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Resumen

Los mecanismos que inciden en la mortalidad temprana han sido objeto de estudio tanto en
humanos como a través del arbol de la vida, pues su incidencia en las poblaciones es tal que
se genera una brecha sexual en la longevidad que puede inferir en el comportamiento, la

ecologia y las dindmicas en la poblacion.

Uno los mecanismos estudiados que se sabe tienen efecto sobre la proporcién de sexos en la
poblacion es la determinacion sexual mediada por cromosomas, autores como Pipoly et al.
(2015) y Xirocostas et al. (2020) han determinado que existe una correlacion entre estos dos
factores, debido a que se ha comprobado que la pérdida mosaica de los cromosomas es
directamente proporcional con el envejecimiento temprano y con una reduccion en la

esperanza de vida en algunas especies con sexo heterogamético..

En este estudio se pretende comprobar si la desproporcion de sexos en una poblacion de
fragatas esta relacionada con la pérdida mosaica de los cromosomas sexuales, con este
propdsito se planted realizar muestreos a la colonia de fragatas de la isla Isabel con el objetivo
de obtener un rango de edad variable, entre los 2 y 96 meses, en el cual se obtuvieron 42
muestras de fragatas hembras para su posterior secuenciacion. Se utilizo la cobertura de los
cromosomas sexuales como nuevo método, en conjunto con analisis estadisticos, para
determinar si existe una relacion entre el envejecimiento y la pérdida mosaica de los
cromosomas y se encontrd que no existe una relacion, por lo que se concluye que,
contrastante con los resultados de la Dra. Pacheco con bobos de patas azules, en aves marinas
tan longevas como las fragatas no existe una pérdida mosaica significativa para decir que se

provoca una mortalidad diferencial sesgada al sexo heterogameético.
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Introduccion

Sistema de determinacion sexual

Existen diversos sistemas de determinacion sexual que se dan en la naturaleza, los
cuales determinan la condicion de ser macho o hembra, se puede definir a los mecanismos
de determinacion sexual como sistemas biolégicos responsables del desarrollo de las
caracteristicas sexuales en un organismo (Viguera, 2010), en muchos casos esta
determinacion suele ser genética, es decir, machos o hembras portan alelos o genes diferentes
que especifican su morfologia inicial, por otro lado, los sistemas de diferenciacion sexual
son aquellos que establecen la formacion de fenotipos masculinos o femeninos (Beukeboom

y Perrin, 2014) o caracteres sexuales primarios y secundarios (Matta et al, 2009).

La determinacion sexual en las aves se encuentra mediada por cromosomas sexuales
(Viguera, 2010), resultando en un sistema altamente definido (Matsubara et al., 2006), donde
se presentan diferencias cromosomicas (Beukeboom y Perrin, 2014). Actualmente los
distintos ordenes de aves poseen un cariotipo extenso y complejo, puesto que tienen entre 40
y 126 cromosomas, que varian en tamafos y disposicion del centromero (Griffiths y Phil,
2000). En todos los casos el cariotipo de ambos sexos presenta diferencias en un par de
cromosomas, que se denominan cromosomas sexuales (Giraldez, 2003). Todas las aves
comparten el mismo sistema de determinacion sexual ZW 'y la evidencia genética ha llevado
a la conclusion de que la constitucion cromosdémica en machos corresponde a cromosomas

homogaméticos ZZ, mientras que en hembras se observa cromosomas heterogaméticos ZW.
Determinacion cromosomica del sexo

El mecanismo exacto por el cual la determinacion por cromosomas sexuales es
mediada no se encuentra definida en su totalidad, pero se sugiere que ocurre a nivel genético
durante la formacion del cigoto (Moore, 1925), con uno o mas genes ubicados en los

cromosomas sexuales (Smith, 2010).

Teorias como que el cromosoma W presenta una region con efecto feminizante y el Z una

con efecto masculino, se han puesto a prueba para identificar los posibles mecanismos de



determinacion (Figura 1) (Marshall y Shetty, 2001; Pace y Brenner, 2003). Hasta ahora, a
través de estudios en aves triploides, se ha comprobado que la dosis del cromosoma Z en los
individuos es de suma importancia para la determinacion sexual (Smith, 2010); incluso se ha
demostrado que el cromosoma Z posee genes que se expresan especificamente en el sistema
urogenital de los machos, entre ellos el gen DMRTL, que participa en la diferenciacion de
los testiculos en todos los vertebrados (Matsubara et al., 2006; Raymond et al., 1999).

8 Z2 2 W

' ' ( ~ / Hembra ——p» W dominante

Macho ——pp Dosis de Z

(b) Z
I / Hembra ——p~ Dosis de Z
\ Macho ——9= W dominante
Figura 1. Aneuploidias en los cromosomas sexuales con fenotipos potenciales. () Ave con trisomia ZZW,
si resultara hembra a pesar de la presencia de ZZ, se aceptaria la teoria por del cromosoma W dominante, si
fuera macho se apoyaria la teoria por dosis cromosémica Z. (b) Ave con monosomia Z, si resulta macho se

apoyaria la teoria del cromosoma W dominante, si resulta hembra se apoyaria la de dosis de Z.
(Smith, 2010)

Evoulcién y degeneracion del cromosoma W

Los cromosomas sexuales de serpientes, lagartijas, mamiferos y aves divergieron de
distintos pares autosomales de un ancestro comun (Matsubara et al., 2006) es decir,
evolucionaron independientemente. Los ancestros de las aves divergieron hace
aproximadamente 80 Ma, en dos subclases principales; las Ratites, aves sin la capacidad de
volar y con cromosomas homomérficos ZW; y los Carinatae, aves con capacidad de volar y
con cromosomas W heteromarficos que varian en tamafio segun la especie (Marshall Graves
y Shetty, 2001; Smith, 2010). Los cromosomas Z y W han evolucionado del mismo par
autosomal ancestral (Smith, 2010), por esta razén es comun encontrar homologia entre los
genes que conservan (Bergero y Charlesworth, 2009; Matsubara et al., 2006). A lo largo de
su evolucion, el cromosoma W, originado aproximadamente hace 140 Ma (Cortez et al.,
2014), ha perdido la mayoria de los genes que se encontraban en su ancestro cromosomico,

ahora representando una version degradada del cromosoma Z (Ohno, 1967).



La recombinacion homdloga es el mecanismo por el que las secuencias de ADN se mantienen
con muy pocos cambios a través de las generaciones. Entre las funciones mas importantes
que tiene la recombinacién estan las de reparar rupturas en las cadenas de ADN. Los
cromosomas heterogaméticos, al no tener un par homologo, han sufrido cambios a lo largo
de su evolucion, resultando en el acortamiento del tamafio total del cromosoma y de las
regiones homdlogas en comparacion con las de su pareja cromosomica (Figura 2) (Martinez,
2015), esto sugiere que existe una relacion entre la degeneracion del cromosoma y su
reduccion morfoldgica que puede observarse dentro del sistema ZW, que se soporta por
evidencia en sistemas como el XY (Rutkowska et al., 2012), pero la reduccion en tamafio no
se encuentra necesariamente relacionada con la degeneracion del cromosoma, si no con la
influencia de la naturaleza de las modificaciones que sufren, como deleciones e inserciones
de material genético (Bergero y Charlesworth, 2009) que se reflejan en una reduccion o
incremento morfologico respectivamente (Rutkowska et al., 2012). Dichos cambios
delimitan asi la region disponible para la recombinacion, a los extremos teloméricos del brazo
corto de los cromosomas (Hernandez, 2006), llamadas regiones pseudoautosémicas (PAR)
(Bergero y Charlesworth, 2009).

Region
- M pseudoautosomal 1
/ s
Region Centromero 0 Region
diferencialde Z diferenci'alde W
(genes ligados (genes ligados
al) aWw)
L Region
v— pseudoautosomal 2

7 W

Figura 2. Los cromosomas del sistema XY/ZW poseen una region homologa denominada
pseudoautosémica o apareante, donde ocurre el mecanismo de recombinacién y una region no homologa
denominada segmento diferencial o region holandrica que ha perdido la capacidad de recombinacion.

(A. Griffiths et al., 2002)

Dentro del sistema ZW el cromosoma W es el que presenta en su mayoria las sefiales tipicas
de un cromosoma sexual degenerado (Matta et al, 2009), al padecer una disminucion en la
regién con capacidad recombinante, con la acumulacién de secuencias repetitivas y la

acumulacién de elementos transponibles (que inducen la supresién de genes, degenerandolo)



(Bergero y Charlesworth, 2009). Los pocos genes que se han conservado en los cromosomas
W tienen funciones de regulacion de los niveles de expresion de otros genes. Por otro lado,
el cromosoma Z representa uno de los cromosomas mas conservados (Matta et al, 2009),
pues mantiene su tamafio y contenido genético original (Ohno, 1967).

Mosaicismo cromosémico

El mosaicismo celular se refiere a la presencia de células con diferentes fenotipos
causados por mutaciones (Marais et al., 2018), es decir, que en el mismo organismo se
encuentran tejidos que poseen poblaciones celulares con diferente constitucion cromosémica,
donde usualmente cada poblacion celular proviene a partir del mismo cigoto (Strachan y
Read, 2018). EI mosaicismo puede ser el resultado de rearreglos intra-cromosémicos a gran
escala o por la pérdida o ganancia de un cromosoma entero. En humanos, especificamente
en las mujeres, ocurre la inactivacion del cromosoma X (XCI, X Chromosome Inactivation),
esto significa que solo uno de los cromosomas sexuales sera expresado en cada célula
(Xirocostas et al., 2020). La inactivacion ocurre en el estado embrionario y existe un 50% de
probabilidad de que el cromosoma inactivo sea el heredado por el padre y un 50% de que se
inactive el de la madre (Strachan y Read, 2018). Un XCI sesgado se asocia con
envejecimiento prematuro y una vida Util méas corta, por esta razon las mujeres centenarias
tienden a tener un XCI balanceado (de porcentajes 50-50) (Xirocostas et al., 2020). Esta
inactivacion es aleatoria, es decir, que para diferentes niveles de tejidos existiran células que
expresan el cromosoma X heredado por la madre, mientras que para la otra mitad se expresara
el del padre, cualquiera que sea el elegido para la inactivacion serd el mismo en todas las

células hijas de ese linaje somatico (Figura 3) (Strachan y Read, 2018).



(A) espermatozoide ovulo

@

cigoto

blastocisto

inactivacion aleatoria del cromosoma X paternc o materno
en diferentes células resultando en mosaicismo

cromosoma X paternac cromosoma X materno
inactivado inactivade
todas las celulas hijas con X todas las células hijas con X
paterna inactivo materno inactivo

Figura 3. Inactivacion del cromosoma X (XCI). Al final del proceso de XCI el cromosoma inactivo se
condensa durante el ciclo celular y puede observarse en la periferia del ndcleo, a este se le conoce como
cromatina sexual o cuerpo de Barr.

(Strachan y Read, 2018)

Se sabe gque el mosaicismo aumenta con la edad en todos los cromosomas del tejido somatico,
pero incrementa en mayor medida en los cromosomas sexuales (Figura 4) (Marais et al.,
2018), donde los eventos grandes de mosaicismo ocurren con mayor frecuencia en el
cromosoma Y/W, pues en ellos ocurren alrededor de 0.25% mas eventos mosaicos que la
frecuencia para los cromosomas autosomales (Machiela et al., 2016), esto ha sido
comprobado mediante perfiles de expresion genética y observando la composicion de la
cromatina, en moscas de fruta (D. melanogaster) jovenes y adultas (Brown et al., 2017).

