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RESUMEN

La luz UVB produce dafios en el DNA, pero la presencia de pigmentos celulares como la melanina,
sintetizada en los melandforos, le confiere a los organismos proteccién frente a este agente
estresor. Ademas, existen organismos que habitan ambientes de alta exposicion a luz UVB que

podrian haber desarrollado una adaptacion.

En este trabajo, mediante el uso de lineas reporteras de pez cebra y el analisis de expresién
diferencial de genes se logré evaluar la respuesta a luz UVB en peces. En el pez cebra silvestre no
se observa dafo in vivo y tampoco en lo que sugiere su respuesta transcriptomica, a diferencia
de la linea carente de melandéforos, Nacre, que evidencia inflamacidn y presencia de especies
reactivas de oxigeno. Mas interesante aun es la respuesta observada en el pez endémico Orestias
ascotanensis, donde fue posible detectar una respuesta adaptativa, con flexibilidad fenotipica y

una posible plasticidad transcriptomica.

Los resultados destacaron a los melanéforos como los pigmentos protectores de la luz UVB.
Ademas se logré proponer marcadores moleculares de respuesta a este agente estresor y se

validé el uso de un organismo no modelo para el estudio de la respuesta a la luz UVB.
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ABSTRACT

UVB light causes DNA damage, but the presence of cellular pigments such as melanin,
synthesized in melanophores, gives organisms protection against this stressor. In addition, there
are organisms that inhabit environments with high exposure to UVB light that could have

developed an adaptation.

In this work, by using zebrafish reporter lines and differential gene expression analysis, it was
possible to evaluate the response to UVB light in fish. In wild zebrafish, no damage was observed
in vivo and neither in what their transcriptomic response suggests, unlike the line devoid of
melanophores, Nacre, which shows inflammation and the presence of reactive oxygen species.
Even more interesting is the response observed in the endemic fish Orestias ascotanensis, where
it was possible to detect an adaptive response, with phenotypic flexibility and possibly

transcriptomic plasticity.

The results highlighted melanophores as the protective pigments for UVB light. In addition, it
was possible to propose molecular markers of response to this stressor agent and it was possible

to effectively test a non-model organism for the study of the response to UVB light.
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INTRODUCCION

La luz ultravioleta (UV) es un agente mutagénico proveniente del sol, al cual todos los organismos
estdn expuestos. Debido al efecto protector producido por la capa de ozono, la porcién de la luz
UV de menor longitud de onda (UVC y UVB) es filtrada y sdlo llega a la superficie terrestre la luz
UVA (315-400 nm) y parte de la luz UVB (280-315 nm). Esta irradiacion constante no sélo afecta
a los organismos terrestres, ya que se ha visto ademas que es capaz de penetrar cuerpos de agua
con efectos similares a los de la superficie en hasta al menos 1 metro de profundidad

(Feischmann, 1989).

Fisiolégicamente, se ha demostrado que la exposicion de larvas y adultos de pez cebra (Danio
rerio) a luz ultravioleta produce alteraciones en el desarrollo, malformaciones y disminucién de

la sobrevivencia (Aksakal y Ciltas, 2017; Zang y cols, 2022).

A nivel celular, existe vasta evidencia del dafo generado por la exposicién a las distintas
fracciones de la luz UV en este pez modelo. Se ha reportado que principalmente induce procesos
celulares como la apoptosis (Godar y Lucas, 1995), la reparacién del DNA y el arresto del ciclo
celular, todos estos procesos mediados por el gen supresor de tumores p53 (de Laat y cols, 1996;
de Laat y cols, 1997; Gatz y Wiesmiiller, 2006; Yoshida y Miki, 2010; Zang y cols, 2022). Por otra
parte, se ha destacado el papel de los cromatéforos, una linea celular fotosensible (Lythgoe y
cols, 1984; Rollag, 1996) distribuida en distintos tejidos que son capaces de producir y organizar
diferentes pigmentos, como un primer nivel de proteccion frente al dafio por luz UV. Esto,

mediante la sintesis de pigmentos celulares como la melanina, producida en el melanosoma de



los melandforos mediante el proceso de melanogénesis (Neuffer y Cooper, 2022), que permite
la absorciéon tanto de la luz UV como de radicales libres en el pez cebra (Mueller y Neuhauss,
2014; Parichy y Spiewak, 2014; Patterson y cols, 2014; Kelley y cols, 2016; Cordero y

Casadevall, 2017).

A nivel molecular, la exposicién a la luz UV produce lesiones en el DNA, como quiebres de doble
hebra y entrecruzamientos DNA-Proteina (Cadet y cols, 1997), asi como también la formacién
de fotoproductos, principalmente los dimeros de pirimidina (de Gruijl, 2000), que son reparados
en su mayoria por la via de reparacion por escision de nucleétidos, NER (Palomera-Sanchez y
Zurita, 2011). Mas aun, el pez cebra posee un mecanismo exclusivo de esta via, que depende del
oncogen p53 (Zeng y cols, 2009). Asimismo, en este pez modelo se han descrito otras vias que
efectuan la reparacion de diferentes tipos de lesiones en el DNA, como la via de escision de bases
(BER) que repara guaninas modificadas por especies reactivas de oxigeno (Pei y Strauss, 2013),
la via de reparacidon por recombinacidn homodloga (HR) que repara quiebres de doble hebra
(Hagmann y cols, 1998), la via de unidn de extremos no homodlogos (NHEJ) que repara quiebres
de doble hebra producidos por exposicidon a UV y otros agentes alquilantes (Bladen y cols, 2005)
y la via de reparacion de malos emparejamientos (MMR) que corrige errores de la DNA

polimerasa (Pei y Strauss, 2013).

Por otra parte, a nivel de los cambios en la expresion génica producto de la exposicion a luz UVB,
la evidencia disponible en el pez cebra, reporta la expresion diferencial de algunos genes
universales de respuesta a estrés como hsp70, sod1 y cat, asi como también la de genes de la
respuesta inflamatoria como il1b y tnfa. Esto, principalmente mediante estudios de gPCR (Zeng

y cols, 2009; Behrendt y cols, 2010; Aksakal y Ciltas, 2017). Mas aun, recientemente un estudio



transcriptdomico realizado en larvas expuestas a la luz UVC evidencié el cambio en la expresion
de genes vinculados al arresto del ciclo celular (cdc25a, cdk1, gadd45a, plk4 y cdknla), a la
reparacion del DNA (xrcc5, rrm2b, xpc, pcna y polk) y a la apoptosis (bax, pmaipl y bbc3), junto
con el aumento en la expresidn del oncogen p53 (Zang y cols, 2022). Toda esta evidencia apoya

el hecho de que el pez cebra sea utilizado como modelo para estudiar el dafio por luz UV.

Adicionalmente, el pez cebra dispone de diversas lineas mutantes deficientes en la produccion
de pigmentos de ciertos cromatéforos, como melanéforos (Nacre, mitfla -/-), iridiéforos (Roy,
mpv17-/-)y el doble mutante de los dos cromatéforos anteriores (Casper, mitfla -/-; mpv17
-/-) (Lister y cols, 1999; Ren y cols, 2002; White y cols, 2008; D’Agati y cols 2017). Lo anterior,
junto con la disponibilidad de las lineas transgénicas reporteras para las células del sistema
inmune, Tg(mpo:GFP) para el marcaje de neutroéfilos y Tg(mpeg1:GFP) para marcar macréfagos,
permitird realizar estudios de expresidon génica global asi como también constatar in vivo la

respuesta a estrés y el dafio producido por la exposicion a la luz UVB.

Interesantemente, en el norte de Chile existen especies de peces endémicas que habitan en el
altiplano, lugar que posee registros de los niveles mas altos de radiacion de luz UVB en el planeta
(Cordero y cols, 2018). Por lo tanto, dicha region puede ser considerada un laboratorio natural
para el estudio de la respuesta de organismos a altos niveles de luz UVB. Una de estas especies,
el pez teledsteo Orestias ascotanensis, posee su genoma secuenciado y anotado recientemente
por nuestro grupo de estudio (diGenova y cols, 2022), por lo que también se presenta como un
organismo no modelo ideal para el estudio de los cambios globales a nivel de la expresidn génica,

producto de la exposicién a la luz UVB.



Finalmente, con el avance de las tecnologias de secuenciacién masiva ha sido posible obtener
grandes volumenes de datos, los cuales a su vez requieren de herramientas bioinformaticas que
permitan analizar a gran escala estos datos multi-Omicos, incluyendo aquellos vinculados a la
expresion génica. Asi, la implementacién de aproximaciones basadas en redes de interaccion
proteina-proteina ha permitido la integracién y la comparacién de diferentes tipos de datos
(Killcoyne y cols, 2009; Zhou y cols, 2020), asi como también la prediccion de posibles

interacciones entre productos génicos (Haase y Fitze, 2016).

En este trabajo se evalud en pez cebra el efecto producido por la luz UVB in vivo en distintas
lineas transgénicas reporteras del sistema inmune, asi como también la respuesta
transcriptomica de la exposicidn a la luz UVB en individuos de pez cebra silvestres y mutantes de
cromatdforos. Ademas, se examind en una poblacion natural del pez endémico O. ascotanensis
la respuesta transcriptomica de la exposicion a la luz UVB. Por ultimo, se realizaron
comparaciones de las respuestas observadas entre i) las diferentes lineas de pez cebra vy ii) las
dos especies utilizadas como modelo de estudio. Asi, se observd una modulacidon especie-
especifica de las respuestas transcriptémicas. Esto se reflejé en el aumento en la expresion de
genes relacionados a la respuesta a estrés y a la reparacion de lesiones en el DNA. La hipdtesis

de trabajo que sirvié de guia para esta investigacion fue:



HIPOTESIS

La exposicidon a la luz UVB aumenta en la piel la expresidon de genes de respuesta a estrés y

reparacion del dafio en el DNA. Estos cambios difieren entre Danio rerioy Orestias ascotanensis.

OBIJETIVO GENERAL

Dilucidar los cambios transcriptdmicos en respuesta a la luz UVB en el pez cebra y en el pez

endémico Orestias ascotanensis.



OBIJETIVOS ESPECIFICOS

Contrastar el efecto por luz UVB en larvas de pez cebra silvestres y mutantes de

melandforos mediante el uso de lineas reporteras.

Evaluar la respuesta transcriptomica diferencial entre individuos adultos de pez

cebra silvestres, mutantes de melanéforos y de O. ascotanensis expuestos a luz UVB.

Determinar las respuestas compartidas y exclusivas para ambas lineas de pez cebra.

Explorar los diferentes patrones de expresidon génica en respuesta al dafio por luz

UVB entre pez cebra y O. ascotanensis.



MATERIALES Y METODOS

1. Sitio de estudio, tratamiento con UVB y toma de muestras

Todos los procedimientos para el trabajo con animales fueron aprobados por el comité de ética
de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Chile y supervisados por el Comité Institucional
de Cuidado y Uso de Animales, CICUA. La pesca y el trabajo con individuos de la especie Orestias
ascotanensis fue autorizado por la subsecretaria de pesca, bajo la resolucion exenta N° E-2020-

069 publicada en el Diario Oficial el dia Lunes 9 de Marzo de 2020.

Se recolectaron seis individuos de la especie O. ascotanensis de la Vertiente 6 del Salar de
Ascotan (21°29’52,9”’S; 68°15’24,4”0), Regidn de Antofagasta y se dividieron en dos grupos:
tratamiento y control. Los individuos fueron expuestos 10 horas a luz UVB de 500kJ/m?, seguido
de 14 horas de oscuridad, procedimiento que fue repetido durante tres dias. En el caso del grupo
control, los peces se expusieron a luz blanca convencional (252 J/m?). Luego del tercer ciclo de
exposicién, los individuos fueron anestesiados con tricaina metanosulfonato hasta el cese de
apertura de los opérculos. Posteriormente el tejido de la piel dorsal fue extraido y sumergido en
solucion RNAlater (Thermo Fisher) para ser almacenados a -80 °C hasta su posterior uso. El
mismo procedimiento se aplico a las larvas y adultos de las lineas silvestre y transgénicas del pez

cebra (Danio rerio).



2. Extraccion de RNA, construccion de librerias y secuenciacion transcriptomica

La extraccion de RNA total se hizo desde la region dorsal del pez y se realizé con Trizol
(ThermoFisher) y usando el método de fenol:cloroformo, segin las recomendaciones del
fabricante. La cantidad e integridad del RNA se evalué en primera instancia mediante
espectrofotometria y electroforesis en gel denaturante de agarosa al 1%. Aquellas muestras que
presentaron bandas ribosomales integras en la electroforesis y que superaron los 300 ng/uL
fueron cuantificadas mediante fluorimetria, usando Qubit4 (Thermo Fisher), para obtener
informacidn mas precisa de su concentracidon e integridad (RIQ). De esta forma, para la
construccion de las librerias se usaron muestras con al menos 2 pug totales y con un RIQ > 8. Las
librerias para RNA-Seq fueron construidas con el kit CATS mRNA-seq kit v2 (Diagenode), con
previa seleccion de mRNA mediante beads magnéticos (oligodT>s). Se secuenciaron las muestras
de cada condicién experimental en triplicado en la plataforma HiSeq2500 (lllumina), para realizar

las comparaciones indicadas en la Figura 1.

4 T )

Control uv

Orestias { J

Figura 1. Resumen del disefio experimental para dar cuenta de los objetivos especificos Il, Il y IV. Los numeros
corresponden al numero de réplicas bioldgicas por cada condicién y los nimeros en circulo corresponden a las
distintas comparaciones propuestas en este estudio.



3. Procesamiento de reads

Los reads obtenidos fueron filtrados por calidad y se les removieron los adaptadores, utilizando
los programas fastp v0.23.1 (Chen y cols, 2018) y Cutadapt v1.18 (Martin, 2011),
respectivamente. Este numero de reads luego fue alineado a su respectivo genoma con el
programa STAR v2.7.9a (Dobin y cols, 2012) y se filtraron las parejas con alineamiento Unico con
el programa SAMtools v1.13 (Danecek y cols, 2021), las que posteriormente fueron sincronizadas
utilizando el programa Fastqg-Pair v0.4 (Edwards y Edwards, 2019). Por ultimo, este grupo de

secuencias se filtré por parejas de lecturas que alinearan en genes.

4. Cuantificacion de la expresion y genes diferencialmente expresados

Posteriormente se obtuvo una matriz de conteo de reads para cada gen, asi como también su
expresion normalizada TPM (Ecuacién 1; Zhao y cols, 2020), usando el programa Feature Counts
v2.0.1 (Liao y cols, 2014) y RSEM v1.3.3 (Li y Dewey, 2011), respectivamente. Los valores de
conteo fueron consolidados en una matriz para cada comparaciéon tratamiento-control y
mediante el paquete edgeR v3.34.1 (Robinson y cols, 2010) se realizé el analisis de expresidn
diferencial. A la comparacion entre las réplicas y las condiciones experimentales (logFC) se le
aplicé un test exacto, para luego ajustar los valores p (p-value) y obtener la tasa de falsos
positivos (FDR). De esta forma, los criterios para la seleccion de genes diferencialmente

expresados (DE) fueron: i) -1 > logFC > 1, ii) p-value < 0,001 v iii) FDR < 0,05.

reads mapeados al transcrito reads mapeados al transcrito
(1) TPM = 106 * ( )/ 2( )

largo del transcrito largo del transcrito



5. Enriquecimiento de categorias de Gene Ontology (GO)

Los distintos grupos de genes DE fueron contrastados contra el total de genes de la especie
respectiva para dar cuenta de enriquecimientos en categorias de Gene Ontology (GO) de
procesos bioldgicos, utilizando la plataforma online GOrilla (Eden y cols, 2009), la cual tiene

disponible la opcidn de utilizar la anotacién de pez cebra.

6. Visualizacion de redes complejas de interaccion proteina-proteina

Para la visualizacidn, procesamiento y analisis de redes complejas de interaccién proteina-
proteina se utilizd el programa Cytoscape v3.9.1 (Killcoyne y cols, 2009). Ademas, para la
importacién de la informacién acerca de las interacciones proteina-proteina (IPP) se utilizé el
complemento de la base de datos STRING (Doncheva y cols, 2019). Para el calculo de métricas
de las redes y la generacién del ranking de genes mds centrales, utilizando el pardmetro
betweeness, se utilizé el complemento CytoHubba (Chin y cols, 2014). Aqui la centralidad entre
nodos es una forma de detectar la influencia de un nodo en el flujo de informacidn de un grafico,
fue utilizado para encontrar nodos que sirven de puente entre una parte y otra de un grafico. El
algoritmo calcula los caminos mas cortos entre todos los pares de nodos de un grafico. Por
ultimo, para el agrupamiento de las redes se utilizé el algoritmo MCODE, implementado en el

programa Cytoscape.

7. Andlisis de ortdélogos

El analisis para identificar los genes ortélogos entre los peces Danio rerio y Orestias ascotanensis

se realizo a partir de las secuencias codificantes (CDS) de ambas especies, utilizando el programa
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OrthoFinder 2 v2.5.4 (Emms y Kelly, 2019). Esto permitid identificar y seleccionar aquellos genes

ortélogos de copia Unica en cada genoma (1:1).

8. Seleccion de genes interesantes de respuesta a luz UVB

Para la seleccidon de genes de interés para la respuesta a luz UVB en cada comparacién
transcriptdomica se utilizaron los siguientes criterios: i) Que el gen esté dentro de los 20 mas
centrales de la red global de IPP y/o ii) que el gen aparezca dentro de los mas centrales para las

categorias GO enriquecidas de los genes DE.
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RESULTADOS

1. Contrastar el efecto por luz UVB en larvas de pez cebra silvestres y mutantes de melandforos

mediante el uso de lineas reporteras.

