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RESUMEN

Una de las caracteristicas distintivas de los vertebrados con mandibula (Gnathostomata)
es la denticién. A partir de elementos ancestrales comunes se ha desarrollado una enorme
diversidad morfologica en los distintos grupos de vertebrados. Entre esta diversidad, se
pueden encontrar dientes no solo en la region oral, sino también en la region faringea,
como el sistema de mandibulas faringeas en teledsteos y otros peces de aleta radiada
(Actinopterygii). Estas mandibulas faringeas poseen dientes grandes similares a los de las
mandibulas orales, que ademas comparten mecanismos moleculares especificos del
desarrollo dental. Los cambios en los patrones de expresion de morfégenos son una fuente
de variacion importante para la evolucién morfolégica. A su vez, estos patrones de
expresion son modulados por factores de transcripcion y secuencias regulatorias en el
genoma. Por lo tanto, resulta interesante explorar la asociacion entre cambios
morfolégicos en la evolucién de la denticidn faringea, y la distribucion filogenética de
ciertos elementos genéticos que regulan la odontogénesis. Sin embargo, no existe claridad
sobre el momento en la evolucion en que aparece la denticion faringea, incluso
discutiéndose la posibilidad de un origen sumamente antiguo, previo a los dientes orales.
Para aclarar este tema, se realizé una revision de la literatura morfoldgica de la denticion
faringea en vertebrados fosiles y actuales, a fin de realizar analisis en un contexto
filogenético-comparativo. Esta revision revelé que la primera denticion faringea hace su

aparicion mucho después que los dientes orales, en forma de placas dentales con pequefios



dientes sobre los arcos branquiales, hacia el origen del grupo corona de Osteichthyes.
Luego, estos dientes aumentan de tamafio sobre los arcos mas posteriores en algunos
Actinopterygii, formando los dientes de las mandibulas faringeas. Para evaluar la
correspondencia de estos cambios morfologicos con la aparicion de mecanismos
genéticos, se estudiaron elementos que estan involucrados en el desarrollo de la denticion
oral y faringea de peces teledsteos, realizando una busqueda de sus secuencias en
genomas publicados de vertebrados. Se consideraron para este analisis una region
conservada de una secuencia enhancer del gen dIx2, y el gen evel. Se encontrd que estos
elementos genéticos se originaron hacia el grupo corona de Osteichthyes, coincidiendo
con el origen de la denticién faringea. Ademas, la distribucion en la filogenia de la region
enhancer apoya un origen del rol odontogénico de dIx2 en Osteichthyes, en lugar de un
origen ancestral en Gnathostomata. Por otro lado, se encontrd la presencia no reportada
previamente de evel en el celacanto Latimeria chalumnae, cambiando la posicién
probable de la pérdida de este gen en el linaje conducente a tetrapodos, siendo posible
que estuviese presente en tetrapodomorfos tempranos.

Se puede concluir que la denticién faringea y mecanismos genéticos de la odontogénesis
involucrando a dIx2 y evel se originan hacia el grupo corona de Osteichthyes, en un punto
mucho mas reciente de lo que se habia sugerido anteriormente. A través de este
acercamiento comparativo y bioinformatico, fue posible formular hipétesis evolutivas
relevantes para la evolucion de la denticion faringea, que podran ser complementadas de

manera experimental a futuro.



ABSTRACT

One of the most distinct characteristics of jawed vertebrates (Gnathostomata) is the
presence of teeth. Teeth display enormous morphological diversity in different groups
arising from common ancestral structures. Within this diversity, teeth can be found not
only on the oral region, but also in the pharyngeal region, such as the pharyngeal jaw
apparatus of teleosts and other ray finned fishes (Actinopterygii). These pharyngeal jaws
possess large teeth comparable to those on the oral jaws and also share specific molecular
markers of tooth development. Changes in the developmental expression patterns of
morphogens are an important source of morphological evolution. In turn, these patterns
of expression are driven by transcription factors and regulatory sequences in the genome.
Thus, exploring the link between morphological changes throughout vertebrate dentition
evolution with the distribution of certain genetic elements in genome databases is an
interesting endeavor. However, there is currently no consensus on the point of origin of
these pharyngeal teeth, with the idea that they may predate even oral teeth being prevalent.
To shed light on this subject, a review of the morphological literature was undertaken, to
establish analyses in a comparative phylogenetic context. This review revealed the origin
of pharyngeal dentition, in the form of tooth plates with small teeth on the pharyngeal
arches towards the origins of crown Osteichthyes. Later, these teeth enlarged in size on
the posteriormost arches in some Actinopterygii lineages, forming the teeth of the
pharyngeal jaw apparatus. To evaluate the correspondence of these morphological

changes with the appearance of genetic mechanisms, a survey on genome databases of



elements involved in both oral and pharyngeal tooth development in teleosts was
undertaken. For this analysis, a conserved region within an enhancer for the dIx2 gene
and the presence of the evel gene were considered. It was found that these genetic
elements originated towards the origin of crown Osteichthyes, coinciding with the
appearance of pharyngeal teeth. Furthermore, the phylogenetic distribution of the diIx2
enhancer region supports a late origin of the gene’s odontogenic role, starting in
Osteichthyes as opposed to an ancestral origin in Gnathostomata. On the other hand, the
presence of a previously undescribed evel gene was found on the coelacanth Latimeria
chalumnae, changing the most likely position of the loss of this gene in the lineage leading
to tetrapods, allowing for the possibility that it may have been present in early
tetrapodomorphs.

In conclusion, pharyngeal teeth and novel odontogenesis mechanisms involving dix2 and
evel originated towards the origin of crown Osteichthyes, at a much later time than
previously suggested. Using a dual comparative and bioinformatic approach, interesting
hypotheses regarding the evolution of pharyngeal teeth were established and can be tested

through experimental methods in the future.



INTRODUCCION

Estructura, desarrollo y origen de los dientes:

Los dientes son estructuras mineralizadas propias de los vertebrados que consisten en una
capa de esmalte o esmaltoide recubriendo dentina, que a su vez recubre una pulpa rica en
nervios y vasos sanguineos (Stock, 2001; Koussoulakou y col., 2009). Los dientes se
originan en el desarrollo temprano de manera simultdnea con la formacion de los arcos
branquiales, donde interactuan tejidos epiteliales y mesenquimaticos originados de todas
las capas germinales (Soukup y col., 2008; Fraser y col., 2009; Berio & Debiais-Thibaud,
2019). El proceso de formacion de los dientes se encuentra conservado en gran medida
en los vertebrados, incluso cuando las estructuras finales presentan una alta
diversificacion morfoldgica (Jackman y col., 2004). Los dientes pertenecen a un grupo
de estructuras mas amplio: los odontodos. Estas son estructuras descritas originalmente
como unidades de tejido mineralizado que se forman de una yema Unica e incluyen un
hueso de unioén, dentina, y por lo general una capa de esmalte o esmaltoide. Los odontodos
incluyen denticulos en la superficie corporal de condrictios, rastrillos branquiales, y
dientes de las regiones orofaringeas de osteictios (mandibulas, arcos branquiales, y otras
superficies; Fig. 1A).

Se acepta que todos los odontodos son estructuras homologas que se originaron de manera
temprana en los vertebrados agnatos (Fraser y col., 2010). Sin embargo, aun es discutido

cuéles fueron los odontodos que dieron origen a los dientes. Se han postulado distintos



modelos de este origen. El modelo “inside-out” postula que odontodos originalmente
ubicados en la faringe posterior dieron origen a los dientes, y que luego ampliaron su
distribucion hacia anterior, especializandose en dientes orales. Esto se basa, en parte, en
la presencia de odontodos semejantes a dientes en la region faringea de telodontos, un
grupo de peces agnatos fosiles. Este origen temprano implicaria que los dientes faringeos
son ancestrales a los orales, y por lo tanto los mecanismos moleculares compartidos entre
estas dos estructuras serian sumamente antiguos. El modelo “outside-in”, por otro lado,
postula que odontodos dérmicos en la superficie corporal externa pasaron a invadir la
cavidad orofaringea, donde se especializaron en dientes orales. Hallazgos recientes y
reinterpretaciones del registro fosil han apoyado fuertemente el modelo “outside-in”,
siendo particularmente importante la identificacion de los odontodos faringeos de
telodontos como una adaptacion independiente. Esta conclusion se alcanzo analizando de
manera mas precisa los patrones de distribucion de estos odontodos en los distintos clados
de telodontos y grupos emparentados, los cuales sugieren fuertemente que son un caracter
derivado en sélo algunos telodontos, como Loganellia, y por lo tanto convergente con los
dientes faringeos de los gnatostomados (Reif, 1982; Huysseune y col., 2009; Donoghue
& Ricklin, 2014; Witten y col., 2014; Haridy y col., 2019; Cheny col., 2020). Este debate
ha generado cierta confusion sobre el origen evolutivo de la denticion en distintas
ubicaciones de la regidon orofaringea que se encuentran en vertebrados actuales, en

particular los teledsteos.