La pérdida a gran escala del tejido somatico y en particular la pérdida del cromosoma Y/W,
incrementa el envejecimiento en los organismos heterogaméticos y se ve fuertemente
asociada con el incremento en el riesgo de padecer cancer, diabetes, Alzheimer y en algunos

casos incrementar la tasa de suicidios (Machiela et al., 2016; Wright et al., 2017).
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deCODE en Islandia. a) Nimero estimado de copias del cromosoma Y en 8,703 hombres de la secuenciacion
completa del genoma. b) NUmero de copias del cromosoma X para 9,280 mujeres. En cada caso la linea negra
indica la adecuacion del modelo de regresion lineal donde se usa como predictor lineal a la edad del individuo
en el momento de la toma de muestra.

(Wright et al., 2017)



Proporcion de sexos y la mortalidad diferencial

Entender las causas y consecuencias de la variacion en la proporcion de sexos es de
suma importancia para la biologia evolutiva, la demografia poblacional y la conservacion de
la biodiversidad, pues una proporcién de sexos sesgada afecta el comportamiento, los
sistemas de anidacion/apareamiento y la esperanza de vida (Pipoly et al., 2015). La relacion
entre la variacién en la proporcién de sexos y la influencia del ambiente fue inicialmente
propuesta por (Williams, 1957), centrandose principalmente en el estudio de la mortalidad
sobre la proporcion de sexos en los adultos (ASR, adult sex ratio). Es importante hacer la
distincion de los niveles a los que la proporcién de sexos puede ser estudiada, pues se ha
dividido en tres grupos, la proporcién primaria, que ocurre al tiempo de la fertilizacion (PSR,
primary sex ratio); la proporcion secundaria, donde los individuos ya han nacido (SSR,
secondary sex ratio); y la proporcion terciaria, que se mide durante la vida adulta (TSR,
tertiary sex ratio o ASR). El escenario ideal es aquel en el que la proporcion es de 50/50, es
decir, que el 50% de los individuos en la poblacién sean machos y el otro 50% hembras
(Mayr, 1939), pero esto no siempre ocurre en todos los niveles, o en todas las poblaciones.
La proporcion de sexos en la concepcion, en el nacimiento y en la vida adulta son
influenciadas por factores ecoldgicos, etologicos y por la historia de vida de los organismos
(Székely et al., 2014), llevandolos en muchos casos a presentar sesgos hacia algun sexo, ya
sea en uno o todos los niveles, lo que se puede traducir en una mortalidad diferencial (Mayr,
1939) que depende de las condiciones y factores a los que se enfrenta la poblacién, resultando

en una longevidad reducida o alargada (Marais et al., 2018).

El nivel més estudiado es el de la proporcion terciaria, es decir, en adultos. En este se ha
observado que los procesos que determinan la proporcion en una poblacién son
principalmente aquellos factores que afectan especificamente a los sexos. Ya sea desde un
sesgo en la proporcidn primaria o secundaria que se perpetua a la terciaria, tener diferencias
en las mortalidades o en la velocidad del tiempo de maduracion (Székely et al., 2014). Se
debe tener en mente que una poblacién de adultos nunca es realmente homogénea, pues se
encuentra compuesta por varias clases de edades, pero que siempre se determinara en gran
parte por factores ambientales (Mayr, 1939). Un aspecto de la biologia que podria contribuir
con una proporcioén de sexos diferencial y un pronto envejecimiento tiene que ver con que el

organismo herede factores genéticos que difieren entre sexos. Estos factores van desde el



genoma mitocondrial (que es heredado Unicamente por la madre), hasta los cromosomas

sexuales (Marais et al., 2018).

(Marais et al., 2018) realizé una revision exhaustiva de la relacion entre la proporcion de
sexos Yy la mortalidad diferencial, explicAndola a través de distintos puntos de vista, como las
diferencias culturales que existen en humanos, con la exposicion a hormonas que aumentan
la probabilidad de padecer cierto tipo de enfermedades, con los diferentes factores biol6gicos
propios de cada sexo y con diversos mecanismos que ocurren en los cromosomas sexuales,

proponiendo asi la direccién del enfoque para futuras investigaciones.

Efecto de los cromosomas sexuales

El Gnico mecanismo de determinacion sexual que genera diferencias en la mortalidad
es el mecanismo cromosémico. Un ejemplo claro de ello se demuestra con la hipotesis del
cromosoma X solitario (generalmente utilizada para mamiferos, pero que de igual forma es
aplicable para organismos heterogaméticos con sistema ZW) sugiere que los organismos
heterogaméticos se encuentran predispuestos a experimentar mayor mortalidad que los
organismos homogameéticos de la misma especie. Esta hipotesis se basa en el hecho de que
cualquier mutacion deletérea o recesiva en el cromosoma X o Z tiene mayores probabilidades
de expresarse en los individuos heterogamético que en los homogaméticos, pues se verian
enmascaradas por la segunda copia del cromosoma (Strachan y Read, 2018). Por esta razon,
en los humanos, la mayoria de las enfermedades o condiciones genéticas implicadas en el
cromosoma X tienen una mayor probabilidad de expresarse en los hombres, puesto que en
las mujeres el efecto del cromosoma X solitario se ve enmascarado dependiendo de qué tan
bien se restaura la diploidia funcional con la inactivacién del cromosoma X (Marais et al.,
2018; Xirocostas et al., 2020). Otra hipdtesis sugerida es la del efecto toxico que Y/W pueden
llegar a tener sobre el sexo heterogamético (Marais et al., 2018). Esta hipdtesis propone que
la pérdida de heterocromatina a medida que el organismo envejece se encuentra ligada con
el incremento de la expresion de repeticiones localizadas en el cromosoma Y/W mediante la
activacién de elementos transponibles (ET) (Figura 5B) que interfieren con la epigenética de
otros cromosomas (Brown et al., 2017). Por ultimo, se habla de la teoria de la pérdida del

cromosoma Y/W, debido al incremento en la frecuencia en la que ocurren los eventos



mosaicos a medida que los organismos envejecen (Figura 5C); De tal manera que las tres
teorias afectan negativamente la longevidad de vida acortandola y llevando a los individuos

al envejecimiento y muerte prematura (Machiela et al., 2016).

A Cromosoma X/Z solitario B Cromosoma Y/W téxico C Pérdida de Y/W
X/z /W nicleo ntcleo
Y/W =
Y/W /W - -
Insercion en /\ ,\
otros | | =— —_— |
envejeCImlento cromosomas | // | envejecimiento //
¥  Mutaciones ETs reprimidos R § ligad
recesivas deletereas os genes ligados
expresadas durante ETs activos aZ/W yano son
el envejecimiento expresados

Figura 5. Mecanismos de los cromosomas sexuales que podrian influenciar en la mortalidad diferencial
de los sexos. A) Efecto del cromosoma X/Z solitario. B) Efecto tdxico de Y/Z. C) Pérdida del cromosoma Y/W.
(Marais et al., 2018)

Se ha evaluado si la proporcion de sexos en adultos difiere entre taxones con distintos
sistemas de determinacidn sexual y si existe una relacion entre el sistema de determinacion,
XY y ZW, con el sesgo a una mayor proporcion de machos o hembras, respectivamente; y
se encontrd una correlacion positiva entre la proporcion de sexos y el tipo de sistema de
determinacion, donde las poblaciones con sistema ZW tienen un sesgo a una mayor
proporcidn de machos en la poblacion y el sistema XY un sesgo a una mayor proporcion de
hembras en la poblacion adulta (Pipoly et al., 2015). Se reunieron datos de longevidad por
sexo de 229 especies, abarcando 99 familias, 38 drdenes y 8 clases diferentes, para que a
través de un meta-andlisis se comprobara que el sexo homogamético vive en promedio un
17.6% mas que el sexo heterogamético (Figura 6). Aunado a esto, se observd un porcentaje
diferencial en la mortalidad de los organismos heterogaméticos dependiendo del sistema de
determinacion sexual. En especies donde la hembra representaba el sexo heterogamético, los
organismos homogaméticos viven un 7.1% mas y donde los organismos heterogaméticos son

los machos, el sexo homogamético vive un 20.9% maés (Xirocostas et al., 2020).
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Figura 6. Distribucién filogenética de la proporcién de sexos y de los sistemas de determinacién sexual
entre los tetrdpodos. La banda interna indica el sistema de determinacion sexual (rojo: XY, azul: ZW), y la
banda externa muestra el sesgo de proporcion de sexos (rojo < 0.5, azul > 0.5 proporcion de machos).

(Pipoly et al., 2015).

Sin embargo, el sistema de determinacion sexual puede afectar a la proporcion de sexos de
formas que no necesariamente resultan perjudiciales. En mecanismos como el de la seleccion
sexual, la fijacion de mutaciones beneficiosas puede ocurrir, como aquellas que incrementan
el éxito reproductivo de los machos, aumentando a su vez, la probabilidad de sobrevivir.
Estas mutaciones se acumulan en el cromosoma Y, pero pocas veces se observa que se
acumulen en el W, y se acumulan mas facilmente en el cromosoma X, pero no en el Z si
tienden a ser recesivas (Pipoly et al., 2015). Si bien es cierto que existe una clara influencia
de los cromosomas sexuales sobre la longevidad, se debe tomar en cuenta que la diferencia
en la esperanza de vida entre sexos no se encuentra determinada Unicamente por factores

genéticos, si no por una combinacion de factores entre el cuidado parental, la exposicion a
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los depredadores, la seleccion sexual, entre otros factores bioticos (Trivers, 2002; Xirocostas
et al., 2020).

