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RESUMEN

Una de las familias de peces con mayor endemismo en México es Goodeidae, cuya
subfamilia Goodeinae es endémica en su totalidad. Las especies que la conforman presentan
viviparismo matrotrofico, condicion en la que los embriones presentan un anédlogo placentario
Ilamado trofotenia que funciona como placenta. Esta subfamilia se considera vulnerable debido a
que en 20 afios desaparecio al menos una especie en la mayoria de sus habitats (68%) y la
distribucion de otras cinco se redujo a la mitad. Las causas se relacionan con la contaminacién y
reduccion de los cuerpos de agua por vertimiento de desperdicios domésticos e industriales,
deforestacion de la cuenca, modificacion del habitat, introduccion de especies exdticas y la sobre
pesca. En la subfamilia Goodeinae, la mayor parte de la informacién genética se ha dirigido a
entender las relaciones filogenéticas, los patrones biogeogréaficos y de distribucion, asi como los
aspectos reproductivos. Sin embargo, no se cuenta con datos genémicos de ninguna especie de
goodeido, informacidn clave para las estrategias de conservacion; ya que permite la evaluacion de
posibles ventajas adaptativas lo que facilita el éxito de los programas de reintroduccion y
preservacion. Se seleccionaron las cuatro especies del género Skiffia (donde S. lermae destaca por
ser una especie amenazada con algunas poblaciones estables) y a Girardinichthys viviparus, ya que
son representativas de las reducciones poblacionales de la subfamilia. El objetivo del trabajo es la
caracterizacion genomica de S. lermae mediante una aproximacion hibrida y el analisis de la
presidn de seleccidn en genes particulares de cinco especies cercanas con modelos de sustitucion
de codones. Para S. lermae se construyé el mitogenoma completo con una longitud de 16,551 bases
y un genoma contiguo de 400 Mb en 8,150 contigs y un contig N50 de 54.7 kb; sin embargo, esta
incompleto (<40%), porque representa solo un tercio de su magnitud estimada. Se ensamblé el
transcriptoma de siete tejidos de un ejemplar adulto y una larva completa (>90% de completitud).
Se ensamblaron transcriptomas de higado de S. bilineata, S. francesae, S. multipunctata y G.
viviparus con calidad de borrador (<60%), lo que permitio la identificacion de patrones de
seleccién divergente en los siguientes ortdlogos: CYP450, CYP51, HSP90A, HSPB8, NOX1,
PIK3R1, PXR, PPAR, SERT, ATP7B y ERBL. Este patron indicaria que estos genes presentan
cambios en los codones que de alguna manera generan una respuesta fenotipica diferencial que

permite la adaptacion de los organismos a su entorno.



Palabras claves: Recursos genémicos, secuenciacion, conservacion, transcriptomica.
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ABSTRACT

One of the fish families with the most endemism in Mexico is Goodeidae, which contains
the Goodeinae subfamily and this one is entirely endemic. Th especies that comprise it present
matrotrophic viviparism, a condition in which the embryos have a placental analog called
trophoteniae that functions as a placenta. This subfamily is considered vulnerable because, in the
past 20 years at least one species has disappeared in most of its habitats (68%) and the distribution
of five others has been reduced by half. The causes are related to contamination and reduction of
water bodies due to domestic and industrial waste dumping, watershed deforestation, habitat
modification, exotic species introduction and overfishing. In the Goodeinae subfamily, most of
genetic research has been directed towards understanding phylogenetic relationships,
biogeographic and distribution patterns, as well as reproductive aspects. However, no genomic data
is available for any goodeid species, which is key information for conservation strategies, as it
allows the evaluation of posible adaptive advantages that facilitate the success of reintroduction
and preservation programs. The four species of the genus Skiffia (where S. lermae stands out as a
threatened species with some stable populations) and Girardinichthys viviparus were selected
because they are representative of the population reductions of the subfamily. The aim of the work
is the genomic characterization of S. lermae using a hybrid approach and the analysis of selection
pressure on particular genes of five closely related species with codon substitution models. For S.
lermae, the complete mitogenome was constructed with a length of 16,551 bases and a 400 Mb
contiguos genome with 8,150 contigs and an N50 contig of 54.7 kb; however, it is incomplete
(>40%), because it represents only one third of its estimated magnitude. The transcriptome of
seven tissues from one adult specimen and a complete larva was assembled (>90% completeness).
Liver transcriptomes were assembled from S. bilineata, S. francesae, S. multipunctata and G.
viviparus, allowing the identification of divergent selection patterns in the following orthologs:
CYP450, CYP51, HSP90A, HSPB8, NOX1, PIK3R1, PXR, PPAR, SERT, ATP7B and ERBL.
This pattern would indicate that these genes present codon mutations that somehow generate a
differential phenotypic response that allows organisms to adapt to their environment.

Key words: Genomic resources, secuencing, conservation, transcriptomics
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1. INTRODUCCION

El concepto de biodiversidad integra la variabilidad bioldgica a través de todos los niveles
de organizacion biologica, desde genes, a especies y desde ecosistemas, hasta paisajes (Walker,
1992). México es un pais megadiverso, alberga entre el 10 y 12% de la diversidad de especies
mundial (mas de 108,000) (Llorente y Ocegueda, 2008). Particularmente los sistemas acuaticos del
centro del pais son reservorio de diversos grupos de peces con altos niveles de endemismo
(Dominguez et al., 2010).

Una de las familias con mayor endemismo en el centro del pais es Goodeidae
(Cyprinodontiformes), cuya subfamilia Goodeinae es endémica en su totalidad con 41 especies
clasificadas en 19 géneros las cuales se conocen localmente como mexclapiques (Dominguez y
Pérez, 2007; Page et al., 2013). Esta subfamilia se considera vulnerable debido a que en 20 afios
desaparecio al menos una especie en la mayoria de sus habitats (68%) y la distribucion de otras
cinco se redujo a la mitad (Lyons et al., 2019). Las causas se relacionan con la contaminacién y
reduccion de los cuerpos de agua por vertimiento de desperdicios domésticos e industriales,
deforestacion de la cuenca, modificacion del habitat, introduccion de especies exoticas y sobre
pesca (Dominguez et al., 2005). Actualmente, una especie esta extinta (Characodon garmani), dos
especies solo se conservan en acuarios (Skiffia francesae y Zoogoneticus tequila), y 24 especies se
encuentran en alguna categoria de proteccion bajo la NOM-059-SEMARNAT-2010
(SEMARNAT, 2019).

Entre las especies protegidas por el grado de afectacion, destaca Skiffia lermae. Su distribucion
original incluia 18 localidades, de las cuéles sélo se mantienen tres con poblaciones estables. Se
estima una reduccion del 65% desde el afio 1999 (Dominguez et al., 2008; Lyons et al., 2019). Las
localidades en las que se distribuye actualmente son: manantial La Mintzita, Lago de Zacapu y
Lago de Péatzcuaro, todas en el estado de Michoacén. La cuenca de Patzcuaro y La Mintzita estan
salvaguardadas por decretos de Area Natural Protegida (ANP); Patzcuaro tiene un decreto federal
(Cuenca Hidrogréfica del Lago de Patzcuaro) y un estatal de ANP (Cerro del Estribo Grande),
mientras que La Mintzita se encuentra en la categoria de Zona Sujeta a Preservacién Ecoldgica de
jurisdiccion estatal y es sitio Ramsar (SEMARNAP, 2000; RAMSAR, 2009). Por otro lado, el
Lago de Zacapu esta en condiciones delicadas ya que se encuentra adyacente a asentamientos
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urbanos y esta en proceso de desecacion; la cuenca alta y media presentan deforestacion, ademés
del azolvamiento del lago (CONACYT, 2021; Ayuntamiento de Morelia, 2009; Hernandez et al.,
2013).

Las estrategias de conservacion requieren informacion gendémica para implementar programas
efectivos de proteccion de especies. Se ha demostrado que permite la identificacion de alelos
adaptativos para el rescate evolutivo basado en patrones gendmicos de endogamia (Supple y
Shapiro, 2018). Particularmente, se ha utilizado el analisis del genoma mitocondrial para la
identificacion y el manejo de la diversidad genética, asi como para dirigir estudios demograficos
de poblaciones (Moritz, 1994).

Sin embargo, la Gnica especie de la subfamilia Goodeinae con su genoma mitocondrial secuenciado
es Xenotoca eiseni y dado el estatus de proteccién, la generacion de datos gendmicos tanto
mitocondriales como nucleares resulta relevante. Lo cual es frecuente a pesar de la categoria de
proteccion, ya que menos del 1% de todas las especies de flora y fauna enlistadas como amenazadas
de acuerdo a la Union Internacional por la Conservacion de la Naturaleza (IUCN) cuentan con la
caracterizacion del genoma (Brandies et al., 2019).

Ademas, al estudiar las variaciones en el genoma es posible inferir los procesos de adaptacion que
han ocurrido en este grupo con caracteristicas bioldgicas particulares como la presencia de una
trofotenia. La evaluacion de las posibles ventajas adaptativas, que permiten identificar patrones de
seleccion natural, se realiza mediante la tasa de sustituciones no sindnimas sobre las sindnimas,
conocida como la proporcion dn/ds (Jeffares et al., 2015). Esta prueba es capaz de describir la
direccion y la fuerza de la presion selectiva entre poblaciones (Rocha et al., 2006); ademas ha sido
utilizada ampliamente en peces. Por ejemplo, en salménidos se ha identificado que tienen procesos
modificados relacionados con el transporte de hierro en la sangre (Ford, 2001), entre el bacalao del
Atlantico y sus especies hermanas se encontrd evidencia de seleccion purificante (Marshall et al.,
2009) y en ciclidos se identifico la presion selectiva sobre el gen de rodopsina (Sugawara et al.,
2002).

La produccion del genoma completo requiere una aproximacion hibrida para optimizar la calidad
del resultado, lo cual implica la combinacién de lecturas cortas (Illumina) con otra plataforma que
proporcione secuencias largas, como las que brinda la tecnologia Oxford Nanopore. Las secuencias
Illumina ofrecen buen precio y buena calidad, pero su corta longitud (75 a 250 bases) no garantiza

la continuidad de un ensamble genomico. Las lecturas largas de Nanopore alcanzan longitudes de
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mas de 100 kb; sin embargo, no tienen una buena calidad asociada (Magi et al., 2018).
El objetivo del presente trabajo es la caracterizacion del genoma de Skiffia lermae mediante una
aproximacion hibrida y el anélisis de la presion de seleccion en genes particulares con informacion

gendmica de especies cercanas.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Tecnologias de Secuenciacion

En la actualidad, la busqueda por informacion gendmica exige la rapida generacion de datos
gendmicos, con lecturas econdmicas y precisas. Este reto ha propiciado el desarrollo de tecnologias
de secuenciacion de la siguiente generacion (conocidas como NGS, por sus siglas en inglés), que
cumplen con el objetivo de generar lecturas econdmicas y precisas. Las tecnologias de
secuenciacion incluyen métodos que se agrupan ampliamente en; preparacion del molde,
secuenciacion y el correspondiente analisis de datos. La combinacién Unica de protocolos
especificos distingue una tecnologia de otra y determina el tipo de datos producidos en cada
plataforma (Metzker, 2010).

La metodologia de Nanopore es un ejemplo de ‘secuenciacion de una hebra’, que involucra
secuenciar al pasar una hebra de ADN a través de un nanoporo proteico embebido en una
membrana de polimero sintética (Cummings et al., 2017); la longitud de los fragmentos
secuenciados se encuentra en el orden de las decenas de kilobases, y en algunos casos en el orden
de hasta megabases (Branton et al., 2010). Los cambios del potencial de membrana son
monitoreados en tiempo real cuando el ADN pasa a través del poro y dependen de la composicién
de las bases del ADN, por lo que son registrados e interpretados computacionalmente. El proceso
de base-calling (llamado de bases) genera archivos de secuencias con valores de calidad asociados
(formato fastq) a partir de los archivos de flujo de voltaje intermediarios en formato .fast5, los
cuales contienen los niveles de la sefial eléctrica cruda medida en los nanoporos. Las lecturas
provenientes de esta plataforma tienen valores de calidad Phred de 10 a 20 (entre un 90 y 99% de
precision de que la base sea predicha de forma correcta), por lo que la deteccion confiable de
mutaciones de un sélo nucleétido requiere informacion redundante de dicha posicion (Ebler et al.,
2018).

La plataforma Illumina esta basada en secuenciacion por sintesis, registrando la adicion de
nucleotidos etiquetados mientras la cadena de ADN es copiada, en un procedimiento masivo en

paralelo. Esta tecnologia es accesible y popular por sus bajos costos y datos de alta calidad (Shin
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et al., 2013); sin embargo, las lecturas producidas por la plataforma Illumina tienen una longitud
maxima de 250 bases. Si bien las secuencias obtenidas son muy precisas (99.9 a 99.99%; que
equivale a valores de calidad Phred de 30 a 40), en regiones altamente repetitivas generan
ambigiedad por lo que no se pueden utilizar para reconstruir regiones genémicas 0 cromosomas
eucariotas a través de su ensamble (George et al., 2017).

Al unificar los beneficios de las dos tecnologias mencionadas anteriormente se obtiene un ensamble
hibrido; un enfoque en el cual las lecturas largas representan el molde general para un genoma
contiguo y las lecturas cortas funcionan como soporte para corregir los errores asociados a las
lecturas largas. Con esta aproximacion se han ensamblado genomas de varias especies de peces,
entre las que destacan: Danionella translucida, Cyprinidae (Kadobianskyi et al., 2019); Gadus
morhua, Gadidae (Kirubakaran et al., 2020); Thamnaconus septentrionalis, Monacanthidae (Bian
et al., 2019b); Maccullochella peelii, Percichthyidae (Austin et al., 2019); Neoceratodus forsteri,
Ceratodontidae (Meyer et al., 2021) porque incluyeron ambas tecnologias para la obtencién de

genomas quasi-completos.

2.2. Recursos Gendmicos

La generacion de recursos gendmicos es un proceso exhaustivo que mayormente se ha dirigido a
la caracterizaciéon del genoma mitocondrial por su facilidad; aunque es una pequefia porcién de
toda la informacion gendmica, su analisis permite entender las relaciones filogenéticas y
caracterizar las tendencias evolutivas. La informacion del genoma completo abre mas posibilidades
de interpretacion, sin embargo, el ensamble de novo representa un reto bioinformatico, por lo que

solo se tiene informacion para pocas especies.

