MRNA y CDS, utilizando el archivo GFF3 de la seccion 2.2.4.

El archivo VCF fue convertido a un objeto GRanges, mientras que el archivo GFF3 fue
leido con la funcion import del paquete rtracklayer. A continuacion, se identifico la
superposicién entre las variantes genéticas y las caracteristicas anotadas, usando la
funcion findOverlaps. Se identificaron cuantas variantes afectaban regiones CDS y se
agruparon segun sus transcritos y genes parentales, extrayendo los metadatos de la
columna Parent del GFF3 para establecer la jerarquia gen—transcrito—CDS (Lawrence et
al., 2009; Lawrence et al., 2013). Posteriormente, se construyeron visualizaciones en
forma de grafico de barras horizontales con ggplot2, de los genes con mayor cantidad de
regiones codificantes afectadas por variantes (Wickham, 2016).

Posteriormente se tomo los cuatro genes que presentaban mayor cantidad de variantesen
sus CDS y mediante el paquete dplyr se obtuvo la ubicacion del CDS dentro del gen
(Lawrence et al., 2013). Finalmente, se extrajo la secuencia nucleotidica completa del
CDS correspondiente y se ingres6 manualmente en la herramienta BLAST (blastx)
disponible en https://www.uniprot.org/blast. Esta busqueda permitié identificar posibles
homologias funcionales con proteinas caracterizadas en otras especies, dominios
conservados, descripciones funcionales, y rutas metabdlicas asociadas (UniProt
Consortium, 2023).
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3. RESULTADOS

3.1. Preprocesamiento de secuencias:

Las 12 secuencias encontradas para A. ignescens presentaron un tamario de entre 140-150
pb, con una media de secuencias comprendido entre 8.1+0.36 millones de lecturas. El
resultado del control de calidad demostré que la mayoria de las muestras presentaron un
elevado Phred score de calidad por base con un valor de Q98.43+0.23% sin presentar
contenido de nucleotidos sin identificacion. El contenido de GC (guanina-citosina)
presento valores con una media entre 47.87+0.11% lo cual gener6 algunas advertencias
leves en Galaxy para el resultado del FASTQC. También, se pudo verificar que 4 de las
12 secuencias presentaron duplicacion de secuencias con una media de 45.09+2.09%.
Adicionalmente, las secuencias presentaban, al inicio y final, presencia de adaptadores
residuales que generaban algo de ruido, debido a que no son parte del ADN bioldgico.
Para intentar mejorar las secuencias, se decidio cortar los extremos que generaban ruido,
pero el trimado no generd ninguna mejoria en los valores de los parametros antes

mencionados.

3.2. Alineamiento con minimap 2 - Galaxy:

El resultado del alineamiento de las secuencias RADseq, actuales e historicas, de A.
ignescens contra el genoma de referencia de Atelopus laetissimus, después de ser
ordenados, gener6 2 archivos BAM, uno por cada poblacién, con los siguientes
resultados: Numero total de secuencias evaluadas 89,448,068 actuales y 10,857,838
histdricas, lecturas mapeadas (nimero de secuencias alineadas correctamente al genoma
de referencia) 41,087,784 actualesy 6,473,021 histéricas con un porcentaje de mapeo de
45.9% y 59.6% respectivamente, longitud promedio de lecturas actuales e histéricas 145
pb para ambas poblaciones, bases mapeadas (CIGAR) o bases con alineamientos
confiables 5,602,641,656 actuales y 847,556,688 histdricas, mismatches (nUmero de
bases que no coincidieron) 370,356,331 actuales y 56,518,771 historicas, tasa de error
6.61% actualesy 6.67% historicas en base a los mismatches/bases mapeadas y por tltimo

calidad promedio Phred score para las dos poblaciones fue 255.

Con el afan de mejorar aun mas estos resultados se gener6 un filtrado de los archivos

BAM que arrojé los siguientes resultados: Numero total de secuencias evaluadas
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13,830,048 en actuales y 2,014,730 en historicas, numero de lecturas mapeadas
13,830,048 en actuales y 2,014,730 historicasen un porcentaje de mapeo del 100% para
ambas poblaciones, longitud promedio de lecturas actuales e historicas de 145 pb para las
dos poblaciones, bases mapeadas (CIGAR) 1,922,873,027 actuales y 271,006,849
histéricas, mismatches 119,893,616 en actualesy 16,296,334 en historicas, tasa de error
6.24% actualesy 6.01% histdricas en base a los mismatches/bases mapeadas y por tltimo

calidad promedio Phred para las dos poblaciones fue 255.

3.3. Andlisis de genémica comparativa en R:

3.3.1. Comparacion de variantes genéticas entre muestras actuales e histéricas

de A. ignescens:
Del total de las variantes analizadas en ambos grupos de datos, se determiné que 743,331
variantes fueron exclusivas del grupo de muestras actuales, lo que representa la mayor
proporcion del total analizado. Por otro lado, se identificaron 164,675 variantes
compartidas entre las muestras actuales e historicas. Finalmente, 53,596 variantes fueron
exclusivas de las muestras historicas, reflejando sefiales potenciales de pérdida o

reemplazo genético a lo largo del tiempo (Figura 3).