3

Ademaés de las mandibulas orales, los teledsteos y otros actinopterigios actuales presentan
un segundo aparato de masticacion ubicado en la faringe, con dientes que se consideran
homologos a los orales: similares en estructura, desarrollo, expresion genética y funcion
(véase el esquema en la Figura 1A; Huysseune y col., 2009; Louchart & Viriot, 2009;
Hulsey y col., 2020). Estos han sido comparados a los antiguos "dientes" faringeos de
telodontos, pero ahora que estos Gltimos han sido descartados como dientes verdaderos,
se hacen necesarios nuevos estudios para evaluar alternativas sobre el origen de los
dientes de la region faringea (Donoghue & Ruicklin, 2014).

En la Figura 1A se presenta un esquema representativo de la denticion en teledsteos para
asistir en el entendimiento de la morfologia y ubicacion relativa de las estructuras que
seran mencionadas en este trabajo. Los peces teledsteos son el grupo de vertebrados mas
abundantes en la actualidad, y presentan una enorme diversidad de morfologias. Pero en
general presentan dos aparatos masticatorios con dientes robustos: unas mandibulas orales
en el extremo anterior y unas mandibulas faringeas en la region mas posterior. Estos se
encuentran involucrados en la captura y procesamiento de alimentos. También presentan
rastrillos branquiales derivados de odontodos proyectando desde los arcos branquiales
que cumplen distintas funciones de filtracion. Ademas, presentan dientes mas pequefios
que recubren las superficies orofaringeas, incluyendo arcos branquiales y rastrillos
branquiales (Nelson, 1969; Vandewalle et al., 1994; Huysseune y col., 2009; Berkovitz

& Shellis, 2016).
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Figura 1: Morfologia dental generalizada para Teleostei y Filogenia simple. (A) Esquema
simplificado de la morfologia de la denticién en un tele6steo. Se muestran las ubicaciones
relativas de las distintas estructuras tratadas en este seminario: dientes en mandibulas orales;
rastrillos branquiales; dientes faringeos en placas dentales sobre los arcos branquiales; dientes en
los rastrillos branquiales; y dientes en mandibulas faringeas. (B) Relaciones filogenéticas

simplificadas entre los principales grupos de vertebrados.

A pesar de vastas descripciones de los dientes faringeos en los distintos grupos de
Actinopterygii, en particular de Teleostei, se ha integrado poco conocimiento sobre su
evolucion. Es clave obtener informacion precisa sobre el momento en la evolucion en que
aparecio la denticion faringea, para poder identificar los procesos genéticos y del
desarrollo que puedan haber estado involucrados. En este contexto, se realizard una
revision bibliografica sobre los cambios morfoldgicos en la denticion a lo largo de la
evolucion de los vertebrados, con el fin de establecer una secuencia de transiciones que
Ilevaron a las estructuras dentales presentes en organismos actuales y fosiles.

Ademas, esta revision actuard como un marco sobre el cual evaluar caracteres
moleculares del desarrollo dental, cuyo andlisis puede aportar informacion desde otras
lineas de evidencia para esclarecer los procesos involucrados en la evolucion de la

denticién faringea.



Expresién génica en la odontogénesis:

Se han realizado estudios extensivos sobre la expresion genética durante el desarrollo de
los dientes, particularmente en modelos murinos y teledsteos. A partir de estos, se ha
determinado que existen redes de expresion génica comunes a dientes orales y faringeos
(Fraser y col., 2009; Hulsey y col., 2016; Singh y col., 2021). Sin embargo, muchos de
estos genes también afectan la morfogénesis de otros odontodos y diversos 6rganos, como
aquellos de las familias Bmp, Msx, Fgf, Pitx, DIx, entre otros (Thesleff, 1995;
Koussoulakou y col., 2009). Por esto, las diferencias morfolégicas entre los odontodos
deben atribuirse entonces a diferencias en la distribucion espaciotemporal de la expresion
de estos genes. Esta distribucion se encuentra dirigida por enhancers, secuencias
regulatorias en el genoma que permiten la reorganizacion espacial de la cromatina para la
transcripcion de genes bajo condiciones especificas. Es de particular importancia,
también, la expresion de factores de transcripcion, que a su vez pueden llevar a la
expresion de otro conjunto de genes dependiendo de condiciones especificas
(Prud’homme y col., 2007; Carroll, 2008; Pennacchio y col., 2013; Wagner, 2014).

Se han descrito diversas situaciones en las que cambios en secuencias genéticas
regulatorias llevan a cambios morfoldgicos significativos, y en algunos casos, mutaciones
en ellas recapitulan transiciones evolutivas importantes. Entre estas destacan los
descubrimientos de numerosos enhancers y regiones regulatorias dirigiendo la expresion

de factores de transcripcion que se han asociado a cambios morfoldgicos como:



.
extensiones del esqueleto axial en amniotas; reduccion o extension de las extremidades
en vertebrados; patrones de coloracién desarrollados repetidas veces en la evolucién de
moscas; Y la formacion de morfologias dentales particulares en roedores (Belting y col.,
1998; Shapiro y col., 2004; Maas & Fallon, 2005; Prud’homme y col., 2006; Cretekos y
col., 2008; Pennacchio y col., 2013; Aigler y col., 2014; Tapaltsyan y col., 2016). Por
medio de un analisis de estas secuencias regulatorias en poblaciones o en la filogenia es
posible asociar variaciones a nivel molecular con variaciones morfoldgicas. Lo mismo
ocurre con la aparicion y pérdida de ciertos genes. Existen diversos ejemplos de esta
aproximacion de asociacion genético/morfoldgica para dilucidar procesos evolutivos
(Stock, 2001; Kawasaki y col., 2007; Zhu & Yu 2009; Schmid & Sanchez-Villagra, 2010;
Meredith y col., 2014).

De este modo, al realizar un analisis bioinforméatico de las secuencias de genes
odontogénicos y compararlo con la denticion en los distintos grupos evaluados, es posible
evaluar si existe una correlacion entre la presencia de nuevos elementos de regulacién
genética con cambios morfoldgicos importantes que hayan ocurrido en la evolucion. Para
este trabajo, se tomaran en cuenta dos genes, dIx2 y evel, que son diente-especificos, es
decir: se encuentran involucrados en el desarrollo de dientes orales y faringeos, pero no
en la formacion de otros odontodos. Debido a esto, es posible que presenten una relacion
con eventos importantes en la evolucion de la denticion en vertebrados, como seria la

aparicion de dientes en la region faringea.



Rol odontogénico de dIx2

Uno de los genes a evaluar es dix2. Este pertenece a la familia de genes dlx, que codifican
factores de transcripcion homedticos similares a distal-less y participan en distintos
eventos del desarrollo, incluyendo la formacion de muchas de las sinapomorfias de los
vertebrados (MacDonald y col., 2010; Debiais-Thibaud y col., 2013). Especificamente,
dIx2 se encuentra involucrado en diversos procesos del desarrollo, como la formacion del
sistema nervioso, patterning de los arcos branquiales y odontogénesis, entre otros
(Thomas'y col., 2000; Depew y col., 2002; Jackman y col., 2004; MacDonald y col., 2010;
Square y col., 2017).

Hay evidencia de que el gen dIx2 esté involucrado en el desarrollo de los dientes tanto en
mamiferos como en teledsteos (Zhao y col., 2000; Borday-Birraux y col., 2006; Debiais-
Thibaud y col., 2007). Se ha reportado su expresion durante el desarrollo tanto de dientes
orales como faringeos del medaka (Oryzias latipes), el tetra (Astyanax mexicanus) y pez
cebra (Danio rerio; Jackman & Stock, 2006; Borday-Birraux y col., 2006; Debiais-
Thibaud y col., 2008). A pesar de esto, no se ha encontrado su expresion en dientes en el
condrictio Scyliorhinus canicula, presentdndose solo en los denticulos dérmicos.
Entonces, es posible que los Chondrichthyes hayan perdido la expresion ancestral de dIx2

en dientes, o que dIx2 haya tomado su rol odontogénico solo en Osteichthyes. Sin
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embargo, hace falta mas evidencia para discriminar estas posibilidades (Debiais-Thibaud
y col., 2011).

El gen dIx2 se expresa tanto en el mesénquima como en el epitelio dental en distinta
medida a lo largo de la odontogénesis, en conjunto con otros genes dix en dominios
sobrelapados (Zhao y col., 2000; Borday-Birraux y col., 2006; Debiais-Thibaud y col.,
2007). Mutaciones del gen dIx2 no alteran la morfologia dental en ratones. Sin embargo,
mutaciones dobles para dix2 y dIx1 llevan a la ausencia de molares, confirmando la accién
redundante de estos genes (Thomas & Sharpe, 1998). Se han visto resultados muy
similares en ensayos con morfolinos en los dientes faringeos del pez cebra (Jackman &
Stock, 2006). De acuerdo con lo anterior, la sobreexpresion de dix2 lleva a dismorfia
dental en ratones (Dai y col., 2017). En conjunto, estos experimentos demuestran la
importancia de dIx2 y sus paralogos en la morfologia dental.

