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Resumen

Los genes de la familia Furry (Fry) codifican para proteinas muy conservadas
evolutivamente y distribuidas en diversos grupos eucariotas, incluyendo levaduras, plantas,
nematodos y vertebrados. Estas proteinas actian como médulos de andamiaje para la
formacion de grandes complejos proteicos, regulando la unién y la actividad de otras
proteinas, y cumplen funciones importantes en el desarrollo, incluyendo la division celular y
la morfogénesis. Mientras que en invertebrados sélo se ha descripto un gen Furry, en
algunas especies de vertebrados se han encontrado dos genes paralogos, denominados Fry
y Fry-like, aunque su distribucion filogenética y origen no han sido investigados.

En este trabajo, buscamos estudiar Fry y Fry-like de vertebrados desde una
perspectiva evolutiva, con los objetivos de i) comprender el origen evolutivo de estos genes
y ii) verificar si hubo divergencia en la expresion de estos paralogos en el desarrollo de
vertebrados. Nuestra hipotesis era que los genes podrian haber surgido en los dos eventos
de tetraploidizacion (denominados 1R y 2R) que ocurrieron durante el origen de los
vertebrados y que, luego de la duplicacion, las funciones de los genes podrian haber sido
repartidas en un proceso de subfuncionalizacién.

A partir de las secuencias aminoacidicas de las proteinas Furry de cordados,
hemicordados y equinodermos de bases de datos gendmicas, se confecciond un arbol
filogenético estimado con el método de maxima verosimilitud. Ademas, se analizo la sintenia
(orden de los genes) alrededor de cada paralogo y se rastrearon en cromosomas
ancestrales reconstruidos utilizando coordenadas gendémicas de vertebrados actuales. De
este analisis, concluimos que todos los grupos de vertebrados poseen dos genes paralogos
- Fry y Fry-like - que tuvieron su origen a partir de la primera duplicacion gendémica (1R) y
que las copias resultantes de la segunda duplicacion gendmica (2R) se perdieron
tempranamente. Empleando hibridacion in situ para la deteccién de ARNm, se analizo la
expresion de fry y fry-like, y sus respectivos homeodlogos (L y S), en embriones y oocitos de
la rana Xenopus laevis. Los analisis abarcaron diferentes eventos de desarrollo, incluyendo
estadios de clivaje temprano, gastrulacion, neurulacion y organogénesis. La evidencia indica
que los paralogos tienen patrones de expresion comun en 6rganos y tejidos como los ojos,
la region cefdlica, el corazon, las vesiculas oticas, la vesicula biliar y las somitas. Por otro
lado, algunos tejidos muestran expresion predominante de uno de los paralogos. Asi, sélo
fry se expresa en el pronefros y notocorda, mientras que fry-like se expresa en el tubo neural
de los embriones. Los resultados sugieren que, en algun momento luego de la duplicacion
gendmica que originod los genes Fry y Fry-like, hubo una particién de las funciones del gen
ancestral entre los genes duplicados posiblemente por cambios en sus secuencias
regulatorias causando una divergencia en el patrén de expresion entre estos genes

paralogos.



Evolutionary analysis of the proteins
and genes of the Furry family

Abstract

The genes of the Furry (Fry) family encode highly conserved proteins that are
evolutionarily distributed across various eukaryotic groups, including yeasts, plants,
nematodes, and vertebrates. These proteins function as scaffolding modules for the
formation of large protein complexes, regulating the binding and activity of other proteins,
and play important roles in development, including cell division and morphogenesis. While
only one Furry gene has been described in invertebrates, two paralogous genes, named Fry
and Fry-like, have been found in some vertebrate species, although their phylogenetic
distribution and origin have not been investigated.

In this work, we aim to study Fry and Fry-like in vertebrates from an evolutionary
perspective, with the objectives of i) understanding the evolutionary origin of these genes
and ii) verifying whether there has been divergence in the expression of these paralogs
during vertebrate development. Our hypothesis was that the genes might have arisen during
the two tetraploidization events (known as 1R and 2R) that occurred during the origin of
vertebrates and that, following duplication, the functions of the genes might have been
partitioned in a process of subfunctionalization.

Using the amino acid sequences of Furry proteins from chordates, hemichordates, and
echinoderms from genomic databases, we constructed a phylogenetic tree estimated by the
maximum likelihood method. Additionally, we analyzed the synteny (gene order) around each
paralog and traced them in reconstructed ancestral chromosomes using genomic
coordinates of present-day vertebrates. From this analysis, we concluded that all vertebrate
groups possess two paralogous genes - Fry and Fry-like - which originated from the first
genomic duplication (1R) and that the copies resulting from the second genomic duplication
(2R) were lost early on. Employing in situ hybridization to detect mRNAs, we analyzed the
expression of fry and fry-like, and their respective homeologs (L and S), in embryos and
oocytes of the frog Xenopus laevis. The analyses covered different developmental events,
including early cleavage stages, gastrulation, neurulation, and organogenesis. The evidence
indicates that the paralogs have common expression patterns in organs and tissues such as
the eyes, head region, heart, otic vesicles, gall bladder, and somites. On the other hand,
some tissues show predominant expression of one of the paralogs. Thus, only fry is
expressed in the pronephros and notochord, while fry-like is expressed in the neural tube of
the embryos. The results suggest that, at some point after the genomic duplication that gave
rise to Fry and Fry-like genes, there was a partitioning of the functions of the ancestral gene
between the duplicated genes, possibly due to changes in their regulatory sequences

causing a divergence in the expression pattern between these paralogous.
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Nota al lector

Se utilizé como convencion la nomenclatura de ratdn al referirse a los genes, ARNm y

proteinas de vertebrados en general. Por ejemplo: genes: Fry; ARNm: Fry y Proteina: Fry.

Se utilizé la nomenclatura propia de cada especie al referirse a ella en particular. Por

ejemplo Xenopus laevis: genes: fry; ARNm: fry y Proteina: Fry.



1. Introduccion

1.1. Importancia de los genes de la familia Furry

El gen FRY microtubule binding protein (Fry) codifica para una proteina evolutivamente
muy conservada llamada Furry (Fry). Se describi6 originalmente en D. melanogaster (Cong
etal.,, 2001) y existen ortdlogos en diversas especies eucariotas, incluyendo levaduras,
plantas, nematodes y vertebrados. El genoma de vertebrados posee también el gen
paralogo FRY like transcriptional coactivator (Fry-like). Ambos genes codifican para
proteinas de gran tamano con mas de 3000 aminoacidos. Las proteinas Fry-like y Fry
comparten un 60% de identidad en la secuencia a nivel de los aminoacidos y tienen
estructuras similares en humanos (74% con sustituciones conservativas) (Nagai & Mizuno,
2014). Estructuralmente, el dominio de mayor conservacién, denominado dominio Furry
(FND), se ubica en la region N-terminal y posee repeticiones del tipo HEAT/Armadillo. Estas
estructuras superhelicoidales sirven como plataformas versatiles para la formacién de
grande complejos multiprotéicos y estan presentes en una amplia variedad de proteinas
eucariotas (Tewari et al., 2010; Yoshimura & Hirano, 2016). En el centro de estas proteinas
se encuentran 5-6 regiones conservadas sin dominios funcionales reconocibles que
permitan predecir sus funciones y en el extremo C-terminal dos motivos cierre de leucinas
(leucine zipper) y una estructura coiled-coil formando el dominio LZ solo presente en

vertebrados (Figura 1) (Nagai & Mizuno, 2014).
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Figura 1. Esquema de las proteinas Fry y Fry-like de X. laevis. Dominio Furry (FND, barra
violeta), cinco regiones estructurales conservadas (barras naranja), dos motivos leucine zipper
(barras grises) y una estructura coiled-coil (barra roja) forman el dominio LZ. Putativa secuencia
de sefial a localizacién nuclear (barra amarilla). El porcentaje de similitud de secuencia entre las
diferentes regiones de las proteinas esta indicada. Los numeros indican la posicion de los

aminoacidos.

Fry fue descripto inicialmente en D. melanogaster como un gen esencial. Moscas
mosaico para la mutacion en fry presentaban un fenotipo de multiples pelos y pelos
ramificados (de alli el nombre de furry = peludo) en las células epiteliales del ala de la mosca
(Cong et al., 2001). A partir de este descubrimiento, distintos trabajos en invertebrados y

levaduras reportaron la importancia de fry y sus ortélogos en procesos celulares esenciales



como polaridad, divisién y morfogénesis celular. En estos organismos, muchas de las
funciones de Fry estan asociadas a su funcién como scaffold participando en la interaccion y
activacion de la quinasa de serina/treonina 38 o nuclear Dbf2-related 1, Stk38/Ndr1 (Cong
et al., 2001; Du & Novick, 2002; Fang & Adler, 2002; He et al., 2005, p. 200; Hirata et al.,
2002; Horne-Badovinac etal.,, 2012; Kanai etal.,, 2005; Nelson etal., 2003). Resulta
interesante que en D. melanogaster y en C. elegans, los ortdlogos de Fry (fry y Sax-2,
respectivamente) participan en el desarrollo y morfogénesis de dendritas sensoriales y
neuronas (Emoto et al., 2004; Gallegos & Bargmann, 2004; Han et al., 2012; Norkett et al.,
2020; Zallen et al., 2000), sin embargo los mecanismos moleculares no han sido develados
y la funcién de Fry en el sistema nervioso de vertebrados no ha sido investigada.

En vertebrados, las proteinas Fry y Fry-like comenzaron siendo estudiadas en células
en cultivo. En células HelLa, FRY junto a NDR1, desempefan un papel crucial en la
integridad estructural de los centrosomas mitoticos y el alineamiento de los cromosomas
mitoticos (Chiba et al., 2009). Asi mismo, Fry promueve la acetilacion de los microtubulos del
huso mitético interaccionando directamente con estos y promoviendo la actividad de
quinasas y deacetilasas con funcién en la organizacion del huso mitético bipolar (Ikeda
etal.,, 2012; Nagai etal., 2013). Evidencias de Fry en interaccion con microtubulos en
células en cultivo y en D. melanogaster revelarian funciones evolutivamente conservadas en
mitosis y morfogénesis (Chiba et al., 2009; Fang et al., 2010; He et al., 2005; lkeda et al.,
2012; Nagai et al., 2013). El gen FRY-LIKE (también llamado AF4p12), en particular su
extremo C-terminal, fue identificado fusionado al gen mixed lineage leukemia (MLL) en
células humanas de leucemia linfoblastica aguda (Hayette et al., 2005; Sait et al., 2007).
Este hallazgo junto a la evidencia de que FRY-LIKE es parte del complejo activo formado
por el dominio intracelular de NOTCH1 (Yatim et al., 2012), sugieren que FRY-LIKE podria
actuar como activador transcripcional.