743331

Ge+05

4e+05

Mumero de variantes

28+05 164675

Solo actuales Compartida Solo histdricas
Tipo de variante

Oe+00

Figura 3. Comparacion de variantes genéticas entre muestras actuales e historicas de

Atelopus ignescens.
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3.3.2. Clasificaciony conteo de variantes genéticas por tipo SNP (Polimorfismo
de un solo nucleotido) vs INDEL (inserciones o deleciones):
Del total de variantes encontradas, se determind que en las muestras actuales 87,010
varianteseran indels (11.71%) y 656,321 variantes eran SNPs (88.29%), en las muestras
historicas se encontraron 4,885 indels (7.99%) y 49,311 SNPs (92.01%). Finalmente se
observo que de todas las variantes compartidas entre ambos grupos 45,463 (27.61%) son
indels y 119,212 (72.39%) son SNPs (Tabla 2, Figura 4).

Tabla 2. Clasificacion y conteo de variantes genéticas por tipo SNP (Polimorfismo de un solo
nucleétido) vs INDEL (inserciones o deleciones):

Grupo Tipo N Porcentaje
Actuales INDEL 87010 11.71
Actuales SNP 656321 88.29
Compartida INDEL 45463 27.61
Compartida SNP 119212 72.39
Historicas INDEL 4285 7.99
Historicas SNP 49311 92.01
92.01%
86.29%
75
72.39%!
2
o - Tipo de variante
=0
£ [ moeL
o L swe
o]
0
25 27.61%
11.71%
7.99%
0
Actuales Histaricas Compartida
Grupo

Figura 4. Proporcién de variantes genéticas por grupo y por tipo SNP (Polimorfismo de un solo
nucleétido) vs INDEL (inserciones o deleciones).
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3.3.3. Visualizaciony conteo de contigs mas variantes mediante mapa de calor:

El analisis de las 20 regiones gendmicas (contigs), con mayor acumulaciénde variantes,
evidenci6 una distribucion claramente sesgada hacia las muestras actuales. El contig con
mayor nimero de variantes fue JBGDNC010000009.1, con 27,670 variantes exclusivas
del grupo actuales, 6,303 variantes compartidas, y 1,944 variantes exclusivas de
historicas. Este patréon se repitio a lo largo de los 20 contigs, donde en todos los casos las
variantes exclusivas de las muestras actuales superan tanto a las compartidas como a las
exclusivas de histéricas (Tabla 3). La visualizacion mediante el mapa de calor refuerza
este patrén, mostrando una mayor intensidad de color en el grupo actuales, especialmente
en los primeros contigs, lo que indica una mayor carga de variacion genética reciente
(Figura 5).

Tabla 3. Cantidad de variantes genéticas: variantes exclusivas actuales e historicas y variantes
compartidas, de los 20 contigs con mas variantes.

Contig Actuales | Compartidas @ Historicas

1 JBGDNC010000009.1 27670 6303 1944
2 JBGDNC010000027.1 21924 4823 1583
3 JBGDNC010000067.1 19739 4422 1492
4 JBGDNC010000052.1 15123 3550 998
5 JBGDNC010000024.1 14674 3339 1096
6 JBGDNC010000013.1 14659 3264 1011
7 JBGDNC010000107.1 14261 3118 995
8 JBGDNC010000022.1 13955 2891 1080
9 JBGDNC010000001.1 13761 2942 1029
10 JBGDNC010000036.1 13056 2869 916
11  JBGDNC010000085.1 13082 2676 809
12 JBGDNC010000120.1 12395 2606 931
13  JBGDNC010000159.1 11818 2651 789
14 JBGDNCO010000126.1 11638 2375 902
15 JBGDNC010000041.1 11425 2283 914
16 JBGDNC010000042.1 11323 2371 840
17  JBGDNC010000057.1 11081 2660 704
18 JBGDNC010000048.1 11090 2207 673
19 JBGDNCO010000031.1 10880 2303 766
20 JBGDNC010000010.1 10514 2509 765
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JBGDNCO10000009.1
JBGDNCO10000027 1
JBGDNCO10000067 1
JBGDNCO10000052.1
JBGDNCO10000024 .1
JBGDNCO010000013.1
JBGDNCO010000107 1
JBGDNCO10000022.1
o JBGDNC010000001.1
= JBGDNC010000036.1
8 JBGDNCO010000085.1
JBGDNCO10000120.1
JBGDNCO10000159.1
JBGDNCO10000126.1
JBGDNCO10000041.1
JBGDNCO10000042.1
JBGDNCO10000057 1
JBGDNCO0100000481
JBGDNCO10000031.1
JBGDMNCO010000010.1

Actuales

Figura 5. Mapa de calor de la distribucion de variantes por grupo en los 20 contigs con mayor

Compartidas
Grupo

Histdricas

acumulacién de variantes.

variantes

3.3.4. Heterocigosidad observada en las muestras de A. ignescens:

En latabla4 se puede observar la heterocigosidad observaday la desviacion estandar por
cada individuo, se denota que la mayoria de muestras pertenecientes a la poblacién actual
presentan un promedio de heterocigosidad mayor que los de la poblacidn histérica, siendo
la muestra SRR21124657 (actuales) la que presenta la media de heterocigosidad mas alta
(0.296+0.011), y la muestra SRR21124650 (actuales) la que presenta la media de
heterocigosidad méas baja (0.0123+0.002). Las muestras histéricas de Chaucan y

Pachancho presentaron medias de heterocigosidad bastante similares entre si

(0.116+0.008 y 0.115+0.009 respectivamente) (Figura 6).