Se ha descrito una region enhancer que dirige la expresion de dIx2 en dientes en tetrdpodos
y teledsteos (tanto faringeos como orales, de acuerdo con cada especie; Thomas y col.,
2000; Jackman & Stock, 2006). Esta consiste en una secuencia de 4 kb inmediatamente
rio arriba del gen dIx2, y en pez cebra incluye varios sitios de union para los factores de
transcripcion de las vias Bmp, Fgf y para otros factores DIx. Esta region enhancer, sin
embargo, es considerablemente divergente entre tetrapodos y teledsteos, excepto por un

segmento de 61 pb altamente conservado, sugiriendo un rol funcional. Este segmento
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presenta sitios de union para factores de transcripcion DIx, FoxA, C/Ebp, y Ap-1 (Jackman
& Stock, 2006).

La accion ligada a la odontogénesis de esta region y su conservacion aparente en
Osteichthyes indican que puede ser un elemento regulatorio asociado a cambios

morfologicos que pueden haber ocurrido en este grupo.

Rol odontogénico de evel

El otro gen implicado en el analisis de este seminario es evel, de la familia evx. Los genes
evx son genes homedticos en vertebrados, homélogos a even skipped (eve) de Drosophila.
evel es un paralogo del gen evx1 originado por una duplicacion gendmica en la base de
Osteichthyes (Joly y col., 1993; Avaron y col., 2003; Debiais-Thibaud y col., 2007). El
gen evx1 se encuentra involucrado en el desarrollo del patterning anteroposterior durante
la gastrulacion, el desarrollo del sistema nervioso, formacion de estructuras intestinales y
la elongacion de la cola (Ruiz i Altaba & Melton, 1989; Dush & Martin, 1992; Avaron y
col., 2003; Bell y col., 2016).

El gen evel se ha descrito solamente en Actinopterygii, considerandose perdido en el
linaje que lleva hacia tetrdpodos. evel y evxl en Teleostei presentan dominios de
expresion complementarios correspondientes a la expresion de evxl en tetrapodos, cuya
condicion se considera ancestral (Avaron y col., 2003). Sin embargo, evel se encuentra

expresado también en sitios no representados en el patron de evxl de tetrdpodos,
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notablemente en la formacion de dientes (Joly y col., 1993; Barro y col., 1995; Avaron y
col., 2003). Existe evidencia que indica que evel cumple un rol en la formacidon de dientes
faringeos y orales de los teledsteos Danio rerio y Oryzias latipes, en fases de iniciacion,
morfogénesis y diferenciacion (Laurenti y col., 2004; Debiais-Thibaud y col., 2007). La
aparicion de este gen y la ganancia de su funcion odontogénica puede estar relacionada
con posibles cambios en la denticidn en Osteichthyes, por lo que acotar el rango temporal
de su pérdida en el linaje de tetrapodos podria ayudar a establecer una asociacion con la

morfologia de estos grupos.

Una vez que se establezca un marco de la historia evolutiva de la denticion, por medio de
una revision bibliogréfica, serd posible asociar la distribucion de conservacion de la
region del enhancer de dIx2 y el gen evel en distintos organismos actuales, por medio de

busquedas en genomas de vertebrados publicados.

Hipdtesis: Si elementos genéticos asociados a la odontogénesis oral y faringea (la region
conservada del enhancer de dIx2 y el gen evel) guardan relacion con el origen de la
denticion faringea, presentaran un origen en la filogenia que coincida con la aparicion de

estos dientes.
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Objetivo General:

Explorar la relacion entre caracteres moleculares involucrados en la odontogénesis oral y
faringea (region del enhancer de dIx2 y el gen evel), y la morfologia de la denticidn
faringea en vertebrados a lo largo de la evolucion.

Obijetivos especificos:

-Recopilar la informacion morfoldgica disponible respecto a la morfologia de la denticidn
faringea en vertebrados actuales y fosiles.

-Evaluar la presencia de ciertos elementos genéticos involucrados en la odontogénesis en
especies actuales (region del enhancer de dix2 y gen evel), en bases de datos genomicas.
-Comparar la distribucion de los caracteres morfoldgicos y moleculares evaluados en los

principales grupos de vertebrados.



MATERIALES Y METODOS

Para aproximarnos a los objetivos propuestos, se realizé una busqueda extensiva de la

literatura por descripciones de la distribucion de la denticion en vertebrados actuales.

También se complementa con descripciones de la denticion de representantes fosiles. Se

buscé informacidn en publicaciones sobre cada clado presentado en la Figura 2, en la que

se incluyen los principales grupos de vertebrados. Se puso énfasis en la condicion

morfoldgica propuesta por estas publicaciones para la base de cada grupo.
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Figura 2: Filogenia de Vertebrados. Arbol filogenético simplificado incluyendo los principales

grupos de vertebrados con representantes actuales considerados para el analisis. Se presentan

siluetas de representantes actuales de cada grupo en las puntas de cada rama. Filogenia adaptada

desde Betancur-R y col., 2017. Las siluetas fueron obtenidas desde Phylopic.org. La silueta para
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Chondrichthyes corresponde a una imagen Callorhincus milii de Tony Ayling (vectorizada por

Milton Tan).

Para evaluar la distribucion en la filogenia de la region conservada del enhancer del gen
dIx2, se realiza una busqueda por medio de BLAST (Altschul y col., 1990) y BLAT (Kent,
2002) de genes ortologos de dIx2b de Danio rerio [ENSDARGO00000017174] en
vertebrados en las bases de datos de genomas Ensembl (Yates y col., 2019) y GenBank
de NCBI (National Center for Biotechnology Information; Benson y col., 2016). A partir
de esto se encontraron 100 ortélogos putativos de dIx2 con e-values satisfactorios
considerando el tamafio de las secuencias, y ubicados en regiones cromosomicas
coherentes, provenientes de 72 especies de vertebrados. En el caso de los Agnatha,
Petromyzon marinus y Eptatretus burgeri, se obtuvo la secuencia del gen dIx5, el ortélogo
mas cercano a dIx2 presente en estos animales. Se extendio la busqueda a whole-genome-
shotgun-sequences de la base de datos de NCBI para recopilar informacion de especies
pertenecientes a grupos filogenéticamente relevantes que no presentan genomas anotados.
Estas fueron Amblyraja radiata, Pristis pectinata, Acipenser ruthenus, Acipenser
oxyrinchus, Anguilla japonica y Anguilla rostrata. Se recopilaron todas las secuencias
encontradas incluyendo 20.000 pares de bases rio arriba y abajo, cuando fuera posible,

para asegurar la captura de las secuencias regulatorias asociadas.
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Una vez recopiladas estas secuencias, se ubico en cada una la secuencia conservada de 61
pb del enhancer odontogénico descrito por Jackman y Stock (Jackman & Stock, 2006)
por medio del software UniDPlot, que permite identificar similitudes sutiles entre
secuencias (Sire & Girondot, 2010). Se utilizaron los parametros estdndar para este
programa, con un rango de ventana de 30 a 40 pares de bases, dependiendo de la calidad
de la secuencia. Se recopilaron todas las regiones del enhancer encontradas y se procedid
a realizar un alineamiento maultiple en BioEdit (Hall, 1999). Este alineamiento se hizo en
primera instancia con el software ClustalW (Larkiny col., 2007) de alineamiento multiple
de secuencias y luego fue ajustado de manera manual. A partir del alineamiento multiple
se obtuvo una matriz de identidad comparando todas las secuencias entre si utilizando la
herramienta BioEdit. El alineamiento fue modificado para cuantificar los valores de
identidad para la region del enhancer completa y para los sitios de unién de factores de
transcripcion reportados por separado (para los factores DIx, Hnf-3, C/Ebp y Ap-1;
Jackman & Stock, 2006). Los sitios de union fueron comparados con las matrices de
frecuencia correspondientes descritas en la base de datos JASPAR (Fornes y col., 2019)
para cada factor de transcripcion, para evaluar su afinidad relativa.
De manera similar, se recopilaron secuencias homologas del gen evel y evx1, su paralogo
mas cercano en especies de vertebrados en la base de datos gendmicos Ensembl. Se
obtuvieron secuencias de nucleétidos y de aminoacidos de las proteinas predichas de 90

genes homdlogos de evel en 76 especies. En el caso de evx1 se obtuvieron secuencias
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nucleotidicas y aminoacidicas de 98 genes en 84 especies. Se obtuvieron también
secuencias nucleotidicas de organismos filogenéticamente importantes desde whole-
genome-shotgun-sequences de la base de datos de NCBI. Estos fueron Acipenser ruthenus
y Anguilla japonica. También se obtuvieron secuencias de Lepidosiren paradoxa desde
el proyecto transcriptomico de cédigo PRINA301439. Se puso particular énfasis en
especies de Sarcopterygii, ya que este grupo no presenta secuencias reportadas para evel.
Para algunas de estas especies se encontraron homdlogos putativos que no habian sido
reportados previamente. Se aplicd el algoritmo BLAST reciprocamente entre las
secuencias putativas y genes evel, evx1y evx2 de Danio rerio reportados para establecer
su homologia. Los candidatos fueron posteriormente evaluados por su ubicacion
cromosOmica y la ubicacién relativa de genes colindantes (sintenia). Para evaluar la
posible funcionalidad de los candidatos encontrados, fueron traducidos con el software
Expasy (Artimo y col., 2012) y se realizaron alineamientos con ClustalW en BioEdit de
las proteinas codificadas, para identificar corrimientos del marco de lectura o
degeneracion de dominios conservados. Con este alineamiento, se generaron también
arboles filogenéticos por Neighbour-Joining, también utilizando ClustalW, en base a
todas las secuencias proteicas recopiladas, para evaluar el agrupamiento de los distintos

candidatos.