Brecha sexual en aves

Como era de esperarse, la mortalidad en aves también se ve determinada por distintos
factores, tales como los ecoldgicos, etologicos o genéticos, estos factores incluso resultan ser
de mayor importancia que los factores fisioldgicos (Xirocostas et al., 2020). Por esta razon
es dificil determinar qué aspectos de la vida del organismo estan relacionados con la
mortalidad de un sexo especifico. En los adultos las diferencias en los estilos de vida pueden
ser uno de los mayores contribuyentes en el sesgo de las poblaciones de aves (Székely et al.,
2014). Un ejemplo de ello es el mecanismo “vive rapido-muere joven”, generalmente se
puede observar como una estrategia de vida comdn entre los machos, que sufren mayor
competencia, ya sea intra- o inter- especifica, en época de apareamiento (Marais et al., 2018),
por lo que se explicaria una mortalidad mayor, impulsada por el ambiente, en machos adultos
a temprana edad (Williams, 1957). Las diferencias morfoldgicas entre sexos también se
pueden traducir en diferencias en el consumo de energia, en la mortalidad y en la tolerancia
a temporadas inhdspitas (Székely et al., 2014). Un ejemplo claro de esto es el dimorfismo
sexual que puede tener efectos en la esperanza de vida de cada sexo (Xirocostas et al., 2020),
la diferencia en los tamarfios hace que el sexo proporcionalmente mas grande sea vulnerable
a los periodos con bajos niveles de recursos y cualquier cambio en su ambiente 6ptimo los
afecta en mayor medida. Esta diferencia en tamafio también es responsable de una
depredacion diferencial, debido a que cada sexo representa un valor nutricional diferente, los
depredadores cazan a aquellos de los que obtendran mayor ganancia, en la naturaleza la
depredacion es 2.3 veces mayor en machos que en hembras y esto se explica por la
ornamentacién que muchas especies desarrollan en la época de apareamiento. La morbilidad
diferencial en los sexos también contribuye a una mortalidad diferencial, pues algunos
individuos experimentan mayor vulnerabilidad que otros a ciertas enfermedad o paréasitos
particulares. Otro diferenciador en las estrategias de vida se observa en los sistemas de
apareamiento en las aves, que se dividen en dos principales: la monogamia, donde un
individuo se aparea con un solo compafiero en cada estacion de cria, o por lo menos en el

ciclo actual, y la poligamia, en donde un individuo se aparea con mas de un compafiero en
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cada estacion (Hickman et al., 2001). EI 90% de las aves son especies monogamas, sin
embargo, pueden existir algunas en los que la poligamia suceda (Mayr, 1939). La proporcion
sexual en especies mondgamas puede ser desbalanceada, contrastante con la hipétesis del
cromosoma X/Z, al sexo heterogamético se les atribuye una mortalidad superior (7.1%), en
comparacion con la del sexo homogamético (Figura 7) (Trivers, 2002; Mayr, 1939;
Xirocostas et al., 2020). En cambio, las especies poligamas o promiscuas favorecen un sesgo
en direccién a un mayor nimero de hembras en la poblacién (Mayr, 1939). Por Gltimo, se ha
observado que actualmente los cambios antropogénicos representan una de las principales
causas de una proporcion de sexos diferencial, debido a la caza dirigida a un sexo especifico,
a la pérdida del habitat, a la contaminacion, etc. (Székely et al., 2014).

sexo homogametico sexo heterogametico
muere antes MUere antes
< = .-
+ hembras heterogameticas
machos heterogameticos

1] L5 1.0 1.5

relacion logaritmica de vida atil
In (homogameticos/ heterogameticos)
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Figura 7. Dimorfismo en la esperanza de vida de diferentes especies. La filogenia de las especies se
incluyé para organizarlas en categorias: primates y homo sapiens, Rodentia (roedores), pinnipedos (focas),
mamiferos carnivoros (panteras, ungulados, etc.), cetaceos (ballenas y delfines), marsupiales, aves, reptiles,
anfibios, peces (Chondrichthyes y Actinopterygii), Coleoptera (escarabajos), Diptera (moscas y mosquitos),
Lepidoptera (mariposas y polillas) y otros invertebrados.

(Xirocostas et al., 2020)
Modelo de estudio Fregata magnificens

La Fregata Magnifica (Fregata magnificens) es un ave marina peldgica (Miranda
2011), estas aves se distribuyen en climas tropicales donde no existen estaciones definidas,
forman colonias en diferentes islas donde no hay presencia humana (Villareal, 2019) y anidan
en las costas para formar parejas mondgamas. Se caracterizan por su gran longevidad, que

va hasta a mas de 40 afios (Madsen et al., 2007)

Distribucion geografica

La Fregata se distribuye principalmente en el Mar Caribe, al este del Océano Pacifico
y al oeste del Océano Atlantico, cubriendo desde el centro hasta el sur de las costas del
continente americano (Figura 8a). Su rango de anidacion abarca islas de México, como Santa
Margarita en el sur oeste de Baja California, San Benedicto, posiblemente Isla Socorro en
Revillagigedo y Tres Marias en Nayarit, también los manglares de la costa de Sinaloa, las
bahias del Pabellén y Santa Maria, las islas del Golfo como San Luis, Cholluda y Alcatraz y
las costas de la peninsula de Yucatan (Diamond y Schreiber, 2002). En Mexico las
principales poblaciones de fregatas se localizan en islas del Océano Pacifico Oriental, como
Santa Margarita (24 ° 25'N, 111 ° 07" W), Tunitas (25 ° 00 'N, 108 ° 10" W) e Isabel (21 ° 51
'N, 105 ° 54 'W) y en el Mar Caribe, como en la isla Contoy (21 ° 27' N, 86 ° 46 'W) (Figura
8b) (Rocha-Olivares y Gonzalez-Jaramillo, 2014).

Asimismo, la distribucién del rango de anidacion se extiende fuera de México, y abarca el
centro y sur del continente americano: en islas de las costas de Belice, Honduras, Panama,
las Bahamas, Cuba, Jamaica y Haiti, ademas de las islas de las costas de Puerto Rico,

Venezuela, Colombia y la Guinea Francesa (Diamond y Schreiber, 2002).
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Figura 8. Distribucién geogréafica de Fregata magnificens. A) Rango de distribucién durante todo el afio.
B) Principales colonias de Fregata en México. Las trayectorias de los organismos rastreados por bandas o
satélites se indican con flechas, donde las lineas sélidas corresponden a hembras y las punteadas a machos.
(Rocha-Olivares y Gonzalez-Jaramillo, 2014; The Cornell Lab of Ornithology, 2020).

Dimorfismo sexual

Los sexos se encuentran diferenciados desde el tamafio, ornamentacion del plumaje
y de la piel, hasta el cuidado parental que proveen a la descendencia. Ademas, las hembras

de esta especie son de un tamafio superior a los machos (Diamond y Schreiber, 2002).
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Ornamentacion del plumaje

La forma en la que las hembras perciben la calidad del macho se determina muchas
veces por la calidad y coloracion del plumaje; su condicién puede determinarse por el tono,
el brillo, la pureza del color y la direccionalidad que presentan. La calidad del plumaje se ve
fuertemente influenciada por la nutricion durante el crecimiento del pichon al momento de

desarrollar las plumas que tendra de adulto (Madsen et al., 2007).

El plumaje de los machos es de color negro y las plumas presentan efectos con y sin
iridiscencia. La iridiscencia es fundamental para la exhibicién que despliegan ante las
hembras en época de reproduccion (Madsen et al., 2007), a distancias cortas las plumas
iridiscentes con forma escapular, presentes en cabeza y cuello, reflejan colores purpuras y
verdes. Por el contrario, las hembras exhiben una coloracion café sin iridiscencia, con un
prominente parche blanco en el pecho y parte del abdomen, puntas blancas en los axilares y
una barra alar de color marron claro o beige en la parte superior del ala (Diamond y Schreiber,
2002).

Ornamentacion de la piel

La piel del macho tiene un rol fundamental en la época de reproduccion ya que
presentan un parche de piel desnuda debajo de la garganta, llamado saco gular, que se
caracteriza por su coloracién que va desde un rojo brillante a un rosa palido. El color del saco
gular sirve como indicador del estado en el que se encuentra el individuo (reposo o buscando
pareja), se ha relacionado con la carga de parasitos y también con los niveles de testosterona
en sangre (Madsen et al., 2007). Un patron sorprendente de las fregatas es que el saco gular
se infla como un gran globo rojo incandescente durante las exhibiciones de cortejo que
realizan para atraer a las hembras, y lo mantienen inflado durante el periodo de incubacion
temprana. En otros periodos del afio el saco gular se encoge y cambia a un tono rosa palido
(Antony W. Diamond y Schreiber, 2002).

La coloracion de las ornamentaciones es determinada por los niveles de hemoglobina,

carotenoides y otros pigmentos. En la fregata, el saco gular se llena o vacia de sangre para
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cambiar rapidamente de coloracion y forma durante el baile de cortejo (Figura 9a) (Madsen
et al., 2007).

Ciclo de reproduccion

El periodo de anidacion suele ser prolongado y la inversion en el cuidado parental es
asimetrico: ambos sexos toman parte de la crianza durante las primeras etapas (A. W.
Diamond, 1971), tanto en el periodo de incubacién (durante las primeras de 6 %2 - 8 semanas),
como en el periodo de emplume, (con una duracién de entre 5 - 6 meses en total). Sin
embargo, cuando el pichon tiene entre 3 - 4 meses de vida, los machos abandonan la colonia
y no regresan hasta el proximo ciclo de apareamiento (Diamond, 1971). Los pichones siguen
siendo alimentados por la hembra hasta su primer afio de vida, proveyendo un cuidado
prolongado para los juveniles de la temporada anterior (Figura 9¢) (Diamond y Schreiber,
2002). Este gasto poco igualitario en la inversion parental permite a los machos reproducirse
anualmente, mientras que las hembras exitosas lo hacen cada dos afios (Diamond y Schreiber,
2002).

Un fendbmeno comun en las colonias es el comportamiento agonista, pues ocurre un alto grado
de usurpacién del territorio y del alimento, cuando se pretende alimentar a los polluelos, esto
resulta en la pérdida significativa de huevos y pichones; a pesar de haber procreado
exitosamente, las parejas pueden sobrellevar la pérdida e intentar nuevamente en el inicio del
proximo ciclo reproductivo (Nelson, 1967). La alta mortandad de crias ha llevado a ciertas

colonias a tener actividad reproductiva durante todo el afio (Miranda, 2011).

nature!
L

Figura 9. Dimorfismo sexual en el ave Fregata magnificens. A) Macho en época de reproduccién con
exposicion del saco gular; B) Hembra atrapando alimento antes de que caiga en el agua, demostrando hébitos
oportunistas; C) Pichon en proceso de realizar la muda del plumaje de adulto.

(Nature, 2020)
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Proporcion de sexos

Existen pocos estudios que se relacionen con la proporcion de sexos dentro de las
colonias de aves marinas, pero sin duda Fregata magnificens es la especie mas estudiada de
su familia (Diamond y Schreiber, 2002), Mdltiples hip6tesis han sido puestas a prueba, entre
ellas resalta la del costo energético que representa para los padres el alimentar a los polluelos
hasta su periodo juvenil y la anticipacion con la que los nidos son establecidos, pues algunas
parejas se establecen mucho antes que otras, resultando el tiempo crucial para la
sobrevivencia del polluelo. En aquellas parejas donde ocurrié un establecimiento temprano
se observo que los machos contribuyeron mayor tiempo en la crianza y en aquellas de
establecimiento tardio se observé una reduccion en tiempo en el cuidado parental por parte
de los machos, por lo que la sobrevivencia del pichon se encuentra entonces correlacionada

negativamente con la edad en la que el macho adulto los abandona (Osorno, 1996).

El momento en el que los machos deciden desertar el nido, con la intencion de garantizar su
disponibilidad en el proximo periodo de reproduccion habla también del costo energético de
cuidados que cada sexo representa, pues el hecho de que los machos adultos que se
establecieron en periodos tempranos abandonen el nido 20 dias antes si el pichon es macho,
sugiere que la crianza de hembras implica un mayor costo en el cuidado parental (Osorno,
1999 & Osorno, 1996).

Otra hipdtesis afirma que las hembras son capaces de manipular la proporcion de sexos
mediante el abandono de nidos de la siguiente generacion para su beneficio, se creeria
entonces que si la crianza de machos representa un menor costo, el sesgo se vera inclinado a
la produccidn del sexo mas barato o a la produccién del sexo con menor varianza (machos)
en condiciones pobres y al de mayor varianza (hembras) en condiciones dptimas, es decir,
las parejas que se establecieron tarde sesgaron la produccion en favor de los machos y las
que se establecieron temprano hacia la produccién de hembras (Osorno, 1996); A grandes
rasgos se podria decir que la proporcion de adultos en las colonias de fregatas es casi dos
machos por hembra. Esto explica el alto nivel de violencia que se vive en las colonias entre
machos a la hora de conseguir pareja o contra hembras y crias. Sin embargo, la proporcion

de sexos en una colonia cambia segln la época del afio. Durante el periodo de reproduccion,
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incubacién y crianza tenemos casi 2 machos por hembra; después de esta época casi ningun
macho esté presente en la coloniay a los pocos meses, antes de la temporada de reproduccion,
la proporcion de sexos alcanza 1:1 a medida que los machos regresan a la colonia (Diamond,
1971).