Para dar cuenta de este y otros objetivos, se diseiid y construyd una camara de exposicién con 4

tubos de luz UVB (Figura 2), que permite exponer tanto larvas como peces adultos.

T

Figura 2. Cadmara de exposicion a luz UVB. Esta posee 4 tubos Phillips TL20W/12, con un peak de longitud de onda de
320 nm y 20 W de potencia, agrupados en dos niveles que permiten regular la intensidad de la radiacién. Es
desmontable, lo que permite transportarla y utilizarla en terreno.

Para estimar el nivel de dafio en el tejido expuesto a luz UVB, se midio el grado de inflamacién
generado por el tratamiento, cuantificando la infiltracion de células inmunes. El estudio se
enfocd en el uso de una linea transgénica de pez cebra que es reportera de neutrdfilos
Tg(mpo:GFP). Con esta herramienta se puede dar cuenta in vivo del reclutamiento de este tipo
celular en la regién dorsal de las larvas, producto de la exposicién a la luz UVB. La linea
transgénica antes mencionada se cruzé con las lineas mutantes para cromatodforos detalladas en
la seccidon anterior y las larvas de 3dpf fueron expuestas a 3 periodos de exposicion (3 dosis de

100 kJ/m? cada una). Un detalle del disefio experimental se muestra en la Figura 3.
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Figura 3. Esquema de la exposicién a la luz UVB en larvas de pez cebra. Se muestra la temporalidad y periodos de
exposicion (arriba) y la porcidn de la zona dorsal en la que se realizara el conteo de reclutamiento de células del sistema
inmune (abajo).

Se realizaron los cruces de las lineas correspondientes que permitieron obtener los transgénicos
de neutrdfilos (Tg(mpo:GFP)) con las distintas combinaciones de los mutantes de cromatéforos
(Nacre, Roy y Casper) y se hicieron los experimentos de exposicion a luz UVB. Como se observa
en el panel izquierdo de la Figura 4, existe un reclutamiento diferencial de neutréfilos hacia la
zona dorsal producto de la exposicion a luz UVB en los mutantes Nacre y Casper, a diferencia de
lo observado para el mutante Roy y la linea silvestre (Wt). Este resultado sugiere que, en
términos de la respuesta inflamatoria, los melandforos (ausentes en las lineas mutantes Nacre y
Casper) serian los principales tipos de cromatdéforos involucrados en la proteccién de la larva al

dafio por luz UVB.
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Figura 4. Reclutamiento diferencial de neutrdfilos en larvas de pez cebra. Conteo de neutrofilos presentes en la region
dorsal de las larvas tras completar el régimen de exposicion detallado anteriormente (izquierda). Se realizaron
comparaciones pareadas entre tratamiento y control para cada una de las lineas y se evalud la significancia estadistica
mediante un Wilcoxon signed rank test (n=12, ***p <0,001). Imagenes representativas de larvas sometidas al régimen
de exposicidn, que fueron utilizadas para el conteo de neutréfilos (derecha).

2. Evaluar la respuesta transcriptomica en individuos adultos de pez cebra silvestres, mutantes

de melandforos y de O. ascotanensis expuestos a luz UVB.

Para cumplir este objetivo se utilizé la cdmara de exposicidn descrita en el objetivo anterior
(Figura 2) y se siguio el mismo régimen de exposicion detallado en la Figura 3, pero cambiando
la dosis de radiacion UVB a 500 kJ/m? dado a que se trabajé con adultos. Para determinar esta
dosis de exposicidén se tomo en cuenta i) la no letalidad de la luz UVB en pez cebra tras 60 horas
de exposicién continua (3.000 kJ/m?), asi como también ii) el promedio de radiacién diaria
registrada en el Salar de Ascotén, de 300 kJ/m? y iii) la mantencidn de un fotoperiodo adecuado

de entre 10 a 14 horas luz.

Es importante sefialar que para la inclusidn de Orestias ascotanensis en el experimento, fue
crucial una salida de campo en la cual se llevé la cdmara de exposicidn a luz UVB. De esta manera,

el experimento de exposicidon con poblaciones naturales se realizé in situ.
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Tras la extraccion de mRNAy la construccién de las librerias de cDNA enriquecidas en transcritos,
las muestras fueron enviadas a Macrogen Inc (Seul, Korea) para su secuenciaciéon. Una vez
obtenidos los reads, estos fueron procesados y filtrados (ver Materiales y Métodos). El nimero

de reads por muestra para cada paso del flujo de trabajo se detalla en la Tabla 1.

Tabla 1. Proceso de filtrado de reads de las librerias secuenciadas.

Sample Raw-Data Filtered-Data Uniquely-Mapped-PE_Reads
TC1 28,315,446 24,378,252 15,603,906 (64.01%)
TC2 29,515,522 25,675,352 16,180,648 (63.02%)
TC3 24,591,414 21,705,964 13,902,864 (64.05%)

Tuvl 30,869,820 27,657,622 17,357,614 (62.76%)
TUV2 29,082,588 25,746,400 16,981,908 (65.96%)
TUV3 28,563,328 25,174,420 15,522,738 (61.66%)
NC1 28,887,152 25,370,220 16,016,946 (63.13%)
NC2 27,525,802 24,196,160 14,070,822 (58.15%)
NC3 30,708,788 26,889,502 16,585,820 (61.68%)
NUV1 31,332,468 28,142,724 16,717,356 (59.40%)
NUv2 26,536,870 22,922,842 13,818,170 (60.28%)
NUV3 27,850,418 24,433,470 15,471,596 (63.32%)
oc1 23,251,792 23,148,506 9,922,281 (85.73%)
oc2 25,446,218 22,377,438 11,188,719 (88.38%)
oc3 24,372,888 21,450,798 10,725,399 (88.41%)

ouvil 28,528,184 28,431,042 12,476,593 (87.77%)

ouv2 24,468,894 22,244,372 11,122,186 (91.31%)

ouvs3 32,874,736 32,687,404 14,368,406 (87.91%)
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Una vez calculados los valores de expresidn y el conteo de reads para cada gen, se analizé el
agrupamiento y similitud de las muestras, por grupo de comparacién, con un grafico de
escalamiento multidimensional (MDS) implementado en el paquete edgeR, como se muestra en
la figura 5. Para las 3 comparaciones se observé un agrupamiento diferenciado tratamiento-
control de las muestras y en todas ellas la dimensién 1 (eje x) logré dar cuenta de al menos el

55% de la varianza de los datos.

Leading logFC dim 2 (16%)
Leading logFC dim 2 (15%)
Leading logFC dim 2 (18%)

1 0 1 2 3 -4

-2 0 0
Leading logFC d&m 1 (81%)

e . 4
Leading logFC dm 1 (64%)

Leading logFC dm 1 (70%)

Figura 5. Graficos de escalamiento multidimensional (MDS) para visualizar el agrupamiento y similitud de los datos.
Se muestran las dos primeras dimensiones (ejes x e y, respectivamente) y el porcentaje de la varianza explicado por
cada eje se muestra entre paréntesis.

Posteriormente, utilizando los criterios de seleccion mencionados previamente (ver Materiales
y Métodos), se realizd un analisis de expresion diferencial para las 3 comparaciones tratamiento-
control. Ademas, se construyeron graficos de volcan para visualizar los genes regulados positiva

y negativamente en respuesta a la exposicién a luz UVB (Figura 6).
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Figura 6. Graficos de volcan para la visualizacidén de genes diferencialmente expresados en cada condicion (pez cebra
silvestre, Nacre y Orestias ascotanensis). Cada punto (gen) es coloreado en base a si cumple o no con los criterios de
expresion diferencial definidos previamente (verde, mayor expresidn; rojo, menor expresion; negro, sin cambios
significativos en la expresion).

De esta forma, para el total de genes de pez cebra (30.895) se encontré en la linea Wt un total
de 4.583 (14,8%) genes DE, de los cuales 2.360 (7,6%) son regulados positivamente y 2.223 (7,2%)
regulados negativamente. Al relajar el criterio de seleccion (logFC > 0,5) el nimero de genes DE
aumenta a 4.865, mientras que al usar un criterio mas estricto (logFC > 2) los genes DE
disminuyen a 2.882. En el caso de la comparacidn de Nacre, se encontré un total de 3.495 (11,3%)
genes DE. De ellos, 1.316 (4,3%) son regulados positivamente y 2.079 (6,7%) regulados
negativamente. Curiosamente, al aplicar el criterio mas laxo el nimero de genes DE no varia, a
diferencia de lo observado usando como criterio logFC > 2, donde el nimero disminuye a 3.100.
Por ultimo, para los 21.024 genes que componen el genoma de Orestias, se encontrd un total de
4.540 (21,6%) genes DE, de los cuales 1.708 (8,1%) son regulados positivamente y 2.832 (13,5%)
regulados negativamente. Nuevamente, al igual que lo observado para la linea Nacre, un criterio

de seleccion mas relajado mantiene el mismo numero de genes DE, mientras que el criterio
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estricto disminuye a 3.477. Asi, las magnitudes de las respuestas transcriptdmicas soportan al

criterio escogido para realizar el andlisis de expresion diferencial.

Luego, cada subgrupo de genes DE fue ingresado a la base de datos STRING, en el programa
Cytoscape, para obtener redes de interacciones proteina-proteina (IPP) que permitan analizar de
manera global y en detalle cada una de las respuestas transcriptdmicas. Asi, en la red de IPP
construida para los genes DE regulados positivamente en la linea Wt de pez cebra se obtuvo
1.558 nodos, con 6.493 conexiones entre ellos. Ademas, la Figura 7 muestra una red conformada
por los 20 genes mas centrales de esta red global segln la conectividad entre zonas de alta
densidad en la red, destacando entre ellos la presencia de genes vinculados a la respuesta a
estrés como hsp90b1 y hsp90aal.1, ademas del gen chek2 vinculado a la respuesta celular al
dano en el DNA, el factor de crecimiento 1 tipo insulina igf1 y el gen sgk1 vinculado a la respuesta

inflamatoria.

Figura 7. Red de IPP para el ranking de los 20 genes DE mas centrales regulados positivamente en la linea Wt de pez
cebra El color rojo indica una mayor posicidn en el ranking de centralidad.

Posteriormente se obtuvo la red de IPP con los genes DE regulados negativamente, compuesta

por 1.258 nodos y 4.470 conexiones entre ellos.También se aislé la red conformada con los 20
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genes DE mas centrales (Figura 8). Aqui destacan hspa4b, que codifica una chaperona de
respuesta a estrés, los genes chekl y rad51, que forman parte de la via de reparacion del DNA

por recombinacion homologa y el gen cdk2 vinculado a la regulacién del ciclo celular.
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Figura 8. Red de IPP para el ranking de los 20 genes DE mas centrales regulados negativamente en la linea Wt de pez
cebra. El color rojo indica una mayor posicion en el ranking de centralidad.

A continuacién se construyo la red de IPP para los genes DE regulados positivamente en la linea
Nacre, compuesta por 756 nodos y 3.103 conexiones entre ellos. Dentro de los 20 genes mas
centrales para esta red (Figura 9) destacan 2 genes que codifican proteinas de respuesta a estrés:
hsp90b1l 'y hspa5, el receptor de estrogeno esrl, la interleuquina 1 beta
(ENSDARP000000002293) y el gen sgk1, vinculado a la transduccidn de sefiales y a la respuesta
inflamatoria. Es importante remarcar que los genes hsp90b1, sgk1y igf1 también aparecen como
genes centrales en la linea Wt de pez cebra, por lo que podrian formar parte de una respuesta

compartida para este modelo de laboratorio.
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Figura 9. Red de IPP para los 20 genes DE mas centrales regulados positivamente en la linea Nacre de pez cebra. El

color rojo indica una mayor posicion dentro del ranking de centralidad.

En el caso de los genes regulados negativamente para la linea Nacre, se obtuvo una red de IPP
compuesta por 1.222 nodos y 2.996 conexiones entre ellos. Ademas, como se muestra en la
Figura 10, entre los 20 genes mas centrales de esta red destacan el gen raclb, vinculado a
procesos de apoptosis, el gen gnag que codifica una proteina G y el receptor de factores de
crecimiento tipo insulina igflra. Curiosamente, no se encontraron genes comunes con la linea
Wt de pez cebra entre los genes regulados negativamente. Esto podria dar cuenta de una

diferencia entre la modulacidn de la expresion génica entre ambas lineas.
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Figura 10. Red de IPP para los 20 genes DE mas centrales regulados negativamente en la linea Nacre de pez cebra. El
color rojo indica una mayor posicion en el ranking de centralidad.

Por otra parte, para los genes DE regulados positivamente en la comparacién de Orestias se
obtuvo la respectiva red de IPP, compuesta por 2.197 nodos y 32.464 conexiones entre ellos.
Ademads, como se muestra en la Figura 11, entre los 20 genes mas centrales de la red es
importante mencionar al receptor de estrégeno esrl, a las chaperonas de respuesta a estrés
hsp90abl y hsp90aal.1 y a los genes vinculados a la regulacion del ciclo celular cdk1, cdc42,
aurkay aurkb. Es importante mencionar que el gen hsp90aal.1 también aparece destacado para
la linea Wt de pez cebra, mientras que el gen esr1 es comun con la linea Nacre. Estos resultados

resaltan a estos ultimos dos genes como posibles marcadores de respuesta a luz UVB.
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Figura 11. Red de IPP para los 20 genes DE mas centrales regulados positivamente en la comparacién de O.
ascotanensis. El color rojo indica una mayor posicion en el ranking de centralidad.

Finalmente, para los genes DE regulados negativamente en la comparacion de Orestias se obtuvo
la red de IPP correspondiente, conformada por 1.251 nodos y 8.831 conexiones entre ellos.
Ademads, como se muestra en la Figura 12, entre los 20 genes mas centrales de la red se
encuentran varias enzimas de la glicdlisis, como pgkl, mdh2, gapdh y la superdxido dismutasa 2,
sod2. Esto daria cuenta de una modulacidn en la expresidon de genes vinculados con la sintesis
de ATP como parte de un ajuste celular en respuesta a la luz UVB. Interesantemente ninguno de

estos genes tiene un ortélogo comun regulado negativamente en el pez cebra.
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Figura 12. Red de IPP para los 20 genes DE mas centrales regulados negativamente en la comparacion de O.
ascotanensis. El color rojo indica una mayor posicion en el ranking de centralidad.

Adicionalmente, a cada subgrupo de genes DE se le realizd un enriquecimiento de categorias de
Gene Ontology (GO) de proceso biolégico, para explorar las vias que estan siendo
diferencialmente expresadas por sobre el azar. En la linea Wt (Figura 13), para los genes DE
regulados positivamente se enriquecen las categorias Respuesta a estimulos abidticos
(GO:0009628), Regulacion de la calidad bioldgica (G0:0065008), Homeostasis celular
(G0O:0019725) y Desarrollo axonal (GO:0061564). Todas estas categorias también estan
enriquecidas para los genes DE seleccionados con un criterio mas laxo (logFC > 0,5), mientras
que al aplicar un criterio mas estricto (logFC > 2) sélo se mantiene la Regulacion de la calidad
bioldgica. Por otra parte, las categorias GO enriquecidas para los genes DE regulados
negativamente son Regulacién de la replicacion del DNA (GO:0006275), Procesos metabdlicos
de piRNA (G0:0034587), Regulacion negativa de la transposicion (G0:0010529), Reparacidn de
quiebres de doble hebra inducidos via quiebre en la replicacidon (GO:0000727) y Organizacién del

cromosoma (G0:0051276). Sélo la categoria Regulacion negativa de la transposicion no esta
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enriquecida al aplicar un criterio relajado de seleccién de genes DE, y por otra parte, 3 categorias
GO se mantienen enriquecidas cuando se uso un criterio estricto de seleccidn. De esta forma, los
procesos bioldgicos enriquecidos sugieren que hay percepcidon de un estimulo, pero no una
respuesta asociada a estrés. Este resultado estd en linea con lo observado in vivo para las larvas

de esta linea silvestre.
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Figura 13. Tabla de enriquecimiento para la linea Wt. A la izquierda de la categoria GO de proceso bioldgico se indica
si corresponde a genes DE regulados positivamente (verde) o negativamente (rojo). El eje x representa las veces de
enriquecimiento de la categoria respecto al total de genes reportados para cada categoria y tomando en cuenta el

universo total de genes de la especie. El tamafio del circulo indica el nimero de genes en el set de datos asociado a
esa categoria, mientras que el color del circulo sefiala el valor p asociado a cada enriquecimiento.

Al construir redes de IPP para los genes vinculados a cada categoria GO, ademads de constatar

que los genes presentan interacciones entre ellos y descartar que se trate de respuestas aisladas,
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se logré identificar a los genes centrales para cada categoria. Es asi que al analizar los genes
regulados positivamente en la linea Wt de pez cebra (Ver Anexo 1), destacan genes de
chaperonas de respuesta estrés, un gen que codifica una proteina G involucrada en la
transduccion de sefales y varias subunidades de bombas, como se resume en la Figura 14. Estos
resultados vinculan a estos procesos bioldgicos con la percepcién de un estimulo que produce

un ajuste fisiolégico, en linea con lo descrito anteriormente para la linea silvestre.