2.2.1. Genoma Mitocondrial

La mitocondria es un organelo celular que tiene la funcién de formar ATP y contiene ADN

mitocondrial (ADNmt), al cual también se le puede llamar genoma mitocondrial. Es heredado
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generalmente de la madre y tiene una tasa evolutiva de 5 a 10 veces mas rapida que el ADN nuclear
(Ramon, 1998). Los patrones de variacion en el ADNmt son cada vez més investigados en especies
amenazadas, ya que se han identificado aplicaciones de sus andlisis que se clasifican en dos areas
distintas: la primera es ‘conservacion de genes’, a través de la identificacion y el manejo de la
diversidad genética; la segunda area corresponde a ‘ecologia molecular’, la cual consiste en usar
las variaciones del ADNmt para dirigir estudios demograficos de poblaciones (Moritz, 1994).
Ademas, estudios in vitro e in situ demuestran que el ADNmt permite analizar la respuesta a ciertos
compuestos genotoxicos como; pesticidas, metales, contaminantes de aire, toxinas algales, entre
otros (Roubicek et al., 2017).

2.2.2. Genoma Completo

Desde el momento en el que se describid la estructura de doble hélice del ADN por Watson y Crick
(1953), ellos definieron que “la secuencia de las bases a lo largo de la cadena es irregular” lo cual
demuestra el papel del ADN en el almacenamiento de la informacion genética y resalta la
importancia de descifrar la secuencia exacta de las bases de cada organismo (Giani et al., 2020).
El surgimiento de los genomas completos posterior a este descubrimiento fue gradual (Fig. 1),
comenzando por genomas sencillos hasta poder obtener genomas completos de mas de 32 Gb. Una
vez que se obtiene un genoma completo se procede a realizar una anotacion genémica. Esto
consiste en localizar los genes, determinar su estructura y, por lo tanto, las proteinas que producen.
Lo anterior comunmente se complementa con un transcriptoma, un conjunto de secuencias del
ARN mensajero (MARN) que permiten definir cuando y donde se activa cada gen en las células o
tejidos de un organismo (NIH, 2019). Para entender la caracterizacién de genomas completos es
imprescindible comprender los siguientes términos: “contig” serie de secuencias de ADN que se
traslapan para crear un mapa fisico que reconstruye una secuencia consenso de ADN (Gregory,
2005); “BUSCO completeness” es un criterio de valoracion de qué tan completos estan los
ensambles (es decir su completitud), utilizando como referencia la cantidad de genes ortologos de
una sola copia presentes en el genomay su valor dependera de la base de datos utilizada; “scaffold”
es un enlace de bases no determinadas entre dos series de secuencias genoémicas no-contiguas,
separadas por brechas de longitud conocidas (Waterson, 2002).
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Figura 1. Progreso de la adquisicién de genomas completos. Imagen tomada de Giani et al., 2020.

El grupo de los peces teledsteos representa mas de la mitad de los organismos vertebrados, tiene
mas de 36,000 especies validas, de las cuales solo se tiene informacion gendmica disponible para
el 0.2% (Malmstrgm et al., 2017). En el Cuadro 1 se muestran las especies de teledsteos a los que
su genoma ha sido completamente secuenciado. Es notable que el interés por obtener el genoma

completo de una especie surge principalmente por propdsitos comerciales y de conservacion.

Cuadro 1. Genomas completos disponibles dentro del grupo de los tele6steos

Especie Scaffold  Contig BUSCO  Cantidad de Tamafio  Autor
N50 (kb) N50  completene lecturas obtenido
(kb) ss (%) (Mb)
1. Fugu rebripes 95 3.71 M lllumina 3325  Aparicio et
al., 2002
2. Cynoglossus 867 26.5 205 x 10° 477 Chen et al.,
semilaevis lecturas Shotgun 2014
3. Larimichthys 1,030 63 95 324 Gby 36 Gb 679 Ao etal.,
crocea 2015
4. Scleropages 58 93.95 297 M paired- 708 Austin et
formosus end al., 2015
290 M mate-pair
5. Scophthalmus 4,300 31.2 98 580 M Illumina 544 Figueras et
maximus Genome al., 2016
Analyzer
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6. Mola mola

7. Protosalanx
hyalocranius

8. Maccullochella
peelii

9. Arapaima gigas

10. Pelteobagrus
fulvidraco

11. Bagarius
yarrelli

12. Thamnaconus
septentrionalis

13. Oreochromis
aureus

14. Danionella
translucida

15. Epinephelus
lanceolatus

16. Anguilla
japonica

17. Poeciliopsis
retropinna

9,000

1163

109.9

668

3,650

3,100

1,100

340

1,500

1,030

21,600

20

17.2

51.23

970

1,600

22,460

53.2

133.13

1,460

11.47

74

98.39

94.20

94.60

94.80

93.40

94.33

97.80

91.50

93.10

83.90

97.50

Y HiSeq 2000

98.22 Gb
Illumina HiSeq

252.1Gb
Illumina HiSeq
2000

47.2 Gb
Illumina HiSeq
y MiSeq

804 Mb
MinION
103 Gb

314.37 Gb
Ilumina

25.47 Gb
PacBio

53.9y79.3Gb
Ilumina

20.2 Gb PacBio
45.97 Gb
Illumina

50.95 Gb
Nanopore

239 Gb Illumina
HiSeq 2500

1.3 Billones
Ilumina

825k Nanopore

82.8 Gb
Ilumina

31.15 Gb
PacBio

268.61 Gb
Ilumina

240 M HiSeq

6.75 M PacBio

642

536

633

661

714

571
474

920

735

1,120

1,130

621

Panetal.,
2016

Liu et al.,
2017

Austin et
al., 2017

Vialle et al.

2018
Zhang et
al., 2018

Jiang et al.,
2019

Bian et al.,
2019b

Bian et al.,
2019a

Kadobiansk

yetal.,
2019

Wang et al.
2019

Chen et al.,
2019
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18. Poeciliopsis 4,200 95.50 344 M HiSeq X 597 Van

turrubarensis Kruistum et
al., 2020

19. Gadus morhua 10,500 94.10 71M Hlumina 685 Kirubakaran
et al., 2020

2.8M Nanopore

20. Fundulus 2.57 90.50 3275 M 1,070 Johnson et
Xenicus Illumina HiSeq al., 2020
38.5Gb
PromethlON
21. Fundulus 3.6 90.40 316.5M 1,160  Johnson et
catenatus [lumina HiSeq al., 2020
40.3 Gb
PromethlON
22. Fundulus 3.749 94.40 197 M Hllumina 1,080 Johnson et
nottii HiSeq al., 2020
33.4Gb
PromethlON
23. Fundulus 3.67 92.10 601.9 M 1,190  Johnson et
olivaceus Illumina al., 2020
NovaSeq
50.1 Gb
PromethlON
24. Neoceratodus 1,750,000 1,860 91.4 1.2Th 43,000  Meyer et
forsteri Nanopore al., 2021
500Gb IHlumina

Los genomas de peces son muy variados en cuanto a su longitud, ya que dependen de la
complejidad del ciclo de vida que se lleve, los hay desde 332 Mb hasta 1.19 Gb (Aparicio et al.,
2012; Johnson et al., 2020). EI genoma completo es una herramienta versatil que ha ayudado a
descubrir diversos patrones evolutivos (Austin et al., 2015), recursos biomédicos (Bian et al.,
2019), identificacion de toxinas (Zhang et al., 2018), adaptaciones a distintos estilos de vida (Chen
et al., 2014), genes peptidicos con funciones antimicrobianas (Wang et al., 2019), sefiales de
seleccion debido a adaptacion por contaminacion (Osterberg et al., 2018), tasas de crecimiento
(Pan et al., 2016), tiempos de cladogénesis (Vialle et al., 2018), estrategias reproductivas (van

Kruistum et al., 2020), masculinizacién espontanea (Fraslin et al., 2020), adaptaciones a estrés (Ao
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et al., 2015), entre otras aplicaciones.

Con respecto a la subfamilia Goodeinae, la mayor parte de la informacion genética se ha dirigido
a entender las relaciones filogenéticas (Webb et al., 2004: Doadrio y Dominguez, 2004), los
patrones biogeograficos y de distribucién (Dominguez et al., 2006), asi como los aspectos
reproductivos (Vega et al., 2007). Sin embargo, no se cuenta con la caracterizacion del genoma

completo de ninguna especie de esta subfamilia e incluso de la familia Goodeidae.

2.3. Los Goodeidos

En la familia Goodeidae se reconocen dos subfamilias bien delimitadas: Empetrichthyinae y
Goodeinae. Las especies pertenecientes a la subfamilia Empetrychtyinae se distribuyen en Estados
Unidos de Norteamérica y son oviparas con fertilizacion externa (Foster y Piller, 2018). Mientras
que las que pertenecen a la subfamilia Goodeinae s6lo se encuentran en el centro de México y
coloquialmente se les llama mexclapiques (Page et al., 2013). Presentan dimorfismo sexual, tienen
una longitud menor a 15 cm y se encuentran en cuerpos de agua como lagos, lagunas y algunos
rios de flujo lento (Dominguez et al., 2005). En esta subfamilia los organismos tienen viviparismo
matrotrofico, condicion caracterizada por la presencia de un andlogo placentario para la nutricion
embrionaria, llamada trofotenia (Nelson, 1994). Las poblaciones de las especies de esta subfamilia
van en declive desde hace décadas, debido a la progresiva y constante alteracion de sus habitats.

En especies de este grupo se han realizado estudios sobre su sensibilidad a diversos compuestos.
Por ejemplo, en Girardinichthys viviparus se observo que al tomar organismos de acuarios y
exponerlos a aguas del Lago Texcoco y el Lago Zumpango (localidad candidato para su
reintroduccion) se inducen patrones de estrés oxidativo y se observaron efectos de disrupcién
enddcrina (Vega-Lopez et al., 2008; Vega-Lopez et al., 2007). Al exponer a Chapalichthys
pardalis a nanoparticulas de plata también se observé estrés oxidativo y un incremento de la
energia consumida por los peces (Valerio-Garcia et al., 2007). En otros estudios donde se expuso
a Ameca splendens a altas concentraciones de bifenilos policlorados (PCBs) se registraron cambios
en la expresion de vitelogenina, sugiriendo que este contaminante puede alterar la distribucion de

sexos en la naturaleza (Vega-Lopez et al., 2008). En Skiffia multipunctata y Goodea atripinnis se
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estudio la respuesta a los nitritos, mostrando efectos subletales a concentraciones por debajo de la
Norma Nacional Mexicana sobre la calidad del agua (Rueda-Jasso et al., 2017). En hembras
gestantes de Xenotoca eiseni se evaluo la exposicion a 17a-etinilestradiol y se encontrd que este
compuesto a dosis altas sobre regula la vitelogenina hepatica (Tingueley, 2015).

La subfamilia goodeinae estd conformada por 41 especies clasificadas en 19 géneros (Dominguez
y Pérez, 2007; Page et al., 2013). Uno de los géneros mas abundantes es el género Skiffia, este
contiene dos especies amenazadas (S. lermae y S. multipunctata), una especie criticamente
amenazada (S. bilineata) y una especie extinta (S. francesae), por lo que representan un panorama
relevante de la subfamilia.

Las especies del género Skiffia se caracterizan por presentar un esqueleto pélvico; un sistema
sensorial cefalico solo de neuromastos expuestos, sin poros o canales supraorbitarios; la aleta dorsal
(con 11-17 radios) detras de la insercion pélvica; la aleta anal (con 13-17 radios) mas corta en la
base que los radios mas largos. Los machos se distinguen por un moteado sobre la mitad dorsal del
cuerpo y una media luna oscura en la base de la aleta caudal; la aleta dorsal con muescas y los
primeros cuatro (o cinco) radios separados de los siguientes por una membrana interradial dentada.
Las poblaciones de las especies que comprenden el género Skiffia se han reducido drasticamente,
al grado que S. francesae se considera extinta en la naturaleza, solo se conservan ejemplares en
acuarios. Para iniciar la caracterizacion genémica de los goodeinos se seleccionaron las cuatro
especies del género Skiffia (donde S. lermae destaca por ser una especie amenazada con algunas
poblaciones estables) y a Girardinichthys viviparus, ya que en conjunto son representativas de las
reducciones poblacionales de la subfamilia.

A continuacion, se presenta informacién sobre los aspectos bioldgicos y estado de conservacion
para cada una de las especies consideradas en este estudio, tomada mayormente de Dominguez
(2006) y en el Anexo 1 se muestran imagenes al respecto:

Skiffia bilineata (Bean, 1887). Encontrada histéricamente en 16 localidades de la cuenca del lago
de Cuitzeo en Michoacén y la cuenca adyacente del rio Lerma en Guanajuato. No se han visto
organismos en el Lago Cuitzeo desde la década de 1990. Actualmente sobrevive solo en cinco
sitios. Esta especie se encuentra criticamente amenazada debido a la contaminacion del agua y
especies invasoras que amenazan a las poblaciones restantes. Se estima que sélo dos poblaciones
logren persistir dadas las tendencias de degradacion ambiental y el estado de las poblacionales

actuales. Los miembros de esta especie resisten temperaturas bajas y pueden producir crias incluso
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a 10°C; de igual manera tiene una tolerancia a temperaturas por encima de 30°C. La temporada
reproductiva abarca de marzo a mayo. Es una especie omnivora-micréfaga, prefiere comer
invertebrados pequefios y detritus, la talla maxima descrita es 42 mm de longitud total.

Skiffia francesae Kingston, 1978. No se han recolectado individuos de la naturaleza desde la
década de 1970, por lo que se considera extinta. La fragmentacion y modificacion de los
manantiales de Teuchitlan para convertirlos en un rea de recreacion posiblemente contribuyo a la
desaparicion de esta especie. Se conservan poblaciones cautivas en acuarios de Europa y
Norteamérica. Tiene poca capacidad reproductiva (8-15 individuos) y muchas de las crias tienen
deformidades y caracteristicas erraticas de nado. Se requieren analisis genéticos antes de poder
armar un plan de reintroduccién para esta especie. Su dieta es principalmente herbivora. La talla
méaxima descrita es 43 mm de longitud total.