Recientemente, estudios en organismos modelo de vertebrados han contribuido a
develar funciones de Fry en el desarrollo normal y patologico. Fry se ha identificado como un
gen asociado a la carcinogénesis mamaria y al desarrollo y morfogénesis de la glandula
durante la prefez (Liu et al., 2019; Ren et al., 2013). En el desarrollo embrionario temprano
de la rana X. laevis, Fry contribuye a la formacion del eje axial y el desarrollo antero-dorsal
induciendo la expresion de genes del cordamesodermo por medio de la represion
transcripcional de microARNs (Goto et al., 2010). Nuestra investigacion muestra que en X.
laevis Fry regula la formacion del organizador dorsal de la gastrula y la migraciéon vy
morfologia celular durante los movimientos gastrulatorios contribuyendo al establecimiento
del plan corporal. Ademas, presentamos evidencias de que Fry y la quinasa NDR1
interaccionan en estos procesos de morfogénesis, mostrando una asociacién funcional

evolutivamente conservada (Cervino et al., 2021). Existen evidencias de que, en ratones,



Fry-like es importante en la organogénesis del rifidn mientras que en la rana lo es Fry. En X.
laevis nuestro grupo establecié que el ARNm de fry esta presente en el rindn pronéfrico en
formacion y su funcién es necesaria para el desarrollo de este rindn comun a todos los
vertebrados (Espiritu et al., 2018). Ratones Fry-like” sufren alta letalidad embrionaria y
aquellos sobrevivientes presentan nefropatia cronica evidenciando también la importancia
de esta proteina en el desarrollo y funcionamiento del rindn metanéfrico (Byun et al., 2018).
Estudios genéticos en humanos, identificaron mutaciones en ambos genes, FRY y
FRY-LIKE, asociadas a trastornos cognitivos recesivos, discapacidad intelectual, retraso en
el desarrollo, defectos cardiacos y dismorfismo craneofaciales (Najmabadi et al., 2011; Pan
et al.,, 2024; Paulraj et al.,, 2019; Riazuddin et al., 2017; The Deciphering Developmental
Disorders Study, 2015). A partir de esta informacion genémica sobre variantes patogénicas
de FRY y FRY-LIKE y mediante el uso de distintos organismos modelo, es posible
comprender la etiologia de estos trastornos y conocer las funciones de estas proteinas en el

desarrollo embrionario normal.

1. 2. Hipotesis del 2R y surgimiento de genes paralogos

En 1970, el investigador japonés Susumu Ohno propuso que las duplicaciones génicas
y genémicas jugaban un rol muy importante en la evolucion de los seres vivos (Ohno, 1970).
Entre las observaciones que apoyaban esa idea estaban el descubrimiento de genes
duplicados que codificaban proteinas parecidas, como isoenzimas, y la observacion de que
el cariotipo y el tamafio del genoma nuclear podian variar mucho entre grupos taxonomicos
(Ohno, 1970). Segun Ohno, la poliploidia fue un paso determinante en la evolucion de los
vertebrados, ya que el surgimiento de las isoenzimas contribuyd en gran medida a la
evolucion de organismos cada vez mas complejos, pero no sabia con certeza el momento
en el cual habrian ocurrido estas duplicaciones, especulando que las mismas tendrian que
haber sido previas al surgimiento de los vertebrados o en peces y anfibios, ancestros de los
mamiferos (Furlong & Holland, 2002). Muchas décadas mas tarde, la idea de duplicaciones
gendémicas en el origen de los vertebrados gané fuerza al compararse el nimero de genes
homologos en genomas de invertebrados y vertebrados. Por ejemplo, se observan cuatro
clusters de genes Hox en el genoma humano en comparaciéon con un Unico cluster en el
anfioxo (Holland et al., 1994; Ruddle, 1997). Estas observaciones dieron origen a la teoria
2R, que propone que un ancestro de los vertebrados pasé por dos duplicaciones gendmicas,
denominadas 1Ry 2R.

Existen dos mecanimos basicos de duplicacién del genoma. Por un lado la
autopoliploidia, en donde el individuo tetraploide es el resultado de la union de dos gametas

diploides, y por otro lado la alotetraploidia, en donde el apareamiento de dos especies



emparentadas da por resultado un individuo cuyos cromosomas no se aparean durante la
meiosis, formando en un inicio dos conjuntos bivalentes independientes de cromosomas
homalogos (Furlong & Holland, 2002; Ohno, 1970; Otto, 2007).

Después de una poliploidizacion y la generacion de una poblacion de individuos
tetraploides, el genoma resultante comienza un proceso de rediploidizacion (vuelta a un
estado diploide), siendo que la velocidad en que ese proceso ocurre depende del
mecanismo subyacente de dicha duplicacién. Después de una autotetraploidizacion, el
genoma resultante posee un conjunto de cuatro cromosomas idénticos capaces de
hibridarse entre si. Los genes presentes en los cuatro cromosomas tienen la misma
probabilidad de conservacién ya que son equivalentes y como consecuencia, el proceso de
diploidizacion se prolonga a lo largo del tiempo (Redmond et al., 2023; Robertson et al.,
2017; Simakov et al., 2020). Lo contrario ocurre con los genomas duplicados por medio de la
alotetraploidizacién. En este caso, un individuo posee dos genomas parecidos pero no
idénticos, en donde cada uno cuenta con muchas diferencias en secuencias y sus propias
caracteristicas epigenéticas e interacciones cromosémicas, por lo cual indefectiblemente
uno de los dos tendra mayores probabilidades de retencién que el otro y la velocidad de
rediploidizacion en mas rapida (Simakov et al., 2020).

El genoma del ancestro vertebrado estaria conformado por 17 cromosomas. La
mayoria de los cromosomas de la lamprea marina (Pefromyzon marinus) descienden
directamente de los cromosomas ancestrales, mientras que en los vertebrados con
mandibula actuales cada cromosoma ancestral se encuentra redistribuido, por lo general, en
tres o cuatro cromosomas actuales (Putnam et al., 2008; Sacerdot et al., 2018; Simakov
et al., 2020; Yu et al., 2024). Esta cuadruple sintenia apoya la teoria del 2R.

Segun los analisis gendmicos mas recientes (Simakov et al., 2020; Nakatani et al.,
2021; Yu et al., 2024; Marletaz et al., 2024), la primera duplicacion de todo el genoma,
denominada 1R, es compartida por todos los vertebrados (Figura 2) y ocurrié por una
autotetraploidizacion. Luego de la divergencia de los vertebrados sin mandibula
(cicléstomos) y los vertebrados con mandibula (gnatostomados), ocurrieron una serie de
fusiones y reordenamientos cromosomicos seguidos de la segunda duplicacion de todo el
genoma, especifica para el linaje de los gnatostomados, denominada 2R (Figura 2). Esta
segunda ronda de duplicacion se produjo por alotetraploidizacion resultante del
apareamiento de los progenitores ya extintos (Simakov et al., 2020; Yu et al., 2024), cuyos
genomas ya se encontraban completamente rediploidizados (Marletaz et al., 2024). Por su
parte, el linaje de los cicléstomos atravesd una duplicacién adicional no encontrada en los
gnatostomados, denominada CR (Figura 2) (Marletaz et al., 2024; Yu et al., 2024).

Estos eventos de duplicacion generaron una serie de pares de genes, denominados

paralogos, que a menudo muestran patrones de expresion superpuestos, pero distintos, en



los vertebrados modernos. La conservacién de los mismos en el genoma se cree que se
debe a que adquirieron nuevas funciones, nuevos patrones de expresion o porque sus
productos génicos estan en equilibrio de dosificacion (Birchler et al., 2001; Birchler & Yang,
2022; Force et al., 1999; Kuzmin et al., 2021; Ohno, 1970; Qian et al., 2010).
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eventos de WGD, incluidos el 1R, 2R vy el evento especifico de los ciclostomos (CR), indicados
con rectangulos de colores. Estan resaltados los periodos geoldgicos en colores en la parte
inferior. En el marco derecho se denota la separacion entre vertebrados con mandibulas
(Gnatostomata) y los vertebrados sin mandibula (Ciclostomata), junto con ilustraciones de

algunas especies de vertebrados. Figura adaptada de Yu D., Ren, Y., Uesaka, M. et al., 2024.

1. 3. Diploidizacion de genomas duplicados

Como se mencioné en el apartado anterior, la duplicacién del genoma completo
(Whole Genome Duplication, WGD) o en tandem (Tandem Genome Duplication, TGD), da
por resultado el surgimiento de un conjunto de genes denominados paralogos, también
llamados ohndlogos en honor a Ohno. Inmediatamente después de una WGD, el genoma de
la especie poliploide sufre modificaciones que lo llevan nuevamente a la diploidia. Estos
procesos ocurren a lo largo de millones de afos de evolucién (Ohno, 1970; Otto, 2007;
Redmond et al., 2023; Robertson et al., 2017).
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Luego de una duplicacion génica, es posible que ocurra la pérdida de una de las
copias, asi como también la retencién de ambas copias, a través de diversos mecanismos.
Frecuentemente ocurre que, debido a la redundancia de tener dos genes que ejercen las
mismas funciones, se acumulan mutaciones deletéreas en una de las copias causando su
pérdida, lo que se denomina no-funcionalizacién (Force et al., 1999). Por otro lado, uno de
los genes paralogos puede acumular mutaciones que generen una funcién nueva o mas
especializada para una de las copias, un proceso denominado neofuncionalizacion. También
es posible que ambas copias incorporen mutaciones degenerativas que interfieran con
determinadas funciones por separado, ocacionando la pérdida diferencial de funciones en
cada paralogo. En este caso, se vuelve necesaria la retencion de ambas copias
parcialmente degeneradas que reunen el total de las funciones del gen ancestral, lo que se
denomina subfuncionalizacion (Force et al., 1999). Por ultimo, en la hipofuncionalizacion,
ambas copias preservan el total de las funciones ancestrales pero sus niveles de expresion
disminuyen, por lo que es necesaria la retencion de ambas para alcanzar el umbral
necesario y asi desempafiar dichas funciones (Qian et al., 2010). Es importante mencionar
que las mutaciones a las que se hace referencia pueden ocurrir también en las secuencias
regulatorias de los genes, ocasionando las mismas consecuencias a través de los procesos
enumerados anteriormente (Force et al., 1999).

Mas alla de las mutaciones, otro factor que actua sobre los genes duplicados es el
equilibrio de dosificacion. Hay genes que presentan una mayor chance de retencién que
otros, estos suelen ser genes que forman parte de redes de transduccién de sefales,

factores de transcripcion o proteinas de la cromatina (Birchler et al., 2001).