Proceso Biolégico

Regulacion de la calidad| | Respuestaa estimulos Homeostasis Celular
Bioldgica (GO:0065008) | | abidticos (GO:0009628) (GO:0019725)

2 heat shock proteins 3 heat shock proteins 7 subunidades de bombas
19 transportadores 2 factores inducibles por hipoxia 13 transportadores
7 subunidades de bombas 3 pigmentos visuales 7 receptores
15 receptores 1 proteina G 2 genes de union a calcio
1 factor de transcripcion 25 otros ; hormona
89 otros o= otros
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Figura 14. Categorias GO relevantes enriquecidas entre los genes DE regulados positivamente en la linea Wt. Para cada
categoria se muestra el nimero de genes DE vinculados a ella, un resumen sobre la funcién de esos genes DE vy el
resultado del analisis de centralidad mostrando los 5 genes mas centrales de la red de IPP construida para cada
categoria.

De igual manera, cuando se analizaron los genes DE regulados negativamente en la linea Wt de

pez cebra (Ver Anexo 1) y se buscaron los genes mas centrales para cada categoria GO (Figura
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15), se encontraron factores de transcripcion, recombinasas y genes vinculados a la mantencion
de los cromosomas. Los procesos bioldgicos enriquecidos y los genes centrales vinculados a ellos
sugieren que en la linea Wt, para dar cuenta del aumento en la expresién de los genes, como
parte del ajuste transcriptdmico se constata la disminucién en la expresidn de genes relacionados

a la mantencién de los cromosomas y la replicacidon del DNA, principalmente.

[Prﬂceso Biulégico]

L k r

Procesos metabdlicos Regulacion de |la replicacion|| Organizacion del

de piRNA (GO:0034587) | | del DNA (GO:0006275) cromosoma (G0:0051276)
4 represores de la transposicion 2 factores de transcripcion 5 mantenimiento de cromosomas
1 metiltransferasa 1 helicasa 2 recombinazas
otros 1 factor de replicacion 10 vinculados a meiosis
1 factor de union a telémeros 2 vinculades a biogénesis del
5 otros ribosoma
5 otros

Figura 15. Categorias GO relevantes enriquecidas entre los genes DE regulados negativamente en la linea Wt. Para
cada categoria se muestra el nimero de genes DE vinculados a ella, un resumen sobre la funcidn de esos genes DE y
el resultado del analisis de centralidad mostrando los 5 genes mas centrales de la red de IPP construida para cada
categoria.

Por otro lado, en el caso de la comparacién de la linea Nacre, la tabla de enriquecimientos de las

categorias GO de proceso bioldgico (Figura 16) muestra enriquecidas para los genes DE regulados
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positivamente las categorias Respuesta a estimulos (G0O:0050896), Respuesta a estrégeno
(G0O:0043627), Procesos metabdlicos de especies reactivas de oxigeno (G0:0072593) vy
Respuesta de defensa (GO:0006952). Tres de estas categorias se mantienen enriquecidas cuando
se aplicé un criterio relajado de seleccion de genes DE (logFC > 0,5), a diferencia de lo observado
con un criterio estricto (logFC > 2), donde sélo se mantiene enriquecida la categoria GO
Respuesta a estrégeno. Por otra parte, para los genes DE regulados negativamente se
enriquecieron categorias como Regulacion de la calidad bioldgica (GO:0065008), Regulacion
positiva de transduccion de sefiales (GO:0009967) y Regeneracién axonal (GO:0031103). Estas
categorias enriquecidas dan cuenta de una respuesta a un estimulo y que ha generado dafio,
posiblemente asociado a estrés oxidativo y en el caso de la Respuesta de defensa a un proceso

inflamatorio, lo que estd en linea con lo observado in vivo para las larvas de esta linea mutante.
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Figura 16. Tabla de enriquecimiento para la linea Nacre. A la izquierda de la categoria GO de proceso bioldgico se
indica si corresponde a genes DE regulados positivamente (verde) o negativamente (rojo). El eje x representa las veces
de enriquecimiento de la categoria respecto al total de genes reportados para cada categoria y tomando en cuenta el
universo total de genes de la especie. El tamafio del circulo indica el nimero de genes en el set de datos asociado a
esa categoria, mientras que el color del circulo sefiala el valor p asociado a cada enriquecimiento.

Los analisis a través de redes de IPP para los genes vinculados a cada proceso bioldgico
enriquecido en la linea Nacre (Ver Anexo 2) resaltan como genes centrales a chaperonas de
respuesta a estrés, factores de transcripcidén, genes del metabolismo REDOX y factores de
diferenciacion tanto de neutréfilos como de macroéfagos (Figura 17). Estos resultados sugieren
que el receptor de estrégenos esrl1 podria estar dando cuenta de la respuesta a luz UVB, que la
superdéxido dismutasa 3a estaria lidiando con las especies reactivas de oxigeno y que los factores

de diferenciacién de células del sistema podrian dar cuenta de un proceso inflamatorio, en
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concordancia con lo observado in vivo para el reclutamiento de neutrdfilos en esta linea

mutante.
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Figura 17. Categorias GO relevantes enriquecidas entre los genes DE regulados positivamente en la linea Nacre. Para
cada categoria se muestra el nimero de genes DE vinculados a ella, un resumen sobre la funcién de esos genes DE y
el resultado del analisis de centralidad mostrando los 5 genes mas centrales de la red de IPP construida para cada

categoria.

Al analizar los genes regulados negativamente en la linea Nacre que estan vinculados a las

categorias GO enriquecidas (Ver Anexo 2), resaltan entre los genes mas centrales varios factores
de transcripcidn y receptores de membrana (Figura 18). Los genes que componen esta respuesta
no son comunes a lo observado para la linea Wt, por lo que se sugiere que el ajuste

transcriptomico realizado en una linea que carece de melanina es distinto al observado en
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presencia de este pigmento protector, disminuyendo en este caso la expresion de genes

relacionados con la regulaciéon de la expresion génica y la transduccion de sefiales.

Proceso Bioldgico

Regulacion de la calidad || Regulacion positiva de transduccion
biolégica (GO:0065008) || de sefiales (GO:0009967)

18 receptores 7 receptores

3 factores de transcripcion 5 factores de transcripcion

2 hormonas 21 otros

1 proteina G

62 otros ‘j rort 7!'
adda smo ! '

Figura 18. Categorias GO relevantes enriquecidas entre los genes DE regulados negativamente en la linea Nacre. Para
cada categoria se muestra el nimero de genes DE vinculados a ella, un resumen sobre la funcidn de esos genes DE y
el resultado del analisis de centralidad mostrando los 5 genes mas centrales de la red de IPP construida para cada
categoria.

Finalmente, para la comparacion de Orestias, la Figura 19 muestra enriquecidas para los genes
DE regulados positivamente las categorias GO Procesos de regulacion del ciclo celular

(G0O:0010564), Ensamble de complejos proteina-DNA (GO:0065004), Reparacidn de quiebres de
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doble hebra en el DNA via recombinacion homdloga (G0:0000724), Reparacién del DNA
(G0:0006281), Ensamble de cilios (GO:0060271), Remodelacion de la cromatina (GO:0006338),
Respuesta celular a estrés (GO:0033554), Respuesta celular a estimulos por dafio en el DNA
(GO:0006974) y Division celular (G0O:0051301). Todas estas categorias también estan
enriquecidas para los genes DE seleccionados con un criterio laxo (logFC > 0,5) y sélo Regulacién
de la cromatina desaparece al aplicarse un criterio de seleccién estricto (logFC > 2). Por otra
parte, para los genes DE regulados negativamente estdn enriquecidas categorias como
Regulacion positiva del desarrollo de tejidos con musculo esquelético (GO:0048643), Regulacién
negativa de la respuesta a dafo (G0O:1903035), Regulacion negativa de la respuesta a estimulos
externos (G0:0032102), Transporte mitocondrial transmembrana (G0:1990542), Contraccion
cardiaca (G0O:0060047), Procesos glicoliticos (GO:0006096), Establecimiento de localizacién de
proteina a la mitocondria (GO:0072655) y Procesos biosintéticos de ATP (G0O:0006754). Casi
todas las categorias desaparecen tanto utilizando un criterio laxo o uno estricto de seleccién de
genes DE, lo que indicaria que la regulacion negativa de genes, a diferencia de la regulacion
positiva, no es coordinada de forma global. Ademas, estos resultados sugieren que en Orestias
existe una respuesta a un estimulo que produce dafio en DNA, estrés y la regulacién del ciclo

celular.
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Figura 19. Tabla de enriquecimiento para la comparacién de O. ascotanensis. A la izquierda de la categoria GO de
proceso bioldgico se indica si corresponde a genes DE regulados positivamente (verde) o negativamente (rojo). El eje
X representa las veces de enriquecimiento de la categoria respecto al total de genes reportados para cada categoria y
tomando en cuenta el universo total de genes de la especie. El tamafio del circulo indica el nimero de genes en el set
de datos asociado a esa categoria, mientras que el color del circulo sefiala el valor p asociado a cada enriquecimiento.

Al analizar las redes de IPP para los genes DE regulados positivamente en Orestias y que estan
vinculados a los procesos bioldgicos enriquecidos (Ver Anexo 3), destacan entre los genes mas
centrales chaperonas de respuesta a estrés, genes vinculados a la regulacién del ciclo celular y a
la reparacion del DNA, asi como también factores de transcripcidn. Estos resultados sugieren
como marcadores exclusivos de este pez al gen de la chaperona hsp90ab1, al de la caspasa 2 y al
de la recombinasa RAD51. Asi, aparte de alterarse procesos bioldgicos vinculados al dafio en el
DNAy a la respuesta a estrés a diferencia de lo observado en el pez cebra, también se constaté
un aumento en la expresidn de distintos genes, como parte de una respuesta transcriptdmica

especifica en Orestias. Esto es interesante desde el punto de vista de que es una especie que
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habita en ambientes de exposicidn alta y constante de luz UVB, por lo que junto con encontrarse
elementos en comun con las respuestas observadas en el pez cebra y que sugieren una respuesta
comun a peces, también es posible considerar a los genes exclusivamente regulados en este pez

endémico como parte de una respuesta adaptativa a este agente estresor.

[Proceso Biologico
|

§ I 3 I 3
Procesos de Ensamble de Reparacion del || Remodelacion de || Respuesta
regulacion del complejos DNA la cromatina celular a estrés
ciclo celular proteina-DNA (| (GO:0006281) || (GO:0006338) (GO:0033554)

(G0:0010564) )| (GO:0065004)
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Figura 20. Categorias GO relevantes enriquecidas entre los genes DE regulados positivamente en O. ascotanensis. Para
cada categoria se muestra el nimero de genes DE vinculados a ella, un resumen sobre la funcidn de esos genes DE y
el resultado del analisis de centralidad mostrando los 5 genes mas centrales de la red de IPP construida para cada
categoria.

Por ultimo, al analizar las redes de IPP de los genes DE regulados negativamente en Orestias y
que se vinculan a los procesos biolégicos enriquecidos (Ver Anexo 3), es importante resaltar la

ausencia de redes en dos categorias GO y la presencia de varios genes de la via de la glicdlisis y

33



el transporte mitocondrial transmembrana, principalmente mediante la disminucién en la
expresion de varias subunidades de la atpasa 5 (Figura 21). Nuevamente se observa que los genes
regulados negativamente no presentan coincidencias con lo registrado para las comparaciones
de pez cebra, destacando asi la idea de que cada ajuste transcriptémico es especifico en cada
comparacion. Ademas, en este pez endémico para dar cuenta del aumento en la expresion de
los genes mencionados anteriormente, se produce un ajuste celular vinculado a la modulacidn

de la expresidon de genes relacionados con la sintesis de ATP.

[ Proceso Biolégico]
Transporte mitocondrial\ Regulacion negativa Procesos Regulacion negativa
transmembrana de larespuestaa biosintéticos de de la respuestaa
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Figura 21. Categorias GO relevantes enriquecidas entre los genes DE regulados negativamente en O. ascotanensis.
Para cada categoria se muestra el nimero de genes DE vinculados a ella, un resumen sobre la funcion de esos genes
DE vy el resultado del andlisis de centralidad mostrando los 5 genes mds centrales de la red de IPP (cuando existen)
construida para cada categoria.

En resumen, la combinacidn de dos aproximaciones para la exploracion de las listas de genes DE
en cada linea y especie permitié identificar potenciales marcadores que podrian estar vinculados

a la respuesta a la luz UVB. Estos genes pueden estar presentes entre los 20 mas centrales de la
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red de IPP, estar vinculados a categorias GO enriquecidas y de relevancia respecto a la respuesta
a luz UVB, o en el mejor de los casos ambas. Mas interesante auln es que algunos de estos genes
sobresalen en ambas lineas de pez cebra, como es el caso de los genes hsp90b1 y sgk1, regulados
positivamente en la linea Wt y Nacre. El analisis de expresion diferencial y seleccion de
marcadores se recapitula en la Figura 22, ademas de destacar las categorias GO enriquecidas en
cada comparacion que dan luces del tipo de respuesta y el daifo generado en cada una. De esta
manera, la linea Wt regula positivamente genes de respuesta estimulos y al gen sgk1 vinculado
a la respuesta inflamatoria. Mas audn, la linea Nacre aumenta la expresidn de genes de respuesta
a estrés, genes relacionados con el metabolismo de especies reactivas de oxigeno, del gen
gadd45ba, vinculado al arresto del ciclo celular por dafio en el DNA, el gen sgk1 de la respuesta
inmune e interesantemente también los genes mst1 y mpx vinculados a las células del sistema
inmune macréfagos y neutrofilos, respectivamente. Este resultado se condice con lo observado
para la linea reportera Tg(mpo:GFP), donde se constatdé un reclutamiento diferenciado de
neutrofilos en la linea Nacre y no asi en la linea Wt (Figura 4). Por otra parte, en el caso del pez
endémico Orestias ascotanensis se observa una respuesta transcriptomica mas relacionada a
dafio en el DNA, ya que se enriquecen categorias GO vinculadas a la respuesta a estrés, a la
remodelacion de la cromatina y a la reparacién del DNA. Esto implica que ademas de regular
positivamente proteinas de respuesta a estrés, aumenta la expresién de genes implicados en
varias vias de reparacién de dafio en el DNA, como la via de reparacion por recombinacion
homadloga (HR), la via de reparacion de errores de la polimerasa (MMR) y las vias de escision de

base (NEB) y de nucledtido (NER).
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Ctrlvs UVB 2.360 genes DE 1.316 genes DE 1.708 genes DE
Remodelacion de
[ Homeostasis celular ] [Respuesta a estimulos] cromatina
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| Reparacion del DNA |

2.223 genes DE 2.079 genes DE 2.832 genes DE
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Figura 22. Resumen del andlisis de expresion diferencial para las 3 comparaciones tratamiento-control. Se muestra el
numero de genes DE por comparacion, las categorias GO enriquecidas mas destacadas y los genes seleccionados como
marcadores. Ademas, se resalta en negrita aquellos genes que son comunes a al menos dos de las tres comparaciones.

Paralelamente, se cuantificd y normalizé la expresidn de todos los transcritos en cada condicién
experimental, para ambas especies. De esta manera es posible incluir en el andlisis aquellos
genes que no tienen niveles de expresion (TPM = 0) en alguna de las condiciones experimentales.
Luego, se realizd un andlisis de agrupamiento para identificar genes con perfiles de expresién
similar, como se muestra en la Figura 23. La normalizacién de los valores de expresién muestra
que practicamente la gran mayoria de los genes presenta valores similares de expresién en las
diferentes condiciones y réplicas. En el caso de la linea Wt (Figura 23A), el clister 4 es el que
presenta los valores mds altos de expresion en todas las condiciones. Este clister se compone
Unicamente por el RNA de transferencia mitocondrial, trnS1. Ademas, el clister 1 presenta

niveles de expresion levemente superiores en la condicidn de exposicién a luz UVB y se compone
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por 6 genes mitocondriales: 4 RNAs de transferencia (trnP, trnQ, trnS2 y trnY), uno que codifica
la subunidad 16S (mt-rnr2) y la subunidad de membrana eb de la ATP sintasa 5 (atp5meb). Por
otro lado, en la linea Nacre (Figura 23B), el cluster 5, compuesto por el gen mitocondrial trnY es
el que presenta los niveles mads altos de expresidén en todas las condiciones. Asimismo, el clister
3 presenta niveles de expresién superiores en las réplicas expuestas a luz UVB. Se compone de 2
genes: la vitelogenina 1 (vtgl) y el gen si:dkey-24117.4, ortélogo al gen humano reg4
(Regenerating family member 4). Por ultimo, en el caso de Orestias (Figura 23C), el cluster 2 es
el que muestra los valores mas altos de expresion. Estd conformado por 6 genes, 3 de los cuales
corresponden a miosinas (myl6, myh4 y mylpf), |la actina alfa actal, la creatina quinasa ckmy la
troponina T tipo 3, tnnt3. Ademds, el clister 1 también agrupa 11 genes con altos valores de
expresion. Entre ellos resalta un paralogo de la creatina quinasa ckm al igual que en el cldster
anterior. También agrupa a 2 pardlogos para la miosina myh1, la ATP sintasa atp2al, 2 enzimas
de la glicdlisis (eno3 y gapdh) ademas de la aldolasa aldoa, el gen nme2 vinculado al metabolismo

de nucledtidos, la parvalbimina 9 pvalb9, la tropomiosina 1 tpm1 vy la troponina C2 tnnc2.
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Figura 23. Mapas de calor agrupados por perfiles similares de expresion en TPM para la linea Wt (A), Nacre (B) y para
el pez endémico O. ascotanensis (C).