Skiffia lermae Meek, 1902. Solia distribuirse en 18 sitios en las cuencas de Patzcuaro, Zirahuény
Cuitzeo, en el lago de Zacapu y en algunas areas del rio Lerma en el Estado de Guanajuato,
cologuialmente se le conoce como Skiffia olivo. La distribucién y abundancia de esta especie ha
declinado de forma constante durante los ultimos 50 afios con pérdidas fuertes desde el 2000. Ha
desaparecido del lago de Yuriria, lago de Cuitzeo, rio Grande, La Maiza, Cointzio y completamente
de la cuenca del lago de Zirahuén (Lyons et al., 1998; De la Vega-Salazar, 2003; Dominguez-
Dominguez et al., 2005; Fig. 2). Las poblaciones més estables se encuentran en el lago Zacapu y
en el manantial La Mintzita en la cuenca del lago de Cuitzeo. Es una especie omnivora, pero con
habitos herbivoros fuertes, puede consumir insectos en la superficie del agua. La talla maxima
descrita es de 64 mm de longitud total, a cantidad de crias varia de 3 a 15.

Skiffia multipunctata (Pellegrin, 1901). Conocida de los sitios en la parte baja de la cuenca del
rio Lerma, lago de Chapala y la parte superior la cuenca del rio Santiago cerca de Guadalajara. Las
poblaciones cerca de Guadalajara y en el lago de Chapala parecen haber desaparecido y aquellas
en el rio Lerma estan fuertemente reducidas. Actualmente se distribuye en seis sitios y ha
desaparecido de al menos otros ocho sitios. Aun se distribuye en algunos sitios en el drenaje del
rio Duero, incluyendo el reservorio Orandino, el arroyo Chilchota y el reservorio La Luz. Estos
sitios estan amenazados por la urbanizacion y escorrentias de agricultura que es complementado
por el uso insostenible del agua de la cuenca. Su dieta es principalmente herbivoray la talla maxima
descrita es de 72 mm de longitud total.

Girardinichthys viviparus (Bustamante, 1837). Historicamente esta especie se distribuia
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ampliamente por el valle de México, pero esta area ha sufrido degradacion ambiental extrema
debido al crecimiento de la Ciudad de México. Ahora s6lo se mantienen tres poblaciones aisladas
y su viabilidad estd en duda. En muestreos anuales recientes s6lo se encontraron tres especimenes.
G. viviparus se encuentra extinto en el lago de Texcoco. La talla maxima observada es de 65 mm
de longitud total, se reproducen casi todo el afio excepto en los meses frios. Son carnivoros, se
alimentan de larvas de mosquitos e insectos pequefios.

Particularmente se selecciond a S. lermae debido a su condicion amenazada, pero con algunas
poblaciones estables, ya que representa un buen candidato como modelo de la subfamilia para
caracterizar su genoma. Respecto a la reduccién de sus poblaciones, en 2003 se evaluaron los 14
sitios probables de distribucion y se encontré so6lo en tres, sin embargo, la densidad de las
poblaciones era estable por lo que se le determind como una especie de riesgo bajo (De la Vega-
Sélazar et al., 2003). En el afio 2008 se realizo un seguimiento sobre el estado de los goodeidos y
se encontro para esta especie un valor de presencia de 0.45. Este valor se obtiene de la razén del
namero de localidades con registros actuales entre el nimero de localidades con registros previos
de presencia, implica que se distribuye en menos de la mitad de sus localidades con registros
previos y es una especie que corre peligro de extinguirse en los proximos afios. En el 2019 fue
integrada a la lista roja de especies amenazadas de la JIUCN (International Union for Conservation
of Nature) (Dominguez et al., 2008; Koeck, 2019).
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Figura 2. Distribucion de Skiffia lermae. Los sitios azules son sus sitios de distribucién hoy en dia y los
sitios rojos son sus sitios de distribucion de hace 50 afios, donde no se encuentra en la actualidad.

2.6 Informacion Genomica y Evaluacién de Patrones de Seleccion

La informacion genémica ha cambiado paradigmas y ha permitido derivar los principios evolutivos
fundamentales (Lewin et al., 2018). Este conocimiento ha sido crucial en la conservacion a traves
de la identificacion de alelos adaptativos y ha mejorado el rescate evolutivo basado en patrones
gendmicos de endogamia (Supple y Shapiro, 2018). Los principios del rescate evolutivo proponen
que los seres vivos pueden recuperarse de las presiones ambientales a través de una modificacion
genética ventajosa, contrario al flujo génico, la migracién de individuos o la dispersion (Carlson et
al., 2014).

Para identificar estas modificaciones genéticas existen diversos estudios que han utilizado la
proporcion de las sustituciones no sindénimas por sitio no sinonimo (dn) sobre las sustituciones
sindnimas por sitio sindnimo (ds) para hacer inferencias sobre la presion de seleccion en especies

de peces simpatricas. Considerando que dicha proporcion (dv/ds = ®) genera tres escenarios

25



posibles: a) si un aminodcido tiene un cambio neutral, sera fijado a la misma tasa que una mutacién
sindnima por lo que se obtendra o = 1; b) si el cambio en el aminoécido es deletéreo, la seleccion
purificadora reducira su tasa de fijacion, por lo tanto se obtendra o <1; y c) si el cambio en el
aminoéacido ofrece una ventaja selectiva éste se fijara a una tasa mayor que una mutacion sinénima,
lo que resultard en ® >1 (Yang y Bielawski, 2000). En la préctica, estimar directamente la tasa
dn/ds no es una tarea sencilla, pero las distancias no sinébnimas y sindnimas entre genes ort6logos
en una filogenia si se pueden estimar de un alineamiento de secuencias, llegando finalmente a la
estimacion de o (Jeffares et al., 2015). Existen dos clases de métodos para realizar esta estimacion,
la primera clase son métodos intuitivos; se basan en contar los sitios sinébnimos (S) y no sinénimos
(N) en dos secuencias, calcular la diferencia entre estos conteos y después hacer correcciones para
sustituciones multiples en el mismo sitio. La mayoria de los aminoacidos en una proteina funcional
estdn bajo limitaciones estructurales y funcionales, por lo que la evolucion adaptativa
probablemente incide s6lo en algunos sitios y en ciertos puntos temporales, por lo tanto, este
enfoque de promediar tasas de todos los sitios a través del tiempo tiene poco poder (Yang y Nielsen,
2002). La segunda clase son métodos basados en maxima verosimilitud apoyados en modelos
explicitos de sustitucion de codones y sus parametros como la divergencia de las secuencias, la
tasa de transicidn/transversion y la tasa de mutaciones, que son estimadas a partir de los mismos
datos. Este enfoque permite realizar pruebas estadisticas para evaluar si dn es significativamente
mayor a ds, estableciendo un modelo nulo con o fijado a 1, mientras que el modelo alternativo
estima @ como un parametro libre. Para evaluar si o es diferente de 1, se compara el doble de la
diferencia del logaritmo de verosimilitud y se aproxima mediante una distribucion chi cuadrada,
con grados de libertad igual a la diferencia en el nimero de parametros libres en los dos modelos
anidados (Yang, 1998; Swanson et al., 2001).

El parametro o se ha utilizado en multiples organismos, que van desde bacterias (Kryazhimskiy y
Plotkin, 2008), virus (Moury y Simon, 2011; Nielsen, 1999), ratones, chimpancés hasta humanos
(Biswas et al., 2016), para evaluar los patrones de seleccion. En un estudio de 2001 se comprobd
que los genes codificantes para proteinas ZP2, ZP3 y OGP se encuentran bajo seleccion positiva
en las hembras de diferentes mamiferos a través de distintas especies (Swanson et al., 2001), lo
gue demuestra su utilidad independientemente del grupo de organismos. Particularmente en peces,
se identifico la presion selectiva (o >1) en genes ortélogos correspondientes al metabolismo y

procesos biosintéticos, en dos especies simpatricas de ciclidos que difieren en sus conductas
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reproductivas y en sus habitos alimenticios (Elmer et al., 2010). En otras especies de ciclidos se
identificaron cambios asociados con la forma del cuerpo, estructuras troficas, coloracion y
determinacion sexual debido a la fuerte seleccion aplicada en sus genes (Fan et al., 2012). En tilapia
se encontro que los genes relacionados al sistema inmune han sido seleccionados positivamente

mostrando que estan sometidos a presion ambiental (Xiao et al., 2015).
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3. HIPOTESIS

Dado que las poblaciones de la mayoria de las especies de goodeinos estan sujetas a
procesos de reduccion de distribucidn, con los recursos gendmicos generados se espera identificar
tasas de evolucion acelerada (0>1) en regiones codificantes de genes asociados al metabolismo de

xenobidticos y esto evidencie presion de seleccion divergente
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Realizar la caracterizacion genomica de Skiffia lermae mediante una aproximacion hibrida y
analizar la presion de seleccidon en genes particulares con informacién genémica de especies

cercanas

4.2 Objetivos Especificos

1.- Caracterizar el genoma mitocondrial y nuclear de S. lermae

2.- Ensamblar y anotar el transcriptoma de S. lermae

3.- Ensamblar y anotar el transcriptoma de higado de S. bilineata, S. francesae, S. multipunctata y
Girardinichthys viviparus

4.- ldentificar tasas de evolucion acelerada en regiones codificantes de genes asociados al
metabolismo de xenobidticos a partir del transcriptoma de higado en S. bilineata, S. francesae, S.

lermae, S. multipunctata y G. viviparus
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Adquisicion de Tejidos y Acidos Nucleicos

5.1.1 Obtencion de organismos

Se obtuvieron siete organismos de Skiffia lermae del Laboratorio de Biologia Acuética de la
Facultad de Biologia, de la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo, proporcionados
por el Dr. Omar Dominguez y la estudiante de doctorado M. en C. lvette Villa. Se transportaron a
Mazatlan donde se mantienen en cultivo a 26°C para establecer una colonia. Por otra parte, se
realizaron disecciones de machos de otras especies en el mismo laboratorio de origen y se les
extrajo el higado. Las especies seleccionadas fueron: S. bilineata, S. francesae, S. multipunctata y

Girardinichthys viviparus.

5.1.2 Adquisicién de Tejidos de S. lermae

Se sacrificd un macho proveniente de Zacapu infestado por parésitos y el musculo se conservo en
ultracongelacion (-60°C) para su posterior extraccion de ADN. Siete tejidos fueron colocados en
400 pl de trizol para realizar una posterior extraccion de ARN: bazo, corazén, cerebro, higado,
intestino, branquia, gonada y parésitos. Adicional a esto, una larva recién nacida de la misma
localidad fue sacrificada y colocada en trizol para realizar secuenciaciéon de su ARN.
Durante la diseccion del organismo adulto macho de S. lermae se observaron trematodos parasitos
que fueron identificados como Tylodelphys sp. con base en busquedas en la literatura (Navarrete,
2013; Nava et al., 2004; Martinez-Aquino et al., 2012) y asesoria especializada (com. pers. Dr.
Neptali Morales); una muestra de estos fue homogenizada en trizol para secuenciacion
transcriptomica que no forma parte de los objetivos, pero que se decidio incluir en el procesamiento
de analisis moleculares.
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5.1.3. Extraccion de ADN y ARN

Se utilizo el protocolo de extraccion de ADN basado en una lisis y digestion con proteinasa K. La
precipitacion de los acidos nucleicos se realizé con una solucion saturada de NaCl (Miller et al.,
1988). El procedimiento detallado, conocido como salting-out, se indica en el Anexo 2. Se
probaron también extracciones con protocolos basados en fenol-cloroformo, asi como con el kit de
Zymo Research Quick-DNA/RNA™ Magbead (catalog # R2130). Se verifico la integridad del
ADN mediante electroforesis y se cuantificO mediante espectrofotometria UV empleando un
espectrofotdmetro Nanodrop Lite.

La extraccion de ARN de cada tejido se realiz6 siguiendo el protocolo de trizol, afiadiendo
cloroformo y precipitacion con isopropanol (Rio et al., 2010). Los pasos detallados se encuentran
en el Anexo 3. Se extrajo ARN de los tejidos tomados del macho de y una larva de S. lermae
descritos en la seccion 5.1.2. Posteriormente se extrajo ARN de higado de: S. bilineata, S.
francesae, S. multipunctata y G. viviparus y se cuantifico con el espectrofotometro Nanodrop Lite.
Todas las extracciones de ARN fueron procesadas para envio a Genewiz de acuerdo a lo explicado

en la seccion 5.4.1.

5.2. Secuenciacion en Nanopore

5.2.1. Preparacion de Librerias para MinlON

El ADN fue cuantificado mediante fluorometria con Qubit. A partir de 2.7 ug de ADN totales, se
prepar0 una biblioteca con el kit de Genomic DNA by Ligation (SQK-LSK109). Se siguio el
protocolo indicado por el proveedor, con ligeras modificaciones (Anexo 4). En resumen, consiste
en reparar el ADN de posibles dafios por almacenamiento y manipulacién, adicionar un residuo de
adenina en el extremo 3’ para optimizar la ligacion de adaptadores. Luego se prepara el Flowcell
para el cargado, en este caso, se agrego 1 ug de libreria. Se utiliz6 un dispositivo MinlON (Oxford
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Nanopore Technologies, Oxford, UK) y se usaron Flowcells R9.4.1 hasta lograr un minimo de 20

Gb de lecturas.

5.2.2. Experimentos de Secuenciacion

Para generar la cantidad de lecturas necesaria se tuvieron que realizar dos experimentos de
secuenciacion. El primer experimento tuvo una duracién de 72 h y generé 12 Gb de lecturas
mientras que el segundo durd 54 h'y gener6 6.2 Gb. Después de obtener los archivos crudos se
procedio a utilizar Guppy_basecaller para producir las secuencias con su calidad correspondiente,

con la configuracién de GPU (Anexo 5, seccion 1).

5.2.3. Verificacion de la Calidad de las Lecturas Obtenidas por MinlON

El trabajo bioinformatico indicado a continuacion fue llevado a cabo en el servidor Chihuil-ICMY L
(http://www.icmyl.unam.mx/mazatlan/), el cual posee 192 nucleos y 512 Gb de RAM. Para
verificar la calidad de las lecturas producidas se utilizd pycoQC (Leger y Leonardi, 2019). Este
programa produce un archivo html con gréficas interactivas y recibe como argumento un resumen
de la corrida que se genera en automatico por MinKNOW al terminar de secuenciar. Debido a que
se interrumpid el proceso de basecalling el archivo sequencing.summary.txt era parcial (no incluia
la totalidad de las lecturas generadas) por lo cual se tuvo que generar otro con todas las lecturas
una vez recuperadas. El programa utilizado para esto forma parte del ambiente de pycoQC. Los

detalles de estos comandos se encuentran en el Anexo 5, seccién 2.
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5.3 Genoma Mitocondrial y Nuclear de S. lermae

5.3.1 Preparacion de ADN para Secuenciacion en GeneWiz

Partiendo del ADN extraido por salting-out, se llevo a cabo un filtrado con RNAsa para evitar
impurezas y se siguio el protocolo que se encuentra en el Anexo 6. EI ADN extraido fue purificado
con perlas AMPure para mandarlo al servicio de secuenciacion GeneWiz. Se utilizaron 20 pl de
ADN y 8 ul de perlas (proporcion 0.4X) y se solicitaron 350 M de lecturas Illumina pareadas.