Tabla 4: Heterocigosidad observada (Ho) por muestra de A. ignescens

Muestra

SRR21124650
SRR21124651
SRR21124652
SRR21124653
SRR21124654
SRR21124655
SRR21124657
SRR21124658
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9 SRR21124659 Actuales | 0.09701055 0.007547557
10 SRR21124660 Actuales  0.01574684 0.003106209
11 SRR21124661 chaucan Historicas | 0.11609906 @ 0.007735649
12 SRR21124662 pachancho @ Histéricas 0.11474558 @ 0.009331440
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Figura 6. Heterocigosidad observada (Ho) por cada individuo de Atelopus ignescens. En color
celeste se encuentran lasmuestras actuales y en color rosa se encuentran las muestras histdricas.
Las barras corresponden a la desviacién estandar (sd) de cada individuo.

Al analizar las medias por grupo se obtuvo una media de 0.162+0.105 para el grupo de
muestras actuales y una media de 0.115+0.0009 para las muestras historicas. El boxplot
refleja que la poblacion actual tiene mayor variabilidad en Ho, en comparacion con la
poblacién historica (Tabla 5; Figura 7). Sin embargo, el test de Wilcoxon arrojo un p-
valor de 0.758 al comparar ambos grupos, lo que indica que las dos poblaciones no

difieren significativamente en términos de diversidad genotipica.

Tabla 5. Heterocigosidad observada (Ho) por grupo actuales e histéricas de A. ignescens

Grupo N° Media Mediana @ Sd Ho Min Max

Ho Ho Ho Ho
Actuales 10 0.162 0.164 0.1053 0.0123  0.296
Historicas 2 0.115 0.115  0.0009 0.115 0.116
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P-valor Wilcoxon: 0.758
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Figura 7. Heterocigosidad observada (Ho) por grupo actuales e histéricos. En el grupo actual el
primer cuartil (Q1) ubicado en la parte inferior de la caja (~0.0970) indica que el 25% de los
datos se encuentra por debajo de este valor. La linea media corresponde a la mediana de los
datos (~0.164) y representa al segundo cuartil (Q2). El tercer cuartil (Q3) ubicado en la parte
superior de la caja (~0.2539) indica que el 75% de los datos se encuentran por debajo de este
valor. Los bigotes representan los limites superiores e inferiores de los datos. En el grupo de
muestras histdricas no se pudo determinar cuartiles ni bigotes debido a la poca cantidad de

datos.

3.3.5. Estructuray estabilidad genotipica entre grupos:

Se compararon un total de 164,675 posiciones genotipadas entre las muestras actuales e
histéricas. Del total de sitios analizados: 133,035 variantes (80.79%) presentaron
genotipos idénticos entre ambas poblaciones. En 12,632 posiciones (7.67%), los
individuos actuales mostraron un genotipo heterocigoto, mientras que los historicos
fueron homocigotos. En 6,691 posiciones (4.06%), ocurri6 el patron inverso:
heterocigosidad en histéricos y homocigosidad en actuales. Finalmente, 12,317 variantes
(7.48%) se clasificaron en la categoria "Otro", incluyendo combinaciones complejas o
discrepantes (como homocigotos diferentes o presencia de datos faltantes) (Tabla 6;
Figura 8).
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Tabla 6. Comparacién de genotipos entre muestras actuales e histéricas

Clasificacion N Porcentaje
Hetero en actual, Homo en historico 12632 7.67
Hetero en histérico, Homo en actual 6691 4.06
Igual 133035 80.79
Otro 12317 7.48
TOTAL 164675 100
Igual
- Hetero en actual Homo en histdrico T.67%
8
:E
O
Otro 7.48%
Hetero en histdrico, Homo en actual Dd_ﬂﬁ%
0 20 40 &0 a0

Porcentaje de variantes

Figura 8. Comparacion genotipica entre muestras actuales e histéricas de A. ignescens en
diferentes loci.

3.3.6. PCA (analisis de componentes principales):

El andlisis de componentes principales permitio evidenciar que las muestras historicas de
A. ignescens presentan una leve separacion respecto a las actualesen el espacio de PC1y
PC2, aunque con cierto grado de solapamiento (Figura 9). La varianza explicada
acumulada por los primeros 7 componentes sugiere una diversidad genética distribuida

en multiples dimensiones (Tabla 7).
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Tabla 7: Lista de componentes que explican el 80% de la variacion genética de las muestras.

PC | Propvarianza Varianza acumulada

1 PC1 0.2318 0.2318
2 PC2 0.1427 0.3745
3 PC3 0.1278 0.5023
4 PC4 0.1115 0.6138
5 PC5 0.0975 0.7113
6 PC6 0.0730 0.7843
7 PC7 0.0648 0.8491

40

SRR21124661_chaucan
0 J 7Y Grupo
g Actuales
A Histéricas
-40
-80
-40 0 40 80
PC1

Figura 9. PCA genotipico de las muestras actuales e histéricas de A. ignescens.