3. Determinar las respuestas compartidas y exclusivas para ambas lineas de pez cebra.

Adicionalmente resulta interesante explorar y comparar las respuestas transcriptémicas
obtenidas en ambas lineas de pez cebra para determinar si existe una respuesta comun, asi como
también para ver el efecto que tiene en la respuesta a la luz UVB la carencia de melandforos.
Para esto, se compararon los genes DE regulados en el mismo sentido en ambas comparaciones
de pez cebray se identificaron aquellos compartidos y exclusivos en cada linea, como se observa
en la Figura 24. De esta forma, de los 30.895 genes del pez cebra se encontraron 339 (1,1%)
genes DE compartidos regulados positivamente, 2.021 (6,5%) son exclusivos en la linea Wty 977
(3,2%) solamente estan presentes en la linea Nacre (Figura 24A). Por otra parte, entre los genes
DE regulados negativamente la respuesta compartida esta compuesta por 292 (1%) genes DE,

1.931 (6,3%) son exclusivos en la linea Wt y 1.787 (5,8%) son exclusivos de Nacre (Figura 24B).
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Los bajos porcentajes de genes compartidos soportan la idea de que las respuestas

transcriptomicas se deben al efecto de la luz UVB y son especificas en cada linea del pez cebra.

wt_up

Nacre_up acre_down

Figura 24. Diagrama de Venn de los genes DE regulados positivamente (A) y negativamente (B) en la comparacion
Wt versus Nacre.

A continuacion, a cada subgrupo de la comparacién entre lineas de pez cebra se le realizé una
busqueda en la base de datos STRING para obtener las redes de IPP y encontrar los 20 genes mas
centrales en cada caso, con el objetivo de describir en mas detalle cada respuesta en particular.
Asi, para los genes DE regulados positivamente y que son exclusivos de la linea Wt, se obtuvo
una red de IPP que muestra entre sus 20 genes mas centrales (Figura 25A) a las integrinas itga5,
itga7 e itgb1b.2 ademas de los genes de actina actbl y actalb. Por otra parte, en el analisis de
centralidad de genes de la red de IPP obtenida para los genes DE exclusivos de la linea Nacre
(Figura 25C) destacan las proteinas de respuesta a estrés hsp70y hspa5, el receptor nuclear esr1,
lainterleuquina 1 beta (ENSDARP00000002293), los factores de coagulacion f2y f7iy el miembro
del complemento c8b. Finalmente, la respuesta compartida entre los genes DE regulados
positivamente (Figura 25B) muestra entre los 20 genes mas centrales de la red de IPP obtenida

a la chaperona de respuesta a estrés hsp90bl, la polimerasa polr2ea, el miembro del
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complemento c8a, el regulador transcripcional de genes vinculados al crecimiento mycb, el
factor de crecimiento tipo insulina igf1 y el inhibidor de la quinasa dependiente de ciclina cdknla.
Estos resultados dan cuenta de una respuesta compartida que posee genes centrales que
también son destacados en ambas lineas, y sugiere al gen hsp90b1 como marcador de respuesta
a UVB en pez cebra. Por otra parte, las respuestas exclusivas también permiten proponer
candidatos en la linea Nacre, como los genes esrl y illb que también surgen en las
comparaciones previas, mientras que en la linea Wt no se observan genes centrales vinculados
al dafio por luz UVB, lo que también estd en concordancia con lo observado in vivo para la larvas

de la linea silvestre.
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Figura 25. Andlisis de centralidad de genes para las redes de IPP obtenidas de los grupos de genes DE regulados
positivamente en la comparacion de las lineas Wt y Nacre de pez cebra. Se muestran los 20 genes mas centrales
exclusivos para la linea Wt (A), los 20 genes mas centrales de la respuesta compartida (B) y los 20 genes mas centrales
exclusivos de la linea Nacre (C). El color rojo indica mayor posicion en el ranking de centralidad.

De la misma manera, para los genes DE regulados negativamente y que son exclusivos de la linea

Wt (Figura 26A), se encuentran entre los 20 mas centrales 3 genes vinculados a la regulacién del
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ciclo celular (chekl, cdk2 y cdc42/2), el inhibidor de la transposicion tdrdl, la proteina de
respuesta a estrés hspa4b, la recombinasa asociada a la reparacién del DNA rad51 y los genes
involucrados en la transduccién de sefiales gnat2 y statl1b. En el caso de los genes DE exclusivos
de la linea Nacre (Figura 26C), la red de IPP muestra entre los 20 mas centrales a los genes
involucrados en la transduccidon de sefales traf6, gnaq y rorl, el factor de crecimiento de
fibroblastos fgfria, el receptor del factor de crecimiento tipo insulina igfira y el receptor
activado de proliferacién del peroxisoma pparg. Por uUltimo, en la red de IPP obtenida para los
genes DE que componen la respuesta compartida (Figura 26B), se encuentran entre los 20 genes
mas centrales a 6 vinculados al ensamble y la motilidad de cilios wdr96, ccdc39, ccdc114,
ccdc151, ccdc113, dawl y rsph9, al regulador de la meiosis hormad1 y al receptor acoplado a
proteina G vinculado al apagamiento de la foto-respuesta producto de cambios de luz grk7b.
Estos resultados sugieren genes y vias que podrian ser parte de los ajustes transcriptomicos que
se realizan para compensar el aumento en la expresidn de genes, mds que posibles efectores de

las vias de respuesta a la luz UVB.
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Figura 26. Analisis de centralidad de genes para las redes de IPP obtenidas de los grupos de genes DE regulados
negativamente en la comparacién de las lineas Wt y Nacre de pez cebra. Se muestran los 20 genes mas centrales
exclusivos para la linea Wt (A), los 20 genes mas centrales de la respuesta compartida (B) y los 20 genes mas centrales
exclusivos de la linea Nacre (C). El color rojo indica mayor posicion en el ranking de centralidad.

Simultdneamente, se exploraron las respuestas transcriptdmicas compartidas y exclusivas para
poder determinar qué categorias GO de proceso bioldgico estan enriquecidas. De esta forma,
para los genes DE regulados positivamente y que son exclusivos de la linea Wt, estan
enriquecidas las categorias GO (Figura 27) Respuesta a estimulos abidticos (G0:0009628),
Regulacion de la calidad bioldgica (GO:0065008), Homeostasis celular (GO:0019725) y Desarrollo
axonal (GO:0061564), al igual que lo observado en el analisis de expresion diferencial en la linea
Wt de pez cebra (Figura 13). Las demds categorias GO enriquecidas estdn contenidas en las

categorias GO parentales ya mencionadas.
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Figura 27. Tabla de enriquecimiento para los genes exclusivos de la linea Wt en la comparacién con los genes DE
regulados positivamente en la linea Nacre. El eje x representa las veces de enriquecimiento de la categoria respecto
al total de genes reportados para cada categoria y tomando en cuenta el universo total de genes de la especie. El
tamafio del circulo indica el nimero de genes en el set de datos asociado a esa categoria, mientras que el color del
circulo sefala el valor p asociado a cada enriquecimiento.

Por otra parte, para los genes DE regulados positivamente y que son exclusivos de la respuesta
transcriptomica de la linea Nacre, la Figura 28 muestra enriquecidas, al igual que lo observado
en el analisis de expresion diferencial para la linea Nacre (Figura 16), las categorias GO Respuesta
a estimulos (GO:0050896), Respuesta a estrogeno (GO:0043627) y Procesos metabdlicos de
especies reactivas de oxigeno (G0:0072593). Adicionalmente, se encuentran enriquecidas las

categorias GO Respuesta inmune humoral (G0O:0006959), Activacién del complemento
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(G0:0006956), Coagulacién (GO:0050817) y Regulacién de la proliferacién de células T activadas

(GO:0046006).

Nacre exclusive up—regulated genes Enrichment
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Figura 28. Tabla de enriquecimiento para los genes exclusivos de la linea Nacre de pez cebra en la comparacién con
los genes DE regulados positivamente en la linea Wt. El eje x representa las veces de enriquecimiento de la categoria
respecto al total de genes reportados para cada categoria y tomando en cuenta el universo total de genes de la
especie. El tamafio del circulo indica el nimero de genes en el set de datos asociado a esa categoria, mientras que el
color del circulo sefiala el valor p asociado a cada enriquecimiento.

Para los genes DE regulados positivamente que componen la respuesta compartida, la Figura 29
muestra que estan enriquecidas las categorias GO Respuesta a estrogeno (G0:0043627),
Respuesta a estimulos endégenos (GO:0009719) y Regulacidon de la fertilizacion (GO:0080154).
Solamente la primera categoria GO se observa también en los genes DE regulados positivamente

para la comparacion de la linea Nacre (Figura 16).
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Figura 29. Tabla de enriquecimiento para la respuesta compartida de la linea Wt de pez cebra en la comparacion con
los genes DE regulados positivamente en la linea Nacre. El eje x representa las veces de enriquecimiento de la categoria
respecto al total de genes reportados para cada categoria y tomando en cuenta el universo total de genes de la
especie. El tamafio del circulo indica el nimero de genes en el set de datos asociado a esa categoria, mientras que el
color del circulo sefiala el valor p asociado a cada enriquecimiento.

Por otra parte, para los genes DE regulados negativamente y que son exclusivos de la linea Wt
en comparacién con la linea Nacre, la Figura 30 muestra que estan enriquecidas las categorias
GO Regulacién de la replicacién del DNA (G0O:0006275), Procesos metabdlicos de piRNA
(G0:0034587), Organizacion del cromosoma (G0:0051276) y Reparacion de quiebres de doble
hebra en el DNA via quiebres inducidos por la replicacién (G0O:0000727), al igual que lo observado
para el analisis de expresion diferencial en la linea Wt (Figura 13). Ademas, estan enriquecidas

las categorias GO Reparacion del DNA (GO:0006281) y Reparacién de quiebres de doble hebra
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en el DNA via recombinacién homéloga (GO:0000724), contrariamente a lo observado para el
analisis de expresidn diferencial de la linea Nacre, donde estan enriquecidas para los genes DE

regulados positivamente (Figura 16).
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Figura 30. Tabla de enriquecimiento para la respuesta exclusiva de la linea Wt de pez cebra en la comparacién con los
genes DE regulados negativamente en la linea Nacre. El eje x representa las veces de enriquecimiento de la categoria
respecto al total de genes reportados para cada categoria y tomando en cuenta el universo total de genes de la
especie. El tamafio del circulo indica el nimero de genes en el set de datos asociado a esa categoria, mientras que el
color del circulo sefiala el valor p asociado a cada enriquecimiento.

En el caso de los genes DE regulados negativamente y que son exclusivos en la linea Nacre, la
Figura 31 muestra que al igual que para lo observado en el andlisis de expresidn diferencial de
esta linea (Figura 16), estan enriquecidas las categorias GO Regulacién de la calidad biolégica

(G0O:0065008), Regulacion positiva de la transduccidn de sefiales (GO:0009967) y Regeneracidn
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axonal (G0O:0031103). Adicionalmente se encuentran enriquecidas las categorias GO Transporte

transmembrana (GO:0055085) y Diferenciacion de células endoteliales (GO:0045446).
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Figura 31. Tabla de enriquecimiento para la respuesta exclusiva de la linea Nacre de pez cebra en la comparacion con
los genes DE regulados negativamente en la linea Wt. El eje x representa las veces de enriquecimiento de la categoria
respecto al total de genes reportados para cada categoria y tomando en cuenta el universo total de genes de la
especie. El tamafio del circulo indica el nUmero de genes en el set de datos asociado a esa categoria, mientras que el
color del circulo sefiala el valor p asociado a cada enriquecimiento.

Por ultimo, para los genes DE regulados negativamente que componen la respuesta compartida
en la comparacidn de las lineas Wt y Nacre, la Figura 32 muestra que estdn enriquecidas las
categorias GO Cohesidn de cromatidas hermanas meidticas (GO:0051177), Ensamble del brazo
externo de dineina (GO:0036158) y Movimiento ciliar (G0O:0003341). Interesantemente, ninguna
de las categorias GO enriquecidas en la respuesta compartida coinciden con lo observado en los

anadlisis de expresion diferencial de cada linea de pez cebra (Figura 13 y Figura 16,
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respectivamente). Estos resultados soportan el hecho de que las respuestas exclusivas son las

gue definen la especificidad de cada linea, siendo diferentes en contenido.
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Figura 32. Tabla de enriquecimiento para la respuesta compartida de la linea Wt de pez cebra en la comparacidn con
los genes DE regulados negativamente en la linea Nacre. El eje x representa las veces de enriquecimiento de la
categoria respecto al total de genes reportados para cada categoria y tomando en cuenta el universo total de genes
de la especie. El tamafio del circulo indica el nimero de genes en el set de datos asociado a esa categoria, mientras
que el color del circulo sefiala el valor p asociado a cada enriquecimiento.

En un siguiente paso, y con el objetivo de evaluar un posible efecto de la mutacién Nacre en las
respuestas transcriptomicas, se realizd un andlisis de expresidn diferencial entre las condiciones
control de ambas lineas de pez cebra. El grafico MDS muestra un agrupamiento diferenciado
entre los individuos Wt (TC1, TC2 y TC3) y los individuos Nacre (NC1, NC3, NC3), principalmente

en la primera dimensién, que explica un 68% de la varianza de los datos (Figura 33A). Esto da

48



cuenta de diferencias basales existentes entre ambas lineas de pez cebra. Mas aun, el andlisis de
expresion diferencial mostré que de los 30.895 genes de pez cebra, hay 890 (2,9%) genes DE, de
los cuales 607 (2%) son regulados positivamente y 283 (0,9%) son regulados negativamente
(Figura 33B). Asi, las magnitudes de estas respuestas son menores que las observadas en el

analisis de expresién diferencial tratamiento-control.
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Figura 33. Comparacién de individuos control. (A) Grafico de escalamiento multidimensional (MDS) para las réplicas
de los individuos control de ambas lineas de pez cebra. (B) Grafico de volcdn que indica los genes DE regulados
positivamente (Verde) y negativamente (Rojo) para el andlisis de expresion diferencial realizado entre las condiciones
control de ambas lineas de pez cebra.

A continuacion, cada lista de genes DE fue ingresada en la base de datos STRING para obtener
redes de IPP y poder detectar los 20 genes mas centrales en cada caso. Entre los genes DE que
se expresan mas en la linea Wt (Figura 34A) se encuentran 2 relacionados con los peroxisomas
(acox1, pparaa), 3 vinculados al metabolismo de los acidos grasos (fabpla, fabp2, apoala)y los
genes stat3, cdknlba y hsf5 relacionados con la transduccion de sefiales. Por otra parte, entre

los 20 genes mas centrales de la red de IPP obtenida para los genes DE que muestran mayores
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niveles de expresion en la linea Nacre (Figura 34B) se encuentran las proteinas de respuesta a
estrés hsp90b1 y hspa5, asi como también los genes vinculados al ciclo celular (ccnbl, ccnb2 y
ccnh). Estos resultados dan cuenta de que un posible marcador de respuesta a luz UVB como el
gen hsp90b1, ademds de ser expresados diferencialmente en ambas lineas, posee niveles basales

de expresidon mayores en la linea Nacre, carente de melanina.

P~

RSN

Figura 34. Ranking de los 20 genes mas centrales en las redes de IPP construidas en la comparacion de individuos
control de ambas lineas de pez cebra con los genes mayormente expresados en la linea Wt (A) y en la linea Nacre (B).
El color rojo indica mayor posicidn en el ranking de centralidad.

Por ultimo, a cada subgrupo de genes DE de la comparacion entre individuos control de ambas
lineas de pez cebra se le hizo un andlisis de enriquecimiento de categorias GO. Asi, para los genes
DE que se expresan mas en la linea Wt (Figura 35A), estan enriquecidas las categorias GO
Procesos metabdlicos de lipidos (GO:0006629), Cascada JAK-STAT (G0:0007259), Diferenciacién
de hepatocitos (GO:0070365) y Respuesta celular a estimulos de monosacaridos (GO:0071326).
Ninguna de estas categorias aparece enriquecida en los genes DE regulados positivamente para
las lineas Wt (Figura 13) y Nacre (Figura 16). Por otra parte, para los genes DE expresados

mayormente en la linea Nacre, la Figura 35B muestra enriquecidas las categorias GO Procesos
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metabdlicos de RNA (GO:0016070), Procesos reproductivos (G0O:0022414) y Procesos del ciclo
celular (G0O:0022402). Ninguna de estas categorias esta enriquecida entre los genes DE regulados
negativamente en la linea Wt (Figura 13) y Nacre (Figura 16). Estos resultados sugieren que las
respuestas observadas para los genes regulados negativamente en las comparaciones
tratamiento-control se relacionan con los ajustes transcriptémicos realizados especificamente

en cada linea.
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Figura 35. Tablas de enriquecimiento de categorias GO para los genes DE expresados mayormente en la linea Wt (A)
y Nacre (B) en el analisis de expresion diferencial entre los individuos control de ambas lineas de pez cebra. Asociado
a cada término GO se muestra en el eje x las veces de enriquecimiento. El tamafio del circulo esta asociado al nimero
de genes DE vinculados a ese término GO y el color del circulo indica el valor p calculado.