Justificacion

La proporcion de sexos en cualquier poblacion varia a través del tiempo, esta puede
encontrarse sesgada a una mayor proporcion tanto de machos como de hembras; este
desequilibrio se asocia con cambios en la conducta de los organismos, como el incremento
en la violencia y la facilidad con la que la propagacion de enfermedades aumenta. En las
aves, y en los organismos con sistema ZW, se observa una tendencia hacia un mayor nimero
de machos que hembras, por lo que se ha sugerido que la presencia de los cromosomas

sexuales podria incidir en la mortalidad diferencial entre sexos.

En un estudio paralelo realizado en el laboratorio de biologia sintética y biologia de sistemas
del Centro de Ciencias Genomicas, UNAM, bajo la direccion del Dr. Cortez; la Dra Pacheco
analizo cerca de 63 muestras de sangre de hembras bobos patas azules (Sula nebouxii) con
edades entre los 0 meses y los 21 afios (longevidad maxima de la especie). A traves de la
técnica de amplificacion y secuenciacion (tecnologias de secuenciacion masiva en una
plataforma Illumina), analiz6 un locus para cada copia Unica en el cromosoma 1 (autosomal),
un locus con copia Unica en el cromosoma Z y un locus con copia Unica en el cromosoma W.
Los resultados demostraron que las hembras de esta especie (Sula nebouxii), no presentan

pérdida del cromosoma W asociado al envejecimiento (Figura 10).
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Figura 10. Relacidn entre la pérdida del cromosoma W vy la edad de las hembras muestreadas.
(Pacheco, 2019)

Sin embargo, cabe sefialar que esta ave presenta una proporcion 1:1 entre sexos y no existe
dimorfismo sexual, pues ambos padres se ocupan de sus crias, tienen longevidades similares
y la frecuencia de parejas mondgamas es muy elevada. Es decir, los bobos patas azules no
forman parte del patrén descrito por Pipoly et al. (2015) donde, en general, las aves presentan
una proporcion de sexos sesgada hacia los machos. Existen dos posibles explicaciones a los
resultados en bobos patas azules: 1) Las aves no presentan una pérdida parcial del cromosoma
W durante el envejecimiento, a diferencia del humano con el cromosoma Y. 2) Los bobos
patas azules presentan un mecanismo que reduce la pérdida del cromosoma W y ello se
relaciona con la elevada esperanza de vida de las hembras. Para resolver esta pregunta, es
necesario un estudio con una poblacidn de aves que se encuentre fuertemente sesgada a un

mayor namero de machos en la poblacion.

Por otro lado, las fregatas se caracterizan por ser de las aves marinas mas grandes que existen,
su proporcidn en tamafio se refleja en su gran longevidad, de hasta mas de 40 afios (Madsen
et al., 2007), hay una fuerte seleccion sexual que se aprecia por los ornamentos y conductas

de los machos, y lo mas significativo para este estudio, estas aves presentan asimetria en la
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proporcion de sexos de casi 2 machos por cada hembra (Diamond, 1971). Estas razones hacen
a la fregata magnifica un modelo de estudio ideal para determinar si existe alguna relacion
entre el desbalance de machos/hembras en poblaciones adultas y el aumento del mosaicismo
del cromosoma W durante el envejecimiento de las hembras (Pipoly et al., 2015). Conocer
los motivos que afectan a esta variacion resulta de suma importancia para estudios de biologia

evolutiva, demogréfica poblacional e incluso para los de conservacién de la biodiversidad.
Hipotesis

Las hembras de mayor edad no presentan una pérdida parcial del cromosoma W mas elevada

que los pichones hembra en las células sanguineas.

Objetivos

General

Determinar si existe relacion entre el nimero de copias de los cromosomas Zy W'y la edad

de las hembras en una poblacion estable de fregatas (Fregata magnificens).

Particular
Aislar ADN genomico de muestras de sangre obtenidas de hembras juveniles y adultas de
una poblacion de la fregata magnifica.
Cuantificar mediante secuenciacion de nueva generacion la cobertura de los cromosomas Z
y W en células de sangre de hembras juveniles y adultas.

Comprobar a través de andlisis estadisticos la relacion entre mosaicismo y longevidad.

Metodologia

Toma de muestra

Se realizaron tres muestreos a las colonias cercanas de Baja California Sur en la isla
Santa Margarita (24 ° 25'N, 111 ° 07" O), por el equipo de investigacion de la Dra. Cecilia
Soldatini, perteneciente al Centro de Investigacion Cientifica y de Educacion Superior de

Ensenada, CICESE. El primero se llevd a cabo, el 20 de junio del afio 2020, donde se
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obtuvieron 25 muestras de pichones de Fregata, el segundo se realizo a finales de noviembre
del afio 2020, donde se obtuvieron 18 muestras de sangre de Fregata adulta y el tercero se
realizo a inicios de mayo del afio 2021, donde se obtuvieron muestras de sangre Gnicamente

de hembras de Fregata adulta.

Se extrajeron muestras de sangre de hembras adultas y pichones de la vena braquial, que se
encuentra justo debajo de la superficie ventral de la articulaciéon hiumero-radial-cubital
(Figura 11). En este estudio el volumen recolectado de sangre fue de 200 pl, lo que representa
menos del 1% de la masa del ave en sangre, limite establecido de acuerdo con la ley (Cornell
Lab of Ornithology, 2020); y se conservo en 1.2 mL de Buffer de lisis Longmire’s (vol. final
de 1.5 mL), conocido por neutralizar componentes celulares que puedan degradar las
muestras, permitiendo que el ADN se solubilice y se acumule en el buffer a medida que pasa
el tiempo; la preservacion de las muestras puede durar varios afios a temperatura ambiente
(Longmire et al., 1997).

Figura 11. Representacién de la manipulacion del ave para la recoleccién de sangre de la vena braquial,
en la parte inferior del ala.
(Owen, 2011)

Extraccion de ADN

La extraccion se llevo a cabo con el kit “Blood DNA Isolation Mini Kit” (Norgen).

Las muestras de pichones se procesaron con el protocolo planteado en el laboratorio para
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muestras de sangre de aves (Protocolo 1, Anexo), mientras que para las muestras de adultos
que se encontraban coaguladas se tomaron 250 pl de muestra, 25 pl de proteinasa K, 400 pl
de Buffer de Lisis B y para los casos en los que las columnas se taparon se aumentaron las
rpm (revoluciones por minuto) en los pasos 2b y 3a al momento de centrifugar. Para todas
las extracciones las muestras se incubaron por lo menos 12 hrs. a 750 rpm. de acuerdo con
Watts (2014); al finalizar las concentraciones de ADN gendémico (ng/ul) se cuantificaron

espectrofotométricamente (NanoDrop “1,000 Thermo Fisher Scientific”).
Disefio de oligonucleotidos

Se utilizaron los oligonucle6tidos que se encontraban disponibles en el laboratorio,
previamente disefiados por la Dra. Pacheco a partir de secuencias de mMRNAs disponibles del
cromosoma W en hembras; y de secuencias de mMRNAs disponibles de los cromosomas Z y
A de machos de bobos de patas azules (Sula nebouxii). A traves de un BLAST comparando
con el genoma del pollo (Gallus gallus) se obtuvieron secuencias cortas preliminares con
ayuda del programa Ensembl. Posteriormente se identificaron las posiciones de los intrones
para trabajar Unicamente con la region codificante del gen (buscando solo aquellos exones
que cumplieran con un tamafio de 550 pb). A través de un script se realizaron alineamientos
con los transcritos de Z y A y posteriormente con un BLAST se identificaron 10 exones
candidatos. Los oligos se seleccionaron con mismatches en por lo menos uno de los extremos
(dentro de las Gltimas 5 pb se cre6 una secuencia no complementaria, que garantiza que solo
aquellas regiones en las que el resto del primer se pegue en un 100%, seran las regiones
deseadas) con la intencion de obtener amplificaciones especificas. Finalmente se
seleccionaron un par de oligonucleétidos para cada gen y se sintetizaron con y sin
adaptadores en la Unidad de Sintesis de Oligonucle6tidos en el Instituto de Biotecnologia de
la UNAM.

- Cromosoma Autosomal: gen NCK2-3 *los tres con una Tm= 57°C
Forward:ACCACTCTCTTCCAGCAAAC
Reverse: TGAAGTTTGCCTATGTTGCG

- Cromosoma Z: gen Vcan_1
Forward: AGATGTCCCTGGGTGTGTTT
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Reverse: TCTCGTGTTTCTGGTCTCCC

Cromosoma W: gen APC1
Forward: TGCCAAGAACATCGTCTCCT
Reverse:AATGAGAACGCGCTATGTCG

Debido a amplificaciones inespecificas en Z, fue necesario disefiar oligos especificos para

Fregata. Con la publicacion del genoma de Fregata magnificens (Feng et al., 2020), fue

posible disefiar 3 para el gen DMRT1, que se sabe puede estar implicado en el desarrollo de

las gonadas en los vertebrados (Matsubara et al., 2006; Raymond et al., 1999). Se disefiaron

con el programa AmplifX a partir de los siguientes parametros: longitud con rango de 19 —

24 pb, con una calidad minima del 95%, porcentaje aproximado de GC del 50%, peso del
producto de 550 pb y una Tm de 57°C:

Exon 1

Forward: CGTCATGGCTGTACTCGTTGAG

Reverse: AATTTCTTGTCCCCAGCAGCTG

Exon 2

Forward: CTCTGTAACACCATACCTGCCAC

Reverse: AACCTGCAGTTGGTTTTGTCTCC

Exén 3 * Este oligo varia en un grado en la Tm (56°C)
Forward: TCTGTGGTTGGGGCAAAGAC

Reverse: GGCTCAGCTTTCACATGCTG

A los oligos seleccionados se les agregaron los siguientes adaptadores a la region 5° para el

paso de secuenciacion:

Forward overhang: 5> TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG
Reverse overhang: 5 GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG

Obteniendo las siguientes secuencias:

Cromosoma autosomal: NCK2-3:
F:- TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGACCACTCTCTTCCAG
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CAAAC
R:GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGTGAAGTTTGCCTAT
GTTGCG

- Cromosoma W: APCL1:
F:TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGTGCCAAGAACATCG
TCTCCT
R:GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGAATGAGAACGCGC
TATGTCG

- Cromosoma Z: DMRT lex2:
F-TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCTCTGTAACACCATA
CCTGCCAC
R:GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGAACCTGCAGTTGG
TTTTGTCTCC

Sexaje

El funcionamiento de los oligos se comprobd a traves de la técnica de PCR (Reaccion
en cadena de la polimerasa, protocolo 2 anexado), con muestras de ADN purificado a partir
del calamo de plumas de Fregata adulta hembra. Habiendo obtenido las muestras de sangre
de adultos, se confirm6 que los oligonucleotidos disefiados para W (sin adaptadores)
amplifican para el gen APC1 que se encuentra Unicamente en las hembras. Se procedio

entonces a sexar las muestras de pichones.
Preparacion y secuenciacion de librerias

La preparacion de bibliotecas consistio en realizar una PCR mdltiple, tanto para las muestras
control (2 machos) como para las pertenecientes a hembras (protocolo 3, anexo), donde los
tres loci (genes NCK2_3, APC1 y DMRT1 exon 2) se amplifican simultaneamente en una
mezcla de reaccion, esto permitio la adicion de las secuencias adaptadoras a los extremos 5°.
Los siguientes pasos se llevaron a cabo en la Unidad Universitaria de Secuenciacion Masiva
y Bioinformatica ubicada en el Instituto de Biotecnologia de la UNAM con el protocolo de
Nextera XT DNA Library Prep para la plataforma de secuenciacion de Illumina; El producto
de la amplificacién se purificO por perlas magnéticas (protocolo 4, anexo), donde se

prepararon las muestras para su posterior secuenciacion en un sistema NextSeq 500 Illumina
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utilizando el NextSeq 500/500 High Output Kit v2 (150 ciclos) y en un High Output v2.5
celda de flujo, ambos del mismo proveedor, con una profundidad de 100,000x.