5.3.2 Preparacion de las Lecturas

Para revisar la calidad de las lecturas cortas provenientes de lllumina se utilizd FastQC (Andrews,
2010) y para las lecturas largas se usd PycoQC (Anexo 5, seccion 2) (Leger et al., 2019). Para
limpiar las lecturas cortas de adaptadores se utiliz6 trimmomatic (Bolger et al., 2014) y para las
lecturas largas se utilizaron dos programas: porechop para retirar adaptadores y canu (Koren et al.,
2017) para corregir y cortar los extremos. Los comandos utilizados estan detallados en el Anexo 5,

seccion 2y 4.

5.3.3 Ensamble del Genoma Mitocondrial de S. lermae

A partir de las lecturas producidas de lllumina transformadas a formato FASTA, se utiliz6 Mirabait
(Chevreux et al., 1999) para seleccionar mediante empalmes parciales en ciclos iterativos aquellas
secuencias que correspondan con un genoma mitocondrial de referencia (Xenotoca eiseni, acceso
GenBank AP006777.1). Para ensamblar el genoma mitocondrial se utiliz6 Megahit (Li et al.,

2015). Por ultimo, para anotar el genoma mitocondrial se us6é MitoZ desde su repositorio en docker
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(Meng et al., 2018); los pardmetros especificos se reportan en el Anexo 5, seccién 3. El
mitogenoma fue reorientado manualmente, fijando la region codificante para el tRNA-Phe (ARN
de transferencia para la fenilalanina) como sitio de inicio, basado en lo observado en mitogenomas
de; Xenotoca eiseni (AP006777.1), Fundulus heteroclitus (NC_012312.1) y Poecilia reticulata
(NC_024238).

5.3.4 Estimacion del Tamarfo del Genoma Completo

Para estimar el genoma se utilizo la aproximacién de conteo de k-meros, sugerida en el Vertebrate
Genome Project (VGP). El programa usado fue jellyfish para el conteo y para los calculos se utilizd
R. Brevemente, se realiz6 un conteo de k-meros de longitud 31, recomendado para estimar el
tamafio del genoma completo de vertebrados por el VGP (Rhie et al., 2020). Este conteo después
se transformd en un histograma, se graficd y visualizé en R para encontrar la region de una sola
copia. Una vez identificada esta zona se realizd la suma de k-meros totales y se aplicd una ecuacion
para calcular el tamafio del genoma aproximado. Los detalles de los comandos utilizados se

encuentran en el Anexo 5, seccion 5.

5.3.5 Ensamble Hibrido del Genoma de S. lermae

El ensamble de las lecturas largas fue llevado a cabo con Smartdenovo (Liu et al., 2021) ya que
este se ha usado para producir genomas a escala cromosoma (Descchamps et al., 2018), después
se hizo el alineamiento de las lecturas cortas al ensamble obtenido de las lecturas largas, se utiliz6
Minimap2 (Li, 2018). Este alineamiento fue ordenado e indexado con samtools (Danecek et al.,
2021). Posteriormente se utiliz6 el alineamiento y el indice para pulir el ensamble con Pilon
(Walker et al., 2014), se usaron todas las opciones de correccion. La descripcion de los comandos

utilizados se encuentra en el Anexo 5, seccion 6.
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5.3.6 Evaluacion y Anotacion del Ensamble

Se utiliz6 quast para obtener algunas estadisticas generales del ensamble. Para evaluar qué tan
completo esté el genoma se realiz6 una blusqueda con BUSCO (Manni et al., 2021) utilizando la
opcion de Augustus, para también realizar la anotacion del genoma. Adicional a esto se utilizaron
funciones en R para determinar el N50 y N25 (Hamm, 2014). Estos comandos se encuentran

detallados en el Anexo 5, seccion 7y 8.

5.4 Obtencién y Procesamiento del Transcriptoma

5.4.1 Preparacion de ARN para Secuenciacion en Genewiz

Se utilizaron tubos de estabilizacion por desecacion (RNA Stabilization; catalogo GTR5025-GW;
Genewiz) y se calcul6 el volumen de muestra y agua a agregar, hasta colocar 2 ug de ARN de cada
tejido por tubo y un minimo de 20 pul de liquido. El protocolo seguido para secar las muestras fue
el siguiente; se realizaron las diluciones para suspender 1y 2 ug de ARN en 20 pl de agua en tubos
eppendorf de 1.5 ml, de ahi se pasaron a los tubos de estabilizacién, primero al fondo del tubo y se
dejaron incubar 5 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se mezclaron por pipeteo al
menos diez veces. Estos tubos se colocaron en una campana de flujo laminar y se dejaron secar por
25 h y se prepararon para envio. Debido a que algunas de estas muestras llegaron en mal estado a
su laboratorio destino como se observa en la Fig. 3, se realizé un segundo envio con diferentes

concentraciones que llegd en buen estado, la calidad se muestra en la Fig. 4.
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Figura 3. QC por parte de GeneWiz del primer envio realizado. Se indica cuales muestras procedieron a
la preparacion de librerias con una marca de verificacién sobre la barra. Los tejidos aprobados
corresponden a Girardinichthys viviparus y a Skiffia lermae

2-S.mul 3-N.bil 4-S.fran 12-Cer

CNICRNORNC)

Ladder1 'SDBO5831 SDB05832 SDBOS833 SDB05834 ‘SDBOS435 SDB0SB36 SDBOSB3T SDBOS838

= 4000

SN s . 1000

[
—
2000~ = 2000
1500 - —— = 1500
1000 - = 1000
500« —— =500
200 - — =200
s0 =50
RIN RIN RIN RIN
6.8 6.3 6.7 73

Figura 4. QC por parte de GeneWiz de las muestras re sometidas debido a baja calidad. Se indica cuéles
muestras procedieron a la preparacion de librerias con una marca de verificacion sobre la barra. Los
tejidos aprobados corresponden a S. bilineata, S. francesae, S. lermae y Skiffia multipunctata,

36



5.4.2 Ensamble y Anotacion de Transcriptomas

Para el caso de S. lermae las lecturas de ARN provienen de los siete tejidos y una larva completa,
mencionados anteriormente en la seccion 5.1.2. Para el resto de las especies el Unico tejido utilizado
fue el higado. La siguiente linea de trabajo fue seguida en todo el conjunto de lecturas, con la Gnica
diferencia de que para S. lermae se incluyeron mas archivos. Primero se reviso la calidad de las
lecturas con el programa fastgc (Andrews, 2010). Después se hicieron los ensambles de novo con
Trinity (Grabherr et al., 2011), utilizando la opcion —trimmomatic que pasa un filtro a las lecturas
antes de proceder al ensamble. Para ver las caracteristicas del ensamble se utiliz6 TrinityStats y
para observar la representatividad de las lecturas en el ensamble se utilizo el programa bowtie2
(Langmead y Salzberg, 2012). Para analizar qué tan completos se encontraban los segmentos
gendmicos ensamblados se utilizo BUSCO (Benchmarking Universal Single Copy Orthologs;
Manni et al., 2021) con dos bases de datos para el caso de los peces: Actinopterygii con 3640 grupos
de BUSCO y Cyprinodontiformes con 15,213. Para el caso de los parasitos se utilizo la base de
datos Metazoa con 954 representantes de ortélogos.

Se utiliz6 TransDecoder para identificar regiones codificantes en el ensamble, conservando los
marcos de lectura abiertos (ORF) mas largos, después se ejecutaron andlisis con BLAST contra la
base de datos de UniProt para describir las regiones codificantes. Se utiliz6 HMMER (Eddy, 1992)
para buscar secuencias contra la base de datos de pFAM en el archivo saliente de TransDecoder
que contiene las secuencias peptidicas. Se us6 RNAMMER (Lagesen et al., 2007) para identificar
las regiones ribosomales 16S/18S, 5S/8S y 23S/28S. Luego se utilizd la herramienta
TransDecoder.predict para confirmar aquellos marcos de lectura con anotaciones basadas en
similitud a pFAM y UniProt. Con el proposito de generar un reporte con toda la informacion sobre
la anotacion del transcriptoma se utilizo Trinotate (Bryant et al., 2017). Los detalles de todos estos

comandos se encuentran en el Anexo 5, seccion 4.
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5.5 Estimacioén de Tasas de Mutacion

5.5.1 Seleccién de Ortélogos

Los ortologos utilizados para este analisis se enfocaron en genes donde se han observado respuestas
diferenciales conforme a la literatura, para poder contextualizar los valores @. Una vez construida
la base de ort6logos se utilizd BLAST para encontrarlos en las secuencias de higado de todas las
especies: S. lermae, S. bilineata, S. francesae, S. multipunctata y G. viviparus. Los detalles de estos
comandos se encuentran en el Anexo 5, seccion 10. Se documentaron alrededor de 70 ortélogos,
pero sélo se utilizaron aquellos encontrados en las cinco especies evaluadas. En el Anexo 7 se
muestran los ortélogos descartados. Cabe destacar que este analisis se puede extender incluso en

genes sin funcion definida, pero en este trabajo se limitd a los indicados en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Ortélogos seleccionados para la determinacion del parametro ®

N°  Nombre Abreviacion Longitud* Referencia

1 Citocromo P450 CYP450 505 Andersson 'y Forlin,
1992

2 Citocromo P450 2N2 CYP450_2 498 Andersson 'y Forlin,
1992

3 Citocromo P450, familia 51 CYP51 500 Siroka y Drastichova,
2004

4 Citocromo P450 2K1 CYP2K 522 Siroka y Drastichova,
2004

5 Proteina de choque térmico 90-alfa HSP90A 724 Iwama et al., 1998

6 Proteina de choque térmico beta-8 HSPBS8 222 lwama et al., 1998

7 Transportador de Zinc 5 ZNT5 769 Wang et al., 2017

8 Transportador de cobre CTR1 530 Wang et al., 2019

9 ATPasa B transportadora de cobre ATP7B 891 Wang et al., 2017

10 Transportador de  serotonina  sodio- SERT 674 Burkina et al., 2015

dependiente

11  Reductasa glutation-disulfuro GSR 512 Awasthi et al., 2018

12 NADPH oxidasa 1 NOX1 566 Awasthi et al., 2018

13  DNA metiltransferasa 1 DNMT1 1500 Laing et al., 2017

14  6-fosfofructo-2-quinasa/fructosa-2,6- PIK3R1 719 Nourizadeh et al., 2009

bifosfatasa 3

38



15
16
17

18
19
20

MDM4 regulador de p53
Factor nuclear (eritroide-derivado) 2

Peroxisoma proliferador-activado receptor
alfa
Proteina desacoplante 2

Pregnane X-receptor
Receptor de estrégenos beta 1

MDM4
NRF2
PPAR

UCP2
PXR
ERB1

364
621
492

313
570
673

Nourizadeh et al., 2009
Burkina et al., 2015
Burkina et al., 2015

Shaw et al., 2019
Burkina et al., 2015
Burkina et al., 2015

* Longitud en bases nucleotidicas

5.5.2 Modelos de Mutacién

Los ortélogos se alinearon con clustal omega (Larkin et al., 2007) el cual también realizé un arbol

filogenético por cada ortologo. Los detalles de este proceso se encuentran en el Anexo 5, seccion

11. Posteriormente a cada ortologo se le aplicaron los modelos de sustitucion de codones MO (una

tasa), M3 (discreto), M7 (beta) y M8 (beta y @) (Cuadro 3) con el programa EasyCodeML (Gao et

al., 2019), en su interfaz grafica. Con los resultados de estos modelos se corrieron pruebas de

verosimilitud para verificar la significancia de la existencia de sitios seleccionados positivamente.

La formula para el calculo de la tasa de mutaciones se describe en la ecuacion (1).

0, siiy]j difieren en dos o tres posiciones nucleotidicas

m;,  siiy jdifieren en una transversion sinénima
)y _ _| ]
q;; =7 Km;, siiy]jdifieren por una transicién sinénima
m(“)ﬁj, sii yj difieren por una transversion no sinénima

w(h)Kﬂrj, sii yj difieren por una transicién no sinonima

(1)

donde mj es la frecuencia de equilibrio del codén j, K es la tasa de transicion/transversion, y o™

es la tasa de mutaciones dn/dsen el sitio h
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Cuadro 3. Descripcion de los modelos para determinar la variable @ entre sitios

Modelo Descripcion Parametros libres NUum. De parametros
libres
MO (una tasa) Una tasa o para todos ® 1
los sitios
M3 (discreto) K = 3 clases de sitios o, 1, M2. Po, P1 5
M7 (beta) o~ B(p, q) P, q 2
MBS (beta y m) Proporcion po de P, 1, po, ® 4

sitios ~ B(p, q), p1 de
sitios con clase
discreta ®
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Calidad del Material Inicial

6.1.1 Calidad del ADN para Secuenciacién Nanopore

Del tejido muscular se realiz6 una serie de extracciones de manera sucesiva. EI Cuadro 4 indica

los parametros de calidad obtenidos de Nanodrop lite, de cada una de las extracciones realizadas.

Cuadro 4. Calidad de las extracciones de ADN de Skiffia lermae realizadas

Extraccién Concentracion (ng/pl) Relacion de absorbancia
Aazeo/ Azgo
1.- Magbeads Zymo Research 29.4 1.81
2.- Salting-out 91 2.0
3.- Fenol cloroformo 190 2.01
4.- Fenol cloroformo 466 2.02
5.- Salting-out 108 1.72
6.- Salting-out 147 2.08

Se corrieron geles de agarosa al 0.8% en una camara de electroforesis para verificar la integridad
de las extracciones y se observé gue las extracciones por salting-out resultaron las mas consistentes
(Fig. 5).