RESULTADOS

Revisién de la morfologia de la denticién en la evolucién de vertebrados:

A continuacion, se presentara una descripcion resumida de la distribucion de odontodos
orofaringeos en grupos de vertebrados actuales, con énfasis en la condicion ancestral
propuesta para cada uno en la literatura (Para mayor claridad sobre la filogenia, revisar la
Figura 2 y, para la morfologia de cada grupo, la Figura Complementaria 1). Se
complementa también, cuando es relevante, con informacion de especies fosiles.
Lamentablemente, el registro fosil de la regidn faringea es pobre, debido a la delicadeza
de estas estructuras y su posicion interna, sin embargo, la informacion disponible puede
esclarecer la morfologia ancestral de ciertos grupos a evaluar.

Agnatha: Los vertebrados sin mandibula actuales, representados por 10s mixinos
y lampreas, no presentan denticion. Los primeros odontodos se formaron en miembros
derivados extintos de agnatos en distintas ubicaciones corporales, pero se encuentran
ausentes en los representantes actuales (Smith & Coates, 2001; Fraser y col., 2010;
Rickliny col., 2012; Donoghue & Riicklin, 2014).

Gnathostomata: En los vertebrados con mandibula se pueden ubicar los primeros

dientes verdaderos, posicionados en el margen oral en placodermos fésiles (Rucklin y
col., 2012, Vaskaninova y col., 2020) y los primeros rastrillos branquiales cerca del origen
de los gnatostomados corona (Nelson, 1968b). A partir de esta condicion ancestral se

derivan los Chondrichthyes y Osteichthyes (Nelson, 1969; 1970; Maisey Yy col., 2013).
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Chondrichthyes: Los condrictios, que incluyen a tiburones, rayas

(Elasmobranchii) y quimeras (Holocephali) modernas, son los animales actuales mas
basales que presentan dientes, los cuales se encuentran arreglados en filas. Estos dientes
se ubican solo en el margen oral en la mayoria de los grupos. También presentan, como
caracteristica ancestral, denticulos dérmicos que recubren sus superficies corporales y
rastrillos branquiales en sus arcos branquiales (Nelson, 1969; Smith & Coates, 2001;
Maisey y col., 2013).

Osteichthyes: Los peces 0seos, representados en la actualidad por los
Sarcopterygii y los Actinopterygii, conforman el grupo mayoritario de vertebrados. Estos
presentan, como condicion ancestral probable, dientes orales marginales, rastrillos
branquiales, y dientes en miniatura recubriendo la superficie orofaringea. Estos dientes
en miniatura se originan en este grupo y son morfolégicamente muy similares a los dientes
orales, arreglandose en filas y ubicandose sobre laminas delgadas de hueso, conocidas
como placas dentales (Wacker y col., 2001; Ahlberg y col., 2006; Donoghue & Riicklin,
2014). Esta condicion se observa en el osteictio troncal Lophosteus, por ejemplo (Chen'y
col., 2017; 2020). En los peces 6seos corona aparecen estas placas también sobre los arcos
branquiales y dientes no asociados a placas dentales sobre la superficie de los rastrillos
branquiales (Grande & Bemis, 1998; Atukorala & Franz-Odendaal, 2014; Chen y col.,
2017). Estas estructuras presentan caracteristicas particulares en los grupos que

componen los peces 6seos, como se discutird mas adelante.
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Sarcopteryqii: De la condicion basal de Osteichthyes se derivan los peces de aleta
lobulada, que incluyen a los celacantos, peces pulmonados y tetrapodos.

Actinistia: Los celacantos del género Latimeria actuales y muchas formas fésiles
presentan una morfologia dental similar a la ancestral de Osteichthyes, con dientes orales,
placas dentales con dientes pequefios sobre superficies orofaringeas y arcos branquiales,
aunque no presentan rastrillos branquiales (Smith, 1979; Hughes, 1998).

Dipnomorpha: Los peces pulmonados actuales, incluyendo diversos
representantes extintos, presentan una denticidbn sumamente derivada, con estructuras
dentales trituradoras formadas por fusion de unidades dentales individuales en el paladar
y la superficie inferior de la mandibula (Smith, 1977; Kemp, 1979; Butler, 1995). Aparte
de esta transformacion, los peces pulmonados perdieron las placas dentales en sus arcos
branquiales, pero mantienen sus rastrillos branquiales (Bartsch, 1994; Ahlberg y col.,
2006; Huysseune y col., 2009). Los Porolepiformes, miembros troncales de este grupo,
presentan denticion menos derivada, incluyendo placas dentales orofaringeas, pero no hay
evidencia de éstas sobre los arcos branquiales (Ahlberg, 1991; Downs y col., 2011).

Tetrapoda: Los tetrdpodos presentan una gran variacion en sus arreglos dentales,
en general manteniendo una tendencia hacia la reduccién de la denticion fuera de los
margenes orales, con solo los grupos menos derivados manteniendo dientes extraorales
(Davit-Béal, 2009; Huysseune y col., 2009). Sin embargo, como condicién ancestral del

grupo se encuentra la presencia de placas dentales con dientes en la superficie oral y arcos
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branquiales, y la ausencia de rastrillos branquiales, como se puede ver en el tetrapodo
troncal Eusthenopteron (Jarvik, 1980; Huysseune y col., 2009; Chen y col., 2017).

Actinopteryqgii: Los actinopterigios, o peces de aleta radiada corresponden a un

grupo muy diverso de vertebrados, particularmente los Teleostei, por lo que solo se
describe su morfologia general. La condicion ancestral probable para este grupo es similar
a la descrita para Osteichthyes. Actinopterygii troncales del registro fésil, como
Mimipiscis, Moythomasia y Raynerius, presentan esta condicion, con placas dentales con
pequefios dientes faringeos de tamafo equivalente en todos los arcos branquiales
(Gardiner, 1984, Giles y col., 2015). También, especies actuales de Actinopterygii suelen
presentar dientes pequefios por sobre los rastrillos branquiales (Nelson, 1969; Sire y col.,
1998; Smith, 2003).

A pesar de que no estaba presente en la base o el grupo corona de este clado, en la gran
mayoria de los representantes actuales de Actinopterygii existe una adaptacion particular:
un aparato de mandibulas faringeas. En estos animales los dientes faringeos posteriores
adoptan un tamarfio y forma comparable a los dientes orales y un reordenamiento muscular
permite generar otra estructura de mordida. EI componente superior de la mandibula
faringea se forma por los faringobranquiales del 2°, 3° 0 4° arco branquial dependiendo
de la especie. EI componente inferior se forma en general por ceratobranquial del 5° arco
branquial. Este aparato de mandibulas faringeas asiste tanto en el transporte intrafaringeo

de alimento como en su procesamiento, dependiendo de la especie (Nelson, 1969;



21
Vandewalle y col., 1994; Debiais-Thibaud y col., 2008; Berkovitz & Shellis, 2016). Esta
disposicion se presenta tanto en los grupos Cladistia y Neopterygii, como se ver4 mas
adelante.

Cladistia: EI grupo Cladistia, representado por los bichires actuales, corresponde
al clado mas basal de los Actinopterygii. Este grupo presenta dientes orales, placas
dentales con dientes por toda la cavidad orofaringea incluyendo sobre los arcos
branquiales, rastrillos branquiales y mandibulas faringeas. Estas ultimas presentan una
morfologia particular, ya que su componente inferior esta formado por el 4° arco
branquial (el 5° se encuentra ausente en este clado; Allis, 1922; Wacker y col., 2001;
Claeson y col., 2007; Carvalho y col., 2013). Este hecho podria indicar un origen
independiente del caracter con respecto a otros Actinopterygii que lo presentan. Podria
indicar también, por otro lado, una transformacion homeo6tica de la mandibula faringea
de origen ancestral hacia el cuarto arco una vez que se perdio el quinto. El registro fosil
de Cladistia permite esclarecer esta ambiguedad, con Fukangichthys, que ha sido
propuesto como un miembro troncal. Este no presenta un quinto arco branquial, ni
presenta evidencia de una especializacién de mandibulas faringeas en el cuarto arco (Giles
y col., 2017). Esto sugiere que estas mandibulas faringeas se originaron en el grupo corona
de Cladistia, en animales con sélo 4 arcos branquiales.