En conjunto, estos resultados dan cuenta de la diferencia en los niveles basales de expresion en
genes que han sido descritos en la seccién anterior como actores relevantes en la respuesta a la
luz UVB para cada linea, como es el caso de stat3, cdknlbay hsf5 relacionados a la transduccién
de sefiales en la linea Wt y hsp90b1, hspa5 (respuesta a estrés), ccnbl, ccnb2 y ccnh (regulaciéon

del ciclo celular) en la linea Nacre. Ante la ausencia de tratamientos entre estos individuos, se
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podria sugerir que con este analisis es posible dar cuenta de los ajustes en la expresion génica
generados por la mutacién del gen mitflay por consiguiente, la ausencia de melanina en la linea

Nacre.

4. Explorar los diferentes patrones de expresion génica en respuesta al dafio por luz UVB entre

pez cebra y O. ascotanensis.

Para realizar una comparacion de las respuestas transcriptémicas entre las especies de peces
utilizadas en este trabajo, se realizé un andlisis de ortdlogos utilizando las secuencias codificantes
(CDS) de ambas especies como entradas para el programa Orthofinder2, que asigna CDS a
ortogrupos en base a resultados de BLAST, obteniendo los resultados que se observan en la Tabla
2. En cuanto al numero de CDS, Danio rerio posee 57.188 mientras que Orestias ascotanensis
tiene 33.485. De ellos, un 86% y un 73,1% fueron asignados a ortogrupos, respectivamente.
Respecto a los ortogrupos, son 19.953 en total. De ellos, 3.265 son compartidos por ambas
especies y mas aun, 1.080 son ortogrupos compuestos por un ortélogo de cada especie (1:1). Se
decidid escoger los genes de estos ortogrupos con el objetivo de seleccionar genes para
comparar sus perfiles de expresion en las condiciones tratamiento y control y asi, evitar posibles

complicaciones debidas a la existencia de genes pardlogos.
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Tabla 2. Métricas y estadisticas de gendmica comparativa.

D. rerio O. ascotanensis
Numero de CDS 57.188 33.485
CDS en ortogrupos (%) 49.178 (86,0) 24.479 (73,1)
CDS no asigandos (%) 8.010 (14,0) 9.006 (26,9)
Numero de ortogrupos 19.953
Numerp de ortogrupos compartidos 3.265
Numero de ortogrupos 1:1 1.080

Desde el punto de vista de los CDS ortdlogos, la Tabla 3 muestra los diferentes tipos de ortélogos
en base al nimero de CDS presentes en cada especie. Asi, para realizar la comparacién entre

ambos peces, se utilizardn los 1.080 CDS que poseen una copia en cada especie.

Tabla 3. Tipos de grupos de CDS ortdlogos encontrados en la comparacion entre especies.

D. rerio O. Ascotanensis
Ortdlogos varios:varios 1.572 1.174
Ortélogos 1:varios 1.310 472
Ortdélogos varios:1 6.067 1.359
Ortdlogos 1:1 1.080 1.080
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Con este grupo de CDS se hizo una busqueda en la base de datos de STRING para generar una
red de IPP con el objetivo de obtener clisteres de genes que puedan ser utilizados para comparar
los perfiles de expresion de las condiciones experimentales de ambas especies. Para esto, como
primera aproximacién se utilizé un cldster con los 20 genes mas centrales de la red de IPP de
ortologos 1:1 (Figura 36A) y con ellos se construyd el mapa de calor con los perfiles de expresion
en todas las condiciones (Figura 36B). Interesantemente, este cluster de los 20 genes mas
centrales estd compuesto por 3 proteinas de respuesta a estrés (hsp90abl, hsp90aal.2 y
hsp90b1), 3 proteinas G (gnb2l/1, gnail y gng3), una subunidad de la polimerasa Il (polr2a), el
complejo F1 de la ATP sintasa mitocondrial atp5by el gen dido1, vinculado a la via de sefializacion
apoptética. En general, para estos genes se observa una mayor expresion en Orestias que en el
pez cebra (Figura 36B). También es posible observar que los mas altos niveles de expresion se

dan en algunas de las condiciones de exposicién a luz UVB en el pez endémico.
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Figura 36. Comparacién de la expresion de los 20 ortdlogos mas centrales. (A) Genes mas centrales de la red de IPP
para los genes ortdlogos 1:1 entre D. rerio y O. ascotanensis. El color rojo indica mayor posicién en el ranking de
centralidad. (B) Mapa de calor con los valores de expresidn (TPM) de cada condicion experimental, para los 20 genes
mas centrales de la red de IPP de los ortélogos 1:1.
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La segunda aproximacidn consistié en realizar un andlisis de agrupamiento en la red de IPP
obtenidas de los ortélogos 1:1 para definir grupos de genes con los cuales realizar una
comparaciéon de sus perfiles de expresién. A los 9 clusteres obtenidos se les realizd un
enriquecimiento de categorias GO y un mapa para visualizar los perfiles de expresién de sus
genes. En el caso del cluster 1 (Figura 37A), se encuentra enriquecido en la categoria GO
Traduccion (GO:0006412) y se compone principalmente por genes ribosomales. Los 5 genes mas
centrales de este cluster son rpl18a, rpl23, rpl26, rpl27 y la proteina G gnb2L1, también presente
entre los 20 mas centrales de la red de IPP de ortdlogos 1:1 (Figura 37A). En los perfiles de
expresion para este cluster de genes (Figura 37B) se observa en general una disminucién en la
expresion para las condiciones de exposicién a la luz UVB en el caso de las lineas de pez cebra, a
excepcion del gen xbp1 que aumenta su expresion producto de la exposicion a luz UVB en la linea
Nacre. Por otra parte, para el caso de Orestias, se ve un notorio aumento en la expresién del gen
kcng4 en las réplicas expuestas a UVB. Ademds, contrariamente a lo reportado para pez cebra,
gran parte de los genes ribosomales presentan menores niveles de expresion (rpl26, rpl27, rpip1,

rpl23, rpl38 y rps4x).
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Figura 37. Cluster 1 de ortélogos. (A)Red de IPP para los ortélogos del cluster 1. (B) Mapa de calor con los perfiles de
expresion (TPM) de los genes que componen el cluster 1.

Luego, para el cluster 2 (Figura 38A) esta enriquecida la categoria GO de componente celular
Citoesqueleto (GO:0005856) y los 5 genes mas centrales de este cluster son 3 actinas (actclb,
actn3by actb2)y 2 polimerasas (polr2a y polr3a). Los niveles de expresion de este cluster (Figura
38B) son en general mayores en Orestias, con excepcion de los genes actclb, atp5aly ezra. Los
genes actclb, atp5al y tIn2a aumentan su expresion en las réplicas expuestas a luz UVB en la

linea Wt, mientras que los genes tin1, rac3a, atp5al y polr2a aumentan en Orestias.
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Figura 38. Cluster 2 de ortélogos. (A) Red de los genes obtenidos de la red de IPP para los ortélogos 1:1. (B) Mapa de
calor con los perfiles de expresion (TPM) de los genes que componen el clister 2.

Para el caso del cluster 3 (Figura 39A), se encuentra enriquecida la categoria GO Splicing del RNA
(G0O:0008380) y entre los 5 genes mas centrales estdn las proteinas de respuesta a estrés
hsp90ab1y hsp90aal.2, |a ciclofilina A (ppiab), el gen vinculado a la division celular cdc5/y el gen
parte del complejo del spliceosoma snw1. Respecto a los perfiles de expresion para este cluster
(Figura 39B), se observan mayores valores de expresion para Orestias. En la linea Nacre el gen
hspa8 muestra un aumento en la expresidn para las réplicas expuestas a luz UVB, mientras que
en la linea Wt el gen hsp90ab1 disminuye su expresion. En Orestias, los genes cdc5/ y hsp70

aumentan su expresion, mientras que el gen sif2 muestra una leve tendencia a la baja.
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Cluster 3 expression profiles
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Figura 39. Cluster 3 de ortdlogos. (A) Red de los genes obtenidos de la red de IPP para los ortélogos 1:1. (B) Mapa de
calor con los perfiles de expresion (TPM) de los genes que componen el clister 3.

Respecto al cluster 4 (Figura 40A), se encuentra enriquecida la categoria GO Respuesta a

estimulos (GO:0050896) y los 5 genes mas centrales son la exportina 1 (xpol), el gen mcm?2

relacionado con la mantencion de cromosomas, el factor de transcripcion e2f1, la arrestina arrb1

y el gen fzd1 vinculado a la via de sefializacién Wnt. Los perfiles de expresidn de los genes que

forman este cluster (Figura 40B) muestran niveles de expresion similares en los 3 peces

estudiados, sin embargo los valores mas altos se registran en Orestias. Los genes wnt11ry fzd1

aumentan su expresién producto de la exposicién a la luz UVB en el pez endémico. Asimismo, los

genes wntl1r, xpola, top2ay suptl6h disminuyen su expresion en la linea Nacre.
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Figura 40. Cluster 4 de ortdlogos. (A) Red de los genes obtenidos de la red de IPP para los ortdlogos 1:1. (B) Mapa de
calor con los perfiles de expresion (TPM) de los genes que componen el clister 4.

En el caso del cluster 5 (Figura 41A), se encuentra enriquecida la categoria GO Organizacion de
la cromatina (GO:0006325), mientras que de los 5 genes mas centrales 2 estan vinculados al
desarrollo (eed y hoxc9a), 1 es una fosfodiesterasa (pdellal) y 2 son modificadores de histonas
(rnf2 y wdr5). Respecto a los perfiles de expresion de los genes de este cluster (Figura 41B), se
observan valores mayores en Orestias para casi todos los genes, excepto para rnf2.Los genes
cul4db, dpysl5ay cdc34b aumentan su expresion en Orestias, mientras que los genes cul4a, cul4b,

hoxc9a y ppp2r2d disminuyen sus valores en la linea Nacre de pez cebra.
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Figura 41. Cluster 5 de ortdlogos. (A) Red de los genes obtenidos de la red de IPP para los ortélogos 1:1. (B) Mapa de
calor con los perfiles de expresién (TPM) de los genes que componen el cluster 5.

Respecto al cluster 6 (Figura 42A), se compone de 8 genes y esta enriquecido en la categoria GO
Transduccién de sefiales de proteina Rab (G0O:0032482). Efectivamente, 7 de ellos corresponden
a miembros de la familia de oncogenes RAS (rabla, rab5aa, rab8a, rabl5, rab25a, rab43 y
zgc:165464[rab39ba]). El gen restante es el inhibidor de la disociacion RAB-GDP gdil. En cuanto
a los niveles de expresidon de los miembros de este cluster (Figura 42B), todos muestran mayores
niveles en Orestias, excepto el oncogen rab15, que ademas aumenta su expresidn en las réplicas
de la linea Wt expuestas a luz UVB. Asimismo, el gen rab39ba muestra niveles mayores en las

réplicas de Orestias que fueron expuestas a luz UVB.
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Figura 42. Cluster 6 de ortdlogos. (A) Red de los genes obtenidos de la red de IPP para los ortélogos 1:1. (B) Mapa de
calor con los perfiles de expresion (TPM) de los genes que componen el clister 6.

El cluster 7 (Figura 43A) se compone de 4 genes y esta enriquecido en la categoria GO
Deubiquitinacion de proteinas (G0:0016579). De ellos, los genes usp4 y usp22 corresponden a
proteasas especificas de ubiquitina, el gen otub1b tiene dominio de unidn a ubiquitina y el gen
tnfaip3 es un factor de necrosis tumoral. La expresion de los genes de este cluster (Figura 43B)
es mayor en Orestias para los genes otubl1b, usp4 y tnfaip3, pero no asi para el gen usp22. No se
observan patrones evidentes en los niveles de expresidon de estos genes para las comparaciones

tratamiento-control.
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Figura 43. Cluster 7 de ortdlogos. (A) Red de los genes obtenidos de la red de IPP para los ortélogos 1:1. (B) Mapa de
calor con los perfiles de expresion (TPM) de los genes que componen el clister 7.
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En el caso del cluster 8 (Figura 44A) se encuentra enriquecida la categoria GO Transduccién de
sefiales por fosforilacién de proteinas (GO:0023014). De los 5 genes que coforman este cluster 3
corresponden a quinasas (map2k2a, map3k2 y pak4), 1 es un activador de actividad
monoxigenasa (ywhaqga) y foxo3a, que codifica a un habilitador de la unidn de factores de
transcripcidon al DNA. Respecto a los niveles de expresidon para los genes de este cluster (Figura
44B), estos son mayores en Orestias a excepcion del gen pak4. Ademas, el gen foxo3a aumenta
su expresion en las réplicas expuestas a UVB en la linea Wt, pero disminuye su expresion
producto de la luz UVB en la linea Nacre. Asimismo, también disminuyen su expresion en la linea
Nacre los genes map2k2a y pak4, mientras que el gen ywhaga muestra niveles disminuidos en

las réplicas expuestas a luz UVB en la linea Wht.
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Figura 44. Cluster 8 de ortdlogos. (A) Red de los genes obtenidos de la red de IPP para los ortdlogos 1:1. (B) Mapa de
calor con los perfiles de expresion (TPM) de los genes que componen el clister 8.

Finalmente, para el clister 9 (Figura 45A) estd enriquecida la categoria GO Modulacion de la
transmisién de la sinapsis quimica (GO:0050804) y se compone por 5 receptores de glutamato
(grinia, grin2aa, gria2b, gria3b y gria4b). Respecto a los perfiles de expresidn para este cluster

(Figura 45B), el gen grinla aumenta su expresion producto de la exposicion a luz UVB en Orestias
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y en la linea Wt. Ademas, el gen grin2aa disminuye su expresion en las réplicas expuestas a luz

UVB de la linea Wt.
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Figura 45. Cluster 9 de ortdlogos. (A) Red de los genes obtenidos de la red de IPP para los ortélogos 1:1. (B) Mapa de
calor con los perfiles de expresion (TPM) de los genes que componen el clister 9.

En resumen, estos resultados sugieren que los niveles de expresidon reportados en Orestias
tienden a ser mayores que en ambas lineas de pez cebra para la gran mayoria de los genes
cotejados, salvo contadas excepciones. Ademds, ambas aproximaciones de agrupamiento de
genes ortdlogos 1:1 fueron capaces de generar clusteres de genes con alguna relacién funcional
evidenciada por los enriquecimientos de categorias GO, lo que permitié comparar los niveles de

expresion entre ambas especies evitando asi problemas con los genes paralogos.
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DISCUSION

Los resultados de este trabajo lograron dar cuenta de los objetivos propuestos para poner a
prueba la hipdtesis planteada. A grandes rasgos, se encontraron diferencias producto de la
exposicién a la luz UVB en los peces utilizados, lo que permitidé proponer marcadores de
respuesta a luz UVB. Ademas, se logré identificar una respuesta transcriptdmica adaptativa en el
pez endémico O. ascotanensis y validd el uso de esta especie como modelo para el estudio de

los efectos de la luz UVB.

1. Evidencia in vivo del dafio por luz UVB: La ausencia de melanina produce inflamacion

En primer lugar, el experimento de reclutamiento diferencial de neutréfilos producto de la
exposicién de larvas de lineas mutantes de cromatdforos a la luz UVB logré evidenciar in vivo la
presencia de dafio tisular solo en aquellas lineas mutantes que carecen de melanéforos, es decir,
Nacre y Casper (Figura 4). El mayor reclutamiento dorsal de las células del sistema inmune en la
condicidn expuesta a luz UVB da cuenta de dafio en estas larvas, reflejado en un probable
proceso inflamatorio, lo que difiere claramente de lo observado en las lineas Wt y Roy, que
poseen melanéforos. Este resultado estd en linea con la funcién protectora descrita en los
melandforos frente al dafio por luz UVB, debido a la capacidad de la melanina para absorber la
luz UVB y de remover radicales libres (Mueller y Neuhauss, 2014; Parichy y Spiewak, 2014;

Patterson y cols, 2014; Kelley y cols, 2016; Cordero y Casadevall, 2017). De esta manera, alin en
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estadios larvales tempranos (48hpf a 5dpf), los primeros melanéforos que se establecen en la

region dorsal de la larva ya le confieren proteccion al dafio por luz UVB.

2. Comparacion de las respuestas transcriptomicas: Magnitudes, perfiles de expresion y genes

ortélogos

Las respuestas transcriptomicas obtenidas para las tres comparaciones control-tratamiento
realizadas en este trabajo son similares en cuanto a su magnitud, siendo la respuesta de la linea
Nacre la menor con aproximadamente 1.000 genes DE menos. Al normalizar la cantidad de genes
DE por el nimero total de genes de cada especie, la diferencia entre Wt y Nacre disminuye,
mientras que en Orestias el porcentaje practicamente duplica lo reportado en el pez cebra, con
un 21,6% de su genoma regulado a nivel transcripcional luego de este estimulo. Es decir, el pez
endémico modula la expresién de una mayor proporcién de su genoma en respuesta a luz UVB.
Ademads, al realizar la comparacién entre individuos control de las lineas, las magnitudes
observadas son menores, lo que apoya el hecho de que la gran mayoria de los genes expresados
diferencialmente en las comparaciones control-tratamiento lo sean producto de la exposicidn a
la luz UVB. Por otra parte, si bien las respuestas transcriptdmicas son similares en magnitud para
las tres comparaciones, los resultados muestran que las diferencias estan en la composicion de

genes de estas.