De los métodos utilizados para extraer ADN se puede destacar que el kit de Magbeads de Zymo
no muestra una banda en la Fig. 5 (1). Esto pudo deberse a que el kit no estaba en el mejor estado
o0 hubo algun error al interpretar el protocolo, aunque estos Kits son reconocidos por arrojar ADN
libre de impurezas (Zymo Research, 2020). Por otro lado, salting-out es un método estandarizado
para la extraccion de ADN, incluso de muestras consideradas “complicadas” por ejemplo, tejidos

embebidos en parafina (Rivero et al., 2006). Este método arrojé los mejores resultados (Fig. 5:
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(2)(5)(6)). Adicional a esto, se intento la extraccion por fenol cloroformo ya que es altamente
recomendada para extraer ADN de alto peso molecular (Green y Sambrook, 2017). En este
proyecto no fue apropiado, quizas por el estado original de la muestra, la cual probablemente ya

estaba degradada para el momento en el que se intent esta extraccion.

ﬁ%"ﬁ%

.

Figura 5. Electroforesis de las extracciones de ADN de musculo. M: escalera de peso molecular (Marker
4, Dongsheng Biotech), Mb: extraccion con Magbeads, FC: extraccion por Fenol-Cloroformo y SO:
extraccién por salting-out.

Dado lo anterior el ADN que se utilizé para la preparacion de librerias fue proveniente de las
extracciones por salting-out. Sin embargo, la libreria producida con el ADN de la extraccion (5)
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no fue secuenciada debido a que el producto final contenia muy poca libreria (50 ng) vy el
dispositivo necesita entre 500 ng - 1 pug de material inicial para funcionar apropiadamente.

6.1.2 Calidad del ARN para Transcriptoma

La calidad del ARN extraido de los tejidos extraidos de S. lermae y su concentracion calculada en

Nanodrop Lite se muestra en el Cuadro 5.

Cuadro 5. Evaluacion de ARN de muestras de Skiffia lermae

Tejido Cuantificacion (ng/ul) A260/A280
1.- Bazo y corazon 118 1.95
2.- Branquia 352 1.98
3.- Cerebro 390 2.01
4.- Gonada 469 1.92
5.- Higado 1560 1.96
6.- Intestino 587 2.02
7.- Masculo 170 2.04
8.- Larva 1779 1.92
9.- Parasitos 100 1.65

6.1.3 Calidad de las Lecturas de MinlON Producidas para Genoma

La primera corrida proveniente de la extraccion (2) de salting-out gener6 12 Gb de lecturas con un
N50 de 4.7 kb con una Phred score promedio de 11. La segunda corrida proveniente de la extraccién
(6) mediante salting-out arroj6 6.16 Gb con una N50 de 5.3 kb y una Phred score promedio de 9.
La calidad obtenida de las secuenciaciones Nanopore se encuentra dentro de los rangos normales

(Austin et al., 2015) y el N50 de las lecturas estad tambien dentro de los intervalos normales para
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secuencias de peces que van desde 1 kb a 46 kb (Meyer et al., 2021; Kadobianskyi et al., 2019).

6.1.4 Calidad de las Lecturas de ADN de Illumina Obtenidas para Genoma

Se recibieron dos archivos, uno con las secuencias forward y otro con las secuencias reverse. Cada
uno de estos archivos contiene 530,935,503 lecturas, otorgando un total de 99.8 Gigabases. Esto
implica una cobertura de 69X para la estimacion preliminar del genoma completo (1.43 Gb). La
calidad promedio por lectura fue de 36. Las lecturas que se obtuvieron tienen suficiente calidad ya
que la literatura indica que una phred score por debajo de 30 en secuencias Illumina es baja y por

encima de 35 es de buena calidad para un genoma (Pawlowski et al., 2014).

6.2 Genoma Mitocondrial y Nuclear de S. lermae

6.2.1 Ensamble del Genoma Mitocondrial de S. lermae

El genoma mitocondrial producido fue de 16,551 bases. La anotacién arrojé 37 genes, de los cuales
13 codifican para proteinas, 22 son correspondientes a tRNA y 2 a rRNA (Cuadro 6). La
visualizacion espacial del mitogenoma se ilustra en la Fig. 6. Al observar la anotacion y
circularidad se demuestra que éste estd completo, la longitud es casi idéntica al mitogenoma de
otro goodeino, Xenotoca eiseni con 16,735 bases, y la anotacion también tiene los mismos

componentes (Setiamarga et al., 2008).

Cuadro 6. Descripcion de los genes anotados en el mitogenoma de Skiffia lermae
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Inicio Final Longitud  Tipo Nombre Producto Frecuencia*
(bp)
1 69 69 tRNA trnF(gaa) tRNA-Phe 1
69 1016 948 rRNA s-rRNA 12S ARN ribosomal 1
1016 1088 73 tRNA trnV(uac) tRNA-Val 1
1089 2791 1703 rRNA I-rRNA 16S ARN ribosomal 1
2791 2865 75 tRNA trnL(uaa) tRNA-Leu 2
2865 3840 976 CDs ND1 NADH deshidrogenasa 1
subunidad 1
3846 3916 71 tRNA trnl(gau) tRNA-Ile 1
3915 3986 72 tRNA trnQ(uug)  tRNA-GIn 1
3985 4054 70 tRNA trnM(cau)  tRNA-Met 1
4054 5101 1048 CDs ND2 NADH deshidrogrenasa 1
subunidad 2
5099 5172 74 tRNA trnW(uca)  tRNA-Trp 1
5175 5244 70 tRNA trnA(ugc)  tRNA-Ala 1
5246 5319 74 tRNA trnN(guu)  tRNA-Asn 1
5356 5421 66 tRNA trnC(gca) tRNA-Cys 1
5424 5494 71 tRNA trnY(gua)  tRNA-Tyr 1
5495 7046 1552 CDS COX1 Citocromo c oxidasa 1
subunidad 1
7060 7132 73 tRNA trnS(uga) tRNA-Ser 2
7135 7206 72 tRNA trnD(guc)  tRNA-Asp 1
7212 7911 700 CDS COX2 Citocromo c oxidasa
subunidad Il
7903 7877 75 tRNA trnK(uuu)  tRNA-Lys
7978 8146 169 CDS ATPS8 ATP sintasa FO subunidad
8
8136 8820 685 CDS ATP6 ATP sintasa FO subunidad 1
6
8819 9605 787 CDS COX3 Citocromo c oxidasa 1
subunidad 111
9604 9676 73 tRNA trnG(ucc) tRNA-Gly
9676 10027 352 CDs ND3 NADH deshidrogenasa
subunidad 3
10025 10094 70 tRNA trnR(ucg) tRNA-Arg
10094 10391 298 CDS ND4L NADH deshidrogenasa
subunidad 4L
10384 11770 1387 CDS ND4 NADH deshidrogenasa 1
subunidad 4
11765 11834 70 tRNA  trnH(gug)  tRNA-His 1
11834 11902 69 tRNA trnS(gcu) tRNA-Ser 2
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11912 11985 74 tRNA trnL(uag) tRNA-Leu 2

11985 13824 1840 CDS ND5 NADH deshidrogenasa 1
subunidad 5

13820 14342 523 CDS ND6 NADH deshidrogenasa 1
subunidad 6

14342 14410 69 tRNA trnE(uuc) tRNA-Glu 1

14414 15555 1142 CDS CYTB Citocromo b 1

15555 15626 72 tRNA trnT(ugu) tRNA-Thr 1

15625 15695 71 tRNA trnP(ugQg) tRNA-Pro 1

* Frecuencia total de ocurrencia

6.2.3 Ensamble y Anotacion del Genoma Completo
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Figura 6. Organizacion circular del genom_a mitocondrial de Skiffia lermae
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Las estadisticas generales del ensamble se encuentran en el Cuadro 7. Estos valores fueron
obtenidos con Quast, después de realizar un pulido con Pilon. El valor de BUSCO al correr con
Augustus arrojé que el genoma tiene un 35.2% de completitud, por lo que todavia se considera un
ensamble draft. De los 841,715 transcritos obtenidos del ensamble de S. lermae, se encontraron

449,522 en el genoma completo usando BLAST.

Cuadro 7. Estadisticas del ensamble del genoma completo de Skiffia lermae

Estadistica Valor
Contigs totales 8150
Contig mas largo (kb) 264.25
Contig mas corto (kb) 8.5
Contig N25 (kb) 78.7
Contig N50 (kb) 54.7
Genes codificantes 14, 680
Longitud total (Mb) 400.69

Lecturas mapeadas al genoma 79.91%

Por otro lado, la longitud de 400 Mb resulta corta con respecto a otros peces cyprinodontiformes,
ya que los genomas completos conocidos son de 597 Mb para Poeciliopsis turrubarensis, 621 Mb
para P. retropinna (van Kruistum et al., 2020), 1.07 Gb para Fundulus xenicus, 1.08 Gb para F.
nottii, 1.16 Gb para F. catenatus y 1.19 Gb para F. olivaceus (Johnson et al., 2020). Adicional a
esto, los 14,680 genes que codifican para proteinas también estan por debajo de lo registrado en la
literatura, los cuales comienzan en 19,884 en Protosalanx hyalocranius (Liu et al., 2017), 21,562
en Pelteobagrus fulvidraco (Zhang et al., 2018), 22,067 en Thamnaconus septentrionalis (Bian et
al., 2019b), 25 mil en P. retropinna (van Kruistum et al., 2020) y 31,120 en Neoceratodus forsteri
(Meyer et al., 2021). En conjunto todos los valores son consistentes e indican que el genoma no
estd completo, ya que solo se cuenta con alrededor de un tercio de la longitud total estimada.

Sin embargo, el valor de 54.7 kb de contig N50 se encuentra dentro de los valores reportados para
genomas de peces con ensamble hibrido, los cuales van desde 20 kb para Mola mola (Pan et al.,
2016), 26.5 kb para Cynoglossus semilaevis, 64 kb para Larimichthys crocea (Ao et al., 2015) y

un valor elevado de 4.3 Mb para Scophthalmus maximus (Figueras et al., 2016). Esto indica que,
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pese a no tener un genoma completo como tal, es un draft de buena calidad. Ademas, el numero de

8,150 contigs es reducido para el tamafio del ensamble. Los valores reportados se encuentran

comunmente en el intervalo de 36 mil a 106 mil (Kadobianskyi et al., 2019; Bian et al., 2019), por

lo que se construy6 un genoma altamente contiguo gracias al método de ensamble utilizado.

6.3 Ensamble de Transcriptomas

La cantidad de lecturas de ARN obtenidas y otros datos relevantes proporcionados por fastgc se

encuentran descritos en el Cuadro 8.

Cuadro 8. Datos de las lecturas crudas de tejidos de goodeinos obtenidos por fastqc

Organismo/tejido

Cantidad de

Porcentaje GC  Calidad promedio de

lecturas pareadas las lecturas
S. lermae — bazo y corazén 27,575,846 44 36
S. lermae - branquia 44,011,256 47 40
S. lermae - cerebro 28,039,568 45 36
S. lermae - intestino 43,126,102 47 40
S. lermae - gonada 33,240,227 48 40
S. lermae - higado 31,177,864 47 36
S. lermae - larva 30,076,159 47 36
S. bilineata - higado 44,531,868 47 40
S. francesae - higado 46,440,668 49 40
S. multipunctata - higado 38,506,261 47 40
G. viviparus - higado 25,463,998 48 36
Tylodelphys sp. (parasito) 34,773,614 44 40

Tras realizar el ensamble con Trinity, los resultados producidos y los valores arrojados por BUSCO

sobre los genes ortdlogos de una sola copia se encuentran registrados en el Cuadro 7. La longitud
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de los ensambles concuerda con lo reportado en transcriptomas de higado de peces, de 25 Mb a
507 Mb (Machado et al., 2018). La cantidad de transcritos y genes esta ligeramente por debajo de
los valores reportados en peces. Para genes van desde 20 mil hasta 238 mil y los transcritos desde
66 mil hasta 392 mil (Liu et al., 2020; Richards et al., 2018; Liu et al., 2018). Sobre el porcentaje
de lecturas que mapean a los ensambles, calculado con bowtie2, en todos los casos hubo un valor
mayor al 80% de mapeo. Los valores arrojados por BUSCO sobre los genes ortélogos de una sola
copia son consistentes a lo encontrado de acuerdo a la longitud, cantidad de transcritos y de contigs
en los ensambles. El ensamble méas completo es el de S. lermae con 742 Mb de longitud y 841 mil
transcritos. El resto de los ensambles no superan los 200 mil transcritos, por lo que se consideran
en una categoria de ensambles draft.

Cuadro 9. Caracteristicas generales de los ensambles iniciales de higado de goodeinos

Especie Genes  Transcritos Porcentaje  Contig Longitud BUSCO completeness (%)
GC N50 (kb) (Mb) Actinopterygii  Cyprinodontiformes
S. lermae 654,728 841,705 42.31 1.73 742.4 96.6 90.1
S. bilineata 152,175 197,463 43.69 2.09 178.4 74.5 56.5
S. francesae 116,616 150,312 44 2.14 141.3 71.4 52.4
S. multipunctata 108,564 142,608 43.96 221 141.65 73.8 55
G. viviparus 65,958 77,326 45.73 1.40 60 52.8 36.4
Tylodelphys sp. 96,181 117,410 43.21 1.24 86.3 82.3*
(parésito)
*Metazoa

6.4 Calculo de Tasas de Sustitucion

Los resultados de los modelos y el valor de o se encuentran en el Cuadro 10. Se encontraron valores
tanto de procesos de presion selectiva diversificante (o>1), como valores neutrales (ow=1). Los
primeros elementos analizados pertenecen a la superfamilia citocromo P450: citocromo P450
(CYP450), citocromo P450 2N2 (CYP2N2), citocromo P450, familia 51 (CYP51) y citocromo
P450 2K1 (CYP2K). Un gran numero de sus enzimas metaboliza contaminantes ambientales,
interviniendo en la detoxificacion; su actividad se ve afectada por estrés ambiental por lo que se
han utilizado como biomarcadores de contaminacién acuatica (Andersson y Forlin, 1992; Uno et
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al., 2012; Siroka y Drastichova, 2014). Se puede observar que hay dos elementos con seleccion
positiva en este grupo; P450(w=7.6) y CYP51(w=11.13). Estas moléculas se consideran inestables
y codifican para enzimas que detoxifican compuestos xenobidticos (Thomas, 2007). También se
han identificado previamente con seleccion positiva en humanos y ratones (Voight et al., 2006;
Buntge, 2010).