1. 4. X. laevis como modelo para el estudio de la expresién de fry y fry-
like

La rana africana X. laevis a una especie de anfibio muy utilizada en la investigacion de
la biologia del desarrollo de vertebrados y mas recientemente como modelo de
enfermedades y sindromes genéticos en humanos (Blum & Ott, 2018). Sus huevos son de
gran tamanfo (1 mm de diametro) y presentan desarrollo externo facilitando su manipulacion.
El desarrollo rapido de los embriones, manipulable en un rango amplio de temperaturas (14-
23°C), lo convierte en un organismo perfecto para el estudio de la expresidon génica y
organogénesis (Figura 3). Ademas, el genoma comparte un alto grado de sintenia con el
humano y ~80% de los genes asociados con enfermedades humanas se encuentran

conservados en esta especie.
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Figura 3. Ciclo de vida de la rana africana X. Jaevis. Estan indicados
estadios (st.) representativos del desarrollo segun Nieuwkoop and Faber,
1994 vy las horas post-fecundacion (hpf) a 22-23°C. Imagen creada con

ilustraciones de Zahn et al., 2022.

Si bien la poliploidia es poco frecuente en amniotas (Orr, 1990), es frecuente en
peces, plantas y anfibios (Otto, 2007). La rana X. laevis es una especie poliploide dentro del
grupo Xenopus en el cual hay especies desde diploide hasta dodecaploide (Kobel & Du
Pasquier, 1986). X. laevis posee dos juegos de cromosomas homedlogos, originarios de dos
especies parentales distintas por lo que se la define como alotetraploide. Esta especie
surgié a partir del apareamiento entre dos progenitores diploides (2n=18) de dos especies
distintas, las cuales se estima que divergieron hace ~34 millones de afos. Hace ~17-18
millones de afos, este hibrido infértil duplicé todo su genoma, lo que permitio el restablecer
el apareamiento meidtico y la herencia disémica, dando lugar a la especie tetraploide actual
(2n=36) (Figura 4a) (Session et al., 2016). Estos subgenomas no sufren recombinacion,
sino que coexisten en el mismo nucleo y evolucionan de forma separada. Se ha establecido
que el subgenoma L (longer) es el mas estable y el subgenoma S (shorter) es el que
acumula mas deleciones, recombinaciones intracromosomicas, pérdida de genes, cambios
en la expresion de los genes, etc. (Session etal.,, 2016; Simakov et al., 2020). X. laevis
cuenta con un genoma duplicado recientemente con respecto al resto de los vertebrados
(Session et al., 2016), por lo que es un modelo ideal para estudiar el impacto de una
duplicaciéon gendémica (Chain & Evans, 2006; Hellsten et al., 2010; Uno et al., 2013). Esta
caracteristica poliploide lo convierte un excelente organismo modelo para el estudio de
procesos tempranos de diploidizacion luego de un WGD, particularmente teniendo en cuenta
que su tetraploidia se debe a un evento de alotetraploidizacion como lo es la 2R en

vertebrados con mandibulas (Simakov et al., 2020; Yu et al., 2024).
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Ambos genes de la familia Furry estan presentes en el genoma de X. laevis por lo que
coexisten dos copias del gen fry y dos copias del gen fry-like (Figura 4b). No se habia
realizado un analisis comparativo de los patrones de expresion de estos genes paralogos en
el desarrollo embrionario de vertebrados, mas alla de unos pocos estadios en X. laevis
(Espiritu et al., 2018).

Especie
Ancestral S

Nueva especie

Hibrido S/L
Duplicacion
de todo el
Cromosomas genoma
Homologos Cromosomas
HH Homedlogos

Estéril, no puede

producir descendencia Fértil, puede producir
esperma, oocitos, y

descendencia

Especie
Ancestral L
Diploide Alotetraploide
Chr1.S Fry-like.S fry.S Chr2.S
Chr1.L fry-like.L fryL Chr2.L

C X ) X )

Figura 4. (a) Origen del antepasado Xenopus. Dos especies ancestrales distintas con nueve

pares de cromosomas, S y L, se aparean para producir una descendencia hibrida S/L con 18
cromosomas que no se aparean. Esta descendencia estéril sufre una duplicacion del genoma
completo para producir una nueva especie fértil con 18 pares de cromosomas que es ancestral
de todas las especies de Xenopus (Esquema tomado y adaptado de Masanori Taira. Derechos
de autor: Masanori Taira 2016). (b) Esquema de los cromosomas 1 y 2 de X. laevis para los
genomas S y L. Se esquematiza la ubicacion de los genes fry y fry-like en los cromosomas 2 y 1,
respectivamente.
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2. Hipotesis y Objetivos

Los genes Furry codifican proteinas conservadas evolutivamente en animales y otros
grupos eucariotas. En vertebrados parece haber al menos dos genes paralogos — Fry y Fry-
like — pero la distribucién y evolucién de esa familia génica no ha sido estudiada en detalle.
Tampoco hay estudios comparativos sistematicos que busquen entender el grado de
divergencia o semejanza en el patron de expresion de estos genes en vertebrados. En ese

contexto, el presente trabajo tiene como objetivo general comprender el origen evolutivo de

los genes Fry y Fry-like y la divergencia en la expresion de estos paralogos en el desarrollo
embrionario de vertebrados. El proyecto tiene las siguientes hipotesis y objetivos

especificos:

Hipdtesis 1: Los genes Fry y Fry-like surgieron en el inicio de la evolucion de los
vertebrados, como consecuencia de las tetraploidizaciones que ocurrieron en un ancestro

del grupo.

Objetivo Especifico 1.1: Emplear herramientas bioinformaticas para obtener y

comparar las secuencias de las proteinas Fry y Fry-like de cordados, hemicordados y
equinodermos.

Objetivo Especifico 1.2: Realizar una reconstruccion de las relaciones filogenéticas

entre Fryy Fry-like en los distintos grupos taxondmicos.

Objetivo _Especifico _1.3: Estudiar el contexto gendmico de ambos genes para

establecer relaciones de sintenia.

Hipotesis 2: En vertebrados, Fry y Fry-like presentan expresion superpuesta en algunos

organos Y tejidos y en otros han divergido.

Objetivo Especifico 2.1: Analizar el patrén de expresion de los genes fry y fry-like, por

medio de la deteccién de sus transcriptos utilizando la técnica de hibridacion in situ, en
distintos estadios del desarrollo embrionario de la rana X. laevis.

Objetivo Especifico 2.2: Comparar la distribucion espacial de los transcriptos de ambos

homedlogos de fry (homedlogos S y L) y de fry-like (homedlogos S y L) por hibridacion in

situ.
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3. Materiales y Métodos

3. 1. Declaracion de ética

Todos los experimentos se realizaron de acuerdo con los principios de cuidado de
animales de laboratorio  (NIH  Publicacion  N°  86-23, revisado 1996,

http://grants.nih.gov/grants/olaw/olaw.htm) y siguiendo el protocolo aprobado por la

Comision Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) de la
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad de Buenos Aires (Protocolo
N°64).

3. 2. Obtencidon de embriones de X. laevis

Se obtuvieron embriones de X. laevis a partir de amplexo natural de ranas adultas
mantenidas en un cuarto con condiciones controladas de temperatura (18-21°C) y
fotoperiodo constante (ciclo 12:12 h luz - oscuridad). Para inducir el amplexo, se realizaron
inyecciones intraceldomicas de la hormona gonadotrofina coriénica humana, hCG (Pregnyl
500 UI, MSD). Las hembras fueron preinducidas con 50 U.Il hCG de 3 a 15 dias previos a la
induccion para favorecer la maduracién oocitaria y se indujo la oviposicion mediante la
inyeccion de 450 - 800 U.l hCG la tarde previa al amplexo. El comportamiento reproductivo
de los machos se indujo con 100 U.l hCG la tarde previa al amplexo. Las parejas fueron
aisladas en tanques de reproduccion durante el amplexo. Aproximadamente 15 h luego de la
induccidn, la hembra comienza a poner huevos que son inmediatamente fecundados por el
macho (fecundacion externa). Se recolectaron los embriones en el agua de puesta cada 1 -
1.5 h. Con el fin de facilitar la manipulacion, los embriones fueron tratados con una solucién
de 3% L-cisteina (pH 8.0) (Sigma) preparada en 0.1X Marc's Modified Ringer's (MMR) (1 M
NaCl, 50 mM HEPES, 20 mM, 20 mM CaCl,-2H,0, 20 mM KCI, 1 mM MgSO,4-7H,0; pH 7.4)
para remover las envolturas de gelatina secretadas por el oviducto de las hembras. Los
embriones fueron mantenidos en 0.1X MMR en incubadoras a 14 - 20°C hasta el estadio de
desarrollo deseado. Se estableci6 el estadio de los embriones de acuerdo con la Tabla de
desarrollo normal de Xenopus (Nieuwkoop & Faber, 1994) y la base de datos de Xenopus,

Xenbase (xenbase.org).

3. 3. Obtencion de oocitos de X. laevis

Se obtuvieron oocitos de X. laevis en colaboracion con el grupo de investigacion del
Dr. Daniel Calvo (IFIByNE-UBA-CONICET). El procedimiento quirurgico y la colagenizacion

de los oocitos fueron llevados a cabo por el Dr. Manuel Lopez siguiendo protocolos descritos
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previamente (Beltran Gonzélez et al., 2014; Wozniak et al., 2018). Brevemente, las ranas
fueron anestesiadas en tricaina metano sulfonato (MS 222) (1,5 mg/mL) durante 30 minutos
para la remocién quirdrgica de los ovarios. Los lobulos de los ovarios fueron incubados en
una solucion de colagenasa (400 U/mL) durante 4 h en agitaciéon y los oocitos aislados
fueron mantenidos en solucién de Barth (88 mM NaCl, 0.33 mM Ca(NO3),, 0.41 mM CaCl,, 1
mM KClI,. 0.82 mM MgSO,; 2.4 mM NaHCO;, 10 mM HEPES; pH 7.4) a 18°C hasta ser
utilizados. Se establecio el estadio de crecimiento de los oocitos de acuerdo con (Dumont,
1972).

3. 4. Sintesis de las sondas de ARN para hibridacion in situ (HIS)

Protocolo de linealizacion.

En un tubo eppendorf de 0.5 ml se agregaron 2.5 ug del plasmido de interés
(amplificado previamente mediante transformacion bacteriana) (Tabla 1), 5 ul de buffer de
digestion 10X (Invitrogen), 1 yl de la enzima de restriccion (ER), se completé con H,Oyq4
autoclavada hasta 50 pul y la reaccion se incubd durante ~4 h a 37 °C. Se verificd que el
fragmento haya sido correctamente linealizado por medio de electroforesis en gel de
agarosa (1% en TAE 1X) tefido con syber safe (Invitrogen). Se corrié 1 pl del plasmido
digerido junto a un marcador de peso molecular (Fago A, DSBIO) y el plasmido sin linealizar
en buffer de siembra 6X (Biodynamics, B060-1). Luego, el plasmido linealizado se purificé de
la reaccion de restriccion con el kit de purificacion de DNA Clean & Concentrator -5 (Zymo

Research).