Por otro lado, al examinar los valores de expresién absoluta para cada gen en cada réplica
bioldgica, fue posible identificar, pese a la alta variabilidad existente, grupos de genes que
presentan perfiles de expresion similares (Figura 24). Curiosamente, gran parte de los genes que

tienen los valores de expresién mas altos en ambas lineas de pez cebra corresponden a RNAs de
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transferencia (tRNA). Se sabe que estos son transcritos por la RNA polimerasa lll y regulados por
la RNA polimerasa Il (Gerber y cols, 2020). En el caso de la linea Wt (Figura 24A), ademas de
existir en un cluster con los mayores valores, un grupo de tRNAs también muestran mayor
expresidn en las condiciones expuestas a luz UVB. Esto se condice con el aumento en la expresion
de las subunidades de la RNA polimerasa Ill polr3a y polr3g bajo esta condiciéon. Ademads, en la
linea Nacre, también estdn reguladas positivamente las subunidades polr3g y polr3k del mismo
complejo enzimatico. En Orestias, al contrario, no se encuentra ninguna de estas subunidades
entre los genes DE regulados positivamente, lo que se corresponde con la ausencia de tRNAs
entre los altos valores de expresion. En el caso de este pez endémico, entre los mayores valores
de expresidn aparecen algunas miosinas. Si bien, se ha descrito que los eucariontes pueden tener
hasta 35 subfamilias diferentes de miosinas (Odronitz y Kollmar, 2007), también se ha reportado
que en tejidos de peces adultos éstas muestran patrones de expresion divergentes (Jin y cols,
2021). Pese a que las miosinas con altos valores de expresion (myl6, myh4, mylpfy 2 paralogos
de myhl) no se encuentran regulados positivamente, podrian igualmente ser potenciales
clientes de la chaperona hsp90aal.1, vinculada al plegamiento de miosinas (Etard y cols, 2015;

Armant y cols, 2016) y cuya expresion aumenta producto de la exposicion a la luz UVB.

Ademas, se buscd lograr un mayor nivel de analisis de la expresion absoluta de genes al
incorporar la comparacion de perfiles de expresion entre especies. Para esto fue necesario
comparar los genomas de O. ascotanensis y D. rerio para identificar genes ortélogos que

permitieran establecer puntos comunes para poder indagar en sus perfiles de expresion.
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De esta manera, es importante mencionar que la comparacion gendmica a nivel de secuencias
codificantes (CDS) entre ambas especies de peces se realizé a partir de un nimero desequilibrado
de CDS por especie, ya que el pez cebra posee anotados aproximadamente el doble de CDS que
Orestias (Tabla 2). Esto se explica por un ensamble y anotacién muy incipiente aldn para el pez
endémico en comparacién con el pez modelo. Asi, el 17% de los CDS de pez cebra muestran
ortologia con el 12% de los CDS de Orestias (Tabla 3). A nivel de ortdlogos 1:1 el porcentaje
disminuye a 1,88% y 3,23%, respectivamente. Esta proporcidon de genes ortélogos es baja en
comparacién con lo reportado para humano versus ratén, donde los porcentajes respecto del
total de CDS es de 80% y 72% respectivamente (Breschi y cols, 2017). En ese trabajo, los autores
hacen mencidn a que el nivel de la anotacidn hace la diferencia al momento de realizar analisis
de ortologia, lo que tiene relacidn con lo observado en este estudio. Ademas, en otro estudio se
realizd una comparacién para buscar genes ortdlogos en cuatro especies de salmdnidos,
realizando una secuenciacién transcriptémica de gran profundidad. Asi, se encontré que el 40%
de los CDS eran compartidos por las cuatro especies, mientras que un 84% eran compartidos por
al menos dos (Carruthers y cols, 2018). De esta manera, mejorando la profundidad de
secuenciacién y por consiguiente, el nivel de la anotacion de O. ascotanensis, se esperaria que

los porcentajes de genes ortdlogos se incrementen.

3. Categorias GO enriquecidas y redes de IPPs por categoria

Al momento de evaluar las funciones bioldgicas asociadas a las listas de genes DE, los analisis de
enriquecimiento en categorias GO de las comparaciones control-tratamiento han demostrado

ser una herramienta util para explorar el contenido de las respuestas transcriptémicas, ya que
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permiten agrupar genes DE segln los procesos biolégicos en los que participan. De esta forma,
y como se resume en la Figura 23, distintas categorias GO se ven enriquecidas en las 3
comparaciones realizadas. Respecto a los genes DE regulados positivamente, se observa una
cierta gradualidad al comparar las 3 respuestas. En el pez cebra la linea Nacre muestra
enriquecidas categorias GO vinculadas a la respuesta a estrés y al daio por especies reactivas de
oxigeno (ROS), mientras que en la linea Wt se enriquecen procesos de homeostasis celular y
respuesta a estimulos abidticos. La gradualidad de la respuesta entre ambas lineas se
corresponde con lo observado mediante el reclutamiento diferencial de neutrofilos (Figura 4) y
se explicaria por la ausencia de melanina en la linea Nacre. El aumento en la expresion de los
genes vinculados a la categoria GO Procesos metabdlicos de ROS (Figura 17), especificamente
del gen de la superdxido dismutasa 3, sod3a, daria cuenta de que se esta supliendo la funcién
originalmente desempefiada por la melanina para remover los radicales libres (Cordero y
Casadevall, 2017). Mas aun, si exploramos los genes DE vinculados a la categoria GO Respuesta
a estimulos (Figura 17), encontramos a los genes mpx y mst1, vinculados a la diferenciacion de
neutréfilos y macréfagos, respectivamente, y ambos formando parte de una red de IPP, lo que
indica que se trata de una respuesta coordinada. Este hallazgo también esta en linea con el
proceso inflamatorio observado in vivo mediante lineas transgénicas reporteras. De igual
manera, al explorar la categoria GO Respuesta a estimulos abidticos (Figura 14), regulada
positivamente en la linea Wt, encontramos dentro de la red de IPPs a tres pigmentos visuales
(rodopsina, rho; opsina 1 de mediana longitud de onda, opnImw1 y opsina 1 de corta longitud
de onda, opnlsw1) en asociacidn con la proteina G gnat1, en linea con lo descrito previamente
para el funcionamiento de estos pigmentos (Bellingham y cols, 2002). Esto daria cuenta de un

proceso de foto-recepcion en la piel, pero en ausencia del dafio observado en la linea Nacre,
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debido probablemente a la presencia de melandforos capaces de sintetizar melanina.
Anteriormente ya se describid en anfibios que los melanéforos poseen propiedades foto-
receptoras (Rollag, 1996), lo que apoya lo encontrado para el tejido dorsal en la linea Wt. Por
otra parte, en el caso de Orestias, se observé una respuesta transcriptdmica muy estructurada,
destacando procesos como la respuesta a estrés, la remodelacién de cromatina, la regulacion del
ciclo celulary la reparacién del DNA. Mas aun, al explorar la categoria GO enriquecida Respuesta
celular a estrés (Figura 20) fue posible ver que aumentd la expresidn de la caspasa 2 (casp2),
vinculada al proceso de apoptosis por dafio en el DNA. Ademas, en la categoria GO Reparacion
del DNA (Figura 20) fue posible ver regulados positivamente varios genes vinculados a las
distintas vias de reparacién de dafio en el DNA descritas en peces (Pei y Strauss, 2013), como los
genes rpa2, rad51, rad54b, swi5, zswim7, brca2, parp2, rad51apl, rpaly rpa3 asociados a la via
de reparaciéon por recombinacién homdéloga, los genes fenl, pcna, xrcc5, apex2 y aptx que
pertenecen a la via de reparacion por escision de base, los genes pcna, ercc3, rad23b, xpa, rpal,
rpa2 y rpa3 pertenecientes a la via de reparacion por escision de nucleétido, asi como también
los genes pcna, exol, msh2, msh4, msh6, pms2, rpal, rpa2 y rpa3 relacionados con la via de
reparacion de errores de la DNA polimerasa. De esta manera, el contenido de la respuesta
transcriptdmica de Orestias entrega luces acerca de una activacidon masiva de vias de reparacion
del DNA producto de la exposicién a la luz UVB, pese a la presencia de melanéforos. Esto podria
deberse a i) una foto-recepcién altamente sensible, posiblemente a través de la piel, ii) a una
eficiente transduccidén de sefiales producto del estimulo luminico que permite generar esta
respuestay iii) a una respuesta de un organismo probablemente adaptado a una alta y constante

radiaciéon de luz UVB.
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De igual manera, en las tres comparaciones se observan diferentes categorias GO enriquecidas
para los genes regulados negativamente. Esto apoya la idea de que los costos (disminucién de la
expresion) asociados al aumento en la expresion de genes son especificos en cada comparacion.
A pesar de no observarse una gradualidad aparente como en el caso de los genes regulados
positivamente, la disminucion en la expresién de genes puede también dar cuenta de la
reduccion en la sensibilidad celular frente a una molécula determinada. Asi, por ejemplo para la
categoria GO Regulacidn de la calidad bioldgica (Figura 18), regulada negativamente en la linea
Nacre, se observa la disminucién en la expresion de 18 receptores (fgfrla, hrh3, ccr6b, pthlira,
agtrla, ptgerlb, ptgerla, adrb2a, chrnb2b, gabrbl, drd2a, pparg, igflra, insrb, gprcéa, scara5,
chrnb3a y htrlaa) asi como también de 3 factores de transcripcion (pitx2, rfx3 y klf2a), lo que
también afectaria la expresién de los genes que son regulados por ellos. En la misma linea Nacre
también disminuye la expresién de los factores de crecimiento gdf10b, btc, gdf2, fgf8a y tgfa asi
como también de los receptores igfira, rorl, fgfria, insrb, gpr3711a, p2ry10y gpr37b vinculados
a la categoria GO Regulacién positiva de transduccién de sefales (Figura 18), mientras que en la
linea Wt se encuentran regulados negativamente los factores de transcripcion e2f7 y e2f8 en la
categoria GO Regulacién de la replicacién del DNA (Figura 15), vinculados a la regulacién positiva
de la transcripcion por la RNA polimerasa Il. Interesantemente en la linea Wt no se observan
receptores entre los genes regulados negativamente en las categorias GO enriquecidas, asi como
tampoco para Orestias, lo que sugiere que la ausencia de melanéforos podria implicar una

reduccion en la sensibilidad celular producto de la exposicion a la luz UVB.

4. Respuestas compartidas en pez cebra versus exclusividad de lineas

70



Por otra parte, pese a que la ausencia de melandforos ha demostrado ser relevante para las
respuestas transcriptdémicas evocadas producto de la luz UVB, resulté importante indagar qué
genes DE son comunes en ambas lineas de pez cebra. Esto dio cuenta de una respuesta basal que
es independiente del efecto producido por la ausencia de melanéforos. En esta linea, los genes
DE comunes y exclusivos para ambas lineas de pez cebra (Figura 25) mostraron en primer lugar
una notoria diferencia en cuanto a su magnitud. La exploracién de cada grupo mediante las redes
de IPP y la identificacion de los genes mas centrales de cada red no revelaron ningun gen DE
relevante para la respuesta a UVB en la linea Wt. Para la linea Nacre se observé dentro de los
genes centrales para la respuesta exclusiva de esta comparacion a las chaperonas de respuesta
a estrés hsp70 y hspa5 y mas interesante aun es que para la respuesta compartida destacaron
los genes hsp90b1 y la subunidad Ea, de las RNA polimerasas |, Il y lll, polr2ea. Esto, ademas de

volver a destacar la presencia del gen sgkl1 como parte de la respuesta compartida.

Estos resultados concuerdan con la idea de la gradualidad en la respuesta propuesta
anteriormente, ya que se logrd identificar una respuesta a la luz UVB comun en pez cebra,
caracterizada por los genes hsp90b1, fos y sgk1. También esta idea es apoyada por el hecho de
no existir genes relevantes en la linea Wt, mientras que en la respuesta exclusiva de la linea
Nacre, destacaron proteinas de respuesta a estrés, evidenciando cierta diferencia entre ambas
comparaciones. Por otra parte, desde la exploracién funcional de cada grupo de genes DE, se
pudo ver que en las respuestas exclusivas fue posible detectar las mismas categorias GO
enriquecidas que en las comparaciones originales, mientras que no se detectaron las mismas
categorias GO enriquecidas para los genes que componen la respuesta comun. De esta manera,

las respuestas exclusivas de cada linea dan cuenta de su diferencia y de la especificidad de la
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respuesta en cada caso. Ademas otorgd mayor evidencia para la seleccion de genes claves tanto

en las respuestas especificas de cada linea como aquellos comunes a la especie.

5. Surgimiento genes de interés de respuesta a luz UVB: convergencia entre categorias GO

enriquecidas y centralidad en la redes de IPPs

Si bien la exploracion de las respuestas transcriptomicas mediante el enriquecimiento de
categorias GO permitid clasificar y otorgarle sentido bioldgico a las largas listas de genes DE
obtenidos, aun asi sigue siendo dificil encontrar patrones o vinculos funcionales entre ellos. Esto
se suma al hecho de que en mas de un caso un gen DE puede estar vinculado a mas de una
categoria GO. Es por esto, que la reconstruccion de redes de interaccion proteina-proteina (IPP)
ha surgido en el Ultimo tiempo como una herramienta Util para explorar asociaciones entre
genes, ya que también permite identificar genes centrales dentro de una red (Hao y cols, 2016).
En esta linea, se aplicéd esta metodologia para analizar tanto las respuestas globales de genes DE
como para indagar mas especificamente en los genes DE vinculados a las categorias GO
enriquecidas. Asi, la combinacion de ambas aproximaciones facilitd la deteccidn de genes
centrales o cruciales dentro de una respuesta transcriptomica amplia. Por otra parte, se ha
reportado que las chaperonas de respuesta a estrés son inducidas producto de lesiones en el

DNA (Fornace y cols, 1988), por lo que fueron consideradas relevantes en este analisis.

En este sentido, como primera estrategia se identificaron los 20 genes DE mas centrales, es decir
aquellos que presentan el mayor puntaje de centralidad conectando zonas de alta densidad de
genes DE en la comparacion de la linea Wt de pez cebra (Figura 7 y Figura 8), de la linea Nacre

(Figura 9y Figura 10) y en el pez endémico O. ascotanensis (Figura 11 y Figura 12). Para los genes
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DE regulados positivamente es interesante destacar a los genes hsp90b1, fosy sgk1, ambos entre
los mas centrales de las lineas Wt y Nacre. Mas interesante aun es el gen hsp90aal.1, destacado
en la linea Wt y en Orestias. Contrariamente, no se encontraron coincidencias entre los genes
DE regulados negativamente. Ademas, entre los genes vinculados a las categorias GO
enriquecidas se destacd a sod3ay aillb, diferencialmente expresados exclusivamente en la linea
Nacre. Por ultimo, entre los genes DE exclusivos de Orestias se destacd a hsp90ab1i, casp2 y
rad51. A continuacion, se explorard en mas detalle la significancia biolégica de los genes DE

destacados.

El gen de la chaperona de respuesta a estrés 90, beta, miembro 1 (hsp90b1) es una chaperona
localizada en el reticulo endoplasmatico, que ha sido vinculada con la respuesta inmune, y entre
sus multiples clientes se encuentran varios receptores tipo Toll (Liu y cols, 2010; Wu y cols, 2012;
Liu y cols, 2013; Graustein y cols, 2018). Ademas, en aves se sugiere que regula la sefializacién
del fotoperiodo en respuesta a la hormona tiroidea (Graham y cols, 2009). Por otra parte,
recientemente se ha descrito que el uso de redes de IPP es una herramienta util para identificar
posibles clientes de las chaperonas de respuesta a estrés (Haase y Fitze, 2017), por lo que se
aplicé esta metodologia para examinar los genes con los que interactta hsp90b1 en las lineas de
pez cebra. Es asi que al indagar en las interacciones que presenta este gen en la red de IPPs de
la linea Wt y Nacre fue posible detectar 33 y 19 potenciales clientes, respectivamente. Mds aun,
al comparar estos grupos de genes sélo se encontraron 4 comunes (agtx, ppplcaa, mcfd2 y
pdia4), lo que da cuenta que las respuestas y funciones de esta chaperona molecular son
diferentes y especificas en ambas lineas. Esto apoya la idea de que la ausencia de melanéforos

en la linea Nacre evoca una respuesta transcriptémica distinta a la observada en la linea Wt.

73



Ademas, estos resultados sugieren que en pez cebra, el gen hsp90b1 actuaria en respuesta a la

luz UVB.

El gen fos es un factor de transcripciéon que ha sido vinculado con la respuesta a varias sefales
extracelulares que regulan procesos como la proliferacién celular, la diferenciacién y la apoptosis
(Kubra y cols, 2022). Los resultados muestran un aumento en la expresion de este factor de
transcripcién en ambas lineas de pez cebra. Dado que este gen esta asociado a la categoria GO
Respuesta a estimulos, se sugiere que actuaria regulando la expresion génica en respuesta a luz

UVB.