Ensamblaje y Andlisis de cobertura

Las secuencias obtenidas fueron corregidas y se evalué su calidad con FastQC.
Posteriormente los adaptadores de los amplicones obtenidos fueron limpiados con el
programa Trimmomatic (version 0.40), para que se llevara a cabo el alineamiento de las
lecturas. El BioProyecto B10K Consortium, proveyd 363 genomas que abarcan la mayoria
de las 236 familias de aves existentes, entre ellos, el de una hembra de Fregata magnificens
(Feng et al., 2020); por lo que el ensamblaje se llevo a cabo a partir de un genoma de
referencia con el programa Bowtie2 (version 2.3.4.3), este programa reconfigura el genoma
de acuerdo con su posicién y composicion para obtener lecturas en formato SAM. Debido a
que se realiz6 una secuenciacion pareada Bowtie2 se encargd de concatenar los archivos
pertenecientes a cada muestra para poder realizar los analisis de cobertura (cédigo disponible

en el material complementario 1, anexo).

La cobertura en cada uno de los tres contigs se estimo a partir del promedio de las lecturas
alineadas a los loci (gen NCK2-3, gen APC1 y gen DMRTL1 exdn 2) con el genoma de
referencia y se visualizaron con el comando “perl”. El porcentaje de alineacion para cada

muestra y los datos de cobertura fueron recolectados para ser normalizados.

Normalizacion de los datos
La normalizacién se implementd con la intencién de garantizar la integridad de los datos,
esta se llevd a cabo de la siguiente forma:
- Se obtuvo el valor minimo y maximo del set de datos por cada contig.

- El valor de correccion de cada muestra se obtuvo con la siguiente formula:
).

- Los datos normalizados se obtuvieron con la siguiente férmula:

n2—-ni
ni

(Valor de correccién =

(Dato normalizado = (Valor de correccion —

min del set de datos)(max del set de datos — min del set de datos) ).
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Anélisis estadisticos

El porcentaje de alineamiento de cada una de las muestras secuenciadas se verifico
para validar que los datos con los que se realizan los andlisis estadisticos cumplan con por lo
menos el 60% del porcentaje de alineacion con el genoma de referencia, descartando aquellas
muestras que se encuentren por debajo de dicho valor.
A través de la prueba Mann-Whitney U-test, se realiz6 una aproximacion de la relacion de
dependencia entre la tasa de mosaicismo y la proporcion sesgada a un mayor nimero de
machos en la poblacion de fregatas, corroborando si la hipétesis se rechaza. Ademas, el valor
de cobertura de cada uno de los cromosomas responsables de la determinacién sexual se
establecio a través de un diagrama de caja, Boxplot y el nivel de mosaicismo se determind

con un diagrama de violin



Resultados

Extraccion de ADN gendmico

27

Se seleccionaron solo aquellas muestras que superaban la concentracién de 15 ng/pl y que

tuvieran proporciones (260/280 y 260/230) mayores a 1 y menores a 3 (Watts, 2014).

Tabla 1. Cuantificacion por NanoDrop Muestras de sangre de adultos. Muestras 7 y 9 pertenecientes

a machos.
Muestra | Concentracion | 260/280 | 260/230 9 186.5 1.85 0.74*
(ng/ul) 10 58.6 1.90 1.86
1 34.3 1.81 1.48 11 47.5 2.03 1.95
2 133.4 1.87 1.91 12 33.4 1.63 0.80
3 35.3 1.72 1.01 13 45.4 1.97 1.68
4 32.2 2.32 1.55 14 27.8 2.09 1.70
5 25.7 1.74 1.29 15 22.1 1.97 1.29
6 138 1.82 1.63 16 22.3 1.98 1.50
7 48.4 1.80 0.85* 17 145.8 191 2.26
8 62.1 1.94 2.09 18 23.2 2.03 2.15
Tabla 2. Cuantificacién por NanoDrop. Muestras de sangre de pichones.
Muest | Concentraci | 260/28 | 260/23 12 41.3 1.79 1.76
ra on 0 0 13 215.9 1.89 2.27
(ng/ul) 14 90.8 1.58 0.79
1 44.8 1.99 2.02 15 28 1.8 1.12
2 54.9 1.96 2.14 16 119.1 1.89 1.83
3 25.8 2.04 1.48 17 21.3 2.07 1.42
4 a7.7 2.06 2.13 18 3334 1.86 2.31
5 15.7 1.89 1.97 19 109.9 1.88 2.21
6 46.9 1.57 0.57 20 19 1.90 1.12
7 62.1 1.87 1.81 21 46.5 1.87 2.05
8 17.2 2.13 1.65 22 33.3 1.86 1.72
9 110.5 1.89 1.97 23 61.7 1.91 1.98
10 54.7 1.95 2.01 24 504.1 1.83 2.26
11 38.2 1.92 1.90 25 125.2 1.87 2.17
Tabla 3. Cuantificacion por NanoDrop. Muestras de sangre de adultos. Todas pertenecientes a
hembras.
Muestra | ng/uL | 260/280 | 260/230 45 21.7 1.92 1.73
44 32.5 1.88 1.97 46 23.7 1.84 1.67
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47 23.6 2.03 1.73
48 20.7 2.06 1.63
49 22.5 2.02 1.8
50 21.6 1.99 1.69
51 15.7 2.01 1.68
52 45.1 1.86 2.04

Verificacion de oligos e Identificacion del sexo

53 22 1.84 1.18
54 57.8 1.89 1.93
55 171 1.93 1.36
56 28 2.04 1.86
57 21.9 1.92 1.76
58 27.2 1.95 1.92

Se amplificaron multiples regiones de un tamafio de 550 pb, para el cromosoma A (region

génica NCK2-3), el cromosoma W (regién génica APC1) y el cromosoma Z (regién génica

VCANI) (Figura 12). Aunado a esto se identifico el mejor prospecto de oligos pertenecientes

a la region DMRT1 para evitar amplificaciones inespecificas (Figura 13), donde se

selecciond el exon 2.

Masa ADN Pares de

(ng/pt) hases
a0 — 10,000
30 —— 8,000
30 — 6,000
30 — 5,000
30 = 4,000
100 — 3,000
a0 - 2,000
&0 — 1,500
BO — 1,000
50 — 750
30 — 500
40 — 250
40 —_— 100

Gel agarosa TAE 1%

Ladder. Amplificacion en NCK2-3, APC-1y VCANL1 a 550 pares de bases.

Figura 12. Verificacion de amplificacion de oligos con ADN purificado del calamo de pluma de Fregata
hembra en gel de agarosa 1% y marcador de peso molecular Thermo Scientific™ GeneRuler 1 kb DNA
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A2A3 W2W3 2 3 2 3+23 23
NCK2-3 APC1 €xon1exon2 exén3 ycaN
DMRT

Figura 13. Amplificacion de oligos en muestras de Fregatduta, donde el individuo 2 es una hembra 'y
el 3 un macho. Cromosoma autosomal A (NCK2-3), cromosoma W (APC1) y cromosoma Z (DMRT1 ex6n 1,2
y 3; VCAN).

Tras haber identificado que los oligos para la region génica APC1 unicamente amplifican
una region del cromosoma W, se procedio a sexar las muestras de pichones para proceder
con las muestras que pertenecieran a hembras (Figura 14).

1234567891011121314151617 18 192021 22 23 24 25

Figura 14. Sexaje de pichones con técnica de PCR. Se verificd qué muestras amplificaron con el oligo
para el gen APC1 (del cromosoma W). Las hembras confirmadas fueron las muestras: 1, 2, 3, 4, 8, 10, 12, 14,
16, 17,23y 25.
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Preparacion de librerias y purificacion de muestras
Se confirmo la amplificacion de las regiones génicas dentro de la misma reaccion a través de
una PCR mudltiple (Figura 15A) para las 43 muestras pertenecientes a hembras pichones y
adultas. Los productos de PCR purificados (Fig. 15B) se enviaron a un servicio de

secuenciacion en una plataforma de Illumina NexSeq.

A)

Figura 15. Amplificacion de PCR mdltiple con tres regiones génicas (NCK2-3, APC1 y DMRT1) de las
primeras siete muestras de pichones. A) Producto de amplificacién multiple. B) Producto de amplificacion
purificado con el kit de purificacién Beckman Coulter™ Agencourt AMPure XP PCR Purification.

Analisis estadisticos

'S

Numero de muestras
N

70 elo
Porcentaje de Alineacion (%)
Figura 16. Histograma del porcentaje de alineacion de las muestras de pichones hembras contra el genoma
de referencia, donde se descartaron aquellas muestras que no superaran el porcentaje minimo de alineacion
(>50%).

|
60
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Se realizd un histograma en RStudio de los datos para descartar las muestras con un nivel
inferior al porcentaje minimo de alineacion (> 50%) al genoma de referencia (Figura 16),
contando con el 100% de alineacién minima requerida en todas las muestras secuenciadas.
Posteriormente los datos restantes se normalizaron en Excel (Material complementario 2,
anexo) para realizar los analisis estadisticos.

Contrastante con el valor obtenido en la prueba de Mann-Whitney U-test (p = 0.9658 > a =
0.05), se observd que los niveles de cobertura tanto del cromosoma Z como del W se
conservaron lo suficiente como para no representar un cambio significativo conforme

avanzaron las etapas del desarrollo (Figura 17).

1.00-

Cromosoma
o
o
;

1 | ‘
| | . |

Wp Wa Cobertura Zp Za

0.00-

Figura 17. Grafico de caja (Boxplot) que muestran el valor de cobertura con cuartiles y la mediana del
cromosoma W y Z durante dos etapas del desarrollo Wp (cromosoma W de pichones), Wa (cromosoma W de
adultos), Zp (cromosoma Z de pichones), Za (cromosoma Z de adultos).

Finalmente, tras analizar el nimero de lecturas obtenidas de los cromosomas sexuales, se
realiz6 un diagrama de violin donde se representa el nivel de mosaicismo de las muestras de

hembras adultas para ambos cromosomas (Figura 18).
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Figura 18. A) Gréfico de violin donde se observa la distribucién de los datos y la densidad de probabilidad,
donde Wa (Cromosoma W de adultos) y Za (Cromosoma Z de adultos). B) Heatmap y Color Key donde se
observa el nivel de mosaicismo por cromosoma.
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Discusion

Perdida mosaica de los cromosomas sexuales
Marais et al. (2018), sugiere que los cromosomas sexuales pueden influir en la proporcién de
sexos en las poblaciones a través de diferentes mecanismos que generen diferencia en la
mortalidad, como el mecanismo del cromosoma X/Z desprotegido, el cromosoma Y/W
toxico o por la pérdida del cromosoma heterogamético Y/W. Esto llevé a sugerir que la
pérdida de los cromosomas sexuales se puede estudiar en una colonia de aves como fregata

magnificens, que presentan una desproporcion de sexos en la poblacion adulta.