Plasmidos v sondas empleadas para HIS.

Sonda Plasmido Regién Nucleétidos (cédigo de referencia) ER AP
fry-like.S pCR2.1 3-3'UTR 8525-9524 (XM_041579469.1) BamH|  T7
fry-like.L pCR2.1 3-3'UTR 9416-10415 (XM_018229725) BamHI  T7
fry-like' pCR2.1 3-3'UTR 9829-10220 (XM_018229725.2) Sacl T7
fry" pCMV.Sport6 3’ Codificante 8498-9189 (XM_018244669) Smal T7

Tabla 1. Sondas de fry y fry-like empleadas para hibridaciéon in situ en embriones de X.
laevis. Para cada sonda se indica: 1) el plasmido en el cual fue clonado el fragmento de ADNc; 2)
la regién del ARNm con el que hibrida la sonda; 3) los nucledtidos y el codigo de referencia de la
secuencia del ARNm (NCBI); 4) la enzima de restriccién (ER) utilizada para la linealizacién y 5) la

ARN polimerasa (AP) utilizada para la sintesis. 1Espiritu etal., 2018.
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Sintesis de las sondas (Tabla 2).

En un tubo eppendorf se agregaron 1.5-2 ug del plasmido linealizado, 1 ul DIG
(dioxigenina) ARN labeling Mix (Roche), 1 ul buffer de transcripcién 10X (Invitrogen), 0.5 ul
inhibidor de RNasa Ribolock (Thermo Scientific), 1 pl ARN polimerasa (Invitrogen) y se
completé con H,O4y hasta 10 ul. Se incubd la reaccién a 37 °C por 2 h. Se agrego 1 ul de
DNasal (Thermo Scientific) libre de RNasa y se incubd por 30 min a 37 °C. Se tomé 1 ul
para analizar por electroforesis (corrida 10 min a 90 volts) y evidenciar la presencia de la
sonda. Por ultimo, se purificd la sonda mediante precipitacion agregando a la reaccion de
sintesis 2 yl de EDTA 0.5 M, 10 pl de LiCl 4 M, 100 ul de H,O4q autoclavada y 300 ul de
EtOH 100% y se mantuvo overnight (ON) a -20 °C. Luego se centrifugd por 15 min a
maxima velocidad, se descarté el sobrenadante, se lavo el pellet en EtOH 70%, se realizd
una ultima centrifugacion por 5 min a maxima velocidad y se volvi6 a descartar el
sobrenadante. Posteriormente al secado, el pellet se resuspendié en 25 yl de H,Ogyq libre de

RNasas y 25 ul de buffer de hibridacién y se guardé a -20 °C (stock de sonda).

mRNA ] .
m fry.S fry.L fry-like.S fry-like.L

fry-like.L 1kb 24,6% 25,3% 84,2% 100%
fry-like.S 1kb 25,5% 26,6% 98,2% 84,3%
fry-like 0.4 kb 11,4% 12% 78,7% 100%
fry 94,8% 100% 22% 21,7%

Tabla 2. Porcentaje de identidad que presentan las cuatro sondas utilizadas en los ensayos de

hibridacién in situ con los ARN mensajeros (ARNm) de fry y fry-like.

3. 5. Hibridacién in situ (HIS)

Se realizaron HIS en embriones enteros (in toto) siguiendo el protocolo descrito en
(Gawantka et al., 1998). Todos los lavados e incubaciones de la HIS se realizaron en tubos
eppendorf con 0.5 ml de solucién excepto la fijaciéon que se realizé en 1 ml. Cada tubo
conteniendo 15-20 embriones. Los embriones fueron fijados en MEMFA (1X sales MEM; 4%
formaldehido) (10X sales MEM: 0.2 M MOPS (pH 7.4), 4 mM EGTA, 1 mM MgSO) a 4°C
ON, deshidratados progresivamente en una serie de metanol (MeOH) y mantenidos en
MeOH a -20°C ON. Luego de una hidratacién progresiva en Buffer Fosfato Salino (PBS), los
embriones se transfirieron a una solucién de PTw (1X PBS, 0,1% Tween-20). Los embriones
fueron permeabilizados mediante tratamiento con Proteinasa K (0.5 ug/ml, Sigma) y fijados

en formaldehido 4% en PTw por 20 min. Luego de prehibridar los embriones en Buffer de
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Hibridacion por al menos 1.5 h a 65°C, esta se reemplazé por la Solucion de Hibridacion
(15-20 ul de stock de sonda en 1.5 ml de Buffer de Hibridacién) y se incub6é a 65°C en
agitacion leve ON. Posteriormente se realizaron lavados exhaustivos de la sonda con las
Soluciones de Lavado (solucion 1: 2 x 30 min; solucién 2: 2 x 15 min; solucion 3: 4 x 20 min)
a 65°C en agitacion. Luego de dos incubaciones en solucion MAB, se realizé el bloqueo de
antigenos inespecificos en la Solucion de Bloqueo por al menos 1 h a temperatura
ambiente. Los embriones se incubaron a 4°C en agitacién ON en una solucién 1:5.000 del
anticuerpo anti-DIG alkaline phosphatase Fab fragment (Roche) preparado en Solucion de
Bloqueo. Se realizaron lavados en PTw (~10) por al menos 3 h para remover el exceso de
anticuerpos. Con el fin de revelar la presencia de la sonda, los embriones se incubaron en
Buffer de Tincion con los sustratos de la fosfatasa alcalina:NBT (nitro blue tetrazolium, Sigma)
y BCIP (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate,Sigma). En presencia de estos sustratos, la
fosfatasa alcalina cataliza una reaccion que da lugar a un precipitado de color violeta. La
reaccion colorimétrica se detuvo al observarse el precipitado violeta en los embriones. Luego
de lavados con PTw, los embriones se fijaron en solucion Bouin’s modificada (4%
formaldehido, 5% acido acético) ON a temperatura ambiente y con agitacion.
Posteriormente, se realizaron varios lavados con 70% EtOH:H,O para remover la solucion
de Bouin’s y eliminar la tincién inespecifica. Se procedidé a la despigmentacién de los
embriones utilizando una solucién de blanqueo (5% peroxido de oxigeno 100 volumenes,

5% formamida, 2.5X SSC) y exposicion directa a luz intensa por ~1 h en agitacion.

3. 6. Histologia

Posterior al procesamiento para HIS, los embriones se deshidrataron secuencialmente
en una serie de etanol (EtOH) (70% EtOH 10 min, 90% EtOH 10 min, 100% EtOH 2x 10 min)
y se aclararon en xilol durante 15 min. Luego de un pasaje por xilol-parafina (50:50) por 20
min a 60°C y dos pasajes por parafina:histoplast (Biopac) (50:50) de 20 min a 65°C, los
embriones se orientaron bajo lupa en tacos de parafina. Se realizaron cortes histolégicos de
16 um de espesor con un micrétomo (Mikoba CP 350) que fueron montados en portaobjetos.
Por ultimo, los cortes se desparafinaron en xilol y se montaron con medio de montaje
anhidro (DPX, Sigma). Las imagenes de los cortes histologicos fueron tomadas con una
camara digital (SP-350; Olympus) acoplada a un microscopio de campo claro (CX31:
Olympus) con un objetivo 100X y con una camara digital (QImaging Micropublisher 3.3)
acoplada a un microscopio Nikon (Eclipse E200) con objetivos 40X y 200X. Las imagenes
de embriones fijados enteros se obtuvieron con la camara Qlmaging Micropublisher 3.3

acoplada a una lupa Leica L2. Se utiliz612.5X de magnificacién para estadios de oocitos
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ovipuestos (st. VI) y estadios embrionarios (st. 1 - st. 35) y 20X y 32X para magnificaciones

de embriones en estadios de brote caudal (St. 25 a St. 35).

3. 7. Soluciones para HIS

SSC 20X (100 ml)

17.53 g NaCl (3 M)

8.82 g Nascitrato*2H,044 (300 mM)
pH 7 con HCI 1 M

Completar con H,O44 autoclavada

Buffer de Hibridacion (100 ml)

48 ml Formamida (50%)

25 ml 20X SSC (5X)

5 ml 100 mM EDTA (5 mM)

1 ml 10% Tween 20 (0,1%)

3.33 ml 3% CHAPS (0,1%)

15.7 ml H,Oyq4

2 ml RNA torula (Sigma) 50 mg/ml en Formamida (1 mg/ml)

0.1 ml Heparina (50 mg/ml)

Solucion de lavado 1 (100 ml)
50 ml Formamida (50%)

10 ml 20X SSC (2X)

10 ml 3% CHAPS (0,3%)

Completar con H,O44 autoclavada

Solucion de lavado 2 (100 ml)
10 ml 20X SSC (2X)
10 ml 3% CHAPS (0,3%)

Completar con H,Oq44 autoclavada

Solucioén de lavado 3 (200 ml)
2 ml 20X SSC (0,2X)
20 ml 3% CHAPS (0,3%)

Completar con H,Oq44 autoclavada
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Buffer de Tincién (10 ml)

1 ml 1M Tris-HCI, pH 9,5 (100 mM)
1 ml 1 M NaCl (100 mM)

500 pl 1M MgCI2 (50 mM)

100 pl 10% Tween 20 (0.1%)

Completar con HoOgyq

Para la reaccion colorimétrica agregar por ml de Buffer de Tincion: 6.75 ul stock/ml
NBT (stock: 50 mg/ml preparado en 70% di-metil-formamida) y 3.5 ul stock/ml BCIP (stock:
50 mg/ml preparado en HyOgq).

MAB (500 ml)
5.80 g Acido Maleico (100 mM)

4.38 g NaCl (150 mM) pH 7,5 con NaOH

Completar con HyOgq

Blocking Reagent 10% (100 ml MAB)
10 g Blocking Reagent (Roche)

Disolver Blocking Reagent en 100 ml de MAB por autoclavado.

Solucién de Blogueo (10 ml MAB)
2 ml 10% Blocking Reagent (2%)
500 pl suero de cabra (5%) (Merck)
7.5 ml MAB

3. 8. Busqueda de las secuencias de las proteinas Fry y Fry-like

Las secuencias de las proteinas Fry y Fry-like se buscaron en las bases de datos de

secuencias gendmicas Ensembl (www.ensembl.org) Ensembl Metazoa

(https://metazoa.ensembl.org/), GenBank  (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) vy

SIMRbase (https://simrbase.stowers.org), utilizando las secuencias de X. /aevis como

referencia y el programa BLAST implementado en cada una de las bases de datos. Se
buscaron y analizaron las secuencias de proteinas Furry de especies de vertebrados que
ocupan posiciones filogenéticamente relevantes. Asi, utilizamos secuencias de mamiferos
(Homo sapiens, Mus musculus, Mustela putorius furo, Monodelphis domestica), aves (Gallus
gallus, Parus major), reptiles (Crocodylus porosus, Chelonoidis abingdonii, Chrysemys
picta), anfibios (Xenopus laevis, Bufo bufo, Leptobrachium leishanense, Engystomops

pustulosus), un pez pulmonado (Polypterus annectens), un celacanto (Latimeria chalumnae),
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peces de aleta rayada (Danio rerio, Oryzias latipes, Lepisosteus oculatus), peces
cartilaginosos (Carcharodon carcharias, Callorhinchus milii), y dos especies de peces sin
mandibula (ciclostomos; Eptatretus burgeri y Petromyzon marinus). Como grupo externo
utilizamos varias secuencias de Furry recuperadas de genomas de deuterostomados: dos
erizos de mar (Strongylocentrotus purpuratus, Lytechinus variegatus), una estrella de mar
(Patiria miniata), dos cefalocordados (Branchiostoma floridae y B. lanceolatum), un
hemicordado (Saccoglossus kowalevskii) y un tunicado (Styela clava).