3.4. Anotacion funcional de A. ignescens y visualizacion de genes variantes:

En base a la anotacién funcional realizada a partir del genoma de A. laetissimus, se
encontrd que A. ignescens presenta 3,431 variantes que corresponden a mRNA, 2,569
variantes se encuentran en alguna posicion de un locus de un gen y 1,451 variantes que
corresponden aregiones codificantes de los genes (CDS). Dentro de los CDS mayormente
afectados por variantes se encuentranel CDS 15y 16 del gen 1407 con 39 variantes entre
ambos (Figuras 10 y 11), en UNIPROT se constatd que estas regiones podrian estar
codificando isoformas de la proteinacon dominio de transcriptasa inversa, caracteristica

de retroelementos o de la proteina con dominio de endonucleasa/exonucleasa/fosfatasa.
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Figura 10. Genes de A. ignescens con mayor cantidad de variantes que caen en regiones
codificantes (CDS)
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Figura 11. Visualizacion de la regién del gen 1407 en Jbrowse, en donde se logran apreciar
algunas de las variantes genéticas principalmente SNPs.
En segundo y tercer lugar se encontrd al CDS 1 del gen 74 transcripto 1 y el CDS 3 del
gen 74 transcripto 2 con 37 variantes cada uno (Figuras 10 y 12), segun UNIPROT estas
regiones codifican la proteina FREM2, la cual contiene multiples dominios Calx-beta
involucrados en la adhesion epitelial y la formacion de matriz extracelular durante el

desarrollo.

29



JBGDNCp10000001.1 1oM 20M 00 -

50M
,z.’ | ¢ H 3 |_ JBGONCOT0000001.1:2829286.2854871 @ @ |256kp O ——@—— Q
J’BGDNDDWDUGDDLE_ESEE"JCI —_6‘3tDJD— 2,840,000 ) 2,844,000 2,848,000 - ;55':30'37 "
# X Reference sequence (A\E\wscens) H s l @ Zoom in to see sequence
# X genes_corrected_JBROWSE.gff3 ! h‘t’m“"ﬁttft;‘: i
073 i

# X vefindividuales.vef.gz SNVA -6 SNVG->T

SN G-+ WTC

SNV G- T SNV C->T

SNVC - 6T SNV G-T

SNV C-» A SNV G- A

SNV A= T SV A->C

SNVT-=A SNV A-> G

SNV AT SNVC -6

SNVT-=C SNV C->TAG

SNV G2 A . SNV G- A

SNVT+6 JBGDNCO10000001.1: 2842079 SHY G- A

oane s

A

Figura 12. Visualizacion de la region del gen 74 en Jorowse, en donde se logran apreciar

algunas de las variantes genéticas principalmente

Por ultimo, analizamos el cuarto lugar que contenia igualmente 37 variantes, el CDS 1
del gen 131(Figuras 10 y 13), esta region podria codificar una proteina con dominio RRM

derivada de un elemento transponible LINE-1 (L1). Este tipo de proteinas forma parte de

retroelementos autbnomos que pueden replicarse dentro del genoma.
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Figura 13. Visualizacion de la region del gen 131 en Jbrowse, en donde se logran apreciar

algunas de las variantes genéticas principalmente SNPs.
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4, DISCUSION:

4.1. Validacion del alineamiento de las secuencias RADseq de A. ignescens con
el genoma de referencia de A. laetissimus:

Los analisis generados de las secuencias RADseq con la herramienta de verificacion
FASTQC demostraron que el tamarfio de las secuencias concuerda con lo descrito por
Baird y colaboradores (2008). Este estudio describe la técnica de secuenciacion de ADN
basada en sitios de restriccion (RADseq) para la identificacion rapida de SNPs en dos
organismos modelo (Gasterosteus aculeatus y Neurospora crassa). Para esto Baird y
colaboradores trabajaron con la plataforma de secuenciacién Illumina, obteniendo
secuencias con un tamafio aproximado de 300 a 700 pb, que al pasar por un proceso de
trimado generan librerias con tamafos parecidos al que se obtuvieron en este estudio
(140-150 pb).

Asi mismo, el nimero de lecturas reportado en el presente estudio es esperado (8.1+0.36
millones de lecturas), si lo comparamos con estudios previos de RADseq en donde se
reportan valores de 1 millon de lecturas por muestra, demostrando que estos valores
varian dependiendo de la cantidad de ADN vy la eficacia de la técnica usada (Peterson et
al., 2012), lo que se corrobora con el estudio de Ekblom y Galindo (2011) al realizar
analisis de ecologia molecular en poblaciones de especies no modelo. También, se pudo
evidenciar que las secuencias usadas en este trabajo presentan una excelente calidad de
lecturas por base (Q98.43+0.23%) siendo este un buen comienzo parael estudio de mapeo
genético, ensamblaje y alineamiento. Esta afirmacion se encuentra respaldada por la
literatura donde se menciona que el valor Phred score, que mide la probabilidad de que
una base hayasido Ilamada incorrectamente, debe generalmente encontrarse entre valores
>Q20 para considerarse secuencias aceptablesy >Q30 que son secuencias recomendadas

para analisis de variantes (Ewing &Green; 1998; Andrews, 2010).

Por otro lado, el resultado de la cantidad de GC (47.87+0.11%) género una advertencia
leve, este resultado sugiere que nuestro contenido de GC difiere del modelo estadistico
esperado para dichos nucledtidos, por ende, se asume una distribucion aleatoria de bases,
con un porcentaje del 25%. Sin embargo, al ser Gnicamente una advertencialeve no es un
valor que represente problemas técnicos en la calidad de las secuencias utilizadas
(Andrews, 2010).
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La presencia de duplicacion de secuencias (45.09£2.09%) también es algo que se
esperaba, puesto que estamos trabajando con un genoma reducido o incluso estas
duplicaciones se podria atribuir al sobre-secuenciamiento de las RADseq (Kozarewa et
al; 2009). Por ultimo, se notd presencia de adaptadores residuales (secuencias que se
generan de maneraartificial y sirven paraque el ADN se una al flow cell de las plataforma
de secuenciacién) que generalmente se mantienen en algun porcentaje de la secuencia,
parano comprometer el genoma bioldgico, enel momento de lageneracién de las librerias
RADseq, 0 se mantienen cuando los ciclos de la plataforma illumina se configuran
automaticamente y las secuencias tienen tamafios menores a la configuracion pre-
establecida (Kircher et al., 2012). Por tales motivos, se determind que las 12 secuencias
en base a los parametros de estudios anteriores se encontraban en condiciones aceptables

para continuar con la fase de alineamiento.