En segunda instancia se muestran las Heat Shock Proteins: proteina de choque térmico 90-alfa
(HSP90A) y proteina de choque térmico beta-8 (HSPBS8). Estas son reconocidas por expresarse
ante una gran variedad de estresores bidticos y abidticos. Se consideran también un mecanismo de
defensa que se activa posterior al dafio celular (lwama et al., 1998; Beere, 2005). Ambas secuencias
analizadas en este trabajo, HSP90A(w=1.3) y HSPB8(w=11), mostraron tener sitios seleccionados
positivamente, la mayoria encontrados en sitios codificantes para serina. Estos resultados ya se han
observado en nematodos (Him et al., 2009), en afidos (Fares et al., 2002) y en cabras (Gade et al.,
2010).

Asimismo, aparecen elementos asociados al metabolismo de minerales: transportador de Zinc 5
(ZNT5), transportador de cobre (CTR1), ATPasa B transportadora de cobre (ATP7B),
transportador de serotonina sodio-dependiente (SERT) y elementos que responden ante la
exposicion a metales a concentraciones nocivas: factor nuclear (eritroide-derivado) 2 (NRF2) y
proteina de desacoplamiento 2 (UCP2) (Wang et al., 2017; Burkina et al., 2015; Shaw et al., 2019).
En esta categoria hubo dos secuencias que mostraron seleccion positiva en sus sitios;
ATP7B(0=12.7) y SERT(®=24.3). Las ATPasas transportadoras de cobre se consideran
evolutivamente estables de acuerdo a Gupta y Lutsenko, (2012) y no existen estudios recientes que
demuestren presion selectiva en estas secuencias, por otro lado, se document6 divergencia genética
en SERT en un estudio realizado en aves Turdus merula (Mueller et al., 2013).

A continuacion, se encuentra la secuencia de ADN metiltransferasa 1 (DNMT1), asociada a
cambios epigenéticos y a baja expresion en condiciones ambientales con compuestos xenobidticos
(Laing et al., 2017). La DNMT1(w=1) se encuentra en un estado de seleccion neutral. En la
literatura se ha demostrado que las DNMTs tienen capacidad de cambiar por evolucion en
vertebrados, para adaptar la maquinaria de metilacion (Alvarez-Ponce et al., 2018), pero en este
caso no se observaron cambios significativos.

Por otro lado, se muestran las enzimas 6-fosfofructo-2-quinasa/fructosa-2,6-bifosfatasa 3
(PIK3R1) y la reguladora de p53 (MDM4). Ambas asociadas a cambios en el desarrollo y la
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reproduccion, ademas de responder ante la exposicién a Contaminantes Organicos Persistentes
(COP) Nourizadeh et al., 2009). PIK3R1(®m=5.7) mostr6 senales de seleccion positiva. No existen
estudios que hayan observado seleccion en este gen, no obstante, se ha documentado la presencia
de mutaciones en humanos en este gen estan asociadas a incrementar la propension a cancer de
tiroides (Murugan et al., 2011) y al sindrome SHORT (Bércena et al., 2014).

Se presentan genes fuertemente relacionados a estrés oxidativo, dafio al ADN y apoptosis en el
higado de peces: reductasa glutation-disulfuro (GSR) y NADPH oxidasa 1 (NOX1) (Awasthi et
al., 2018). De estas, NOX1(w=7.6) mostro evidencia de seleccion positiva en su secuencia. No hay
otros estudios que hayan observado esto; s6lo se ha documentado que la familia de las NADPH
oxidasas ha evolucionado muy poco con el paso del tiempo. Estos genes son regulados por
subunidades y las pequefias mutaciones caracterizadas estan correlacionadas a cambios en regiones
clave con funciones cataliticas o regulatorias (Sumimoto, 2008; Kawahara et al., 2007).

Por ultimo, se muestran secuencias correspondientes a proteinas relacionadas con respuesta a
farmacéuticos que funcionan de la mano con la superfamilia Citocromo P450: el receptor activado
por proliferador peroxisomal alfa (PPAR), el receptor X de pregnano (PXR) y el receptor de
estrogenos beta 1 (ERB1) (Burkina et al., 2015). En esta categoria se encontré a PPAR(0=14.8) y
PXR(w=18) con signos de seleccion positiva. Para el caso de PPAR existe literatura que indica que
responde a presion selectiva y ésta es esencial para diversificar sus funciones (Zhou et al., 2015).
Ademas, la ruta de PPAR se encuentra sujeta a seleccidn positiva en ganado (Zhao et al., 2015).
Por otro lado, se ha demostrado que PXR esta sometido a presion selectiva positiva en pruebas
realizadas con nueve especies, desde peces y animales domésticos hasta humanos. Asimismo, se
demostrd que la seleccién natural ha favorecido la divergencia en sus secuencias, incrementando
las diferencias a dos escalas; entre especies y entre ligandos (Krasowski et al., 2005; Reschly y
Krasowski, 2006).

Cuadro 10. Resultados del analisis de tasas de mutaciones de ortdlogos de goodeinos

Ort6logo Q) Longitud (bases)  p M0 vs M3 p M7 vs M8
CYP450 7.6 505 0.0029 0.0098
CYP450_2 12.2 498 0.0270 0.3621
CYP51 11.13 500 0.0258 0.0344
CYP2K 1 522 1 0.9870
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HSP90A 1.3 724 SE-09 1E-04

HSPB8 11 222 0.0001 0.0001
ZNTS 1 769 1 0.9999
CTR1 1 530 1 0.99
ATP7B 12.7 891 0 1.3E-06
SERT 24.3 674 3.7E-06 8.5E-06
NRF2 1 512 1 0.9999
uCp2 1 566 1 0.9999
DNMT1 1 1500 1 0.9977
PIK3R1 5.7 719 SE-05 6E-04
MDM4 3.4 364 0.37445 0.33557
GSR 1.9 621 0.5732 0.5904
NOX1 7.6 492 0.0029 0.0098
PPAR 14.8 313 0.0002 0.0046
PXR 18 570 0 0
ERB1 6 673 0.2965 0.0168

En resumen, los procesos que mostraron genes con seleccion positiva se relacionan con
detoxificacion de xenobioticos (CYP450, CYP51), respuesta a estrés (HSP90A, HSPBS8),
metabolismo de minerales (ATP7B, SERT), efectos de desarrollo y reproductivos (PIK3R1),
respuesta a estrés oxidativo (NOX1) y a farmacéuticos (PPAR, PXR, ERB1). Esto indica que hay
presion de seleccion actuando sobre ellas, por lo que estos cambios favorecen la adaptacion
fenotipica. Es muy probable que esta presion de seleccion se asocie a la prolongada exposicién a
compuestos nocivos en los cuerpos de agua y el resultado divergente en definitiva favorece ciertas
mutaciones que permiten su permanencia a pesar de las amenazas derivadas de actividades

antropogeénicas.
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7. CONCLUSIONES

En cuanto a los recursos genomicos de Skiffia lermae se obtuvo el mitogenoma completo y
con circularidad, el primero para este genero de goodeidos. Por otro lado, se logré ensamblar un
genoma de buena calidad, buena contigtidad, pero con una longitud corta y un valor de completitud
bajo (<40%), mientras que el transcriptoma con siete tejidos practicamente estd completo (>90%).
En adicidn, se produjeron ensambles de transcriptoma de higado de cuatro especies de goodeidos,
una contribucién parcial ya que al ser sélo de un tejido los transcriptomas estan incompletos; no
obstante, esta informacion es crucial para basar investigaciones préximas. Por dltimo, el andlisis
de la tasa de mutaciones dn/ds nos ayudod a revelar ciertas regiones codificantes con evolucion
acelerada (w>1), pero con implicaciones documentadas s6lo para algunos genes, ya que en otros
no hay referentes. De cualquier manera, se evidencié que hay una presion selectiva diversificante
afectando procesos relacionados con la interaccién de los organismos y su entorno, que fomenta la

adaptacion fenotipica.
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8. RECOMENDACIONES

Es recomendable incluir una mayor porcion de secuencias largas de Nanopore o PacBio
para verdaderamente enriquecer el ensamble y es necesario incrementar la cobertura por parte de
esas lecturas para lograr obtener un ensamble lo méas cercano posible a completo. Se recomienda
agregar a este estudio otros géneros de goodeidos para poder profundizar en las adaptaciones

evolutivas que puedan haber ocurrido a nivel familia.
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10. ANEXOS

10.1. Iméagenes de los peces goodeidos y localidades de Skiffia lermae

Fotos de los peces goodeidos utilizados en este estudio. A: G. viviparus. B: S. multipunctata. C:
S. bilineata. D: S. francesae
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de S. lermae (A), Manantial La Mintzita (B) y el Lago de Zacapu (C). Fotos de
SEMACCDET

' Foto

10.2. Extraccion de ADN

1.- Incubar el tejido en 400 pl de buffer de lisis y 20 ul de proteinasa K a 55°C durante la noche
2.- Afadir 200ul de NaCl saturado y agitar vigorosamente

3.- Incubar en hielo durante 10 minutos

4.- Centrifugar a 10,000 rpm durante 10 minutos

5.- Transferir sobrenadante (500-600 pl) a un tubo con 1 ml de etanol absoluto
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6.- Invertir el tubo varias veces para precipitar el ADN. EI ADN debe ser visible en etanol, transferir
el ADN a un tubo con 100 pl de TE
7.- Correr un gel de agarosa al 0.7% a 100V por 45 minutos con extractos crudos de ADN para

verificar la extraccion

Buffer de lisis (50 ml):

5M NaCl 1 ml (concentracion final 200mM)
1M TrispH 8 2.5 ml (concentracion final 50mM)
0.5 MEDTApHS8 10 ml (concentracion final 200mM)
10% SDS 5ml  (concentracion final 1%)

Aforar a 50 ml con agua desionizada

10.3. Extraccion de ARN

1.- Homogenizar tejido con 1 ml de Trizol.

2.- Incubar por 5 min a temperatura ambiente.

3.- Anadir 200 pl de cloroformo por 1 ml de Trizol. (respectivamente)
4.- Agitar vigorosamente e incubar 2-3 min a temperatura ambiente.
5.- Centrifugar a 12,000 g durante 15 min a 4°C.

6.- Transferir sobrenadante a un tubo limpio.

7.- Afadir 500 ul de isopropanol por 1 ml de Trizol (respectivamente)
8.- Incubar a temperatura ambiente durante 15 min.

9.- Centrifugar a 12,000 g durante 10 min a 4°C.

10.- Descartar sobrenadante y lavar con 1 ml de etanol 70%.

11.- Centrifugar a 12,000 g 5 min a 4°C.

12.- Descartar sobrenadante y exceso de etanol, resuspender en 50 ul de agua DEPC.

Tratamiento con DNAsa I:
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13.- Preparar mezcla maestra, hacer el calculo dependiendo del numero de muestras:

a. Agua DEPC 4.5 ul por muestra
b. 10X buffer para DNAsa | 6.5 ul por muestra
c. RNAsin 0.5 pl por muestra
d. DNAsa | (Promega) 3.5 ul por muestra

Mezclar bien con la pipeta y agregar 15ul de mezcla maestra a cada muestra de 50 pl de RNA

(volumen final de 65 pl)

14.- Incubar durante 30 min a 37°C

15.- Anadir 6.5 pl de LiCl 4M.

16.- Anadir 65 pl de fenol/cloroformo y vortex.

17.- Centrifugar a maxima velocidad (~ 13,000 rpm) durante 10 min.

18.- Transferir sobrenadante a un tubo limpio y afiadir 2.5 volimenes (~165 ul) de etanol absoluto.
19.- Incubar por lo menos 60 min a —20°C, puede permanecer toda la noche.

20.- Centrifugar 20 min a méaxima velocidad a 4°C.

21.- Lavar con 0.5 ml de etanol 70% y centrifugar durante 10 min a 4°C a méxima velocidad.
22.- Eliminar etanol y resuspender en 25-50 ul de agua DEPC (dependiendo del pellet).

23.- Almacenar a —20°C 0 a—70°C.

10.4. Preparacion de Librerias Nanopore, Modificado del Protocolo SQK-LSK009

(Oxford Nanopore Technologies, the Wheel icon, GridlON, Metrichor, MinlON, MinKNOW,
PromethlON, SmidglON and VOITRAX are registered trademarks of Oxford Nanopore
Technologies Limited in various countries. © 2008 - 2020 Oxford Nanopore Technologies. All
rights reserved. Registered Office: Oxford Science Park, Oxford OX4 4GA, UK | Registered No.
05386273 | Privacy Policy)

Reparacion de ADN y End-prep
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1.- Colocar 3-5 pg de ADN en un tubo de PCR de 0.2 ml y subir el volumen hasta 47 pl utilizando
agua libre de nucleasas
2.- A ese tubo agregar lo siguiente (todos los reactivos deben estar descongelados y haber pasado
por vortex):

* 1 ul de DNA CS, proveniente del kit SQK-LSK109

* 3.5 pl de NEBNext FFPE DNA Repair Buffer

* 2 ul de NEBNext FFPE DNA Repair Mix

* 3.5 pl de Ultra 11 End-prep reaction buffer

* 3 ul de Ultra 11 End-prep enzyme mix

3.- Mezclar bien agitando el tubo (sin vortex) y centrifugar brevemente

4.- Usando un termociclador, incubar a 20°C por 10 minutos y a 65°C por 5 minutos

5.- Resuspender perlas AMPure con vortex

6.- Transferir la muestra de ADN a un tubo Eppendorf Lobind

7.- Afadir 30 pl (o 60 pl para 1X) de perlas magnéticas a la reaccion y mezclar agitando el tubo
8.- Incubar con agitacion leve por 10 minutos a temperatura ambiente

9.- Preparar 500 pul de etanol 70% (350 pl de etanol absoluto + 150 pl de agua)

10.- Centrifugar la muestra y colocar en un rack magnético hasta que el liquido sea transldcido,
desechar sobrenadante

11.- Aun estando en el rack magnético enjuagar con 200 pl de etanol 70% sin deshacer el pellet y
descartar el sobrenadante. Repetir este paso

12.- Centrifugar y poner en el rack magnético, sacar cualquier resto de etanol y dejar secar por ~30
segundos

13.- Retirar el tubo del rack magnético y resuspender en 61 pl de agua libre de nucleasas. Incubar
por 2 minutos a temperatura ambiente

14.- Colocar el tubo en el rack magnético y esperar a que el liquido sea translicido. Recuperar el
ADN en un tubo LoBind diferente.