Acipenseriformes: Este clado corresponde a un orden basal de Actinopterygii

representado por los esturiones y peces espatula actuales. Estos presentan una reduccion
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sustancial de su denticion, ademéas de una ausencia de mandibula faringea. Los dientes
solo son observables en individuos juveniles, perdiéndose totalmente a lo largo de la
ontogenia (Nelson, 1969; Smith y col., 2015; Warth y col., 2017). En Acipenseriformes
se presentan, sin embargo, rastrillos branquiales convencionales (Grande & Bemis, 1991).
La ausencia de denticion en adultos es claramente una condicidn derivada para este grupo,
pero genera incertidumbre sobre la condicion ancestral que tendrian en relacion a las
mandibulas faringeas. Estas podrian haber sido perdidas de manera secundaria si es que
se originaron cerca de la base de los Actinopterygii corona, o nunca haber estado presentes
en Acipenseriformes, habiéndose originado independientemente en Cladistia y
Neopterygii (ver a continuacion). El registro fésil apoya esta ultima hip6tesis, con el
Acipenseriformes troncal Chondrosteus presentando dientes orales y faringeos en
adultos, pero sin evidencia de placas dentales de mayor tamafio en los arcos posteriores
(Hilton & Forey, 2009).

Neopterygii: De una condicion similar a la ancestral para actinopterygios se
derivan los neopterygios, que incluyen a Holostei y Teleostei. Los representantes
modernos de este grupo presentan dientes en la mandibula oral, las superficies
orofaringeas, incluyendo arcos branquiales y en las mandibulas faringeas. Sin embargo,
uno de los pocos Neopterygii troncales del registro fosil con estructuras faringeas
preservadas es Bobasatrania, con una morfologia dental muy derivada. Este se trata de

un aparato de masticacion lingual andlogo al de Osteoglossomorpha (ver mas adelante),
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con ausencia de mandibulas faringeas y dientes orales (Béttcher, 2014; Latimer & Giles,
2018). Esto indicaria que las mandibulas faringeas se originarian en el ancestro de los
Neopterygii corona, de manera independiente con las adaptaciones faringeas de Cladistia.
Aunque también es posible que haya ocurrido una pérdida de las mandibulas faringeas en
Bobasatrania, debido a su morfologia particular, y que este caracter haya estado en el
ancestro de todos los Neopterygii.

Holostei: Este grupo, representado por el pez Amia calva y los pejelagartos, son
los Actinopterygii modernos mas basales que presentan la denticion caracteristica del
grupo. Tienen dientes orales marginales, placas dentales orofaringeas sobre los arcos
branquiales y dientes robustos sobre la estructura del 5° arco arreglada en una mandibula
faringea simple, ademas de rastrillos branquiales con dientes (Nelson, 1969; 2009; Thies,
1989).

Teleostei: Este clado conforma el grupo mas diverso de vertebrados existentes.
Estos presentan una enorme variedad de morfologias dentales, que se mantienen en el
esquema general de Neopterygii, similar a los Holostei en las formas basales, pero con
morfologias mas derivadas en subgrupos posteriores, que seran evaluados a continuacién
(Nelson, 1969; 2009; Vandewalle y col., 1994).

Elopomorpha: Los elopomorfos corresponden al grupo mas basal de Telostei,
presentando gran variacion morfoldgica, destacando las anguilas verdaderas. Algunos

subgrupos presentan la morfologia considerada ancestral para Teleostei, como las
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especies del genero Elops, con dientes orales, placas dentales orofaringeas sobre los arcos
branquiales, mandibulas faringeas simples, y rastrillos branquiales (Nelson, 1969;
Vandewalle y col., 1994). Pero subgrupos mas derivados presentan adaptaciones
interesantes, particularmente la familia Muraenidae (Nelson, 1968a). Estos ultimos
carecen de quinto arco branquial, y presentan una mandibula faringea raptorial muy
desarrollada conformada por el cuarto arco, de manera similar a Cladistia (Mehta, 2008).
Esto ocurre también de manera independiente en otros Elopomorpha, siendo
particularmente comun dentro del orden Anguilliformes (Nelson, 1968a). Esta condicion
es claramente derivada debido a la posiciéon anidada de estas formas entre grupos con
mandibulas faringeas en el 5° arco.

Osteoglossomorpha: El siguiente clado de Teleostei méas basal son los

osteoglosomorfos. Ademas de las mandibulas faringeas, este grupo presenta una
adaptacion particular en su denticion, utilizando principalmente un ‘“Aparato de
masticacion lingual” para procesar su alimento. Este se encuentra compuesto de denticion
muy desarrollada en el componente basibranquial de sus arcos branquiales y el paladar,
con musculatura que permite movimientos masticatorios (Nelson, 1968a; 2009; Sanford
& Lauder, 1989; 1990; Vandewalle y col., 1994). De cualquier manera, la condicion
ancestral para este grupo se asemeja a la primitiva esperada para Teleostei, con dientes
orales, placas dentales orofaringeas sobre los arcos branquiales, rastrillos branquiales y

mandibulas faringeas. Cabe destacar que las mandibulas faringeas se pierden en algunas
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formas, como Paramormyrops, presumiblemente por la redundancia funcional con el
aparato de masticacion lingual (Nelson, 1968a).

Otocephala: Este grupo es bastante diverso, incluyendo desde pirafias a peces gato
a varios animales modelo, como el pez cebra (Danio rerio) o el tetra (Astyanax
mexicanus). Su aparato dental presenta una tendencia hacia la reduccién de las placas
dentales orofaringeas y dientes orales, con un fortalecimiento de las mandibulas faringeas
(Nelson, 1967a; Atukorala & Franz-Odendaal, 2014; Jandzik & Stock, 2020). En algunos
grupos, como los del orden Cypriniformes, se ha perdido completamente la denticion oral,
delegando todo el procesamiento de alimento a las mandibulas faringeas (Stock, 2006).

Euteleostei: Este grupo corresponde a la division mas diversa de Teleostei y
Actinopterygii en general. Este clado incluye los Protacanthopterygii y Neoteleostei.
Estos presentan una morfologia muscular mas sofisticada para el movimiento de la
mandibula faringea (Nelson, 1967b; Lauder & Wainwright, 1992; Chardon y col., 2000).
Algunos Protacanthopterygii, que incluye salmones y afines, presentan un sistema de
aparato de masticacion lingual analogo al de Osteoglossomorpha (Camp y col., 2009;
Gromova & Makhotin, 2016). En Neoteleostei, el grupo mas derivado, continda la
tendencia al fortalecimiento del aparato dental faringeo por sobre el oral, presentando
gran diversidad dependiendo de la dieta (Vandewalle y col., 1994; Wainwright y col.,
2012). Esta ultima es particularmente notable en las adaptaciones dentales de la familia

Cichlidae (Streelman y col., 2003; Burress, 2014).
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Figura 3: Los dientes faringeos se originan en Osteichthyes y las mandibulas faringeas de
manera independiente en Cladistia y Neopterygii. Filogenia simplificada de vertebrados
representando la morfologia general de la denticidon en los grupos evaluados. Se sefiala una
condicion representativa para cada grupo de presencia de denticulos dérmicos, dientes orales,
placas dentales con dientes faringeos en los arcos branquiales, aparato de mandibulas faringeas y
aparato de masticacion lingual (se marca la condicién ancestral inferida para cada grupo). En
ciertos nodos se sefialan la condicion propuesta para ancestros en la base de clados mas inclusivos.
Por simplicidad se consideran las mandibulas faringeas de Cladistia como el mismo carécter que
las presentes en Neopterygii. Filogenia adaptada desde Betancur-R y col., 2017. Las siluetas
fueron obtenidas desde Phylopic.org. La silueta para Chondrichthyes corresponde a una imagen