Curiosamente, el gen de la quinasa 1 regulada por suero/glucocorticoides (sgk1) se encuentra
regulado positivamente en las 3 comparaciones. Debido a su alta homologia con segundos
mensajeros (Bruhn y cols, 2010) ha sido destacado como un gen central en multiples vias de
transduccion de sefales como las vinculadas a la proliferacidon celular, a la regulacién de canales
idnicos y a la inflamacidn (Lu y cols, 2022). Respecto a este Ultimo proceso, se ha reportado que
estimula la expresidon de citoquinas pro-inflamatorias en los macréfagos (Xi y cols, 2019).
Ademas, pese a tener bajos niveles basales de expresion, es sensible a estimulos externos (Lang
y Stournaras, 2013) y su expresidon aumenta en diversas condiciones de estrés como desecacion,
incremento en la concentracién de sal extracelular, concentracidn excesiva de glucosa y dieta
hipersalina (Tang y cols, 2011; Yang y cols, 2020; Noor y cols, 2021). La exploracion de la red de
IPPs del gen skgl en la comparacién de las lineas Wt y Nacre, ademas de en Orestias, revela la
interaccion con 34, 16 y 44 genes DE, respectivamente. De ellos, ninguno es compartido por
todas las comparaciones, 4 son comunes a la linea Wt y Nacre (slc25a25, igf1, foxa y mycb), 5

son compartidos por la linea Wt y Orestias (slc25a33, ppp2r5a, hsp90aal.1y trrap) y solamente
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el gen pdcd4b es comun entre la linea Nacre y Orestias. De esta manera, pese a que la gran
mayoria de las IPPs para este gen son exclusivas de cada comparacién, la existencia de
interacciones con genes DE compartidos da cuenta de posibles regulaciones comunes que surgen
producto de la exposicion a la luz UVB. Ademas, los genes con los que presenta IPPs pueden dar
luces de los procesos en los que estaria participando en cada comparacidon. Dado que sgk1 esta
vinculado a la transduccién de senales, los resultados sugieren que en peces, la respuesta a la luz

UVB estaria siendo percibida a través de esta ruta.

El gen de la proteina de respuesta a estrés 90 alfa, clase A, miembro 1, duplicada en tandem 1
(hsp90aal.1) es una chaperona citoplasmatica que en el pez cebra ha sido vinculada al
plegamiento de componentes del citoesqueleto como actinas y miosinas, mediante estudios de
pérdida de funcién (Etard y cols, 2015) y de andlisis transcriptédmicos de mutantes (Armant y
cols, 2016). Interesantemente, la exploracién de las interacciones que presenta este gen en las
redes de IPPs para la linea Wt y para Orestias mostraron como potenciales clientes de esta
chaperona a 65y 114 genes DE, respectivamente. Esto da cuenta de aproximadamente el doble
de potenciales clientes en el pez endémico. De ellos, solamente 3 son comunes en ambas
comparaciones (ppplcaa, sgkl y adrbk2), lo que también sugiere una respuesta con distinta
especificidad en ambas especies. Es importante también destacar que el elemento comun de las
dos comparaciones de este trabajo es la presencia de melanéforos. Asi, estos resultados postulan
al gen hsp90aal.1 como una potencial chaperona que actla en respuesta a la luz UVB en

animales pigmentados.

Por otra parte, el gen de la interleuquina 1 beta (il1b) ha sido previamente vinculado en pez cebra

con la quimiotaxis de leucocitos (Chen y cols, 2022) y el proceso inflamatorio (Sullivan y cols,
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2021). Los resultados in vivo en larvas transgénicas y transcriptémicos en adultos sugieren que
en ausencia de melandforos la luz UVB produce inflamacién y en ese sentido, el gen il1b puede

ser un marcador de dafio.

El gen de la proteina de respuesta a estrés 90 alfa, clase B, miembro 1 (hsp90abl) es una
chaperona citoplasmatica, que cuando se ubica extracelularmente puede inducir respuesta
inflamatoria (Cha y cols, 2010; Qin y cols, 2011). Ademds de poseer multiples clientes, ha sido
vinculada al transporte de moléculas entre el nucleo y el citoplasma (Haase y Fitze, 2017) y a la
degradaciéon de proteinas lipidicas como APOB (Gusarova y cols, 2001). La exploracién de las
redes de IPP para este gen revelaron 106 potenciales clientes en Orestias, entre los cuales
destacan los genes sgk1 y hsp90aal.1. Estos resultados sugieren que en este pez endémico para
la respuesta a la luz UVB se suma la accién de la chaperona hsp90ab1, lo que podria dar cuenta

de las categorias GO enriquecidas que estan vinculadas a dafio en el DNA y respuesta a estrés.

La caspasa 2 es una peptidasa de cisteinas relacionada con la apoptosis. Es citoplasmatica y esta
involucrada en la via de sefializacién apoptoética en respuesta a dafio en el DNA, actuando como
iniciadora. En pez cebra es ampliamente expresada desde estadios larvales tempranos (Spead y
cols, 2018). Un aumento en la expresién de este gen podria convertirlo en un buen marcador de

respuesta a luz UVB, dado que estaria dando cuenta de dafio en el DNA.

Por ultimo, se seleccioné como marcador de respuesta a UVB en Orestias al gen de la
recombinasa RAD51, ya que participa en la via de reparacion de quiebres de doble hebra en el
DNA via recombinacion homdloga (Perkhofer y cols, 2021). Al igual que en el caso anterior, estos
resultados permitieron proponer a marcadores que estan relacionados con el dafio en el DNA, y

en el caso del gen rad51, este ademas posee actividad de unidn a este biopolimero.
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Finalmente, con la intencion de obtener una vista mas global sobre las respuestas
transcriptomicas de cada comparacion y para entender el posible rol de los genes de interés
mencionados, los andlisis de expresion diferencial y de las redes de IPPs se consolidaron para la
linea Wt de pez cebra en la Figura 46, para la linea Nacre de pez cebra, carente de melanéforos,
en la Figura 47, y para el pez endémico O. ascotanensis en la Figura 48. Tomando en cuenta toda
esta evidencia es posible decir que las respuestas transcriptémicas son especificas para cada una

de las comparaciones.

6. Comparacion con otros estudios de exposicion a luz UV

En general, los resultados de este trabajo concuerdan con observaciones previas realizadas en
diversos organismos utilizando diferentes fracciones de la luz UV y ademas han permitido
seleccionar potenciales genes que son claves para la respuesta a UVB en cada comparacion. Sin
embargo, es interesante comparar lo encontrado en este trabajo con lo registrado en la literatura
para otros experimentos de exposicidn a luz UV. Mas aln, nuestros resultados permiten también

comparar lo observado en peces con otros organismos que estdn adaptados a la luz UV.

Ese es el caso de la bacteria Deinococcus radiodurans, ampliamente conocida por su resistencia
alaluz UV. Se sabe que esta propiedad radica principalmente en la funcidon desempefiada por el
gen soxR, como sensor de especies reactivas de oxigeno (Lim y cols, 2019). Existe un ortélogo de
este gen en salmdénidos, mds no en pez cebra ni en O. ascotanensis. En los peces estudiados ac3,
el papel de remocién de los radicales libres lo cumple la melanina, como se ha descrito

previamente (Mueller y Neuhauss, 2014). Es ahi donde surge el aporte interesante de este
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estudio, proponiendo a la superdxido dismutasa 3a como la encargada de realizar esta funcién

en ausencia de la melanina.

Por otra parte, en plantas se ha descrito que el gen uvr8 es un foto-receptor especifico para la
luz UVB (Tilbrook y cols, 2013), sin embargo éste carece de ortélogos en peces. También en
plantas, un estudio de la respuesta transcriptémica en soya expuesta a la luz UVB reveld que se
enriquecieron categorias GO relacionadas con procesos biosintéticos de acidos grasos, procesos
metabdlicos de especies reactivas de oxigeno, morfogénesis celular, respuesta inmune,
sefializacion y apoptosis, entre otras (Yoon y cols, 2016). Coincidentemente, varias de estas
categorias también aparecen enriquecidas en la linea Nacre y algunos genes DE regulados

positivamente en Orestias también concuerdan con estos procesos biolégicos.

Finalmente, el estudio transcriptémico realizado en larvas de pez cebra expuestas a luz UVC es
el que muestra mayor coincidencia con lo evidenciado en este trabajo. Alli, se constato el cambio
en la expresion de genes vinculados al arresto del ciclo celular, la reparacién del DNA y la
apoptosis, todos vinculados al aumento en la expresion de p53 (Zang y cols, 2022). Tomando en
cuenta ese trabajo como referencia, en la linea Nacre concuerda el aumento en la expresién de
gadd45ba y en Orestias el gen gadd45a, ambos vinculados al arresto del ciclo celular. Ademas,
en Orestias también aumenta la expresion de xrcc5, pcna y xpa, relacionados a la reparacion del
DNA. Por ultimo, en el caso del proceso de apoptosis, en Orestias aumenta la expresidn del gen
casp2. Estas coincidencias dan cuenta de que en la linea Nacre existe concordancia con lo
reportado, no observandose semejanzas para el caso de la linea Wt. Mas importante aun, el
mayor numero de coincidencias se observd en Orestias, resaltando la posibilidad de que posea

una respuesta adaptativa dado el ambiente en el que vive. Ademas de la contundente respuesta
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transcriptdomica reportada, el grado del ensamble y de la anotacion de su genoma lo convierten

en un buen modelo para estudiar la exposicién a luz UVB en peces.

7. Respuesta adaptativa en Orestias: Flexibilidad fenotipica y plasticidad transcriptémica

En linea con lo anterior, otro aspecto trascendental para este trabajo fue investigar la
modulacién transcriptémica del pez O. ascotanensis en respuesta a la exposicién a la luz UVB, la
cual interesantemente resultd ser la mas candnica respecto al dafio por luz UVB. Esto, ya que por
una parte mostrd categorias enriquecidas relacionadas con procesos biolégicos previamente
vinculados al dafio por luz UV (Godar y Lucas, 1995; de Laat y cols, 1996; de Laat y cols, 1997;
Gatz y Wiesmiiller, 2006; Yoshida y Miki, 2010; Zang y cols, 2022), ademas de aumentar la
expresion de genes relacionados a cuatro de las vias de reparacion del DNA reportadas en peces
(Peiy Strauss, 2013). Mas aun, aparte de poseer genes DE centrales compartidos principalmente
con la linea Wt, posee genes DE centrales exclusivos que especifican alin mds su respuesta. Es el
caso de los genes relacionados a la regulacién del ciclo celular (cdk1, cdc42, aurka y aurkb), los
genes vinculados a procesos mitocondriales, entre ellos la glicdlisis (pgkl, mdh2, gapdh y sod2)

y mas importante aln, las chaperonas de respuesta a estrés hsp90ab1 y hspa4b.

Esta especificidad y directa relacién con la respuesta a estrés observada en Orestias, permite
sugerir que es capaz de responder de manera mas eficiente frente al dafio generado por la luz
UVB. Es asi que resulta plausible inferir que i) este pez endémico esta mejor preparado para
responder que el pez cebra y/o ii) que la constante exposicion a la luz UVB por varias
generaciones ha logrado generar una adaptacion a este agente estresor. Los resultados

mostraron ademas que, frente al estimulo, Orestias modula una mayor proporcidn de su genoma

79



respecto a Danio rerio, lo que podria representar un ejemplo de flexibilidad fenotipica. Seria
correcto usar este concepto dado que se trata de un cambio fenotipico reversible, que esta
variabilidad en la expresién ocurre entre individuos y que no estd asociada a un fenémeno ciclico
relacionado con la estacionalidad anual (Montgomerie y cols, 2001; Piersma y Drent, 2003). Mas
interesante aln es que esta respuesta podria considerarse adaptativa si es que hay evidencia de
gue ha sido moldeada de manera especifica durante la historia evolutiva de Orestias para hacerla
mas efectiva (West-Eberhart, 1992). En esta linea, la filogenia actualizada del orden
Ciprinodontiformes (Morales y cols, en preparacién) destaca a la familia Orestiidae como los
Unicos peces que habitan ambientes de altitud en Sudamérica, lo que sugiere que el
confinamiento a este tipo de ambientes durante su historia evolutiva podria haber moldeado la
respuesta a la luz UVB para hacerla mas eficiente que lo observado en un pez de laboratorio.
Para esto, resultaria interesante comparar lo encontrado en Orestias con especies cercanas, del

género Fluviphylax, que no habitan en altura.

Posterior a estos trabajos donde se discutié sobre la flexibilidad fenotipica, con el avance de las
tecnologias de secuenciacidon masiva se introdujo otro concepto que se relaciona con la variacion
en la expresion génica y las especificidades de estas respuestas: la plasticidad transcriptomica.
Es el caso del artréopodo Tribolium castaneum, que fue sometido a estrés por calor, estrés por
desecacion y ambos tipos de estrés combinados. Los investigadores observaron que cada
respuesta transcriptémica fue distinta, por lo que existia una plasticidad en la expresién
diferencial de genes especifica para cada tratamiento (Koch y Guillaume, 2020). Resulta
interesante relacionar este trabajo con lo observado en Orestias, ya que en este caso se encontré
una respuesta con genes DE diferentes a los encontrados en el pez cebra. Para determinar si

realmente existe esta plasticidad transcriptémica asociada a la luz UVB seria interesante
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complementar estos datos utilizando otros tipos de estrés como por ejemplo hipoxia o salinidad,
gue también se relacionan con el ambiente en el que habita este pez endémico. Otro aspecto
importante seria determinar si este fendmeno es exclusivo de Orestias ascotanensis o si también
ocurre en otras especies de la familia Orestiidae. Para esto seria Util comparar la exposicion a la
luz UVB con una especie que habita en un ambiente cercano como O. gloriae o con especies que
habitan en aguas menos salinas y en ambientes de menor exposiciéon a luz UVB como O.
laucaensis o O. chungarensis, aprovechando que todos estos genomas también estdn
secuenciados y anotados (Morales y cols, en preparacidn). Esto, dado que se ha reportado que
dos especies de ostras del género Crassostrea que habitan ambientes con distinta salinidad,
experimentan plasticidad transcriptomica y responden de manera especifica a un gradiente
salino. Ademas se constatd que existe adaptacion a la condicién vinculada al ambiente en el que

habita cada una de esas especies (Zhang y cols, 2023).

En conclusidn, lo observado en Orestias daria cuenta de una flexibilidad fenotipica que implicaria
una respuesta adaptativa a la exposicién a la luz UVB. La especificidad de esta respuesta en
comparacién con lo observado en pez cebra sugiere que ocurre plasticidad transcriptémica, sin
embargo mas experimentos y comparaciones son necesarios para aportar evidencia a esta
teoria. Aun asi, los resultados obtenidos apoyan la idea de que este pez endémico esta adaptado

para responder a este agente estresor.
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Respuesta transcriptomica a la luz UVB en el pez cebra silvestre
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Figura 46. Reconstruccion de la respuesta transcriptomica global para la comparacién Wt de pez cebra. La informacion

se consolidd en base a los genes DE y las redes de IPP obtenidas para cada caso. En linea punteada se muestra
interacciones descritas por literatura, pero que no han sido comprobadas con la evidencia experimental recabada en
este trabajo. Para cada proteina de respuesta a estrés muestra encerrado en un circulo el nimero de potenciales
clientes inferidos a partir de la base de datos STRING y analizados mediante la exploraciéon de las redes de IPP.
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Respuesta transcriptémica a la luz UVB en el pez cebra Nacre
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Figura 47. Reconstruccion de la respuesta transcriptomica global para la comparacion Nacre de pez cebra. La
informacién se consolid6 en base a los genes DE y las redes de IPP obtenidas para cada caso. En linea punteada se
muestra interacciones descritas por literatura, pero que no han sido comprobadas con la evidencia experimental
recabada en este trabajo. Para cada proteina de respuesta a estrés muestra encerrado en un circulo el nimero de

potenciales clientes inferidos a partir de la base de datos STRING y analizados mediante la exploracién de las redes de
IPP.
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Respuesta transcriptomica a la luz UVB en peces
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Figura 48. Reconstruccién de la respuesta transcriptomica global para la comparacion del pez endémico O.
ascotanensis. La informacidn se consolidd en base a los genes DE y las redes de IPP obtenidas para cada caso, utilizando
la anotacidn de pez cebra como referencia. En linea punteada se muestra interacciones descritas por literatura, pero
que no han sido comprobadas con la evidencia experimental recabada en este trabajo. Para cada proteina de
respuesta a estrés muestra encerrado en un circulo el nimero de potenciales clientes inferidos a partir de la base de
datos STRING y analizados mediante la exploracién de las redes de IPP.
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Anexo 1. Analisis de los genes DE vinculados a categorias GO enriquecidas en la comparacién

W1t de pez cebra.

Cada lista de genes vinculados a una categoria GO particular fue utilizada para obtener una red
de IPP que permita establecer conexiones entre los genes que forman parte de la respuesta
transcriptomica y también descartar que se trate de genes que cambien su expresién
aisladamente. Asi, como se resume en la Figura 14 para los genes regulados positivamente, de
los 133 genes vinculados a la categoria GO Regulaciéon de la calidad bioldgica, 33 no presentan
IPP, 6 presentan IPP en parejas, 17 conforman redes de IPP pequefas y 75 genes forman parte
de una misma gran red. De estos Ultimos, 2 son proteinas de respuesta a estrés (hsp90aal.l,
hspb1), 19 son transportadores (slc6a4a, slc8alb, slc12a3, slc27ala, slc24a5, slc12a7b, slc9aba,
slc26a6l, slc34ala, slcl2al, slc9a3.1, slcd4a2a, slcd4ala, slc30a2, slc25a37, slc24a3, slcdall,
slcl6al, trpv6), 7 son subunidades de bombas (atp2b2, atplbl, atplal.2, atplalb, atplb2b,
atp2al, atp7a), 15 son receptores (insrb, vdr, nr4a2b, trla, htr2cl2, chrm2a, chrnbl, agtrlb, oxtr,
ptgerda, glrba, gabrrl, grinlb, notch3, trpv6) y 1 es un factor de transcripcién (hnflba). Ademas,
el gen hsp90aal.l es el Unico en esta categoria GO que también estd presente entre los genes
mas centrales de este subgrupo de genes DE (Figura 7). El analisis de centralidad de esta red de
IPP muestra entre los 5 genes mas centrales de esta categoria GO dos grupos: uno conformado

por los genes atp2al, atp2b2, vdr y otro por los transportadores slc9a3.1y slc17a8.