En las bases de datos Ensembl y GenBank, las secuencias de genes Furry de
cicléstomos no fueron encontradas enteras, sino partidas en varias secuencias distintas que
tuvieron que ser ensamblados manualmente. En el caso de las secuencias del mixine E.
burgeri, fueron realizadas busquedas con el programa TBLASTN en Ensembl para recuperar
exones no reconocidos por las secuencias anotadas y asi obtener proteinas lo mas
completas posible.

En la Tabla 4 (Ver Resultados) se presenta el codigo de referencia de las secuencias
aminoacidicas utilizadas de cada especie, tanto de Fry como Fry-like y la base de datos de
la cual fue obtenida. Mientras que la Tabla 3 resume en una lista las especies utilizadas en

el analisis.

Taxonomia

Echinodermata — Asteroidea
Echinodermata — Echinoidea
Echinodermata — Echinoidea
Hemichordata
Cephalochordata
Cephalochordata

Tunicata

Cyclostomata - Myxiniformes

Cyclostomata - Petromyzontiformes

Chondrichthyes — Holocephala

Chondrichthyes - Elasmobranchii

Actinopterygii - Lepisosteiformes

Actinopterygii — Teleostei
Actinopterygii — Teleostei
Sarcopterygii — Actinistia
Sarcopterygii — Dipnoi
Amphibia — Anura

Nombre comun
Estrella de mar
Erizo de mar
Erizo de mar
Gusano bellota
Anfioxo

Anfioxo

Ascidia

Pez bruja (Hagfish)
Lamprea
Tiburén elefante
Tiburdn blanco
Pejelagarto
Medaka
Zebrafish
Celacanto

Pez pulmonado

Rana

Nombre cientifico

Patiria miniata

Lytechinus variegatus
Strongylocentrotus purpuratus
Saccoglossus kowalevskii
Branchiostoma lanceolatum
Branchiostoma floridae
Styela clava

Eptatretus burgeri
Petromyzon marinus
Callorhinchus mili
Carcharodon carcharias
Lepisosteus oculatus
Oryzias latipes

Danio rerio

Latimeria chalumnae
Protopterus annectens

Xenopus laevis
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Amphibia — Anura Rana Leptobrachium leishanense

Amphibia — Anura Rana Engystomops pustulosus
Amphibia — Anura Sapo Bufo bufo

Marsupialia — Didelphidae Zarigleya Monodelphis domestica
Eutheria — Mustelidae Hurén Mustela putorius furo
Eutheria — Rodentia Raton Mus musculus

Eutheria — Primates Humano Homo sapiens

Reptilia — Testudines Tortuga Chrysemys picta
Reptilia — Testudines Tortuga Chelonoidis abingdonii
Reptilia — Crocodilia Cocodrilo Crocodylus porosus
Aves — Galliformes Gallina Gallus gallus

Aves — Passeriformes Carbonero comun Parus major

Tabla 3. Especies elegidas para la confeccion del arbol filogenético ordenadas segun grupo

taxonémico, nombre comun y nombre cientifico.

Las secuencias de proteinas encontradas fueron analizadas con el programa de

alineamiento global Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). El analisis

consistié principalmente en alinear la secuencia de cada especie contra las secuencias de
X. laevis como referencias y observar el grado de semejanza. El alineamiento permitié
evaluar que las secuencias aminoacidicas estaban completas para buscar nuevas

secuencias en caso de que hubiera regiones faltantes.

3. 9. Estimacion de la filogenia de proteinas Fry y Fry-like

Una vez seleccionadas las secuencias de interés, se utilizé el paquete de programas

NGPhylogeny (https://ngphylogeny.fr; Lemoine et al., 2019) para estimar las relaciones

filogenéticas entre las proteinas. Las secuencias de Fry y Fry-like fueron alineadas con
Clustal Omega y las regiones que se alineaban de manera ambigua o que no se alineaban
fueron eliminadas con el programa Gblocks (Talavera & Castresana, 2007). Los parametros
utilizados de Gblocks fueron los estandares, excepto que se permiti6 que el alineamiento
tuviera gaps en la mitad de las secuencias. La estimacion de la filogenia fue realizada por el
método de Maximum Likelihood implementado en el programa PhyML 3.0 (Guindon, 2010).
Los parametros fueron los estandares, utilizando el modelo LG para estimar las distancias
entre las secuencias de aminoacidos (Le et al., 2008). El grado de soporte estadistico para
el arbol filogenético fue inferido por el método de Bootstrap (100 réplicas; (Felsenstein,
1985).
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3. 10. Sintenia de genes Fry y Fry-like

Se profundizé el analisis de los genes Fry y Fry-like de algunas especies claves de
vertebrados a modo de estimar el grado de conservacion del entorno genémico de cada
gen. Para esto, se comparé manualmente la presencia de genes vecinos y el orden de estos
en torno a Fry y Fry-like utilizando las bases de datos Ensembl.

Ademas, se realizd el rastreo de los genes Fry y Fry-like en cromosomas del
vertebrado ancestral reconstruidos en la publicacion de Simakov et al., 2020; en el genoma
de tres especies de vertebrados actuales: la rana Xenopus tropicalis, la gallina Gallus gallus,

y el pez gar Lepisosteus oculatus.
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4. Resultados

4. 1. Analisis evolutivo de las proteinas Furry en vertebrados

En la literatura cientifica, se ha reportado la existencia de dos genes Furry —Fry y Fry-
like— en los genomas de algunas especies de vertebrados, especificamente humano, ratén y
la rana X. laevis (Byun et al., 2018; Cervino et al., 2021; Chiba et al., 2009; Espiritu et al.,
2018; Hayette et al., 2005; lkeda et al., 2012; Nagai et al., 2013; Overbeek et al., 2001; Pan
etal.,, 2024; Paulraj etal., 2019; Ren etal.,, 2013; Sait etal., 2007). Sin embargo, la
distribucion general de los genes Furry en los diversos grupos de vertebrados, asi como la
relacion entre estos genes y las poliploidizaciones que ocurrieron en la evolucion de los
vertebrados, nunca ha sido estudiada.

Para entender el origen evolutivo de los genes Furry en vertebrados, se decidio
comenzar por realizar un analisis filogenético de las proteinas Furry utilizando el método de
maxima verosimilitud (maximum likelihood). Como primer paso, se obtuvieron las secuencias
aminoacidicas de Fry y Fry-like de X. laevis, las cuales fueron usadas para buscar
secuencias homologas en los genomas de representantes de todos los grupos de
vertebrados y sus parientes deuterostomados mediante el programa BLASTP en bases de
datos gendmicas como GenBank, Ensembl, Ensembl Metazoa y otros (ver Materiales y
Métodos, Tablas 3 y 4). De manera general, se encontraron dos genes Furry (a veces mas)
en los genomas de vertebrados, mientras que uno solo fue recuperado del genoma de
deuterostomados no-vertebrados como los anfioxos (B. floridae y B. lanceolatum), el
tunicado S. clava, el hemicordado S. kowaleskii (gusano bellota) y varias especies de
equinodermos (Tablas 3 y 4). Dos secuencias de Furry fueron encontradas en dos especies
de vertebrados sin mandibula: la lamprea marina (P. marinus) y el mixine (pez bruja) (E.
burgeri). En agnatos, estas secuencias de ARNm y las secuencias aminoacidicas de las
proteinas obtenidas no se encontraron completas sino que eran de un tamafo menor,
fraccionadas y con segmentos faltantes, por lo cual se reconstruyeron en base a datos de
Ensembl y SIMRbase.
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Nombre cientifico
P. miniata

L. variegatus

S. purpuratus

S. kowalevskii

B. lanceolatum

B. floridae

S. clava

E. burgeri

P. marinus

C. mili
C. carcharias

L. oculatus

O. latipes

D. rerio

L. chalumnae
P. annectens
X. laevis L

X. laevis S

L. leishanense
E. pustulosus
B. bufo

M. domestica
M. putorius furo
M. musculus
H. sapiens

C. picta

C. abingdonii
C. porosus

G. gallus

P. major

Fry
XP_038055333.1
XP_041471022.1
XP_030836893.1
XP_006814707.1
BLO0131_evm24
XP_035681353.1

XP_039267750.1

ENSEBUP00000007555
ENSEBUP00000001546

XP_032832922.1 (Chr 61)
XP_032836115.1

XP_007889474.1
XP_041055010.1
ENSLOCT00000009925.1

ENSORLT00000004897.2
ENSORLT00000004444.2

ENSDART00000155902.3
ENSDART00000142881.3

XP_014349570.1
XP_043929163.1
NP_001104227
XP_041440436
ENSLLET00000040086.1
KAG8584934 .1
XP_040282080.1
XP_001367528.1
XP_044925516.1
XP_006504995.1
XP_006719812.1
XP_042698748.1
ENSCABT00000012097.1
XP_019385644.1
XP_025002603.1
ENSPMJT00000030438.1

Fry-like

ENSEBUP00000004738

XP_032811061.1 (Chr 16)

XP_007890919.1
XP_041054401.1
ENSLOCT00000017404.1

ENSORLT00000036468.1

NP_001153139.1

XP_014345450.1
XP_043911662.1
XP_041444742
XP_041435393
ENSLLET00000013050.1
KAG8591835.1
XP_040274823.1
XP_007496540.1
XP_012918135.1
NP_082470.2
NP_055845.1
XP_023957178.1
ENSCABT00000010474.1
XP_019408305.1
XP_040527549.1
ENSPMJT00000027219.1

Base de datos
Ensembl Metazoa
Ensembl Metazoa

GenBank
GenBank
Ensembl Metazoa
GenBank
GenBank

Ensembl

GenBank

GenBank
GenBank

Ensembl

Ensembl

Ensembl /
GenBank
GenBank
GenBank

GenBank

Ensembl
GenBank
GenBank
GenBank
GenBank
GenBank
GenBank
GenBank
Ensembl
GenBank
GenBank

Ensemobl
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Tabla 4. Listado de las secuencias utilizadas para llevar a cabo el analisis evolutivo de los
genes Furry. Se presentan los cédigos de referencia de las secuencias de proteinas utilizadas
junto con la base de datos en las cuales fueron obtenidas. Los no vertebrados sélo contienen una
copia del gen Furry y su cédigo de acceso se informa en la columna de Fry por defecto. En el caso
de los cicléstomos (P. marinus y E. burgeri), se informan mas de un cédigo de acceso para Fry por
la union de fragmentos de las proteinas que se encuentran anotadas de esa forma. Los teledsteos
O. latipes y D. rerio presentan 3 genes Furry, el codigo de acceso de arriba es para Frya y el de

abajo para Fryb.