En este estudio debido a que no es posible determinar la edad exacta de las fragatas hembras,
se tomara la medicion de la cobertura como método para determinar la pérdida mosaica en
todas las muestras. En el Boxplot realizado se obtuvo que las medias (que representan el 50%

de los sets de datos), se encontraron en los siguientes valores de cobertura:

Cromosoma W de pichones = 0.092938316
Cromosoma W de adultos = 0.074641537
Cromosoma Z de pichones = 0.186217341
Cromosoma Z de adultos = 0.279050462

Al interpretar estos datos tenemos que el promedio de cobertura del cromosoma W de los
pichones fue de 0.09 y al pasar el tiempo este disminuyé a 0. 07, lo que puede sugerir una
pérdida mosaica del cromosoma, pues el nimero de copias disminuyd. Para el cromosoma Z
tenemos que la cobertura promedio para los pichones era de 0.18 y al pasar el tiempo este
valor aumenté a 0.27. En el caso del cromosoma W, se atribuye la disminucion de la
cobertura a la acumulacion de deleciones en el cromosoma. Para el cromosoma Z este
incremento de la cobertura puede indicar una acumulacion de duplicaciones cromosomicas.
La perpetuacion de dichas mutaciones sugiere que en ambos casos los mecanismos de

reparacion del ADN no fueron capaces de corregir a los cromosomas (Lagunas, 2018).

Se analiz6 también la distribucion de los datos de los cromosomas sexuales en adultos segun
su cobertura a través de un diagrama de violin, asi se observé que para el cromosoma W la

cobertura se encuentra entre los valores de 0 y 1, pero que los datos se aglomeran



34

principalmente por debajo del valor de 0.25, por otro lado, para el cromosoma Z, se observo
que los datos se encuentran entre los valores de 0.01 y 0.63, y que se aglomeran
principalmente entre el valor de 0.1 y 0.5, en ambos observamos una concentracion de datos
en valores de cobertura menor a 0.5, lo que podria sugerir que el nivel de mosaicismo es alto
para ambos cromosomas. A pesar de esto el Heatmap que se realizé no indica que exista un

patron que relacione la pérdida mosaica entre cromosomas sexuales.

Con los resultados de este estudio podemos inferir que a pesar de que se registraron valores
bajos de cobertura, no existe una relacion entre la pérdida mosaica de los cromosomas
sexuales y la edad de las fregatas hembras, pues podemos observar que el valor obtenido en
la prueba de Mann-Whitney U-test no es significativo (valor de p = 0.9658 > a = 0.05); De
igual forma para el cromosoma Z el valor de Mann-Whitney U-test no es significativo (valor
de p = 0.832 > a = 0.05). Entonces se puede decir que se mantiene el supuesto, donde se
afirma que “Las hembras de mayor edad no presentan una pérdida parcial del cromosoma W
en las células sanguineas mas elevada que los pichones hembra”, lo que resulta contrastante
con los resultados de la Dra. Pacheco y el bobo de patas azules, esto podria sugerir que la

herencia de estos cromosomas es estable en las aves marinas.

A pesar de esto, que la diferencia en la mortalidad no esté relacionada con la pérdida mosaica
no quiere decir que no intervenga algin mecanismo de determinacion sexual mediado por
cromosomas, pues la relacion entre los cromosomas sexuales y la mortalidad ha sido
documentada por Pipoly et al. (2015) a través del arbol de la vida; Por otro lado, Xirocostas
et al. (2020) encontrd que, contrastante con la hipotesis del cromosoma X/Z solitario, el sexo

homogamético en promedio vive un 17.6% mas que el sexo heterogamético.

Desproporcion de sexos por factores extrinsecos
En este estudio la diferencia en la mortalidad no se debe a la degeneracion de los cromosomas
sexuales, pero podria atribuirse a otros mecanismos extrinsecos, como lo son las fuerzas
genéticas y ecoldgicas. Xirocostas et al. (2020) determiné que las diferencias morfolégicas
juegan un papel importante en la esperanza de vida y la proporcidn terciaria y secundaria de
sexos; si bien los machos poseen ornamentacion que es llamativa para los depredadores,
proporcionalmente la hembra adulta representa un mayor valor nutricional debido a su

tamafio superior; ocasionado que las hembras se vean vulnerables ante periodos de bajos
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recursos cuando el ambiente es inhdspito y que se genere una depredacion diferencial. A su
vez la proporcion secundaria de sexos termina viéndose afectada debido a que la crianza de

hembras representa un mayor costo en el cuidado parental (Osorno, 1999 & Osorno, 1996).

Las causas etoldgicas tambien representan un factor extrinseco que afecta la proporcion de
sexos. En fragatas el establecimiento del nido en la temporada de reproduccién esta
estrechamente relacionada con la sobrevivencia del pichén, debido a que el establecimiento
temprano proporciona un mayor cuidado parental por parte de los machos a diferencia de un
establecimiento tardio, debido a que los machos se van antes para asegurar su disponibilidad
para el proximo periodo de reproduccion, como consecuencia las hembras adultas son
capaces de inclinar la produccion del sexo con menor varianza en periodos donde los recursos
son escasos 0 se cuenta con un menor periodo de tiempo donde el macho aporte al cuidado
parental (Osorno, 1996), este gasto poco igualitario en la inversion parental permite a los
machos reproducirse anualmente, mientras que las hembras exitosas lo hacen cada dos afios
(Diamond y Schreiber, 2002).

Multiples factores etologicos entran en juego cuando se estudia las causas de la
desproporcion de sexos en una poblacion, entre ellos también se observa la caracteristica de
formar parejas monogamas o poligamas. En fragatas se ha encontrado que durante el periodo
de reproduccion las hembras tienden a formar relaciones mondgamas debido al periodo largo
que la crianza del pichon conlleva, mientras que el macho solo invierte en el cuidado parental
los primeros cuatro meses si el establecimiento del nido fue temprano, de otra forma, tienden
a abandonar antes de este periodo de tiempo para asegurar su reproduccién con otra hembra,
estableciendo asi relaciones poligamas (Diamond y Schreiber, 2002). Contrastante con la
hipétesis del cromosoma X/Z, se ha observado que cuando las relaciones establecidas en una
poblacién de aves son mondgamas el sexo heterogamético posee una mortalidad superior
(7.1%) en comparacion con la del sexo homogamético (Trivers, 2002; Mayr, 1939;
Xirocostas et al., 2020); en cambio cuando las relaciones son poligamas se favorece en la

poblacién un mayor nimero de hembras (Mayr, 1939).

Para finalizar se puede decir que son multiples los factores que contribuyen a la
desproporcion de sexos en una poblacién, y de ninguna forma se debe solo a un elemento

como la pérdida mosaica de los cromosomas sexuales, sino a la suma de todos estos
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elementos, pero estudios como este son de suma importancia, pues nos dan un acercamiento
para conocer las causas de una mortalidad diferencial en las poblaciones que pueden ser

extrapolables con otras especies.

Perspectivas
Estudios similares pueden llevarse a cabo en otras especies si se dispone de los datos
adecuados, he ahi la particularidad de esta especie, que se encuentra en colonias y el muestreo
de multiples generaciones es posible, donde ademas el sistema de determinacion sexual es
cromosoémico y se observa que la proporcién de sexos en la colonia se encuentra sesgada al
sexo homogamético, mientras estas condiciones se cumplan es posible comprobar si en otras
especies la degeneracion de los cromosomas sexuales contribuye a que exista una mortalidad
diferencial en la poblacion. Mientras tanto, se encuentran latentes estudios para comprobar
la teoria del efecto toxico que posee el cromosoma W en el sexo heterogamético, por otro
lado, se busca identificar los genes participes en la senectud de las aves, pero estudios
ecologicos también pueden contribuir a poseer un panorama completo del proceso de

envejecimiento en los seres vivos.
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Anexo

Protocolos

Protocolo de Extraccion de ADN de sangre
Por Mdnica Martinez Pacheco

Modificacion del protocolo para el kit “Blood DNA Isolation Mini Kit” de Norgen

Componentes del kit:

Componente Producto #46300 Producto #46380
(50 muestras) (100 muestras)

Buffer de lisis B 20 mL 2x20mL
Solucion WN 18 mL 2x18 mL
Solucién de lavado A 18 mL 2x18 mL
Buffer de Elucién B 30 mL 2x30mL
Proteinasa K 1.2mL 2x1.2mL
Columnas 50 100
Tubos colectores 50 100
Tubos de Elucion 50 100

Especificaciones:

Especificaciones
del kit
Vol. minimo de sangre 20 uL
Vol maximo de sangre 200 puL
Capacidad de la columna > 50 ng
Rendimineto promedio (200 pL of blood) 4-12 pg*
Tiempo para realizer 10 purificaciones 30 minutos

Almacenaje:
Proteinasa K a 2-8°C
Las demés a T ambiente

Precauciones:
El Buffer de lisis B y la Solucién WN contienen sales de guanidina. Estas son altamente reactivas
con el cloro, por lo que hay que tener cuidado al desecharlos.

Material necesario:
e Microcentrifuga: 6,000 x g (8,000 RPM) — 14,000 x g (14,000 RPM)
Micropipetas: 10 pL, 100 puL y 1000

e Tubos eppendorfde 1.502 mL
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e Etanol 96 - 100%
e Bafio/Blogque de agua/Incubadora a 552C

e \Vortex
e Rnasa A (si se requiere ADN libre de ARN)
e PBS

Antes de comenzar:
e Cuando el kit es nuevo, afadir etanol a las soluciones de trabajo:
- Solucién WN + 24 mL etanol 96-100%: vol. Final de 42 mL. Marcar el frasco.
- Solucién de lavado A + 42 mL etanol 96-100%: vol. Final de 60 mL. Marcar el frasco.

e Templar (T ambiente) los reactivos y la muestra de sangre antes de utilizarlos.

e Vortexear la Proteinasa K antes de utilizarla.

e Este kit puede ser utilizado para procesar hasta 400 uL de sangre. Es importante
incrementar de manera proporcional los volimenes de los reactivos durante la
preparacion de la muestra (proteinasa K, Buffer de lisis By Etanol), y luego seguir
el procedimiento habitual para la unién a las columnas, lavados y elucion. Por
ejemplo, para procesar 400 ul de sangre, hay que duplicar las cantidades descritas
para Proteinasa K, Buffer de lisis B y Etanol.

Protocolo:
Colocar los reactivos y muestras a T ambiente.

1.- Preparacion de la muestra
a) Colocar 200 pL de sangre en un tubo para microcentrifuga
b) Afladir 20 pL de Proteinasa K al tubo, mezclar con pipeta y vortex
Nota: Cuando se usan volumenes menores a 200 pL de muestra, afiadir la cantidad necesaria
de PBS para llevar a un volumen de 200 uL. EI minimo es de 20 pL.
(Opcional) Adicionar al lisado el equivalente a 100 unidades de Rnasa A, sin exceder los 10
uL de volumen. Para cuando se necesita ADN libre de ARN.