Otra categoria relevante enriquecida entre los genes regulados positivamente es Respuestas a
estimulos abidticos, compuesta por 34 genes DE. Aqui se observa que 18 genes conforman parte

de una red de IPP, mientras que 14 no. Entre los genes que poseen evidencia de interacciones, 3
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son de respuesta a estrés (hsp90aal.1, hsp90b1l, hspbl), 2 son factores inducibles por hipoxia
(hiflaa, hiflal2), 3 son pigmentos visuales (rho, opnlmw1, opnlswil) y 1 codifica para una
proteina G vinculada a la transduccion de sefiales (gnatl). Interesantemente, 2 de las proteinas
de respuesta a estrés pertenecientes a esta categoria son parte de los genes mas centrales de Ia
red de IPP de los genes DE regulados positivamente (Figura 7). El andlisis de centralidad para los
genes vinculados a esta categoria GO muestra que los 5 genes mas centrales son hsp90aal.1,

ush2a, rho, exorh y gnatl.

La ultima categoria GO relevante entre las enriquecidas es Homeostasis celular, que como se
resume en la Figura 14 estd enriquecida debido a la presencia de 36 genes DE. De estos, 7 son
subunidades de bombas (atp2b2, atplala.2, atplblb, atplb2b, atplalb, atp2al, atp7a), 13 son
transportadores (slc4ala, slc24a3, slc9a3.1, slc34ala, trpv6, slcl2al, slcd4a2a, slcl12a3, slc8alb,
slc9aba, slc26a6l, slc12a7b, slc24a5, slc4a2b), 7 son receptores (htr2cl2, ptgerda, agtrlb, tfrla,
trpv6, ryria, ryr2b), 2 son genes de unién a calcio (calbl, calb2a) y 1 es la hormona paratiroidea
la (pthla). En esta categoria ninguno de sus genes esta dentro de los mas centrales de la red
global de IPP. Sin embargo, el andlisis de centralidad para esta categoria GO muestra que entre
los 5 genes mas centrales de la red se encuentran los transportadores slc9a6a y slc12al, las

subunidades de bombas atp2aly atp2b2, ademads del receptor trpvé.

Por otra parte, para las tres categorias GO que se encuentran enriquecidas entre los genes DE
regulados negativamente para la linea Wt y que se resumen en la Figura 15, se observa que
presentan redes de IPP conformadas por un menor nimero de genes en relacion a lo visto para
los genes DE regulados positivamente. Entre ellas, la categoria Procesos metabdlicos de piRNA

presenta una red pequefia de 7 genes DE, pero con altos niveles de IPP. Estd conformada por 4
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represores de la transposiciéon (piwill, piwil2, tdrd1, tdrd9) y 1 metiltransferasa (henmt1). De
estos 5 genes, tdrd1 estd presente entre los mds centrales de la red global de IPP (Figura 8). El
analisis de centralidad para los genes DE esta categoria GO destaca entre los 5 mas centrales a

piwill, piwil2, tdrd9, pld6 y henmt1.

Como se resume también en la Figura 15 para los 10 genes DE vinculados a la categoria GO
Regulacion de la replicacidn del DNA, se ve que esta conformada por 2 factores de transcripcion
(e2f7, e2f8), 1 helicasa (dna2), 1 factor de replicacion (cdt1) y 1 factor de unién a telémeros
(terf1). Ninguno de estos genes se encuentra entre los mas centrales de la red de IPP global
(Figura 8). El analisis de centralidad para la red de IPP de los genes DE que integran esta categoria

destaca entre los 5 mas centrales a dna2, tipin, dbf4, esco2 y e2f8.

Por ultimo, de los 24 genes que componen la red de IPP para la categoria Organizacion del
cromosoma, 5 estan vinculados a la mantencion de los cromosomas (mcm6, mecmé6l, mcm7, chtf8,
smclb), 2 son recombinasas (rec8b, rad51), 10 estan vinculados a la meiosis (ccdc79, sycpl,
hormad1, syce2, meid, spoll, esco2, dsccl, nuf2, nsl1) y 2 estan vinculados a la biogénesis del
ribosoma (nop10, nhp2). Ninguno de estos genes forma parte de los mas centrales de la red
global (Figura 8). El analisis de centralidad para los genes de esta red de IPP destaca entre los 5

mas centrales a spo11, terfl, rad51, esco2 y nuf2.
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Anexo 2. Analisis de los genes DE vinculados a categorias GO enriquecidas en la comparacién

de la linea Nacre de pez cebra.

De los 103 genes DE que estan vinculados a la categoria Respuesta a estimulos y que se resumen
en la Figura 17, 23 no presentan IPP y los 80 restantes conforman una gran red. Entre ellos 2 son
proteinas de respuesta a estrés (hsp90b1, hspa5), 2 son receptores nucleares (nr4al, esrl), 4 son
factores de transcripcidn (atf3, cebpb, elf3, irf7), 1 es el gen gadd45ba vinculado a arresto en el
ciclo celular por dafio en el DNA y 4 son genes vinculados al sistema inmune (il13, mpx, mst1,
crp2, aire, irg1l). Adicionalmente, 3 de estos genes (hsp90b1, hspa5 y esr1) estan presentes entre
los 20 mas centrales de la red global (Figura 9). El analisis de centralidad para los genes DE de

esta red de IPP destaca entre los 5 mads centrales a hspa5, f2, esr1, cdknlay mecm10.

En la Figura 17 también se resume lo observado para la categoria GO Procesos metabdlicos de
especies reactivas de oxigeno, la cual posee 7 genes que conforman dos pequenfias redes de IPP.
De estos, 4 estan vinculados al metabolismo REDOX (sod3a, gpx1b, prdx1, duox)y 2 se vinculan
a la hemoglobina (hbbe2, hbae3). Ninguno de los genes de esta categoria se encuentra entre los
20 mas centrales de la red global (Figura 9). Ademas, el andlisis de centralidad para los genes DE
gue componen esta categoria muestra que entre los 5 mds centrales se encuentran
representantes de los dos grupos observados, uno compuesto por los genes hbbe2 y hbae3 y

otro con los genes duox, pdrx1 vy sod3a.

De igual manera, para los 21 genes DE que conforman la red de IPP obtenida para la categoria

GO Respuesta de defensa y que esta resumida en la Figura 17, 9 genes no presentan IPP. Sin
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embargo, 2 de ellos son hsp90b1 y sgkl, que se encuentran entre los 20 mas centrales de la red
global. Ademds, también se encuentra el gen mpx, vinculado a los neutrdfilos. Por otra parte, de
los 9 genes que muestran IPP en esta categoria, 1 corresponde a un factor estimulante de
macroéfagos (mst1), el cual posee evidencia de IPP con 4 genes del complemento (c8a, c8b, c9y
cfb). Asimismo, el factor de coagulacidn f2 es parte de los 20 genes mas centrales de la red global.
Como es de esperar, el analisis de centralidad para esta red sélo considera a los genes que

presentan IPP y destaca como los 5 mas centrales a cfb, masp2, c8a, c9y f2.

Por otra parte, las categorias GO relevantes enriquecidas entre los genes DE regulados
negativamente se resumen la Figura 18. Asi, en el caso de la categoria GO Regulacién de la calidad
bioldgica, 41 de los 84 genes vinculados a esta categoria no presentan IPP. Entre los demas, 6
conforman dos triadas, 4 estdn en parejas y los 33 restantes forman parte de una red compleja
de IPP. De estos ultimos, 18 son receptores (fgfrla, hrh3, ccréb, pthlra, agtrla, ptgerlb, ptgerla,
adrb2a, chrnb2b, gabrbl, drd2a, pparg, igflra, insrb, gprcéa, scaras, chrnb3a, htrlaa), 3 son
factores de transcripcion (pitx2, rfx3, klf2a), 2 son hormonas (prl, pthla) y 1 es una proteina G
(gnaq). Ademas, 3 de ellos son parte de los 20 genes mas centrales de la red global que se
muestra en la Figura 10 (igflra, pparg y gnaq). El andlisis de centralidad para los genes que
presentan IPP en esta categoria destaca entre los 5 mas centrales a gnagq, ren, agtrla, pparg y
drd2a. Interesantemente, esta categoria GO se encuentra regulada negativamente en la linea
Nacre, a diferencia de lo observado para la linea Wt, donde se encuentra regulada positivamente.
Mas aln, 13 genes de esta categoria GO mostraron comportamiento antagénico, ya que son
regulados positivamente en la linea Wt y regulados negativamente en la linea Nacre (bves,

casqla, chrnbl, fastk, gnaq, insrb, kenhla, pthla, puml, sic12al, slc24a5, slc26a6l, sic4all).
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De los 33 genes DE vinculados a la categoria GO Regulacion positiva de transduccién de senales
y que esta resumida en la figura 18, 19 no presentan IPP, 2 conforman parejas y 11 componen
una red de IPP. De estos genes DE, 7 son receptores (igfira, rorl, fgfria, insrb, gpr37I1a, p2ry10,
gpr37b)y 5 son factores de transcripcion (gdf10b, btc, gdf2, fgf8a, tgfa). Ademas, 4 genes DE son
parte de los 20 mas centrales de la red global mostrada en la Figura 10 (igflra, traf6, rorl, fgf8a).

El andlisis de centralidad de esta red de IPP muestra entre los 5 genes mas centrales a igfria,

faf8a, fafira, rorly smo.
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Anexo 3. Analisis de los genes DE vinculados a categorias GO enriquecidas en la comparacién

del pez Orestias ascotanensis.

Las categorias GO relevantes enriquecidas entre los genes DE regulados positivamente se
resumen en la Figura 20. Asi, para los 54 genes DE vinculados a la categoria GO Regulacion de
procesos del ciclo celular, 5 genes DE no presentan IPP, 2 forman pareja y 45 conforman una
compleja red de IPP. De estos, 8 genes DE estan vinculados al control del ciclo celular (cdk1,
mad1l/1, mad2l1, fbxo5, ttk, bubl, cdcl4aa, foxm1), 1 es una proteina de respuesta a estrés
(hsp90ab1) y 1 es un factor de transcripcion (e2f8). Asimismo, 6 genes DE vinculados a esta
categoria GO forman parte de los 20 genes mas centrales de la red global mostrada en la Figura
11 (hsp90ab1, aurka, aurkb, cdkl, plk1y birc6). Ademas, el andlisis de centralidad para los genes
DE de esta categoria GO muestra que entre los 5 mas centrales se encuentran hsp90ab1, plk1,

cdkl, aurkby cdk2.

Los 18 genes DE vinculados a la categoria GO Ensamble de complejos proteina-DNA, resumidos
en la Figura 20, se encuentran conformando una red de IPP. De ellos, 4 se asocian a la
remodelacion de la cromatina (chafla, chaflb, napll1, asfibb), 2 son factores de transcripcién
(dr1, gtf2b) y 1 es la recombinasa rad51, vinculada a la reparacién del DNA. Ninguno de estos
genes se encuentra entre los 20 mas centrales de la red global (Figura 11). Asimismo, el andlisis
de centralidad para estos genes DE muestra que entre los 5 mas centrales destacan mcm4,

mcmb5, gtf2b, nasp 'y cenpi.

98



Interesantemente y como se resume en la Figura 20, esta enriquecida la categoria GO Reparacién
del DNA, lo que sugiere que producto de la exposicidn a la luz UVB se produjeron lesiones en
este biopolimero. Asi, 7 de los 85 genes DE asociados a esta categoria GO no presentan IPP, 2
forman parejas y los restantes conforman una compleja red de IPP. De ellos, 10 pertenecen a la
via de reparacién del DNA por recombinacidon homdéloga (rpa2, rad51, rad54b, swi5, zswim?7,
brca2, parp2, rad51apl, rpal, rpa3), 9 estan relacionados con la reparacion de errores de la
polimerasa (pcna, exol, msh2, msh4, msh6, pms2, rpal, rpa2, rpa3), 7 estan vinculados a la via
de escisidn de nucledtidos (pcna, ercc3, rad23b, xpa, rpal, rpa2, rpa3) y 5 a la via de escisién de
bases (fenl1, pcna, xrcc5, apex2, aptx). Esto da cuenta de la activacion de al menos 4 vias de
reparacion al dafo en el DNA. Es mas, cdkl1 es el Unico gen que ademas es parte de los 20 mas
centrales de la red global mostrada en la Figura 11. Adicionalmente, el analisis de centralidad
para los genes DE que conforman esta categoria GO muestra que entre los 5 genes mas centrales

estan rad51, pole, fenl, pcna y ercc3.

Ademas, como se observa en la Figura 20 para los 23 genes DE que componen la categoria GO
Remodelacién de la cromatina, 3 genes DE no presentaron IPP y los 20 restantes conforman una
Unica red de IPP. De ellos, 4 son reguladores de la cromatina (smarca2, smarca5, smarccla,
smarcad1), 3 son factores de transcripcidn (bptf, tada2b, dr), 1 gen vinculado al silenciamiento
génico (piwill) y una polimerasa relacionada con el dafio en el DNA (pole3). Ademds, solamente
el factor de transcripcidn bptf es parte de los 20 genes mas centrales de la red global mostrada
en la Figura 11. Asimismo, el andlisis de centralidad realizado para los genes DE que componen

esta categoria destaca entre los 5 mas centrales a bptf, ruvbl1, smarca5, rbb4 y pol3.
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Por ultimo, como se resume en la Figura 20 para la categoria GO Respuesta celular a estrés, 16
de los 129 genes DE vinculados a ella no presentan IPP, 2 conforman una pareja y los 111
restantes conforman una compleja red de IPP. De estos, 6 corresponden a polimerasas (pole,
pole3, pold2, polg2, parp2, pold1), 2 a proteinas de respuesta a estrés (hspa8, hsp90ab1) y 1
caspasa vinculada a la apoptosis por dafo en el DNA (casp2). Ademds, en esta categoria, 1 gen
DE esta presente entre los 20 mas centrales de la red global mostrada en la Figura 11(hsp90ab1).
Adicionalmente, el andlisis de centralidad para los genes DE que conforman esta red de IPP
muestra entre los 5 mas centrales a los genes rad51, cdk1 y pds5b en un grupo y aisladamente,

los genes trrap y derl2.

Finalmente, pese a estar contenida dentro de la categoria GO Reparacion del DNA, se profundizé
en la categoria GO Reparacidn de quiebres de doble hebra via recombinacion homdloga (Figura
49) debido a que es la Unica via de reparacion del DNA enriquecida en particular. De los 27 genes
DE vinculados a esta categoria GO, solamente 2 no presentan IPP, mientras que los 25 restantes
forman parte de una red de IPP. De ellos, 7 estan relacionados con la recombinacién homdéloga
(rad51, rad51ap1, rad54b, sfrl, swis, zswim7, rmil)y 5 se vinculan a la replicacion del DNA (rpal,
rpa2, rpa3, gins2, gins4). Interesantemente, ninguno de los genes DE relacionados a esta
categoria GO se encuentran entre los 20 mas centrales de la red global (Figura 11). Asimismo, el
analisis de centralidad para los genes vinculados a esta via de reparacidon del DNA destaca entre

los 5 mas centrales a rad51, rpal, rpa3, smc5y smcé.
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Figura 49. Red de IPP construida con los genes enriquecidos en la categoria GO Reparacion de quiebres de doble hebra
via recombinacién homdéloga.

En el caso de las categorias GO enriquecidas para los genes DE regulados negativamente y
resumidas en la Figura 22, el Transporte mitocondrial transmembrana presenta una red de IPP
conformada por 15 genes, de los cuales 8 son transportadores (micul, mcu, vdac2, slc25a5,
chchd64, atp5b, sic25a12, mpc2) y 4 son translocasas de membrana interna (timm13, timm23,
timm50, dnajc19). Ninguno de estos genes esta presente entre los 20 mas centrales de la red
global (Figura 12). Ademas, el andlisis de centralidad para estos genes DE destaca entre los mas

centrales a mcu, timm23, chchd4, timm50y slc25a12.

Por otra parte y como se observa en la Figura 22, para la categoria GO Regulacion negativa de la
respuesta a dafio no se encontraron IPP entre los 6 genes asociados a ella y tampoco estan entre
los 20 mas centrales de la red global mostrada en la Figura 12. Debido a la ausencia de IPP entre

estos genes no es factible realizar un analisis de centralidad.
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Ademads, como se resume también en la Figura 22, la categoria GO Procesos biosintéticos de ATP
tiene asociados 18 genes DE que conforman una red de IPP. De ellos, 7 son subunidades de la
ATPasa 5 mitocondrial (atp5b, atp5al, atp5l, atp5f1, atp5g3a, atp5j, atp5e) y 10 son enzimas
pertenecientes a la via de la glicdlisis (atp5b, atp5al, atp5l, atp5f1, atp5g3a, atp5j, atpse).
Asimismo, 2 de estos Ultimos estan entre los 20 mds centrales de la red global mostrada en la
Figura 12 (pgkl1 y gapdh). El andlisis de centralidad para los genes DE que conforman esta red de

IPP destaca entre los 5 mas centrales a atp5al, atp5b, dist, gpib y pgk1.

Por ultimo, en la categoria GO Regulacidn negativa de la respuesta a estimulos externos ninguno
de los 10 genes asociados presenta IPP ni tampoco estd entre los 20 mads centrales de la red
global (Figura 12). Debido a la ausencia de IPP, para esta categoria no es factible realizar un

analisis de centralidad.
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