Una vez obtenidas todas las secuencias, se realizd un alineamiento utilizando el
programa Clustal Omega (Madeira et al., 2022), con el fin de observar diferencias entre las
secuencias de las distintas especies y entre los paralogos y verificar que las secuencias
estuvieran completas. Si bien no se observaron zonas de grandes deleciones o inserciones,
en los casos en que se encontraron interrupciones en la secuencia, se procedié a la
busqueda de la regién faltante mediante un BLAST contra el genoma completo de tal
especie utilizando la secuencia de X. laevis como guia.

Para la confeccién del arbol filogenético se utiliz6 el paquete de programas

NGPhylogeny (https://NGPhylogeny.fr/) el cual permite, mediante la eleccion de diversos

b

items, configurar el analisis de las secuencias a utilizar. Se selecciond la opcion “A la Carte
que posibilita personalizar las herramientas, los parametros y el flujo de trabajo. Las
secuencias fueron alineadas mediante el uso de Clustal Omega, las regiones de
alineamiento ambiguo y secuencias faltantes o gaps fueron eliminadas mediante el
programa Gblocks, el cual se configuré para permitir solo la conservacién de la mitad de las
mismas. La inferencia de la filogenia se llevd a cabo por el método de Maxima Verosimilitud
a través del programa PhyML 3.0 (Guindon, 2010) y el modelo de sustituciones LG (Le et al.,
2008) y la robustez del arbol obtenido se puso a prueba a través de la utilizacién del método
de Bootstrap (Felsenstein, 1989). Se planted la construccion de 100 arboles filogenéticos los
cuales difieren en cambios y arreglos realizados al azar a nivel de las secuencias proteicas
con el fin de ver si estos perturban la topologia obtenida. En el arbol filogenético, el nimero
de bootstrap mostrado en los nodos informa la cantidad de réplicas en las cuales esa rama
del arbol permanecio con la misma topologia.

En la Figura 5 se observa el arbol filogenético obtenido. De manera general, los
valores de bootstrap son altos (arriba de 95%) lo que indica un alto grado de confianza en la
topologia obtenida. Como esperado, las secuencias de Furry de los grupos de
deuterostomados no-vertebrados (equinodermos y cordados no-vertebrados) se ubican en la
base, formando una rama externa (outgroup) en relacion a los vertebrados. Esto es asi ya
que se decidio utilizar la rama perteneciente a los equinodermos como raiz del arbol

consenso. Es interesante que la secuencia de Furry de la ascidia S. clava aparece como la
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mas cercana a los vertebrados, lo que concuerda con estudios que indican que los
tunicados son el grupo hermano mas cercanos a los vertebrados (Delsuc et al., 2006).

Entre los vertebrados con mandibula (Gnathostomata), se observa una clara division
en dos subgrupos que agrupan a las proteinas Fry por un lado y a las proteinas Fry-like por
el otro. Eso indica que estos paralogos surgieron al inicio de la evolucion de los vertebrados,
antes de la divergencia entre peces cartilaginosos (Chondrichthyes) y peces 0&seos
(Osteichthyes). Asi, el origen de los genes Fry y Fry-like coincide con las dos duplicaciones
gendmicas que ocurrieron temprano en la historia evolutiva de los vertebrados. En los peces
teledsteos, D. rerio 'y O. latipes, que poseen tres genes Furry, se observa que los paralogos
de Fry se encuentran duplicados (Frya y Fryb), mientras que Fry-like es de copia unica.
Como esperado, los homeodlogos de Fry y Fry-like de X. laevis (S y L) son muy cercanos en

el arbol (Figura 5).

27



Tree scale: 0.1 ————

Fry P miniata
[ Fry L. variegatus
100 Fry S. purpuratus

Fry . kowalevski

Fry B. floridae
T‘_ v } Cefalocordados

Fry B. lanceolatum

Tunicados

Fry S. clava

Fry E. burgeri 1

Figura 5. Arbol filogenético de las proteinas obtenido por el método de maxima
verosimilitud. Los genes Fry y Fry-like de vertebrados con mandibula (Gnathostomata) se
dividen en dos grupos bien definidos, indicando un origen en una duplicaciéon ocurrida en un
vertebrado ancestral. Mixines E. burgueri y lampreas P.marinus tienen dos genes Furry que
parecen ser igualmente lejanos de los homdélogos de gnatostomados. Ascidias (Tunicado),

anfioxos (Cafalocordados), gusanos bellota (Hemicordado) y equinodermos (cuadro rojo) tienen

Fry Chr61 P. marinus
Fry Chr16 P. marinus

Fry-like C. milii
Fry-like C. carcharias
— Fry-like L. oculatus

Fry-like O. latipes
Fry-like D. rerio
Fry-like L.chalumnae
Fry-like P. annectens
Fry-like.S X. /aevis
Fry-like.L X. /aevis
Fry-like L. leishanense
Fry-like B. bufo Fry-like
Fry-like E. pustulosus
Fry-like M. domestica

@) Fry-like M. musculus

@9 Fry-like C. porosus
Fry-like G. gallus
30 Fry-ike P. major
Fry C. carcharias

Fry C. milii
Frya L. oculatus

Frya O. latipes
Frya D. rerio
Fryb D. rerio

Fryb O. latipes

& Fry L. chalumnae
L Fry P.annectens
Fry.S X. laevis
Fry.L X. laevis
@ Fry L. leishanense

Fry B. bufo Fry
Fry E. pustulosus
Fry M. domestica

@9 Fry G. gallus
€ Fry P. major

Fry E. burgeri 2

un gen Fry cada uno. Se informan los valores de Bootstrap en los nodos de cada rama.
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Las secuencias de Furry de ciclostomados (Cyclostomata) aparecen todas juntas en
una rama con 99% de bootstrap (Figura 5). La topologia parece indicar ademas que, en los
ciclostomados, hubo una duplicacién de los genes Furry antes de la divergencia entre las
lampreas y mixines. Estudios recientes con los genomas completos de ciclostomados
muestran que la primera duplicacion gendémica en los vertebrados (1R) ocurrié antes de la
divergencia entre ciclostomados y demas vertebrados, mientras que la segunda duplicacion
(2R) ocurrié después (Marletaz etal.,, 2024; Yu etal., 2024). Como la rama de los
ciclostomados aparece en la base de las secuencias de Fry y Fry-like de vertebrados con
madibula, eso indicaria, en principio, que la duplicacién que origin6é Fry y Fry-like fue la 2R
(Figura 5). Datos de sintenia parecen contradecir esa observacion y apuntan a 1R como la

duplicacién de origen de Fry y Fry-like (ver abajo).

4. 2. Sintenia de los genes Fry y Fry-like en vertebrados

El orden de los genes (sintenia) alrededor de Fry y Fry-like fue comparado
manualmente en algunas especies clave de vertebrados con el objetivo de determinar el
grado de conservacion del vecindario gendmico y confirmar los resultados del arbol
filogenético de la Figura 5. En general, es posible reconocer las relaciones filogenéticas
entre taxones por la presencia de sintenia conservada. Sin embargo, la falta de sintenia
conservada no indica necesariamente su relacion filogenéticamente distante (Makiuchi et al.,
2008). Estos analisis complementan la filogenia de las proteinas y pueden permitir trazar con
mas precisiéon el origen comun de los genes en el genoma de un ancestro no-vertebrado.

A partir del genoma de X. laevis (xenbase.org), se identificaron los genes vecinos de
fry y fry-like. Luego, se los compard con los genes presentes alrededor de Fry y Fry-like en
las especies H. sapiens (mamifero), G. gallus (ave), L. chalumnae (celacanto), L. oculatus
(pez de aleta rayada no-teleosteo) y C. milii (pez cartilaginoso) en la base de datos Ensembl.
En el caso de no encontrar los genes anotados por nombre, se realizé una busqueda con
BLASTP de la secuencia encontrada contra el genoma de X. laevis con el fin de identificar si
se trataba del gen de interés.

Se observé una conservacion de la sintenia de los genes vecinos a Fry y Fry-like, no
solo en la presencia de los genes sino en el orden de los mismos y direccion de la
transcripcion en la mayoria de las especies (Figura 6). En todas las especies, los genes
Rxfp2 y BrcaZ2 estan cerca de Fry, mientras que Slc10a4 y Oacid1/2 estan cerca de Fry-like,
lo que concuerda con la topologia del arbol filogenético. Por otro lado, se evidencia la
presencia de los paralogos de los genes Zar (Zygote-arrest; Zar1/2) inmediatamente al lado

de los genes Fry y Fry-like de todos los vertebrados analizados (Figura 6). Eso sugiere que

29



los genes ancestros de Furry y Zar se encontraban ligados previo a la duplicacion gendmica

que dio origen a los paralogos actuales.

Fry
C. milii L.oculatus L. chalumnae X. laevis G. gallus H.sapiens

Rxfp2 Rxfp2a rxfp2.L rxfp2.S Rxfp2

A
Fry Fry Fry fry.L fry.S Fry Fry

N +
Zar Zar1Like Zar1Like zar2.L zar2.S Zar1Like Zar1Like

l Brca Brca2 Brca2 v brca2.L Brca2 Brca2

Fry-like
C. milii L.oculatus L. chalumnae X. laevis G. gallus H.sapiens

1 | | | 1 |

Slc10A4 Sic10A4 slc10a.L slc10a.S Slc10A4 Sic10A4
i | i

Zar1 Zar1 Zar1 zarl L zarl.S Zar1 Zar1

! A N A N A A
Fry-like Fry-like Fry-like fry-like .L fry-like S Fry-like Fry-like
Ociad1 Ociad1 l Ociad1 ociad1.L Ociad1 Ociad1
Ociad2 Ociad2 L ociad2.L | ociad2.S Ociad2

Figura 6. Analisis de la sintenia de genes Furry. Conservacion del orden de los genes vecinos
a Fry y Fry-like en vertebrados representativos desde peces cartilaginosos hasta mamiferos.