Los resultados obtenidos en el proceso de alineamiento tanto en los datos en bruto como
en los filtrados fueron consistentes y fiables. Esta afirmacion se basa en la cantidad de
lecturas obtenidas en este andlisis pre-filtrado (41,087,784 actuales y 6,473,021
histéricas) y post-filtrado (13,830,048 actuales y 2,014,730 histdricas), lo que sugiere una
adecuada cobertura para analizar variantes sobre todo en el grupo de muestras actuales.
Tomando en cuenta que en estudios similares se han reportado incluso valores menores,
con medias entre 1-3 millones por muestra. Demostrando que, a pesar de la falta de
disponibilidad de un genoma de referencia propio de A. ignescens, el genoma completo
de una especie perteneciente al mismo género como A. laetissimus, puede servir como

referenciapara un alineamiento confiable (Peterson et al., 2012; Rochette et al., 2019).

Los resultados obtenidos en el porcentaje de mapeo de este estudio (pre-filtrado 45.9%
actualesy 59.6% historicas), tomando en cuenta que el alineamiento se realiz6 con una
especie del mismo género, corroboran que el mapeo fue exitoso y aceptable para
continuar con el resto de analisis. Dado que para que se considere un alineamiento exitoso
el porcentaje de mapeo idoneo, por lo general, tienen que estar entre el 70% si se alinea
con especies modelo y entre el 40 - 60% si se alinea con genomas de referencia de
especies cercanas (Davey & Blaxter, 2011; Ekblom & Galindo, 2011),

Por otro lado, los valores obtenidos en mismatchesy tasas de error (pre-filtrado 6.61%
actuales'y 6.67% histéricas) también fueron esperados en este estudio puesto que no se

32



uso el genoma de referencia de la misma especie, como ya se menciond anteriormente,
por tal motivo, se realizé un filtrado del alineamiento para reducir el ruido de estas
diferencias de genomas disminuyendo un poco estos valores (post-filtrado 6.24% actuales
y 6.01% historicas) y que de esta manera la precisién del llamado de variantes aumente
sobre todo en un grupo de datos tan reducido como es el grupo de las muestras histéricas
(Hohenlohe et al. 2010; Davey et al., 2013; Shafer et al., 2017).

4.2. Exploracién y caracterizacion de las variantes genéticas de los grupos
actuales e historicos:

Al realizar el analisis de las variantes genéticas llamadas (bcftools-call), se pudo
evidenciar que el grupo de muestras actuales tienen un mayor nimero de variantes
exclusivas (743,331) en comparacién con las muestras historicas (53,596), esto sugiere
que posiblemente existieron cambios genéticos a traves del tiempo, sin embargo, esto no
indica que necesariamente haya una diversificacion real dentro de la especie, sino mas
bien podria ser Gnicamente una acumulacion de mutaciones como respuesta a cambios
ambientales, puesto que esta especie ha tenido un declive importante que la llevo al borde
de la extincion e incluso se la considerd extinta en 1988 (Byrne et al., 2021; Ellegren,
2014; Ron et al., 2003).

Otra hipotesis que también podria explicar esta diferencia entre ambas poblaciones, en
especial el nimero tan bajo de variantes exclusivas en las muestras historicas, podria ser
la pérdida de variantes originales o ancestrales de la especie, que posiblemente ya se
encontraban ausentes en los individuos historicos de finalesde los 80, esta reduccion pudo
ser causada por eventos de cuello de botella, deriva génica, aumento de endogamia y
reduccién del potencial adaptativo que sufria la especie en ese entonces y que llevé a A.
ignescens hasta casi su extincion (Frankham, 2005; Allendorf et al., 2013; Frankham et
al., 2010; Ellengren, 2014).

A pesar de las diferencias encontradas entre ambas poblaciones, se identificd un elevado

nimero de variantes compartidas (164,675), o que sugiere que aun existen un gran

numero de variantes potencialmente conservadas a través del tiempo, que tal vez ya se

encuentran fijadas en el genoma de la especie. Estas variantes podrian representar

polimorfismos ancestrales estables, que han sido mantenidos a pesar de procesos como la

deriva génica y que les ha ayudado a persistir pese a las presiones ambientales y
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demograficas a las que se ha visto sometida la especie, como se ha podido evidenciaren
estudios previos en otras especies de anuros (Premachandra et al.,2023; Trumbo et
al.,2023).