¢) Afadir 300 pL de Buffer de lisis B al tubo, mezclar con vortex durante 10 seg. Y
centrifugar brevemente para colectar las posibles gotas de liquido que queden en la tapa
del tubo.

d) Incubar en termomix a 552C durante 2-12 h a 300-750 RPM de agitacion (segun
lo requiera la muestra de sangre).

e) Centrifugar a 14,000 x g (14,000 RPM) durante 2 min para precipitarlo.
Transferir el sobrenadante a un tubo limpio y continuar con el paso.

f) Anadir 110 pL de Etanol 96-100% al tubo y mezclar con vortex durante 10 seg.

g) Centrifugar brevemente para colectar las posibles gotas de liquido que queden
en la tapa del tubo

2.- Union de la muestra a la Columna
a) Colocar la columna en un tubo colector (ambos vienen con el kit).
b) Colocar el lisado en la columna y centrifugar a 6,000 x g (8,000 RPM) durante 1
min.
c) Descartar el sobrenadante. Colocar de nuevo la columna en el tubo colector.
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Nota: Asegurarse de que todo el lisado haya atravesado la columna, si no es asi, centrifugarla
durante 2 min mas.

3.- Lavado de la Columna

a) Colocar 500 pL de Solucién WN (con etanol afiadido) a la columna y centrifugar
a 6,000 x g (8,000 RPM) durante 1 min. Descartar el sobrenadante y colocar de nuevo la
columna en el tubo colector.

Nota: Asegurarse de que todo el lisado haya atravesado la columna, si no es asi, centrifugarla durante
1 min mas.

b) Colocar 500 pL de Solucidn de lavado A (con etanol afiadido) en la columna y
centrifugar a 14,000 x g (14,000 RPM) durante 1 min. Descartar el sobrenadante y colocar
de nuevo la columna en el tubo colector.

¢) Lavarla columna otra vez afiadiendo 500 pL de Solucion de Lavado A (con etanol
anadido) en la columna y centrifugar a 14,000 x g (14,000 RPM) durante 1 min. Descartar
el sobrenadante y colocar de nuevo la columna en el tubo colector.

d) Centrifugar la columna a 14,000 x g (14,000 RPM) durante 2 min para secar la
columna. Desechar el tubo colector.

4.- Elucién del ADN

a) Colocar la columna en el tubo de elucion de 1.7 mL que viene con el kit.

b) Aniadir 50 pL de Buffer de elucion B a la columna.

c¢) Incubar a T ambiente durante 1 min.

d) Centrifugar a 6,000 x g (8,000 RPM) durante 1 min. Cerrar el tubo.

e) Colocar la columna en un nuevo tubo de elucion de 1.7 mL o para
microcentrifuga. (Opcional)Realizar una segunda elucién repitiendo los pasos 4b a 4d
para incrementar la eficiencia de la misma y obtener mayor cantidad de ADN.

Nota: El vol. De elucién mas pequefio (50 pL) puede usarse para obtener una muestra de
ADN mas concentrada. EI maximo es de 200 pL.

5.- Almacenamiento del ADN
El ADN purificado puede ser almacenado a 4°C durante algunos dias. Es recomendable guardarlo a
-20°C para mantenerlo a largo plazo.

Protocolo de amplificacion por técnica de PCR para genes separados

Por Modnica Martinez Pacheco
Material necesario:
e ADN purificado

e Phusion Flash High-Fidelity PCR Master Mix
e Oligonucledtidos A, Wy Z

e Agua MiliQ

e Tubos eppendorfde 0.2 mL

e Micropipetas 10uLy 100uL



Almacenaje:

Todos los componentes utilizados a -30°C.

Antes de comenzar:
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e Los oligos deben encontrarse a una concentracién de 5 pmol/uL en un volumen de

50 pL

Protocolo:

Colocar los reactivos y muestras en hielo.

1.- Mezcla de los reactivos

a) Se coloca el volumen necesario de ADN para tener una concentracién de 60 ng/uL,

en tres tubos por muestra de ADN

b) Se anaden 1.5 pL de cada oligo (Forward y Reverse) para A, W y Z en cada tubo de
reaccion (tubo uno con oligos para A, tubo dos con oligos para W y tubo tres con

oligos para Z)

¢) A cadatubo de reaccidn se le afiaden 12.5 pL de Phusion Flash High-Fidelity PCR

Master Mix

d) Se afora con agua MiliQ para obtener un volumen final de 25 pL
e) Los tubos de cada reaccion se colocan en el termociclador bajo los siguientes

parametros:

Paso To Tiempo (seg.) # Ciclos
Desnaturalizacion inicial 98°C 10 1
Desnaturalizacién 98°C 1 3
Alineacion 57°C 5 30
Extension 72°C 15
Extension final 72°C 60 2
Hold 4°C o0 00

Protocolo de amplificacion por técnica de PCR para genes juntos

Por Modnica Martinez Pacheco
Material necesario:
e ADN purificado

e Phusion Flash High-Fidelity PCR Master Mix
e Oligonucleétidos A, W y Z con adaptadores

e Agua MiliQ
e Tubos eppendorf de 0.2 mL
e Micropipetas 10uLy 100uL

Almacenaje:

Todos los componentes utilizados a -30°C.



Antes de comenzar:
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e Los oligos deben encontrarse a una concentracion de 5 pmol/plL en un volumen de

50 pL

Protocolo:

Colocar los reactivos y muestras en hielo.

1.- Mezcla de los 45emperatur

f) Se coloca el volumen necesario de ADN para tener una concentracién de 90 ng/uL,

en un tubo por muestra de ADN

g) Seafiaden 0.75 plL de cada oligo (Forward y Reverse) para A, Wy Z en el tubo de

reaccion

h) A cada tubo de reaccion se le anaden 15 pL de Phusion Flash High-Fidelity PCR

Master Mix

i) Se afora con agua MiliQ para obtener un volumen final de 35 pL
j) Los tubos de cada reaccién se colocan en el termociclador bajo los siguientes

parametros:

Paso To Tiempo (seg.) # Ciclos
Desnaturalizacion inicial 98°C 10 1
Desnaturalizacién 98°C 1 3
Alineacion 53°C 5 30
Extension 72°C 15
Extension final 72°C 60 2
Hold 4°C o0 00

Protocolo de purificacion por perlas magnéticas

Por la Unidad Universitaria de Secuenciacién Masiva y Bioinformatica

“Quick-DNA™ HMW MagBead kit” de Zymo Research

Componentes del kit:

Componente

Producto D6060
(96 muestras)

Temperatura de
almacenamiento

Proteinasa K y Buffer de 2 x20 mL -20°C (después de mezclar)
almacenamiento

Biofluido y Buffer de tejidos 25 mL Temperatura ambiente
sélidos

Buffer Quick-DNA ™ 150 mL Temperatura ambiente
MagBinding

Buffer de prelavado de 50 mL Temperatura ambiente
ADN

Buffer de lavado de g-ADN 1 x 200 mL Temperatura ambiente
Buffer de elucién de ADN 50 mL Temperatura ambiente
Perlas MagBinding 6 mL Temperatura ambiente
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Antes de comenzar:

Reconstituya la proteinasa K liofilizada con 1040 pul de tampdn de almacenamiento
de proteinasa K. Vortex para disolver. Almacenar a -20°C.

Es posible que se haya formado un precipitado en el tampdn de prelavado de ADN
durante el envio. Para resuspender completamente el tampén, incubar la botella a
30— 37 °C durante 30 minutos y mezclar por inversién. NO CALENTAR EN
MICROONDAS.

Protocolo:
1.- Preparacion de la muestra

a)

Afiada 20 pl de proteinasa K a 400 pl de muestra en DNA / RNA Shield ™ 1y mezcle
bien. Incubar a 46emperature ambiente (20-302C) durante 30 minutos.

Nota: El tejido s6lido en ADN / ARN Shield debe homogeneizarse mecanicamente antes
del procesamiento.
2.- Purificacion de AND

b)
c)

d)

f)

g)

h)

j)

k)

Afiada 400 ul (o el mismo volumen) de buffer Quick-DNA ™ MagBinding a 400 ul de
la muestra, mezclar con pipeta

Agregue 33 pl de perlas MagBinding, mezcle con pipeta (por lo menos 5 veces) y
coloque las muestras en un rotador o agitador por 10 minutos

Transfiera la muestra al soporte magnético hasta que las perlas se hayan separado
de la solucion, luego retire y deseche el sobrenadante. Transfiera la muestra del
soporte magnético

Afiada 500 pl de buffer Quick-DNA ™ MagBinding, mezcle con pipeta para
resuspender las perlas (~ 5 veces) y luego coloque las muestras en un rotador o
agitador durante 5 minutos.

Transfiera la muestra al soporte magnético hasta que las perlas se hayan separado
de la solucidn, luego retire y deseche el sobrenadante y retire la muestra del
soporte magnético.

Afada 500 ul de Buffer de prelavado de ADN y mezcle con pipeta para resuspender
las perlas (~ 10 veces).

Transfiera la muestra al soporte magnético hasta que las perlas se hayan separado
de la solucion, luego retire y deseche el sobrenadante. Transfiera la muestra del
soporte magnético.

Agregue 900 pl de buffer de lavado g-DNA y pipetee la mezcla para resuspender las
perlas (~ 10 veces). Transfiera todo el liquido a un nuevo tubo de microcentrifuga
0 a una placa de 96 pocillos.

Transfiera la muestra al soporte magnético hasta que las perlas se hayan separado
de la solucidn y luego retire y deseche el sobrenadante. Transfiera la muestra del
soporte magnético.

Repetir pasos del i) al j)
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[) Para secar las perlas, transfiera la muestra a un elemento calentado e incube
durante 10 minutos. Si no dispone de un elemento calefactor, deje secar al aire
durante 20 minutos.

m) Afada 50 pl de Buffer de elucién de ADN a cada muestra y mezcle con la pipeta 20
veces incubar a temperatura ambiente durante 5 minutos o mezclar con un
agitador durante 5 minutos a temperatura ambiente (20-302C).

n) Transfiera la muestra al soporte magnético hasta que las perlas se hayan separado
de la solucidn, luego transfiera el ADN eluido a un nuevo tubo (placa).

El ADN obtenido puede utilizarse inmediatamente o almacenarse a <-209C.
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Material complementario

1. Codigo para la obtencion de coberturas

Abrir una ventana de comandos:
Inicio = Ingresar cuenta y presionar Enter = Ingresar contrasefia y presionar Enter

Una vez dentro del servidor del CCG se accede a la ubicacion de los archivos:
> [space29/BSyBS/dcortez/fragata

> ||

> vi.pipeline.fragatas.pl

>

Se observa el siguiente programa, donde se modifica la entrada de cada muestra:
@data = qw(

DC1_S25 R1 001 # Entrada 1

)i

@dataX = qw(
DC1_S25 R2 001 # Entrada 2

);

foreach $i (0..$#data) {

system (“bowtie2 -q -p 10 —no-unal —no-head —no-sq —un x1 -x index_genoma_fragata -U
$data[$i].fastq -S $data[$i].samR1”);

system (“bowtie2 -q -p 10 —no-unal —no-head —no-sq —un x2 -x index_genoma_fragata -U
$dataX[$i].fastq -S $dataxX[$i].samR2”);

system (“cat $data[$i].samR1 $dataX[$i].samR2 > $data[$i].samR12”);

print “>>>>>>>>>> $data[$i] <<<<<<<<<<<<<<<\nT;

%names=""";
open(OUT,”$data[$i].samR12”) || die;
while (<OUT>) {
chomp;
@w=split(“\t™);
@q=split(*”,$w[3]);
$as = $w[2]; #.>_".$q[0];
$names{$as}+=1;

}
close(OUT);
foreach $j (sort keys %names) {
if ($j=~/WAAD01004845/) {
print “Z: $j\tSnames{$j}\n”;
}

if ($j=~/WAAD01016290/) {
print “Auto: $j\tSnames{$j}\n”;

}
i ($j=~/WAAD09000009/) {
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print “W: $j\tenames{$j}\n”;

¥
¥

Presionar Esc
> :wq
> perl pipeline.fragatas.pl

Recolectar datos para cada muestra.