Por otra parte, se realizd el rastreo de la ubicacién de Fry y Fry-like en cromosomas
ancestrales reconstruidos por Simakov et al., (2020). En ese trabajo, los autores comparan
la composicion génica de los cromosomas del anfioxo B. floridae con los genomas de
especies de varios vertebrados, entre ellos la rana Xenopus tropicalis (X. tropicalis), un
pariente cercano a X. laevis. Asi, fueron capaces de reconstruir 17 grupos de ligamiento
(cromosomas) ancestrales de los cordados, a los que llamaron CLG (chordate linkage
groups). Los autores muestran la distribucion de fragmentos de los CLG en los cromosomas
de L. oculatus, G. gallus, X. tropicalis y H. sapiens. Los cromosomas de los vertebrados
generalmente comprenden uno o mas bloques grandes que son: (1) descendientes de un
CLG individual o (2) mezclas de dos o tres CLG formados por fusion y posterior
reordenamiento. La mayoria de los CLG se encuentran distribuidos en cuatro copias en los
vertebrados actuales y otros en tres, lo que apoya la hipotesis de tetraploidizacion ancestral
(1R y 2R) si se admite la pérdida secundaria de cromosomas. En Simakov et al., (2020)
también identifican los segmentos derivados de las dos duplicaciones génomicas de la
siguiente manera: la primera duplicacion (1R) originé para cada cromosoma dos copias, 1y

2, mientras que la segunda duplicacion (2R) originé los cromosomas 1a y 1B por un lado y
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2a 'y 2B por el otro. Por otra parte, estudios comparativos del genoma de dos especies de

mixines (E. burgeri y E. atami) indican que 1R ocurrié antes de la divergencia entre

cicléostomos y vertebrados sin mandibula, mientras que 2R ocurrié después de la divergencia

entre estos dos grupos (Marletaz et al., 2024; Yu et al., 2024).

CLGF I—

1_al

EI
2_aI

EI

Figura 7. Duplicacion del gen ancestral Furry y ubicacién de Fry y Fry-like en cromosomas
de L. oculatus (LOC), G. gallus (GGA) y X. tropicalis (XTR). Cladograma esquematico de la
duplicacion del cromosoma ancestral CLGF (chordate linkage group F), donde se cree se ubicaba
el gen ancestral Furry, y los cromosomas reconstruidos de L. oculatus (LOC), G. gallus (GGA) y
X. tropicalis (XTR) donde se encuentran en la actualidad Fry y Fry-like ubicados con lineas

punteadas. Los cromosomas [3 no se muestran porque perdieron las copias de Fry y Fry-like.

coat:Fry I R P
LOC3:Fry :I-—-_

XTR2:Fry -1 =

censFyvie [P
Loca:Fry-ike T I
XTR1:Fry-lke I

Sabiendo las coordenadas gendomicas de Fry y Fry-like obtenidas en Ensembl, y

ubicandolas en los cromosomas reconstruidos de L. oculatus, G. gallus y X. tropicalis, se

determiné que el gen ancestral perteneceria al cromosoma F (CLGF). Esto se observa en la

Figura 7, donde se muestra el cromosoma correspondiente de cada especie y las

ubicaciones aproximadas de los genes encerrada en lineas punteadas coinciden con el color

gris asignado al CLGF. Por otro lado, en la misma figura se presenta un cladograma que

representa la duplicacion del CLGF surgiendo las dos primeras copias (1 y 2) que luego

sufren una segunda duplicacion originando 1a, 1B, 2ay 2.
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1a 18 2a 2B
CLGF GGA1, LOC3/17, XTR2 GGA4b, LOC7, XTR8 GGA4a, LOC4, XTR1 GGA13, LOC6, XTR3
G. gallus GGA1:Fry -- GGA4:Fry-like --
L. oculatus LOCS:Fry -- LOC4:Fry-like --
X. tropicalis XTR2:Fry -- XTR1:Fry-like --

Tabla 5. Ubicacién del cromosoma ancestral CLGF en los cromosomas actuales de L.
oculatus (LOC), G. gallus (GGA) y X. tropicalis (XTR). Los nimeros 1-2 y a-3 hacen referencia a
las copias resultantes luego de la primera y segunda duplicacion génica, respectivamente. Por
debajo se especifica el numero del cromosoma en donde se encuentran ubicados los genes Fry y

Fry-like que coinciden con las copias 1a y 2a.

El CLGF se encuentra distribuido en L. oculatus y la rana en cuatro de sus
cromosomas y en la gallina en tres, luego de su duplicacién, fusion y posterior
reordenamiento. En la Tabla 5 se muestran los cromosomas de estas especies en donde se
encuentran los fragmentos actuales del CLGF y la ubicacion de los genes Furry. En las tres
especies, los genes Furry se encuentran en cromosomas derivados de 1a y 2a (Figura 7 y
Tabla 5). Eso implica que Fry y Fry-like surgieron en la primera duplicacién genémica (1R),
que ocurrid6 en un ancestro de todos los vertebrados como resultado de una
autotetraploidizacion (Nakatani et al., 2021; Simakov et al., 2020).

Los resultados de sintenia contrastan con el arbol filogenético de la Figura 5. En el
arbol, las ramas de Fry y Fry-like de vertebrados gnatostomados surgen después de la
divergencia de ciclostomos, lo que apunta a 2R como la duplicacién gendmica que dio
origen a estos paralogos, mientras que la sintenia y mapeo apuntan a 1R. La razén de esa
discrepacia puede estar relacionada con que la divergencia entre los linajes de ciclostomos
y gnatostomados ocurrié muy rapidamente después de 1R, lo que puede haber hecho que la
divergencia entre los paralogos haya ocurrido después de la divergencia de los linajes. De
hecho, 1R fue un evento de autotetraploidizacion (Nakatani et al., 2021; Simakov et al.,
2020) y la rediploidizacion después de una autotetraploidizacién, cuando los cromosomas
duplicados son inicialmente idénticos en secuencia, es muy lenta (Furlong & Holland, 2002;
Redmond et al., 2023; Robertson et al., 2017).
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4. 3. Estudio de la expresion de fry y fry-like en X. laevis

Para realizar un analisis comparativo de la distribucién espacial y temporal de los
transcriptos fry y fry-like en embriones de X. laevis se empled la técnica de hibridacion in situ
(HIS). La sonda empleada para fry tiene una longitud de 692 pb e hibrida con la region
3’codificante del ARNm (Espiritu et al., 2018) (Tabla 1). Por similitud de secuencias es de
esperarse que esta sonda detecte los transcriptos de los subgenomas S y L (Tabla 2). La
sonda de 400 pb para detectar fry-like (fry-like 0.4kb) hibrida con la regién 3’codificante del
ARNm vy la region 3’'UTR (Tabla 1). Por similitud de secuencias se espera que esta sonda
unicamente detecte los transcriptos L (Tabla 2). El patron de expresion de los genes se
evaluo en oocitos y embriones en estadios representativos de distintas etapas del desarrollo
embrionario (st. 3 — st. 35).

Se utilizaron oocitos ovipuestos en st. VI, ya que se sabe que incluso antes de ser
fecundados los mismos presentan ARNm maternos localizados en regiones especificas
(Sindelka etal., 2018). Estos oocitos estan divididos en dos polos o hemisferios
determinados durante la oogénesis. El polo animal que presenta pigmentacion oscura,
donde se ubican la mayoria de los organelas y la vesicula germinal (nucleo del oocito) y el
polo vegetativo sin pigmento, donde se acumula la mayoria del material nutricio (vitelo) del
embridén. Ademas, presentan gradientes de determinantes maternos distribuidos en el eje
animal-vegetativo que especifican la formacion de las capas germinales antes de la
activacion del genoma embrionario en st. 8. En oocitos ovipuestos en st. VI, se detecté la
presencia de los ARNm de fry y fry-like en el polo animal (Figura 8a, i). Mediante analisis de
transcriptomica y protedmica, se ha establecido que ARNm enriquecidos en esta regién
codifican en su mayoria para factores de transcripcion, traduccion y reguladores de la
localizacion de proteinas (Sindelka et al., 2018). Es interesante que, mediante el analisis de
la ontologia génica, los transcriptos de X. laevis enriquecidos en el polo animal se
encontraron en categorias asociadas con la localizacién de proteinas y la transduccion de
sefiales de GTPasa (ClaulRen et al., 2015), siendo estas dos de las funciones principales
descritas para Fry (Nagai & Mizuno, 2014).

Al inicio del desarrollo embrionario, en el estadio de clivaje 4-células (st. 3) (Figura 3),
la localizacion de ARNm vy proteinas maternas en las distintas blastomeras, determina el
posicionamiento de las futuras estructuras del embridén. En este estadio, ambos ARNm fry y
fry-like muestran un patrén de localizacion animal expandiéndose hacia la region marginal o

ecuatorial del embrion (Figura 8b,i).
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En estadio de blastula (st. 8-9) se activa el genoma del embriéon y muchos ARNm y
proteinas maternas son degradadas, este proceso es denominado transicion de blastula
media (Gilbert & Barresi, 2020). En este estadio, los ARNm de fry y fry-like contintian
teniendo localizacion animal y marginal (Figura 8c,j).

En las gastrulas (st. 10.5-12) (Figura 3), por movimientos gastrulatorios, las células
comienzan a migrar y ocupan su destino final en el embrién en desarrollo quedando
establecidas las futuras capas germinales: endodermo, ectodermo y mesodermo (Gilbert &
Barresi, 2020). Observamos que la localizacion de los transcriptos de fry y fry-like comienza
a extenderse desde el polo animal hacia el labio dorsal del blastoporo, es decir, la region
meridional del embriéon (Figura 8d,k). Las células en estas regiones contribuiran a tejidos del
ectodermo y mesodermo.

En la neurulacién (st. 13-19) (Figura 3); comienza a observarse el desarrollo del tubo
neural y hacia el final de esta etapa, el embrion comienza a adoptar una forma mas
alargada. En embriones en estadio st. 19, detectamos ambos transcriptos en la region

cefdlica y dorsal del embrion (Figura 8e,f,l,m).
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Figura 8. Hibridaciones in situ para fry y fry-like en oocitos y embriones de X. laevis en
estadios de clivaje, gastrulacion y neurulacién. (a-f) HIS para fry. (g-l) HIS para fry-like. (a,g)
Oocitos ovipuestos. (b,h) Embriones en estadio 4-células (st. 3) y (c,i) blastula (st. 8-9). (d,j)
Embriones en estadio de gastrula (st 10.5). Labio dorsal del blastoporo (LD). (e,f,k,l) Estadio de
néurula (st. 19). Se observa marca en las placodas craneales (PC). En las vistas laterales, los
embriones estan orientados anterior hacia la izquierda y dorsal hacia arriba y en las vistas
anteriores dorsal hacia arriba. An: animal, Vg: vegetativo.

Magnificacion 12.5x. Los embriones mostrados son representativos de dos o mas experimentos

independientes.