Callorhincus milii de Tony Ayling (vectorizada por Milton Tan).
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Este andlisis de la literatura revela dos etapas claves para la evolucion de las mandibulas
faringeas, luego del origen de los dientes en Gnathostomata. Primero, en la base del grupo
corona de Osteichthyes se originan placas dentales con dientes en miniatura por toda la
cavidad orofaringea, incluyendo superficies de los arcos branquiales (Fig. 3 y Fig. 4).
Luego, los dientes ubicados sobre los arcos branquiales posteriores aumentan de tamario
hasta uno comparable con los orales. Esto aparentemente ocurre de manera independiente
en dos linajes, sobre las placas dentales mas posteriores disponibles; sobre las del 5° arco
branquial en Neopterygii; y sobre el 4° arco branquial en Cladistia (Fig. 3). Esto indica
por lo menos dos etapas en los que cambios importantes en los mecanismos
odontogénicos deben haber ocurrido, afectando tanto la distribucion de los dientes, como
su morfologia, para dar lugar a las mandibulas faringeas. De esta manera, el analisis
demuestra que el origen de la denticién faringea no es ancestral en la filogenia, como se
postula en el modelo “inside-out”. Se ve claramente que la denticion faringea, en forma
de placas dentales con dientes por la cavidad orofaringea, es una innovacion evolutiva
mucho mas reciente, originandose en el grupo corona de Osteichthyes.
El analisis de la literatura revela también otra transiciébn morfol6gica importante; una
pérdida secundaria de las placas dentales sobre los arcos branquiales que se daria de

manera independiente en los Tetrapodos mas derivados y en la base de Dipnomorpha
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Figura 4: Historia evolutiva de las mandibulas faringeas. Representaciones esquematicas de
la denticion en distintos grupos arreglados en una secuencia de cambio morfolégico, evidenciando
los pasos claves para la evolucion de las mandibulas faringeas. Se marca con naranja la aparicion
de las placas dentales con dientes en los arcos branquiales hacia Osteichthyes y con rojo la
formacion de mandibulas faringeas en ciertos Actinopterygii, por medio de un mayor tamafio de
los dientes de los arcos branquiales posteriores y reordenamientos musculares. Por simplicidad
de la representacién se representan sélo las mandibulas faringeas de Neoteleostei y se omiten las

de Cladistia.
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Una vez construida una serie de eventos que ocurrieron a lo largo de la evolucién de la
denticion faringea, es posible utilizarla como marco de referencia para analizar la

distribucion en la filogenia de la region del enhancer de dIx2 y el gen evel.

Reqidn conservada del enhancer odontogénico de dix2:

Se encontrd la presencia de una secuencia reconocible como la region conservada del
enhancer de dIx2 en 44 especies, de las 72 con ortdlogos para el gen. La secuencia solo
fue encontrada en Osteichthyes, estando ausente en todos los otros vertebrados
analizados. Algunos de los grupos analizados presentan maltiples copias del gen dIx2 en
su genoma; con dos variantes a 'y b en Teleostei; y cuatro variantes al, a2, b1y b2 en las
familias Cyprinidae y Salmonidae, debido a eventos de duplicaciones genémicas en la
base de estos grupos (Glasauer & Neuhauss, 2014). Una excepcion resultan las especies
de teledsteos del orden Elopomorpha, cuya informacién gendémica disponible no permite
distinguir dos parélogos de dIx2. Otra especie que presenta dos paralogos de dIx2
corresponde a Acipenser ruthenus, debido a varios eventos de reorganizacion gendémica
desde su divergencia con los otros Acipenseriformes (Stock y col., 2020).

Interesantemente, la region conservada solo fue encontrada en los paralogos dIx2b de
Teleostei, con la excepcion de los osteoglosomorfos analizados, Scleropages formosus y
Paramormyrops kingsleyae, donde se reconoce la secuencia en dix2a y dlx2b. Estos

corresponden a algunos de los representantes mas basales de los teledsteos (excluyendo
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Elopomorpha), indicando una posible divergencia entre este segmento regulatorio entre

dIx2a y dIx2b en grupos més derivados. De acuerdo con lo anterior, en Neoteleostei, que

sufrieron una pérdida del paralogo dIx2b (Debiais-Thibaud y col.,

2008), la region

conservada no es reconocible. Todas las especies de tetrdpodos analizadas presentan la

secuencia, excepto las aves (Taeniopygia guttata y Gallus gallus), posiblemente siendo

perdida en asociacion a la pérdida de dientes ocurrida en las aves modernas, como se ha

visto con otros elementos genéticos asociados a la odontogénesis en este grupo (Meredith

y col., 2014).

En las especies con la region conservada, esta siempre se encuentra rio arriba del gen

dIx2. Sin embargo, su posicion relativa es muy variable, abarcando desde menos de 300
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Figura 5: La secuencia conservada del enhancer de dIx2 se encuentra solo en Osteichthyes.
Filogenia de vertebrados y alineamiento de la region conservada del enhancer de dIx2. Se sefialan
en celeste los sitios que presentan identidad con la secuencia de Danio rerio. En colores se marcan
los sitios de union para factores de transcripcion sefialados por Jackson y Stock con identidad con
la secuencia de Danio rerio, la cual se destaca con un recuadro. Verde: DIx; Amarillo: FoxA;
Rojo: C/Ebp; Azul:Ap-1. Figura editada desde un alineamiento y arbol generado por Mesquite

(Maddison & Maddison, 2019)

Como es de esperarse, las secuencias analizadas de grupos mas emparentados con Danio
rerio presentan mayor conservacion, particularmente en Neopterygii. Sin embargo, al
analizar de manera mas detallada las secuencias recopiladas es posible observar patrones
en la secuencia de los sitios de unién de factores de transcripcidn descritos para esta region
(Fig. 5; Jackson & Stock, 2006). En Icatalurus punctatus, del orden Siluriformes, el sitio
de union para Ap-1 se encuentra ausente, probablemente en un evento independiente,
debido a la posicion anidada de esta especie dentro de Teleostei con sitios conservados.
También presenta una insercion de 5 nucledtidos entre los sitios de union para FoxA y
C/Ebp. Las especies del orden Characiformes analizadas presentan una insercion de 5 o
6 nucledtidos en medio del sitio de union para FoxA, posiblemente interrumpiendo su
funcién. En casos de duplicaciones secundarias del gen dIx2b, los sitios de unidn para

factores de transcripcion mantienen su secuencia, excepto en el caso del género
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Oncorhynchus de Salmoniformes, donde en dIx2bl, el sitio se encuentra altamente
degenerada o no es reconocible; y en Cyprinus carpio, donde el sitio de unién para Ap-1
se ve degenerado. Estas variaciones en los sitios de union de factores de transcripcion no
parecen tener una sefal filogenética llamativa, ni una correlacion con la morfologia dental
de las especies que la presentan. Esto sugiere que se trata de eventos independientes, sin
relevancia para la aparicion de la denticién faringea.
La pérdida de dIx2b en Neoteleostei, y también de la secuencia analizada, indicaria que
la funcién conjunta del gen y el enhancer se vio desacoplada de la morfologia dental, ya
que este grupo no presenta diferencias morfologicas considerables con el resto de los
Neopterygii. En el Neoteleostei Oryzias latipes se observa expresion transiente de dix2a
en distintas fases del desarrollo de dientes orales y faringeos (Debiais-Thibaud y col.,
2008). Esto se encuentra en agudo contraste con la expresion de dix2a en el Otocephala
Danio rerio, que presenta expresion solo en el primer diente faringeo. Mientras que dix2b
se expresa de manera consistente a lo largo de todo del desarrollo dental (Borday-Birraux
y col., 2006). Es posible que en Neoteleostei dIx2a esté supliendo el rol del dIx2b perdido
en ese linaje.
Al considerar que la secuencia analizada se encuentra conservada solo en Osteichthyes,
se ve que su probable punto de origen coincide con el origen de los representantes actuales
de este grupo. Esto sugiere que la aparicién de la secuencia conservada del enhancer

odontogénico de dIx2 estaria involucrada en la aparicion de los dientes faringeos en los
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osteictios corona (Fig. 6). Esto apoyaria también la hipotesis de que la expresion
odontogénica de dIx2 en general se origina en los Osteichthyes, indicando que la ausencia
de expresion de dIx2 en dientes del tiburon Scyliorhinus canicula reportada previamente

corresponde a la condicion ancestral de Gnathostomata (Debiais-Thibaud y col., 2011).

Presencia del gen evel:

En el caso de evel, se recopilaron por medio de BLAST genes ortdlogos putativos en
todos los genomas de Osteichthyes no tetrdpodos disponibles, y una seleccién de
tetrapodos. El gen evel esta presente en la mayoria de las especies evaluadas, con algunas
excepciones que involucran pérdidas evidentemente secundarias, como Hippocampus
comes, anidado entre Neoteleostei que si presentan el gen.

Notablemente, por primera vez se encontrd el gen evel en un pez Sarcopterygii, el
celacanto Latimeria chalumnae. Se encontrd en el genoma LatChal (GCA_000225785.1)
en la base de datos Ensembl con el cddigo ENSLACG00000015759. El gen presenta
mayor identidad y menor e-value en alineamiento con evel que con evxl o evx2 de pez
cebra. En el andlisis de sintenia se ve que este gen se encuentra rodeado por multiples
genes hoxb rio arriba y ube2z, igf2bpl y atp5Smc rio abajo, de manera inversa al gen evel
de Danio rerio, como se esperaria luego de una inversion en el sentido de esta seccion del

genoma (Stock y col., 1996).
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En un alineamiento proteico, la proteina hipotética de ENSLACG00000015759 no
presenta cambios en el marco de lectura ni rearreglos significativos. Incluso se ve
considerablemente conservado un segmento de la proteina, el dominio homeobox, que
compone el sitio de unién a DNA del factor transcripcional (Burglin & Affolter, 2016).
Por esto, la evidencia apunta a que evel en celacanto codifica una proteina funcional.