Dentro de todas estas variantes genéticas, ya mencionadas, se identifico que en los tres
grupos de variantes (exclusivas de individuos actuales e historicosy compartidas entre
grupos), los SNPs (polimorfismo de un solo nucleétido) son las variantes con mayor
porcentaje de presencia, dejando con un menor porcentaje a los indels (insercionesy
deleciones) (Figura 4). Una razén que justifique estamayor presenciade SNPs dentro de
las secuencias seria la técnica utilizada durante la secuenciacion, puesto que, en trabajos
previos se menciona que técnicas RADseq son muy Utiles para encontrar variantes
pequefias como los SNPs, debido a que esta técnica secuencia unicamente porciones
pequefas de todo el genoma, lo que reduce la probabilidad de capturar mutaciones de

mayor tamafo (Uricaru et al., 2020).

Desde una perspectiva bioldgica, esta predominancia de SNPs podria estar relacionada
no solo con las caracteristicas propias de la técnica, sino también con la dinamica
evolutiva de una especie. En este sentido, se cree que mutaciones puntuales, como los
cambios de un solo nucledtido, pueden acumularse con mayor facilidad en el genoma de
la especie, concordando con lo mencionado por Sherlock et al. (2024) en un estudio
previo donde realiza un analisis gendémico para la filogenia de cecilidosy verifica que
los SNPs son mucho més comunes que los INDELs dentro de las poblaciones;
especialmente tras eventos como el cuello de botella, donde se da una reduccidn drastica
del tamafio poblacional, lo que favorece una pérdida de alelos raros a través del tiempo

cambiando la composicién genética de la poblacidn (Nei et al. 1975; Frankham, 2005).

Los resultados obtenidos en el conteo de contigs con més variantes aportan evidencia
complementaria que respalda la idea de que las variantes mas pequefias (SNPs),
identificadas anteriormente, son predominantes en las secuencias analizadas. Tanto el
conteo como la visualizacion, por mapa de calor (Figura 5), denotan un claro patrén de
acumulaciénde variantes en regiones reducidas del genoma (contigs) (Hohenlohe, 2010;
Fritsche et al., 2020; Chen et al., 2024), sobre todo en las muestras actuales, lo cual no
solo seria un resultado esperado por el uso de la técnica RADseq (Uricaru et al., 2020),

porque de ser asi se encontrariaese mismo patron en los grupos de variantes histéricasy
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compartidas, sino también podria ser un posible fendmeno bioldgico, remarcando aln
mas la hipotesis de que los individuos actuales han sufrido ciertos procesos evolutivos
como laacumulaciénde mutaciones puntuales tras eventos de cuello de botella, donde la
poblacion remanente amplifico variantes de nuevo origen debido a la pérdida de alelos
ancestrales. Sin embargo, estas mutaciones o variantes de la poblacién actual no se
distribuyen aleatoriamente en el genoma, sino que se concentraen ciertas regiones, donde
el mapa de calor es mas encendido, esto podria tener ciertas implicaciones para
comprender procesos adaptativosy de resilienciagenéticade la poblacion actual (drsted
et al., 2019; Sparks et al., 2023).

Asi mismo, los resultados de heterocigosidad observada, que mide la proporcion de loci
heterocigotos en una muestra y se basa en un rango donde, < 0.1 representa baja
diversidad genética, entre 0.1 a 0.3 diversidad genética moderada y > 0.3 alta diversidad
genética (Frankham et al., 2010), demuestran que hay una diferencia visible entre los
individuos actuales e histéricos (Figura 7), inclusive dentro del grupo de muestras
actuales se logra apreciar que hay diferenciasen la heterocigosidad entre cada individuo
analizado (Figura 6). Este fendmeno podria deberse a eventos recientes de dispersion,
efecto fundador, fragmentacién, flujo génico desigual o seleccion natural, o que resulta
en laacumulacién o pérdidade diversidad genéticaa nivel individual, como se ha podido
observar en otras especies de rana como la rana arborea Hyla arborea (Krug et al., 2022).
Por otro lado, también podria deberse a latécnica RADseq que no pudo cubrir las mismas
regiones en todos los individuos lo que podria contribuir a la variabilidad en las

estimaciones de heterocigosidad (Cummins et al., 2019; Trumbo et al., 2023).

Sin embargo, a pesar de estas diferencias observables dentro y entre grupos, se puede
observar que en ambas poblaciones, actuales e historicas, la mayor parte de las muestras
analizadas denotan una variabilidad moderada (Tabla 4) y que segun el test de Wilcoxon
no hay una diferencia estadisticamente significativa que evidencie grandes diferencias
entre los grupos en estudio, lo que podria significar que la diversidad genética, en base a
la heterocigosidad, se ha mantenido relativamente estable en el tiempo. Algunos estudios
mencionan que aunque se presenten cuellos de botellay deriva génica en una especie, los
niveles de heterocigosidad se pueden mantener estables, siempre y cuando haya existido
algun tipo de flujo génico o cuando en esa poblacion no ha existido por mucho tiempo
este cuello de botella, lo que sugiere que a pesar de los cambios demograficos la
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diversidad génica global de la especie se mantiene, a pesar de que en una de las
poblaciones haya mayor cantidad de variantes (Frankham et al., 2010; Ellegren, 2014;
Coloma et al., 2004).