2. Normalizacion de datos

Tabla 4. Datos crudos de las coberturas por loci y sus porcentajes de alineamiento. Datos obtenidos
de la secuenciacién pareada de muestras de fragata. Donde las muestras en color verde pertenecen a
pichones hembras de fregata, las muestras en color naranja pertenecen a fregatas adultas hembras y
la muestra en color amarillo pertenece a un macho adulto.

Contigs

A w z

DC1_S25_R1_001 61987 5075 854022
DC3_S26_R1_001 51508 6222 777347
DC4_S27_R1_001 42628 7830 688429
DC6_S28 R1_001 38697 6610 610296
DC7_S29 R1_001 73590 3110 918805
DC8_S30_R1_001 91106 9062 549416
DC9_S31_R1_001 95135 3163 1177203
DC10_S32_Rg_001 | 138593 3447 845611
DC11 S33_R1_001 | 101121 5667 646296
DC12_S34 R1_001 | 138429 3031 828604
DC30_S16_R1_001 | 242444 8242 700168
DC31 S17 R1 001 | 271686 12556 577580
DC13 S35 R1_001 | 217865 3581 838429
DC14_S36_R1_001 29039 4902 1007280
DC15_S37_R1_001 82473 3069 631353
DC16_S38 R1_001 46008 4648 777018
DC17_S39 R1_001 26100 5606 687310
DC18 S40_R1_001 15656 3823 634074
DC19_S41 _R1_001 14599 2208 800070
DC20_S42_R1_001 40481 3074 709197
DC21_S43_R1_001 28036 8263 734589
DC22_S44 R1 001 | 177660 10213 660236
DC23 S45 R1 001 | 106748 6629 498879
DC24_S46_R1_001 75529 6706 659944

Muestras




DC25_S47_R1_001

54724 27782 605537

DC26_S48_R1_001

45657 22416 623104

DC27_S49_R1_001

25129 7493 893676

DC28_S50_R1_001

102198 11222 589848

DC32_S18_R1_001

226660 11403 456096

DC33_S19_R1 001

240898 | 32140 598524

DC34_S20_R1_001

243901 11944 670946

DC35_S21_R1_001

215895 9020 497917

DC36_S22_R1_001

157732 16757 515786

DC37_S23_R1_001

187415 14919 622932

DC38_S24_R1_001

203493 7723 537396

DC39_S25_R1_001

137391 91553 497241

DC40_S26_R1_001

223842 13804 530421

DC41_S27 _R1_001

142063 39241 381051

DC42_S28 R1_001

191973 19651 391903

DC43_S29 _R1_001

51085 52797 497801

DC44_S30_R1_001

508304 7233 522803

DC45_S31_R1_001

325152 4240 827292

DC46_S32_R1_001

568740 4295 731681

DC29_S51_R1_001

25443 790864

Tabla 5. Valores normalizados a partir de los valores de correccion.

Normalizacidn

Valor de Correccion

Valor Normalizado

A W z

A

w z

DC3_S26_R1_001

-0.16905 | 0.22601 | -0.08978

0.071067 | 0.092938 | 0.202147

DC4_S27_R1_001

-0.1724 | 0.258438 | -0.11439

0.070726 | 0.095706 | 0.186217

DC6_S28_R1_001

-0.09222 | -0.15581 | -0.11349

0.078894 | 0.060353 | 0.186795

DC7_S29_R1_001

0.901698 | -0.5295 | 0.505507

0.18014 | 0.028462 | 0.587527

DC8_S30_R1_001

0.238021 | 1.913826 | -0.40203

0.112534 | 0.23698 0

DC9_S31_R1_001

0.044223 | -0.65096 | 1.142644

0.092793 | 0.018096 1

DC10_S32_Rq_001

0.456803 | 0.089788 | -0.28168

0.13482 | 0.081313 | 0.077915

DC11_S33_R1_001

-0.27037 | 0.644038 | -0.23571

0.060746 | 0.128614 | 0.107677

DC12_S34 R1_001

0.368944 | -0.46515 | 0.282081

0.125871 | 0.033954 | 0.442885

DC30_S16_R1_001

0.751396 | 1.719235 | -0.155

0.164829 | 0.220373 | 0.159923

DC31_S17_R1_001

0.120613 | 0.523417 | -0.17508

0.100574 | 0.11832 | 0.146923

DC13_S35_R1_001

-0.1981 -0.7148 | 0.451624

0.068108 | 0.012648 | 0.552644

DC14_S36_R1_001

-0.86671 | 0.368891 | 0.20139

0

0.105132 | 0.390646

DC15_S37_R1_001

1.840077 | -0.37393 | -0.37321

0.275728 | 0.041738 | 0.018659
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DC16_S38_R1 001 | -0.44214 | 0.5145 | 0.230719 | 0.043249 | 0.117559 | 0.409633
DC17_S39 R1 001 | -0.43271 | 0.20611 | -0.11545 | 0.04421 | 0.09124 | 0.185528
DC18_S40_R1_001 | -0.40015 | -0.31805 | -0.07746 | 0.047526 | 0.046507 | 0.210126
DC19_S41_R1_001 | -0.06751 | -0.42244 | 0.261793 | 0.081411 | 0.037598 | 0.42975

DC20_S42_R1_001 | 1.772861 | 0.39221 | -0.11358 | 0.268881 | 0.107122 | 0.186739
DC21_S43_R1_001 | -0.30743 | 1.688029 | 0.035804 | 0.056972 | 0.21771 | 0.283448
DC22_S44_R1_001 | 5.336853 | 0.235992 | -0.10122 | 0.631929 | 0.09379 | 0.194743
DC23_S45_R1_001 | -0.39914 | -0.35093 | -0.24439 | 0.047629 | 0.043702 | 0.102053
DC24_S46_R1_001 | -0.29246 | 0.011616 | 0.322854 | 0.058497 | 0.074642 | 0.46928

DC25_S47_R1_001 | -0.27546 | 3.142857 | -0.08244 | 0.060228 | 0.341867 | 0.206898
DC26_S48_R1_001 | -0.16569 | -0.19315 | 0.029011 | 0.07141 | 0.057167 | 0.27905

DC27_5S49_R1_001 | -0.44961 | -0.66573 | 0.434232 | 0.042488 | 0.016836 | 0.541385
DC28_S50_R1_001 | 3.066935 | 0.497664 | -0.33998 | 0.400703 | 0.116122 | 0.040174
DC32_S18_R1_001 | 1.217852 | 0.016129 | -0.22676 | 0.212345 | 0.075027 | 0.113471
DC33_S19_R1_001 | 0.062817 | 1.818557 | 0.312276 | 0.094687 | 0.228849 | 0.462432
DC34_S20_R1_001 | 0.012466 | -0.62838 | 0.121001 | 0.089558 | 0.020024 | 0.338604
DC35_S21_R1 001 | -0.11483 | -0.24481 | -0.25789 | 0.076591 | 0.052758 | 0.093317
DC36_S22_R1 001 | -0.2694 | 0.857761 | 0.035888 | 0.060845 | 0.146853 | 0.283502
DC37_S23_R1 001 | 0.188186 | -0.10969 | 0.207733 | 0.107458 | 0.064289 | 0.394753
DC38_S24_R1_001 | 0.085788 | -0.48234 | -0.13731 | 0.097027 | 0.032487 | 0.171376
DC39_S25_R1_001 | -0.32484 | 10.85459 | -0.07472 | 0.055198 1 0.211896
DC40_S26_R1_001 | 0.629233 | -0.84922 | 0.066728 | 0.152385 | 0.001176 | 0.303468
DC41_S27_R1_001 | -0.36534 | 1.842727 | -0.28161 | 0.051072 | 0.230912 | 0.077962
DC42_S28_R1_001 | 0.351323 | -0.49922 | 0.028479 | 0.124076 | 0.031046 | 0.278706
DC43_S29 R1 001 | -0.73389 | 1.686733 | 0.270215 | 0.013529 | 0.217599 | 0.435202
DC44_S30_R1_001 | 8.950161 | -0.863 | 0.050225 1 0 0.292784
DC45_S31_R1 001 | -0.36032 | -0.4138 | 0.582416 | 0.051584 | 0.038336 | 0.637317
DC46_S32_R1 001 | 0.749151 | 0.012972 | -0.11557 | 0.164601 | 0.074757 | 0.18545

3. Cadigo para la obtencion de graficos en R

Se abre un nuevo proyecto en R

>library(ggplot2)

>library(RColorBrewer)

#Histograma

three <- read.csv(""Histograma.csv", header = TRUE, sep =

encuentren los datos del porcentaje de alineacién de las muestras
grafica3=ggplot(three, aes(Porcentaje.de.Alineacion....))+geom_histogram(binwidth = 1.2,
color="orange", fill="orange")+ggtitle("histograma™)+

ylab("Numero de muestras")+

,") #Se cargan el archivo donde se
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xlab("Porcentaje de Alineacion (%)")
grafica3

Se exporta el grafico.

#Boxplot
four <- read.csv("boxplot.csv", header = TRUE, sep =",") #Se carga el archivo donde se encuentren
los datos de cobertura por cromosoma de jovenes vs. adultos
graficad=ggplot(four, aes(x=Cromosoma,y=Cobertura))+

gatitle("Boxplot™)+

xlab="Cobertura"+

ylab="Cromosoma"
graficad + geom_jitter(aes(size=0.1, colour=Cromosoma)) + geom_boxplot(size=1.2, alpha=.7,
outlier.colour = NA)
n <- grafica4 + geom_jitter(aes(size=0.1, colour=Cromosoma)) + geom_boxplot(size=1.2, alpha=.7,
outlier.colour = NA)
n

Se exporta el grafico.

#Diagrama de Violin

five <- read.csv("Violin.csv", header = TRUE, sep =",") #Se cargan el archivo donde se encuentren
los datos de la cobertura de las muestras de adultos

grafica5= ggplot(five, aes(x=Cromosoma, y=Cobertura, fill=Cromosoma)) + ggtitle(“Diagrama de
Violin) + geom_violin()

graficab + scale_fill_manual(values=c(“#9adlaa”, “#9182c4”))
Se exporta el grafico.

#Heatmap

six <- read.csv(""Heatmap.csv", header = TRUE, sep =",") #Se cargan el archivo donde se
encuentren los datos de la cobertura de las muestras de adultos

grafica6 <- data.matrix(six)

coul <- colorRampPalette(brewer.pal(8, “PRGn”))(25)

heatmap(grafica6, main="Nivel de Mosaicismo”, scale="columna”, margins=c(4,4), Colv=NA,
Rowv=NA, col=coul, cevRow=0.9)

Se exporta el grafico.
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