Otro caso relevante fue la ausencia putativa del gen evel en el pez pulmonado Lepidosiren
paradoxa. Para esta especie fue necesario tomar informacion transcriptémica de la base
de datos NCBI, donde se encontraron dos aciertos significativos en BLAST con evel de
Danio rerio, GEHZ01079332.1 y GEHZ01033113. Sin embargo, en alineamientos
presentaban mayor identidad y menor e-value con los genes evx1 y evx2, indicando que
se tratan de homdlogos para estos genes, y que evel posiblemente se perdio en este linaje.
Aunque es posible que evel de Lepidosiren no haya sido representado en el transcriptoma
reportado, ya sea por su falta de expresion en el tejido analizado, o simplemente falta de
cobertura de la secuenciacion. La identidad de las secuencias putativas como evxly evx2
fue confirmada ademas con alineamientos de secuencias proteicas con ortdlogos de pez
cebra. Es importante considerar que los peces pulmonados presentan una morfologia
dental muy derivada, por lo que, aunque el gen no estuviese presente en este clado, podria
haberse perdido al involucrarse nuevos mecanismos odontogénicos, de manera

independiente a la pérdida de evel que ocurri6 en tetrapodos.
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Figura 6: El gen evel se encuentra presente en Latimeria Chalumnae. Arbol filogenético

simplificado y alineamiento de ortélogos de vertebrados de evel y evx1. En verde se marca una

agrupacion de genes evel, incluyendo el gen candidato de Latimeria chalumnae. En amarillo se

marca una agrupacion de genes evx, incluyendo las posiciones de ambos candidatos de

Lepidosiren paradoxa. El gen putativo 1 de Lepidosiren pareciera agruparse con evel, sin

embargo, su identidad como evx2 es clara en los analisis, incluyendo el alineamiento presentado.

Ante la falta de otros genes evx2 este candidato presenta una posicion confusa. Un arbol extensivo,

con todas las especies incluidas en el andlisis se presenta en el Material Complementario (Fig.

Complementaria 2). Figura editada desde un arbol y alineamiento generado por ETE 3 (Huerta-

Cepas y col., 2016).
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Finalmente, el alineamiento y arbol posterior obtenido con las proteinas evel y evxl
reportadas en vertebrados (Fig. 6; Fig. Complementaria 2) agrupa el gen candidato de
Latimeria con evel, mientras que los candidatos de Lepidosiren se agrupan con evx1.
Juntos, estos datos confirman la presencia del gen evel en Latimeria chalumnae y, con
los datos transcriptomicos disponibles, sugieren que no se encuentra presente en
Lepidosiren paradoxa. Esto, a su vez indica que la pérdida del gen evel puede ubicarse
con mayor precision en algun punto posterior a la divergencia de Latimeria y Rhipidistia
(peces pulmonados y tetrapodos). Si se considera representativa la evidencia
transcriptomica de Lepidosiren paradoxa, entonces la pérdida de evel se puede acotar
aln mas, a un punto entre la divergencia de Latimeria y la de Lepidosiren en la rama de
los Sarcopterygii, hace alrededor de 415 millones de afios. (Fig. 7; Evans, 2009).
La distribucién de evel en vertebrados actuales se corresponde con animales que
presentan placas dentales faringeas. Ambos el gen y el caracter emergen hacia
Osteichthyes y aparentemente se pierden hacia los tetrdpodos actuales (Fig. 7). Esto
sugiere que el gen evel, con un patron de expresion odontogénico no presente en los genes
evx, pudo estar involucrado en la aparicién de las placas dentales con dientes en
Osteichthyes corona, y se mantiene como un factor clave en la morfologia dental.
Considerando esta asociacion, la presencia de placas dentales orofaringeas en tetrapodos
troncales, como Eusthenopteron, sugeriria que también presentaban evel, solo

perdiéndose en el linaje llevando a los tetrdpodos corona. Este escenario implicaria
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también una pérdida independiente del gen en los peces pulmonados, si es que la

informacion transcriptomica es confiable, lo cual coincide con su falta de placas dentales

faringeas.
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Figura 7: La aparicion de la region del enhancer de dix2 y del gen evel coincide con la

aparicion de las placas dentales faringeas en Osteichthyes. Filogenia de vertebrados

simplificada representando los principales caracteres morfoldgicos y genéticos evaluados que se

encuentran presentes en los representantes actuales de cada grupo, y los caracteres probables de

ancestros de grupos claves. Se sefiala la presencia de placas dentales sobre los arcos branquiales,

la presencia del gen evel en verde, y la presencia de la region conservada del enhancer de dIx2 en

azul. Se sefiala la presencia de la region del enhancer dIx2 en Euteleostei debido a su presencia en

Protacanthopterygii, que probablemente representa la condicion ancestral. La presencia de la

region enhancer dix2 en Dipnomorpha se marca con gris por falta de informacion gendmica. Con
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barras amarillas se sefialan los posibles eventos de pérdida del gen evel de manera independiente
en Dipnomorpha y hacia tetrdpodos corona, aunque existe la posibilidad que haya sido un evento
en el nodo que conecta estos grupos. Se puede ver el origen de ambos caracteres genéticos
analizados coinciden con la aparicion de placas dentales faringeas en Osteichthyes, estando
ausentes en vertebrados basales. Filogenia adaptada desde Betancur-R y col., 2017. Las siluetas
fueron obtenidas desde Phylopic.org. La silueta para Chondrichthyes corresponde a una imagen

Callorhincus milii de Tony Ayling (vectorizada por Milton Tan).



DISCUSION Y PROYECCIONES

Al estudiar detalladamente la evolucion de la denticién en los vertebrados, se volvio
aparente que un paso clave para la aparicion del sistema de mandibulas faringeas en
Actinopterygii fue la aparicién de placas dentales por la cavidad orofaringea, y
particularmente sobre los arcos branquiales que ocurri6 en la base del grupo corona de
Osteichthyes. Sobre esta informacion fue posible asociar la distribucion en la filogenia de
los caracteres moleculares analizados, los cuales coinciden con esta transicion
morfologica (Fig. 7).

Fue posible describir la distribucion en la filogenia de vertebrados de una regién particular
de un enhancer odontogénico del gen dIx2 y la presencia del gen evel, y compararla con
la evidencia morfologica recopilada. La distribucion en la filogenia de la region
conservada del enhancer de dIx2 indica que esta se origina hacia Osteichthyes,
coincidiendo con el punto de origen de las placas dentales en los arcos branquiales. Esto
sugiere que esta region del enhancer se vio involucrada en la aparicion de los dientes
faringeos. Una posibilidad es que esta modificacion en el enhancer haya permitido que el
dominio de expresion de dIx2 se haya extendido hacia posterior. De esta manera
induciendo la expresion de genes odontogenicos en las regiones faringeas y gatillando la
formacion de placas dentales y dientes. Por otra parte, la aparicion de esta region
conservada en un enhancer odontogénico en Osteichthyes apoya también la idea que el

gen dIx2 tomo un rol en el desarrollo dental en linajes mas derivados, explicando la

39
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ausencia de expresion de dIx2 en dientes de Chondrichthyes como una condicion
ancestral.

La presencia de evel en Latimeria chalumnae entrega indicios de que evel también puede
haberse visto involucrado en la evolucion de los dientes faringeos, ya que su presencia se
corresponde con especies que presentan esta caracteristica, y ambos se originan el grupo
corona de Osteichthyes. De manera similar a dIx2, la aparicion de expresion odontogénica
de evel podria haber participado en la formacién de placas dentales en regiones mas
posteriores, extendiendo la distribucion de los dientes. EI gen evel encontrado en
celacanto también sugiere que el gen se perdié en un punto mas cercano al linaje de los
tetrapodos modernos de lo que se pensaba previamente (Avaron y col., 2003), abriendo
la posibilidad que haya estado en tetrapodomorfos tempranos, como Eusthenopteron,
coincidiendo con la morfologia de su denticion. Aunque también es posible que se haya
perdido en la base de Rhipidistia (peces pulmonados y tetrapodos), y no tuviera un rol en
la odontogénesis faringea de tetrapodomorfos basales.

Estos datos en conjunto sugieren que en el origen del grupo corona de Osteichthyes
surgieron elementos moleculares que permitieron la activacion de los mecanismos
odontogénicos, previamente sensibles a las condiciones solo de las mandibulas orales, en
regiones mas posteriores de la cavidad orofaringea, dando origen a dientes faringeos.
Posteriormente, en la base de los Neopterygii corona y en Cladistia, otros elementos,

desconocidos hasta el momento, llevan al aumento de tamafio de los dientes faringeos en
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los arcos posteriores y rearreglos musculares que llevan a la formacién de las mandibulas
faringeas.