Los resultados obtenidos al realizar el analisis comparativo entre las muestras actualese
historicas, en donde se evaluaron 164,675 posiciones genotipadas, permiten profundizar
la interpretacion de las diferencias y similitudes de heterocigosidad observadas
previamente. El hecho de que se haya podido identificar un 80.79% de variantes con
genotipos idénticos entre ambas poblaciones, respalda la idea de que existe un fondo
genético compartidoy conservado a través del tiempo, es decir que hay una preservacion
del acervo génico de sus antecesores (Skoglund, 2014). No obstante, el que haya
posiciones donde la heterocigosidad es diferencial entre las muestras actuales e historicas
refuerza la hip6tesis de dinamicas evolutivas que podrian haber modulado la diversidad
genética actual. Especificamente hablando de ese 7.67% de posiciones heterocigotas en
los individuos actuales, que eran homocigotas en los historicos, lo que sugiere una posible
acumulacién de variantes nuevas, que se ha observado en especies con procesos de
expansion poblacional posterior a un cuello de botella. Por otro lado, el 4.06% de
posiciones que presentan el patrén inverso (Heterocigotos en historicos- homocigotos en
actuales), podrian corroborar el hecho de que hay pérdida de diversidad de variantes
ancestrales por deriva génica como ya se mencion0 anteriormente dentro de esta discusion
(Leigh et al., 2019; Hoelzel et al., 2014).

Cuando realizamos la técnica estadistica del analisis de componentes principales (PCA),
se intento reducir las dimensiones de la variabilidad genética encontrada en las secuencias
analizadas en este estudio, en pocas variables nuevas Ilamadas componentes principales,
sin perder demasiada informacion. Esta técnica ha sido ampliamente utilizada con datos
de alta complejidad o que son muy extensos, justamente como los obtenidos en este
estudio (Lever et al., 2017).

Cada componente de un PCA es una combinacién lineal de las variantes originales
(posiciones de variantes gendmicas), PC1 es la direccion que explica la mayor cantidad
de varianza en los datos, PC2 es la segunda direccién de variacion ortogonal a PC1 y asi
sucesivamente con el resto de direcciones hasta llegar a PC7, que en el caso de este

estudio es el componente en donde se explica la mayoria de la varianza acumulada
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(0.8491) (Greenacre et al., 2022). Esto significa que existen diferencias genéticas,
distribuidas en varias dimensiones, entre las poblaciones histéricas y actuales, sin
embargo, genéticamente ambas poblaciones no son completamente distintasya que se ve
un sobrelapamiento entre muestras, puesto que comparten algunas caracteristicas
genéticas, conservadas en el tiempo, como SNPs o INDELs, lo que denota una
diferenciacion genética moderada entre ambas poblaciones (Sirsi etal., 2024). Resultados
similares han sido reportados en estudios previos como el de Antunes y colaboradores
(2021), que, al analizar la diferenciacion genética entre subespecies de salamandras de
fuego en la peninsula ibérica, en donde emplearon PCA, encontraron una separacion
parcial en los componentes principales. Estos analisis confirman que la separacion parcial
de variantes genéticas posiblemente fue influenciada por eventos demograficos del
pasado, o un posible flujo génico intermitente o cuellos de botella, reafirmando ain mas

lo planteado anteriormente en este estudio (Sirsi et al., 2024).

4.3. Limitaciones de la anotacion funcional por la cobertura parcial del
genoma de referencia

La anotacion funcional de las variantes detectadas en A. ignescens, basada en la anotacion
del genoma de referencia de A. laetissimus, nos permitié encontrar en qué partes del
genoma se encontraban las variantes genéticas, ya sea en mRNAs (3,431), loci de genes
(2,569) y regiones codificantes (CDS) (1,451). Sin embargo, es importante recalcar que
este analisis estuvo condicionado por la coberturaincompleta de la anotacion del genoma
de A. laetissimus, generada por Braker3, lo que limité la identificacion de todas las
regiones codificantes, posiblemente dejando fuera variantes funcionalmente importantes.
Esto afecta directamente la precision de la asignacion funcional de las variantes
encontradas en este estudio (Holt & Yandell, 2011).

A pesar de estas limitaciones, fue posible identificar regiones del genoma con alta carga
de variantes en genes funcionales. Entre las variantes funcionales con mayor
predominanciase encuentran aquellas localizadas en los CDS 15 y 16 del gen 1407, que
segun UNIPROT, corresponden a regiones que codifican isoformas de proteinas con
dominios de transcriptasa inversa y endonucleasa/exonucleasa/fosfatasa, que son
caracteristicas en retroelementos. Este tipo de elementos moéviles es conocido por su
capacidad de inducir reorganizaciones gendémicas, promover la insercién de nuevas

variantesy forman parte de procesos de regulacion génica, siendo un posible aporte para
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la variabilidad estructural en una especie (Chuong et al., 2017; Lanciano & Mirouze,
2018).

Asi mismo, se identificaron variantes en los CDS 1 y 3 del gen 74, transcripto 1y 2
respectivamente, ambos codifican para isoformas de la proteina FREM2, este tipo de
proteinas contienen maltiples dominios Calx-beta, los cuales estan involucrados en la
organizacion de la matriz extracelular y la adhesion epitelial. Estas funciones son
esenciales durante el desarrollo embrionarioy la estabilidad de los tejidos. La variacion
de estos genes podria tener implicaciones en la integridad estructural de las células o en

procesos de adaptacion ambiental (Yu et al., 2018).

Finalmente, también se encontraron un gran nimero de variantes en el gen 131, que
codificaisoformas de una proteinacon dominio RRM (RNA recognition motif), que esta
asociada a elementos transponibles tipo LINE-1, que pueden modificar la expresion
génica y la regulacién post-transduccional mediante inserciones o elementos
transponibles (Goodier, 2016).