15.- Cuantificar 1 pl en Qubit

Ligacion de adaptadores y limpieza
Todos los reactivos de esta seccion necesitan sacarse a descongelar en hielo, ponerse en vortex y

centrifugar antes de utilizarse. El buffer de ligacion se debe resuspender con pipeta dada su
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viscosidad
Sacar los reactivos LFB o SFB y EB a descongelar y colocar en hielo
1.- En el mismo tubo Lobind en el que se encuentran los 60 pl de ADN agregar lo siguiente:
* 25 ul de Ligation buffer (LNB) (kit SQK-LSK109)
* 5 ul de Quick T4 ligase (E6057A)
* 5 ul de Quick ligase (M2200L)
* 5 pl de Adapter Mix (AMX kit SQK-LSK109)

2.- Incubar la reaccion por 20 minutos a temperatura ambiente

3.- Afiadir 40 pl de perlas AMPure a la reaccion y mezclar agitando el tubo
4.- Incubar con agitacion leve por 10 minutos a temperatura ambiente
5.- Centrifugar la muestra y colocar en el rack magnético hasta que el liquido se vea transparente

6.- Lavar las perlas con 125 ul de Long fragment buffer (LFB), quitar del rack magnético y re

suspender, re colocar en el rack magnético y desechar sobrenadante. Repetir este paso

7.- Centrifugar y colocar la muestra en el rack magnético. Retirar cualquier resto de sobrenadante.
Dejar secar por ~30 segundos

8.- Retirar el tubo del rack magnético y afiadir 15 pl de Elution Buffer (EB)

9.- Centrifugar e incubar por 10 minutos a 37°C

10.- Colocar el tubo en el rack magnético y recuperar los 15 pl de libreria

11.- Cuantificar 1 pl en Qubit

Priming y cargado de la Flowcell

Se utilizan reactivos del Flow cell priming kit (EXP-FLP002) y del Ligation Sequencing kit (SQK-
LSK109)

1.- Colocar el flowcell dentro del dispositivo MinlON

2.- Abrir el priming port girando 90° en sentido de las manecillas del reloj
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3.- Colocar una pipeta de 1000 ul en 200 pl, insertar la punta en el priming port, gira el volumen
de la pipeta hasta que esté en 230 pl para retirar un pequefio volumen de buffer
4.- Afadir 30 pl de Flush Tether (FLT) directamente a un tubo de Flush buffer (FB)
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5.- Cargar 800 pl del priming mix (realizado en el paso anterior) en el priming port con cuidado de
no insertar burbujas de aire
6.- En un tubo nuevo afadir lo siguiente:
* 37.5 ul de Sequencing buffer (SQB)
* 25.5 ul Loading beads (LB) resuspendidas con pipeta inmediatamente antes de agregar
* 14 pl de libreria de ADN

7.- Abrir el sample port y cargar 200 ul de priming mix dentro del priming port, se veran burbujas
saliendo por el sample port

8.- Resuspender por pipeteo la libreria y cargar inmediatamente después en el sample port (76 pl)
gota por gota

9.- Cerrar el priming port y el sample port, conectar el dispositivo a la computadora y acceder a la
interfaz MinKNOW

SpotON sample
Waste SpotON activator  port cover

port 2 Waste
Sort 1 Priming port cover

B o

Waste channel Sensor array
Close both i. the Priming port and ii. the SpotON sample port*

Se recomienda cargar al menos 50 fmoles o alrededor de 1 pug de ADN

10.5. Detalles Bioinformaticos

Seccion 1. Lecturas Crudas y Basecalling
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Comando para realizar el basecalling:
> guppy_basecaller -i prueba/ -s recovered_basecalled/ -c dna_r9.4.1_450bps_hac.cfg -x cuda:0 -
-min_qscore 8
Parametros:
-1 — indica el directorio donde se encuentran los archivos .fast5
-s — indica el directorio donde se guardaran los archivos .fastq producidos
-¢c — indica el archivo de configuracion dictado por el kit y el tipo de flowcell usado
--min_gscore — determina la Q score minima para aprobar una base
-x — permite la lectura de CUDA, se le sefiala con un numero qué dispositivo de

memoria gréfica utilizar

Seccion 2. Verificacion de Calidad de las Lecturas de Oxford Nanopore
Comando de verificacion de la calidad por pycoQC:
> pycoQC -f sequencing_summary.txt -o todos_fast5.html —quiet
Parametros:
-f — ruta del archivo sequencing.summary.txt generado por el basecaller
-0 — ruta donde se alojara el archivo de salida en formato html

--quiet — para que no emita el progreso al stdout (esto vuelve el proceso mas agil)

Comando de escritura del archivo summary:

> Fast5_to_seq_summary -f all_fast5/ -s sequencing_summary.txt
Parametros:
-f — corresponde a la ruta de los archivos .fast5

-s — ruta donde se guardara el sequencing_summary.txt.

Seccion 3. Ensamble del Mitogenoma de S. lermae
Capturar secuencias similares al mitogenoma de Xenotoca eiseni:
> nohup mirabait -b NC_011381.1.fasta -p gDNA_R1 001.fastq.gz gDNA_R2 _001.fastg.gz -t 8 -
0 mira &
Parametros:

-b — indica el archivo de referencia
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-p — indica que la referencia son 2 archivos, un forward y un reverse
-t — es la cantidad de threads a utilizar (puede no especificarse)

-0 — indica el archivo de salida, serd un archivo multi fasta (el programa lo crea)

Ensamble del mitogenoma:
> nohup megahit -r mira -t 12 -m 0.8 -0 megahit &
Parametros:
-r — indica un archivo fasta no pareado
-t — cantidad de threads a asignar a la tarea
-m — fraccion de la memoria que puede utilizar el programa

-0 — directorio de salida

Anotacion del mitogenoma:
> docker run -v megahit/megahit -w megahit --rm guanliangmeng/mitoz:2.3 python3 MitoZ.py
annotate --fastafile sler_mitocondrial.fa --outprefix sler_anotacion --clade Chordata --annotation
Parametros:
-v — indica donde montar el programa
-w — indica el directorio de trabajo (las lecturas a procesar deben estar en este directorio)
--rm — Se le indica la version a correr
python3 — se le da la ruta del ejecutable
annotate — es la opcién para s6lo anotar, tiene otras opciones para ensamble
--fastafile — indica el archivo input
--outprefix — el prefijo que estard en los archivos de salida
--clade — clado al que pertenece el organismo, solo acepta Chordata o Arthropoda
--annotation — sefialar que si va a anotar (podria omitirse si solo se usa la opcion

annotate)

Seccion 4. Preparacion de las Lecturas

Para visualizar la calidad de las lecturas cortas se usé FastQC
fastqc gDNA_R1_001.fastq

fastqc gDNA_R2_001.fastq
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Filtrado de lecturas cortas con trimmomatic
> java -jar /opt/Trimmomatic-0.39/trimmomatic-0.39.jar PE -threads 20
~/Slermae_illumina/gDNA_R1 001.fastq ~/Slermae_illumina/gDNA_R2_001.fastq
sler.fastq.P.qtrim sler.fastq.U.qtrim sler2.fastq.P.qtrim sler2.fastq.U.gtrim
ILLUMINACLIP:/opt/trinityrnaseg-v2.11.0/trinity-plugins/Trimmomatic/adapters/TruSeq3-
PE.fa:2:30:10 SLIDINGWINDOW:4:25 LEADING:5 TRAILING:5 MINLEN:25
HEADCROP:2

Parametros:

PE — indica que las lecturas vienen pareadas

-threads — la cantidad de ntcleos que se asignan al proceso

Posicionalmente se le dan los 2 input y se les dan 4 claves a los archivos de salida (2

archivos por cada input, uno de lecturas pareadas y otro con lecturas que quedaron sin

par)

ILLUMINACLIP — es el trimmer a utilizar, recibe un archivo con adaptadores y otros

atributos

SLIDINGWINDOW — establece el tamaio de las bases que se van a promediar y la

calidad especifica promedio requerida

LEADING — remueve bases de baja calidad al comienzo

TRAILING —remueve bases de baja calidad al final de la lectura

MINLEN —longitud minima de las lecturas para conservarlas

HEADCROP — corta bases al inicio de la lectura, sin importar su calidad

Retiro de adaptadores de las lecturas largas con porechop
> porechop -i nanopore.fastg.gz --format auto -t 12 -o chopped_reads.fastq.gz
Parametros:
—format — en qué formato esté el archivo, se puede dejar en ‘auto’ para indicar que lo
detecte automatico
-t — threads, nucleos para asignarle al proceso
-0 — nombre del output generado

Correccion y recorte de las lecturas largas con canu
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> canu -p canu -d nanopore_canu genomeSize=1000m -correct -maxThreads=35 -nanopore-raw

chopped_nanopore_reads.fastq.gz
> canu -p canu -d canu_trimmed genomeSize=1000m -trim -maxThreads=35 -nanopore-
corrected canu_corrected/canu.correctedReads.fasta.gz
Parametros:
-p — prefijo para los archivos creados
-d — carpeta creada para los archivos de salida
genomeSize — tamaiio aproximado del genoma
-correct — llevar a cabo el paso de correccion
-nanopore-raw — el archivo de entrada son lecturas crudas de nanopore
-maxThreads — limitar los threads disponibles para canu
-trim — llevar a cabo el paso de recorte

-nanopore-corrected — el archivo de entrada son lecturas corregidas de nanopore

Seccion 5. Estimacion del Tamario del Genoma
Conteo de k-meros con jellyfish
> jellyfish count -t 12 -C -m 31 -s 20G -0 31mer_out --min-qual-char=? sler.fastq.P.qtrim
sler2.fastq.P.qtrim
Parametros:
-t — cantidad de nucleos a asignar al proceso
-C — contar ambas lecturas pareadas, representacion candnica
-m — longitud del k-mero a contar
-s — tamano inicial del proceso
-0 — nombre del archivo de salida
--min-qual-char=? — indica que el minimo de calidad aceptable en codificacion Phred

para que una secuencia sea procesada es “?”

Generacion del histograma con jellyfish
> jellyfish histo -0 31mer_out.histo 31mer_out
-0 — indica el nombre del archivo de salida

El archivo de entrada es un argumento posicional
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Importacion del archivo a R
> dataframe31 <- read.table("Slermae_illumina/trimmomatic2/31mer_out.histo")

Gréfica de los primeros 200 valores
> grafica31 <- plot(dataframe31[3:200,], type="1")
Se descartan los valores iniciales que visualmente se muestren mucho mas altos que el

resto

Grafica con puntos para localizar la region de una sola copia
> plot(dataframe31[3:100,],type="1")
> points(dataframe31[3:100,]) # Se grafican los puntos

Estimacion de los k-meros totales
> sum(as.numeric(dataframe31[3:9993,1]*dataframe31[3:9993,2])) # El resultado es
20096341310

Determinar la posicién del punto més alto de la grafica
> dataframe31[5:25,] # El pico es el valor 14

Célculo del tamafio del genoma en Mb
> sum(as.numeric(dataframe31[3:9993,1]*dataframe31[3:9993,2]))/14 # Resultado de 1.43 Gb

Seccion 6. Ensamble Hibrido del Genoma
Ensamble con smartdenovo
> nohup /opt/smartdenovo/smartdenovo.pl -p wtasm -e zmo -t 40 -c 1
canu.trimmedReads.fasta.gz > wtasm.mak
> make -f wtasm.mak
Parametros:
El archivo de entrada es un argumento por si solo
-p — prefijo para los archivos de salida

-e — el ensamblador a usar
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-t — threads a asignar para el proceso

-C — generar el consenso

Alinear lecturas cortas al ensamble de lecturas largas con Minimap2
> minimap2 -ax sr -t 40 ensamble_consenso.cns sler.fastq.P.qtrim sler2.fastq.P.qtrim -0
alineamiento.sam

Parametros:

-ax — la a indica que el output sea en sam, la X indica que se usara un pre-set

sr — modo pre-set para alinear un ensamble a lecturas illumina

-t — cantidad de threads asignados al proceso

Ordenado e indexado del alineamiento con samtools
> samtools sort -m 1000M -@ 30 illumina.bam -o illumina_sorted.bam
> samtools index illumina_sorted.bam

Parametros:

El archivo de entrada es un argumento posicional

-m — cantidad de memoria méaxima por nucleo

-(@ — cantidad de nucleos asignados al proceso

-0 — nombre del archivo de salida

Pulido del ensamble con pilon
> java -Xmx420G -jar /opt/pilon/pilon-1.23.jar --genome ensamble_consenso.fa --frags
illumina_sorted2.bam --output pilon_completo --vcf --threads 45

Parametros:

-Xmx420G — indica cuanta memoria darle a la maquina virtual de Java

-jar — ejecutar el archivo .jar

—genome — genoma ensamblado de referencia, debe estar en fasta

—frags — alineamiento realizado con lecturas paired-end

—output — prefijo de los archivos de salida

—threads — cantidad de procesos paralelos permitido
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Seccion 7. Evaluacion del Ensamble
Obtencion de estadisticas generales con quast

> [opt/quast/quast.py pilon.fasta -1 sler.fastq.P.qtrim -2 sler2.fastg.P.qtrim -0 quast_post_pilon
Parametros:
El archivo de entrada es un argumento posicional
-1 — archivo pareado izquierdo con lecturas illumina
-2 — archivo pareado derecho con lecturas illumina

-0 — nombre del archivo de salida

Evaluacién y anotacion del ensamble con BUSCO
> busco -i pilon_completo.fasta --augustus -m geno -I
/botete/bases_de_datos/BUSCO/cyprinodontiformes_odb10/ -c 45 --long -0 genoma_busco -f
-1 — es el archivo de entrada
—augustus — le indica que usara augustus para buscar genes eucariotas
-m — es el modo de anotacion, puede ser geno(genoma), tran(transcriptoma) o
prot(proteoma)
-1 — es la ubicacion de la carpeta con la base de datos del linaje
-¢c — cantidad de nucleos a asignar al proceso
—long — incrementa la precision de la prediccion de genes, toma mas tiempo en finalizar
el comando
-0 — etiqueta para los archivos de salida

-f — forzar sobreescritura de archivos

Seccion 8. Calculo de N50, N25 en R

Creacion de variables

> genome <- readDNAStringSet("R/pilon_completo.fasta", format="fasta", use.names = FALSE)
N1 <- list(assemblyl = width(genome))

reflengthl <- sapply(N1, sum)

Funcién utilizada

contigStats <- function(N, reflength, style = "data", pch = 19,
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xlab="Percentage of Assembly Covered by Contigs of Size >=Y",
ylab = "Contig Size [bp]", main = "Cumulative Length of Contigs",
sizetitle = 14, sizex = 12, sizey = 12, sizelegend = 9,
xlim, ylim) {