Fue posible obtener ciertas asociaciones relevantes, sin embargo, el trabajo
bioinformatico presenta limitaciones metodoldgicas importantes. Por un lado, el alcance
del estudio se encuentra limitado por las secuencias disponibles en bases de datos. A pesar
de que existe un amplio abanico de genomas de vertebrados anotados en Ensembl, y que
puede ser complementado con GenBank de NCBI, una parte importante de la diversidad
morfologica de Osteichthyes se vio excluida de este trabajo. Sera posible complementar
este trabajo en el futuro cuando los esfuerzos de secuenciacion y anotacién de genomas
hayan cubierto mas especies. Otro factor limitante era la informacidn sobre enhancers
odontogénicos. Existe una extensa lista de genes descritos que influencian el desarrollo
dental (Fraser y col., 2009; Hulsey y col., 2016; Singh y col., 2021). Sin embargo, la
mayoria de estos genes son muy ancestrales, altamente conservados y se encuentran
involucrados en muchos procesos del desarrollo, por lo que es necesario analizar los
elementos regulatorios que dirigen su expresion. Aungue muchas de estas secuencias se
encuentran descritas por medio de estudios de asociacion a escala gendmica,
relativamente pocas han sido comprobadas experimentalmente, o se ha descrito su patrén
de expresion debido a distintas dificultades metodoldgicas (Visel y col., 2009; Pennacchio

y col., 2013).
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Un alcance clave desde este trabajo seria evaluar la expresion de los genes analizados en
los dientes pequefios en las placas dentales orofaringeas de Osteichthyes. Estas estructuras
se encuentran severamente poco estudiadas, sin analisis especificos de su expresion
génica hasta la fecha, posiblemente debido a su tamafio y su desarrollo tardio relativo a
los otros dientes (Atukorala & Franz-Odendaal, 2014). Por esto, a lo largo de este
seminario se ha asumido que presentan patrones de expresion equivalentes al patrén
comun de dientes orales y faringeos, sin embargo, esto necesita ser confirmado de manera
empirica.

Otro elemento importante a destacar es que las secuencias recopiladas y analizadas para
dIx2 corresponden a regiones particulares de enhancers odontogénicos putativos, ya que
solo se ha comprobado su funcién por medio de ensayos con reporteros en Danio rerio,
Astyanax mexicanus, y Mus musculus (Thomas y col., 2000; Jackman & Stock, 2006).
Por esto, seria de gran valor evaluar la funcion de las secuencias analizadas en un modelo
in vivo. Esto permitiria, por un lado, comprobar si la secuencia enhancer de otras especies
actuales es funcional en organismos modelo (como Astyanax mexicanus), siendo de
particular interés las de los grupos Cladistia, Acipenseriformes, o de Tetrapoda. También
permitiria comprobar si las secuencias conservadas analizadas en efecto son capaces de
dirigir por si solas la expresion de dIx2 en dientes, o si su delecion altera el funcionamiento
del enhancer completo. Otro experimento de gran valor para reforzar los alcances de este

trabajo seria evaluar si la region rio arriba asociada a dIx2 en condrictios es incapaz de
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dirigir la expresion odontogénica de dIx2 en teledsteos, para reforzar la influencia de la
aparicion del enhancer en la funcién del gen en el desarrollo dental. Todo esto es
particularmente importante, ya que es muy dificil predecir la funcionalidad de secuencias
enhancer en base a su identidad de secuencia. Un cambio de unos pocos nucleotidos, o
solo uno, en secuencias enhancers puede traer consigo un cambio morfoldgico en algunos
casos (Maas & Fallon, 2005; Prud’homme y col., 2006), mientras que otros enhancers
pueden conservar su funcién a pesar de ser muy divergentes (Fisher, 2006; Weirauch &
Hughes, 2010). Por esto, es dificil extraer conclusiones sélidas sobre la relacién entre la
variacion en secuencias encontradas y su efecto en la morfologia sin estudios de
expresion.

En el caso del gen evel las proyecciones son menos; pero seria importante evaluar la
funcién del gen encontrado en Latimeria chalumnae en peces modelo transgénicos, para
estudiar su rol odontogénico in vivo. Seria muy valioso analizar el patrén de expresion de
evel en el desarrollo del celacanto para evaluar si presenta expresion odontogénica como
en Teleostei. Lamentablemente, material de estos animales es practicamente inaccesible.
Sin embargo, la identificacidn de secuencias regulatorias que dirijan la expresion de evel
en dientes en especies modelo permitiria la basqueda de secuencias homélogas en el
genoma de Latimeria. Estas secuencias luego podrian ser introducidas en organismos

modelo para luego evaluar si generan el mismo patrén de expresién de evel.
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Seria de gran valor trabajar en describir nuevas secuencias regulatorias odontogénicas,
particularmente para los genes con roles conocidos en el desarrollo dental (Fraser y col.,
2009; Hulsey y col., 2016; Singh y col., 2021). Esto permitiria adaptar la metodologia de
este seminario para estudiar su distribucion en la filogenia, compararla con la morfologia
presente en la diversidad de Osteichthyes y finalmente analizar las consecuencias
morfoldgicas de las distintas variantes en animales modelo. Para esto, seria recomendable
utilizar modelos como Astyanax mexicanus u Oryzias latipes, ya que presentan denticién
oral y faringea, a diferencia del ciprinido Danio rerio que se suele utilizar, que solo tiene

denticién faringea.



CONCLUSIONES

Se encontraron resultados concordantes con la hipotesis propuesta. Los caracteres
moleculares revisados se encuentran relacionados con un evento importante en la
evolucion de la denticion faringea, que fue revelado por el anélisis morfoldgico: la
aparicion de placas dentales en los arcos branquiales. La aparicion de estas placas dentales
con dientes en los arcos branquiales de Osteichthyes corona resulta ser un evento clave
para la evolucién de las mandibulas faringeas presentes en Actinopterygii actuales.
Ademas, este analisis permite esclarecer cualquier duda remanente sobre el origen de la
denticion faringea, siendo estructuras claramente més recientes de lo que se sostenia en
el contexto del modelo de origen dental “inside-out”.

Ambos elementos genéticos analizados, la region conservada del enhancer de dIx2 y el
gen evel, presentan una distribucion en especies actuales que coincide con la aparicion
de placas dentales faringeas con dientes en Osteichthyes. Esto sugiere que el origen de
estos dientes faringeos fue permitido por la aparicion de mecanismos genéticos que
extendieron los dominios de expresion de los mecanismos odontogénicos previamente
restringidos a la mandibula oral.

La informacion obtenida para dIx2 apoya también un origen de la actividad odontogenica
de este gen en Osteichthyes, en vez de un origen ancestral en Gnathostomata. Mientras

que la presencia previamente no descrita de evel en Latimeria sugiere una pérdida de este
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gen en un punto més cercano al origen de los tetrapodos modernos de lo que se pensaba,
abriéndose la posibilidad de que estuviera presente en tetrapodomorfos basales.

Seria de mucho valor expandir este trabajo con experimentos in vivo para evaluar los
patrones de expresion en los poco estudiados dientes de las placas dentales orofaringeas.
Ademas de analizar de manera directa el efecto de las secuencias analizadas en este
trabajo sobre la morfologia dental en animales modelo. A través de estos experimentos
seria posible fortalecer las conclusiones obtenidas, y extender la estrategia de

investigacion a otros pares de caracteres genético-morfoldgicos.
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[ ]Mandibulas Orales | Arcos Branquiales | Placas dentales faringeas
| INeurocréneo | | Rastrillos Branquiales  [[l] Mandibulas Faringeas

| Arco Hioideo

Figura Complementaria 1: Morfologia por grupo. Esquemas representativos de la
conformacion de la denticion ancestral para cada grupo evaluado. Solo se representan los
caracteres de mandibulas y dientes orales, arco hioideo, arcos branquiales, placas dentales
faringeos sobre los arcos branquiales, rastrillos branquiales, y mandibulas faringeas con sus

dientes respectivos. El esquema general se basa en la morfologia de un ciclido, por lo que la
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estructura del neurocraneo puede no ser representativa para todos los grupos. (A) Agnatha; (B)
Gnathostomata; (C) Chondrichthyes; (D) Osteichthyes, Sarcopterygii, y Actinopterygii; (E)
Actinistia y Tetrapoda; (F) Dipnomorpha; (G) Cladistia; (H) Acipenseriformes; (I) Holostei,

Teleostei, Elopomorpha, Osteoglossomorpha, Otocephala y Neoteleostei.
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Figura Complementaria 2: Ortélogos de evel y evx1. Arbol filogenético de ort6logos de evel
y evxl, y el alineamiento del cual fue generado. Se destacan con untono mas oscuro los genes
candidatos. En verde se marca una agrupacion de genes evel, incluyendo el gen candidato de
Latimeria chalumnae, anidado completamente en el grupo. En amarillo se marcan agrupaciones
de genes evx, incluyendo las posiciones de ambos candidatos de Lepidosiren paradoxa. El
candidato 1 se encuentra en el borde del grupo evx1 mayor, y el candidato 2 en el grupo menor,

junto con algunos de los evx1 de animales mas basales.