Aunqgue estos resultados obtenidos son Unicamente una prospeccion a la anotacion
funcional de A.ignescens, debido a las limitaciones, aportan una vision preliminar sobre
las posibles consecuencias funcionales que pueden tener las variantes genéticas en la

especie.

4.4. Implicaciones genéticas para la conservacion de Atelopus ignescens
estrategias de manejo futuro

Los resultados obtenidos en este estudio revelan posibles patrones de cambio entre las
poblaciones histéricas y actuales de A. ignescens, a pesar de las limitaciones que
existieron durante el estudio, como la falta de un genoma de referencia propio de la
especie y el numero tan limitado de muestras historicas, se encontraron resultados que
podrian tener implicaciones importantes para la conservacion de la poblacion remanente
de esta especie. Resultados como la reduccion en la heterocigosidad de algunas muestras
actuales, junto con la pérdida de variantes que se encuentran presentes en las muestras
historicas, sugiere que la especie ha pasado por eventos de cuello de botella, que estarian
asociados con su aparente extincion a finales del siglo XX. Estos eventos seguramente

han disminuido la cantidad de variantes originales de la especie y por ende podrian haber
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disminuido la capacidad adaptativa de la misma (Frankham, 2005; Leigh et al., 2019). A
pesar de ello, el alto nimero de variantes exclusivas del grupo de muestras actual y
compartidas, indica que aun existe un fondo genético comun y que posiblemente se
encuentra en adaptacién, lo que podria ser clave para plantear estrategias de restauracion

genética y reintroduccion (Frankham, 2005).

Estos hallazgos, junto con la distribucion no aleatoria de las variantes dentro del genoma
y la diferencia de heterocigosidad entre los individuos actuales, indica que se puede
utilizar estos datos para plantear e implementar medidas de conservacion genética como:
implementacion de programas de cria en cautiverio que maximicen la heterocigosidad,
mediante seleccién de individuos que presenten mayor variabilidad y de esta manera se
minimice la consanguinidad y por otro lado, el monitoreo genético continuo de la
poblacion remanente mediante marcadores informativos como SNPs y regiones
codificantes clave para la supervivencia de la especie (Hoban et al., 2021; Trumbo et al.,
2023).

S. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES:

Se realiz6 el alineamiento de las 12 secuencias de A. ignescens con el genoma de
referencia de A. laetissimus con un porcentaje de mapeo aceptable del 45.9% para las
muestras actuales y del 59.6% para las muestras historicas, considerandose un mapeo

exitoso al tratarse de especies no modelo.

Asi mismo, el uso del genoma cercano de una especie del mismo género como A.
laetissimus, como genoma de referencia, permitid el analisis de variantes genéticas con
pardmetros aceptables de calidad, lo cual valido el andlisis de genémica comparativa
planteado en este estudio.

Dentro del estudio se encontraron un buen nimero de variantes compartidas (164,675)
principalmente SNPs, lo que sugiere que podrian existir regiones potencialmente
conservadas dentro del genoma de la especie. No obstante, se puede observar también
que hay una pérdida de variantes ancestrales desde los individuos de la poblacion
historica, lo que lleva a inferir un declive de la especie por una posible deriva génica o
cuello de botella. Pero también se puede observar un aumento significativo de variantes

exclusivas dentro de la poblaciénactual, lo que refuerzala hip6tesis de que los individuos
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actuales posiblemente se encuentran acumulando variantes genéticas que podrian tener

un potencial efecto en la adaptacion y resiliencia de esta poblacion remanente.

Se observé también un mantenimiento de la diversidad moderado entre poblaciones,
tomando en cuenta la heterocigosidad de las muestras, a pesar de que visiblemente se
notaba que algunos individuos tenian una pérdida de heterocigosidad, lo cual lleva a
pensar que aun existen efectos ambientales que generan presion de seleccion y que la
poblacién actual intenta adaptarse. Por lo cual, en este estudio se plantea que deberia
implementarse una estrategia de conservacion donde se realicen analisis genéticos en los
programas de criaen cautiverio, que ya estan en marcha, donde se seleccionen individuos
con una mayor variabilidad intra especifica, lo que mejoraria la reproduccion

disminuyendo la consanguinidad.

Ademas, en una primera prospeccion se encontraron variantes potencialmente
funcionales ligadas a regiones codificantes (CDS) dentro de los genes, que podrian estar
relacionados a la resistencia o adaptacion a ambientes adversos, como el gen 74 que
genera la proteina FREM2 que contienen multiples dominios Calx-betay el gen 131 que
codificala proteina con dominio RRM, que esta asociada a elementos transponibles, que
pueden modificar la expresion génica y la regulacién post-transduccional mediante
inserciones o elementos transponibles. Sin embargo, al no tener una anotacion funcional
completa de una especie cercana a A. ignescens estos resultados deben ser tomados
Unicamente como un acercamiento a laanotacién funcional de la especie, es por estarazén
que se recomiendarealizar mas estudios de gendémica funcional en esta especie y en otras
especies de anuros, para poder identificar de manera precisa todos los genes que estan

involucrados en procesos de adaptacion y resistencia en el genoma de A. ignescens.

Se recomiendatambién realizar un nuevo estudio como este, cuando ya exista un genoma
de referencia de A. ignescens, para poder hacer una comparacion de estos resultados y
complementar las brechas metodoldgicas que se han presentado durante la realizacion de
este trabajo. Y de esta manera poder tener la certeza de los pasos a seguir en el cuidado

de la especie.
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