NI <- lapply(names(N), function(x) rev(sort(N[[x]])))

names(NI) <- names(N)

Nlcum <- lapply(names(NI), function(x) cumsum(NI[[x]]))

names(Nlcum) <- names(NI)

N50 <- sapply(seq(along = N), function(x) NI[[x]]

[which(Nlcum[[x]] - reflength[x]/2 >= 0)[1]])

names(N50) <- names(N)

if(style == "data™) {

N75 <- sapply(seq(along = N), function(x) NI[[x]]
[which(Nlcum[[x]] - reflength[x] * 0.75 >= 0)[1]])

names(N50) <- names(N)

N25 <- sapply(seq(along = N), function(x) NI[[x]]
[which(NIcum[[x]] - reflength[x] * 0.25 >= 0)[1]])

names(N50) <- names(N)

stats <- cbind(N25, N50, N75, Longest = sapply(N, max),
Mean = sapply(N, mean), Median = sapply(N, median), Shortest = sapply(N, min),
N_Contigs = sapply(N, length))
return(c(NIcum, Contig_Stats = list(stats)))

if(style == "plot™) {
if(missing(xlim)) xlim <- ¢(0, 100)
if(missing(ylim)) ylim <- ¢(0, max(unlist(N)))
split.screen(c(1,1))
for(i in seq(along = NI)) {

ifi==1){
plot(Nlcum([[i]}/reflength[[i]] * 100, NI[[i]], col =1,
pch = pch, xlim = xlim, ylim = ylim, xlab = xlab,
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ylab = ylab, main = main)

¥
screen(1, new = FALSE)
plot(Nlcum[[i]]/reflength[[i]] * 100, NI[[i]], col =1,
pch = pch, xlim = xlim, ylim = ylim, xaxt ="n",
yaxt ="n", ylab ="", xlab ="", main ="", bty ="n")
¥
legend("topright”, legend = paste(hames(N50), ": N50 =",
N50, sep =""), cex = 1.2, bty = "n", pch = 19,
pt.cex = 1.2, col = seq(along = NI))
close.screen(all = TRUE)

Obtencidn de los resultados
stats1 <- contigStats(N = N1, reflength = reflengthl, style = "data")
stats1[["Contig_Stats"]]

stats2 <- contigStats(N = N1, reflength = reflengthl, style = "plot™)

Seccion 9. Ensamble y Anotacion de Transcriptomas
Revisar la calidad de las lecturas:

> fastgc genewiz/* .fastq.gz

Ensamble de novo con Trinity:
> nohup Trinity --seqType fq --left 1-Gvi_R1_001.fastq.gz --right 1-Gvi_R2_001.fastq.gz --CPU
12 --max_memory 80G --trimmomatic --output trinity _gviv --full_cleanup &

Parametros:

--seqType — qué tipo de secuencias va a recibir, fasta o fastq

--left y —right — archivos pareados de entrada
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--CPU — ntcleos que puede utilizar el programa
—max_memory — maxima memoria asignada para este proceso
--trimmomatic — realizar cortes de calidad antes de ensamblar
--output — nombre que llevaran los archivos de salida

--full cleanup — limpia todos los archivos temporales después de terminar el ensamble

Observar las caracteristicas del ensamble con TrinityStats:

> TrinityStats.pl trinity_gviv.Trinity.fasta

Representatividad del ensamble con bowtie2, primero se construye un indice:
> bowtie2-build trinity_gviv.Trinity.fasta trinity_gviv.Trinity.fasta
> nohup bowtie2 -p 10 -g --no-unal -k 20 -x trinity_gviv.Trinity.fasta -1 1-Gvi_R1 _001.fastq.gz -
2 1-Gvi_R2_001.fastq.gz 2>align_stats.txt | samtools view -@10 -Sb -0 bowtie2.bam &
Parametros:
-p — numero de threads a permitir
-q — indica que los archivos de entrada son fastq
--no-unal — que no lance registros SAM para las lecturas que no se alinearon
-k — cantidad méaxima de alineamientos por lectura que puede reportar
-x — archivo de entrada (que ya tiene sus indices)
-1y -2 — indican los archivos fastq de los que provino el ensamble

> — indica que la salida sera a align_stats.txt

BUSCO para evaluar qué tan completos estan los ensambles:
> busco -i trinity_smul.Trinity.fasta -o ensamble -l actinopterygii_odb10/ -m tran -c 20 -f
Parametros:
-1 — archivo de entrada, el ensamble producido por trinity
-0 — nombre del folder con los archivos de salida
-1 — ubicacion de la base de datos correspondiente al linaje
-m — modo de uso, en este caso tran para transcriptoma
-c — nucleos a utilizar

-f — forzar la sobre escritura en caso de tener algunos archivos generados anteriormente
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Prediccion de regiones codificantes:
> nohup  TransDecoder.LongOrfs -t trinity_gviv.Trinity.fasta
trinity_gviv.Trinity.fasta.gene_trans_map -m 200 --output_dir longorfs/ &
Parametros:
-t — el archivo de salida con el ensamble de trinity
--gene trans map — mapa arrojado también por trinity
-m — a partir de qué longitud considerar cada proteina como valida

--output_dir — nombre de la carpeta que contendra los archivos produci

Descripcion de las regiones codificantes con BLAST:

--gene_trans_map

dos

> nohup blastp -query trinity_gviv.Trinity.fasta.transdecoder.pep -db uniprot_sprot.pep -

num_threads 10 -max_target_seqgs 1 -evalue le-5 -outfmt 6 > blastp.gviv &

> nohup blastx -query trinity_gviv.Trinity.fasta -db uniprot_sprot.pep -num_threads 10 -

max_target_seqs 1 -evalue 1e-5 -outfmt 6 > blastx.gviv &
Parametros:
-query — archivo. pep de transdecoder
-db — ubicacion de la base de datos
-max_target seqs — cantidad maxima de hits por secuencia
-outfmt — se especifica el formato del archivo de salida
-evalue — establece el evalue minimo a considerar

-num_threads — namero de hilos permitido para el proceso

Busqueda con la base de datos de pfam:
> nohup hmmscan --Cpu 8 --domtblout pfam.domtblout
trinity_smul. Trinity.fasta.transdecoder.pep &

Parametros:

--cpu — cantidad de cpus a utilizar en el proceso

--domtblout — el nombre del archivo de salida

Rnammer para identificar las regiones ribosomales:

Pfam-A.hmm
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> RnammerTranscriptome.pl --transcriptome trinity_gviv.Trinity.fasta --path_to_rnammer
/opt/RNAMMER/rnammer

Parametros:

--transcriptome — le especifica el ensamble

--path_to_rnammer — la ruta donde el programa esté instalado

Transdecoder para encontrar marcos de lectura considerando los hits con pfam y blast:
> TransDecoder.Predict -t trinity_sfran.Trinity.fasta --retain_pfam_hits pfam.domtblout --
retain_blastp_hits blastp.sfran --output_dir transdecoder/longorfs/

Parametros:

-t — es el archivo de salida de trinity

--single_best_only — opcion para retener sélo los mejores ORFs

--output_dir — se le otorga el directorio de salida del paso anterior

Anotacidn del transcriptoma:

> Trinotate Trinotate_3.2.0.sqlite init --gene_trans_map
trinity_smul.Trinity.fasta.gene_trans_map --transcript_trinity_smul. Trinity.fasta --
transdecoder_pep trinity_smul. Trinity.fasta.transdecoder.pep &&

Trinotate Trinotate_3.2.0.sqlite LOAD_swissprot_blastp blastp.gviv

Trinotate Trinotate_3.2.0.sqlite LOAD_pfam pfam.domtblout

Trinotate Trinotate_3.2.0.sqlite LOAD_swissprot_blastx blastx.gviv

Trinotate Trinotate_3.2.0.sqlite report > trinotate_annotation_report.xIs

Parametros:

Recibe un archivo .sglite que es una base de datos

--gene_trans_map — se le otorga el archivo .gene_trans_map saliente de trinity
--transdecoder_pep — se le da el archivo saliente de transdecoder con extension .pep

El comando debe correrse varias veces con las opciones LOAD_swissprot_blastp (para cargar la
busqueda de blastp), LOAD pfam (para cargar el archivo pfam.domtblout),
LOAD_swissprot_blastx (para cargar la busqueda blastx)

Por ultimo, se debe correr el comando report y otorgarle un nombre al archivo de salida con >
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Seccion 10. Seleccién de Ortologos
Realizar bases de datos a partir de los transcriptomas ensamblados
> makeblastdb -in transdecoder_sler.cds -dbtype nucl

Parametros:

-in — archivo del que se hard una base de datos blasteable

-dbtype — tipo de base de datos a generar

Busqueda individual de ortlogos

> blastn -query cyp450.fa -db transdecoder_sler.cds -outfmt 7
Parametros:
-query — el archivo con la secuencia a buscar
-db — la base de datos donde se buscara

-outfmt — formato de salida de los resultados de blast

Recuperacion manual de cada ort6logo en archivos separados

> grep TRINITY_DN455 c0 g1 i4.pl transdecoder_sler.cds -A22
Parametros:
El primer argumento es qué va a buscar y el segundo argumento es donde, en qué archivo
-A22 — que imprima las 22 lineas siguientes (depende de la longitud del ortologo este

namero cambio)

Seccion 11. Analisis de Mutaciones
Alineamiento con clustalo
> clustalo -i all_p450.nucl -t DNA --threads 40 --guidetree-out guide_tree_p450 -0
alineamiento_p450
Parametros:
-1 — archivo de entrada con secuencias a alinear
-t — tipo de archivo de entrada
--threads — cantidad de nucleos a asignar al proceso
--guidetree-out — pedir un arbol filogenético

-0 - etiqueta de los archivos de salida
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1.- Afiadir al ADN extraido 140 pl de agua miliQ y 10 pl de RNAsa A

10.6. Digestion con RNAsa

2.- Agregar 1/10 volumenes de acetato de sodio 3M y 2.5 volimenes de etanol 100%

3.- Colocar a -80°C por 30 minutos

4.- Centrifugar a 12,000rpm durante 20 minutos

5.- Decantar cuidadosamente el sobrenadante

6.- Lavar el pellet con alcohol 70% frio

7.- Centrifugar por 3-5 minutos

8.- Sacar la mayor cantidad posible de etanol con una pipeta

9.- Dejar secar el pellet

10.- Re suspender con TE

10.7. Ort6logos Dotrocumentados

Estos ortdlogos formaron parte de la base de datos inicial pero no fueron encontrados en las

secuencias de goodeidos.

N°  Nombre Abreviacion Referencia

1 Citocromo P450 2D6 CYP2D6 Uno et al., 2012

2 Citocromo P450 3A4 isoforma 2 CYP3A4 Uno et al., 2012

3 Citocromo P450 2C8 isoforma b CYP2C8 Uno et al., 2012

4 Proteina de choque térmico beta-7 HSPB7 Basu et al., 2002

5 Proteina de choque térmico beta-1 HSPB1 Basu et al., 2002

6 Proteina de choque térmico B6 HSPB6 Basu et al., 2002

7 ATPasa activadora de 90 kDa proteina de choque térmico ~ HSPATP Kayhan y Duman, 2010
8 Proteina de choque térmico 105 kDa HSP105 Kayhan y Duman, 2010
9 Receptor de arilo-hidrocarburo AHR Bemanian et al., 2004
10  Represor del receptor arilo-hidrocarburo AHRR Bemanian et al., 2004
11 Super oxido dismutasa SOD Awasthi et al., 2018

12 Catalasa CAT Awasthi et al., 2018

13 Proteina tumoral p53 P53 Awasthi et al., 2018

14 Regulador de apoptosis BCL2 asociada X BAX Awasthi et al., 2018
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15
16
17
18

19

20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47

Regulador de apoptosis BCL2

Peptidasa apoptdtica factor 1 de activacion

Caspasa 3, relacionada a apoptosis cisteina peptidasa
Glutation S-transferasa

Glutation peroxidasa 1la

Hormonas glycoproteicas, polipéptido alfa
Coactivador 3, receptor nuclear
6-fosfofructo-2-quinasa/fructosa-2,6-bifosfatasa 3
Citocromo oxidasa subunidad |

NAD(P)H deshidrogenasa, quinona 1

Hemo oxigenasa 1

Metaloteioneina-1

Metalotioneina-A

Metalotioneina 2

Factor de crecimiento insulinico tipo 1

Receptor de arilo-hidrocarburo 2

Receptor de estrogenos

Receptor 5-hidroxitriptamina 1A

Citocromo P450 familia 11 subfamilia B miembro 1
Citocromo P450 familia 11 subfamilia A miembro 1
Citocromo P450 familia 11 subfamilia B miembro 12
Citocromo P450 17alfa-hidroxilasa

Citocromo P450, familia 19, subfamilia A
21-hidroxilasa esteroidea

Vitelogenina

Hormona receptora liberadora de gonadotropina
Factor nuclear de transcripcion kB

Factor de transcripcion regulatorio de metales
Factor de necrosis tumoral o

Interleucina-6

Sintasa inducible de dxido nitrico

Factor de transcripcion de choque térmico 1

Factor de transcripcion de choque térmico 2

BCL2
APAF1
CASP3A
GST

GPX

CGA
NCOA3
PFKFB3
PTB1
NQO1
HO1
MTS
MTSA
MT2
IGF1
AHR2
ER
HT1A
CYP11B1
CYP11A
CYP11B2
CYP17
CYP19
CYP21
VTG
GNRH
P65
MTF1
TNFA
IL6
INOS
HSF1
HSF2

Awasthi et al., 2018
Awasthi et al., 2018
Awasthi et al., 2018

Mukhopadhyay
Chattopadhyay, 2014
Mukhopadhyay
Chattopadhyay, 2014
Nourizadeh et al., 2009

Nourizadeh et al., 2009
Nourizadeh et al., 2009
Nourizadeh et al., 2009
Shaw et al., 2019
Shaw et al., 2019
Pierron et al., 2009
Pierron et al., 2009
Wang et al., 2019
Burkina et al., 2015
Burkina et al., 2015
Burkina et al., 2015
Burkina et al., 2015
Burkina et al., 2015
Burkina et al., 2015
Burkina et al., 2015
Zhu et al., 2019

Zhu et al., 2019

Zhu et al., 2019

Zhu et al., 2019

Zhu et al., 2019

Wang et al., 2019
Wang et al., 2019
Wang et al., 2019
Wang et al., 2019
Wang et al., 2019
Wang et al., 2019
Wang et al., 2019
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