El estadio de brote caudal se inicia en st. 25-26 y finaliza en st. 32-33 del desarrollo
(Figura 3). En este estadio, el embridon continua alargandose y marca un importante periodo
en el desarrollo caracterizado por el rapido crecimiento y diferenciacion de varios tejidos
como los somitos y érganos como el corazon y el rifidn pronéfrico (Nieuwkoop & Faber,
1994). Ademas, se distinguen estructuras como la notocorda, los ojos y la glandula de
cemento (Figura 9). En el st. 25 la localizaciéon de transcritos de fry se detectd en
estructuras como en la region cefalica, la vesicula optica, la vesicula biliar y la notocorda
(Figura 9a-a’’). Por otro lado, en este estadio no se detectd la presencia de transcriptos de
fry-like en la notocorda y la marcacion en la vesicula biliar se observd con mayor intensidad
que para fry (Figura 9a-a”,b-b’’). En los st. 29-30, ya son visibles las vesiculas éticas y en el

rindn pronéfrico se distinguen distintas estructuras (ej. nefrostomas, tubulo proximal). Los
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transcriptos de fry y fry-like permanecen en la region cefalica, el corazon, el ojo, la vesicula
Gtica y la vesicula biliar, cuya marca continda siendo mas intensa en fry-like. Es interesante
que a diferencia de fry-like, fry es detectado en la notocorda y el rifidn pronéfrico (Figura 9

c-c”,d-d”’), mientras que fry-like esta claramente presente en el tubo neural y no fry.

o)
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st. 25

fry-like 400pb

Ventral

fry 700pb

st. 30

fry-like 400pb

Lateral Ventral

- B .
Figura 9. Hibridaciones in situ para fry y fry-like en embriones de X. laevis en estadios de

brote caudal. (a-a”,c-¢”’) HIS para fry. (b-b”,d-d”) HIS para fry-like. (a-a”,b-b”) Estadio brote
caudal temprano St. 25. (a) Vista lateral (a’) Vista ventral magnificada del embrién en (a). (a”)
Magnificacion de (a). (b) Vista lateral (b’) Vista ventral magnificada del embriéon en (b). (b”)
Magnificacion de (b). (c-¢”,d-d”) Estadio brote caudal tardio St. 30. (¢) Vista lateral (¢’) Vista
ventral magnificada del embrién en (c). (¢”) Magnificacién de (c). (d) Vista lateral (d’) Vista ventral
magnificada del embrién en (d). (d”) Magnificacion de (d). Notocorda (nc), tubo neural (tn),
somitos (s), ojo (0), vesicula biliar (vb), vesicula ética (vo), y pronefros (pr).

Magnificacion: 12.5x (a-d), 20x (a’-d’) y 32x (a’-d”). Los embriones mostrados son representativos

de dos 0 mas experimentos independientes.
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El estadio de renacuajo comienza a continuacion del estadio de brote caudal alrededor
de st. 35 (Figura 3). En este estadio es cuando el corazén adquiere su forma caracteristica
de S y se distingue el ventriculo de la auricula, el riidén pronéfrico se une con el diverticulo
hepatico y el embrion muestra la mayor transicion comportamental al deshacerse de la
membrana vitelina y convertirse en larvas nadadoras (Nieuwkoop & Faber, 1994). En los
embriones in toto, se observa la presencia de ambos transcriptos en el corazén, los ojos, la
vesicula otica, la vesicula biliar y la regién cefalica en general. En este estadio, la vesicula
biliar contina con marcacion mas intensa de fry-like en comparacion con fry. En la
notocorda y en el pronefros solo se observa marca para fry (Figura 10a-a”, e-e’’), a pesar
de esto, fry-like se expresaria en la notocorda en este estadio de desarrollo (ver Figura
11g,n). Luego del procedimiento para HIS, los embriones en st. 35 fueron incluidos en
parafina y procesados para cortes histologicos. En los cortes se observé una expresion
uniforme de fry y fry-like en el corazén (Figura 10b,b’.f,f’). Para fry, se encontré6 marcacion
en la notocorda, en el glomus y en los tubulos proximales del pronefros, mientras que en los
cortes de fry-like no se detectd marca en la notocorda y muy poca marcacion en los tubulos
proximales del pronefros (Figura 10c-¢c”, g-g"). A diferencia de fry, fry-like es detectado en
el tubo neural (Figura 10e). En concordancia con las imagenes de HIS de embriones in toto,
la vesicula biliar presenta una marca mas fuerte en cortes histolégicos de fry-like y mas
tenue en fry (Figura 10d-d’, h-h’).
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Figura 10. Hibridacién in situ para fry y fry-like en renacuajos de X. laevis. (a-d’) HIS para
fry. (a) Vista lateral (a’) Vista ventral. (a”) Magnificacion del recuadro en (a). (b,c,d) Cortes
histolégicos, dorsal hacia arriba. Las lineas punteadas en (a) indican la posicién aproximada del
corte. (b’) Magnificaciéon de (b), expresion de fry en el corazon. (b”) Magnificacion de (b),
expresion de fry en el ojo. (¢’) Magnificacién de (c), expresién de fry en el glomus y el tubulo
proximal. (¢”) Magnificaciéon de (c), expresion de fry en el tubo neural. (d’) Magnificacion de (d),
expresion de fry en la vesicula biliar. (e-h’) HIS para fry-like. (e’) Vista ventral. (e”’) Magnificacion
de (e). (f,g,h) Cortes histoldgicos. Las lineas punteadas en (e) indican la posiciéon aproximada del
corte. (f’) Magnificacion de (f), expresion de fry-like en el corazén. (f’) Magnificacion de (f),
expresion de fry-like en el ojo. (g’) Magnificacion de (g), expresion de fry-like en el tubulo
proximal. (g”) Magnficacién de (g), expresion de fry-like en el tubo neural. Expresion en la
vesicula biliar. (h’) Magnificacion de (h), expresién en la vesicula biliar. Notocorda (nc), ojos (o),
vesiculas 6ticas (vo), vesicula biliar (vb), corazén (c), somitos (s), pronefros (pr), tubo neural (tn),
ojo (o), faringe (f), tubulo proximal (t), glomus (g), vesicula biliar (vb).

Magnificacion 12.5x (a,e), 20x (a’,e’), 32x (a”,e”), 40x (b, ¢, f, g, h), 100x (d y d’), 200x (b’, ¢, f, g,
h’). Los embriones mostrados son representativos de tres 0 mas experimentos independientes.
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4. 4. Origen de la poliploidia en X. laevis y deteccion de los homedlogos

fry-like.S'y fry-like.L

Como se mencion6é anteriormente, la rana X. laevis es una especie alotetraploide que
surgié hace ~17 millones de afios debido al apareamiento de dos especies emparentadas
que habrian divergido hace ~34 millones de afios (Session et al., 2016). La alotetraploidia
caracteriza este genoma, ya que cuenta con dos subgenomas denominados L (longer) el S
(shorter). La naturaleza tetraploide de Xenopus, le permite conservar los paralogos fry y fry-
like, que a su vez cuentan con sus respectivos homeodlogos, es decir pares de genes que
dentro de la misma especie se originaron por un evento de hibridacién entre especies
(Kuzmin et al., 2021).

Dadas estas caracteristicas, el genoma de X. /aevis es ideal para estudiar el resultado
de un evento de duplicacion gendmica reciente. Con el objetivo de determinar si existe un
patron de expresion diferencial para fry y fry-like entre el subgenoma S y L, realizamos HIS
con sondas que reconocen especificamente uno u otro ARNm (Tabla 1), empleando oocitos
ovipuestos y embriones en distintos estadios del desarrollo.

Lamentablemente, en las HIS para fry.S y fry.L con sondas que reconocian cada
homedlogo no se obtuvo marcacion especifica (resultados no mostrados). Por otro lado, se
observo un enriquecimiento tanto de fry-like.S como de fry-like.L en el polo animal de oocitos
ovipuestos en st. VI (Figura 11a,b). En el estadio de 4 células, |la expresion de fry-like se
mantiene en el polo animal del embrion, se distribuye de manera homogénea en las cuatro
blastébmeras y tampoco se observan diferencias en los patrones de expresion en este
estadio (Figura 11b,c,i,j). En néurulas, la distribucién espacial de los transcriptos fry-like.S 'y
fry-like.L se desplaza hacia la region dorsal y anterior del embrion (Figura 11d,e,k,l). La
expresion de fry-like.S/L en st. 25 se observa en los somitos, la vesicula 6ptica y la region
cefalica en general (Figura 11f,m). Por ultimo, en st. 35 se detectaron transcritos de fry-
like.S/L en la vesicula 6tica, el corazén, la vesicula 6ptica, la vesicula biliar, los somitos, la
region cefélica y la notocorda. Esta ultima, a diferencia del resto se observa con mayor
intensidad en fry-like.S (Figura 11g,9’,n,n’). Ademas se detect6 la presencia del ARNm de
ambos homedlogos en el tubo neural, aunque la marca para fry-like.S es mas débil que para
fry-like.L (Figura 11g,n). Estos experimentos muestran un patron de expresion similar por

ambos homedlogos del gen fry-like en los distintos estadios de embriones de X. laevis.
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Figura 11. Patrén de expresién de fry like, homeélogos S y L, en X. laevis. Hibridacion in situ
para fry-like.S (a-g’) y fry-like.L (h-n’) empleando sondas de 1 kb especificas para cada ARNm.
(a,h) En oociotos ovipuestos. (b,c,i,j) Estadio 4-células vistas animal y lateral. (d,e,k,lI) Estadio
néurula, fry-like.L/S estan presentes en las placodas craneales (PC) y regiones dorsales. (f,m)
Estadio brote caudal temprano st. 25, fry-like.L/S se expresan en el ojo (0) y los somitos (s). (g,n)
Estadio brote caudal tardio st. 35, fry-like se expresa en el 0jo, la vesicula éptica (vo), la notocorda
(nc), el tubo neural (tn), las somitas y la vesicula biliar (vb). (g’,n’) Magnificaciones del recuadro en
g y n, respectivamente. Embriones representativos orientados anterior-izquierda y dorsal-arriba.
Magnificacion: 12.5x (a-n) y 32x (g’ y n’). Los embriones mostrados son representativos de dos o
mas experimentos independientes.
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5. Discusion

5. 1. Origen de los paralogos Fry y Fry-like en vertebrados

El origen evolutivo de los vertebrados estuvo marcado por una serie de duplicaciones
de todo el genoma que generaron un aumento de la complejidad genética de ese grupo v,
posiblemente, contribuyeron a la complejidad estructural y funcional de los vertebrados.
Estas duplicaciones del genoma originaron un conjunto de genes paralogos especificos de
vertebrados, que tienden a poseer dos, tres o0 cuatro genes ortélogos a genes de copia Unica
presentes en protostomados y deuterostomados invertebrados (Dehal & Boore, 2005;
Furlong & Holland, 2002). Segun andlisis comparativos de sintenia entre vertebrados e
invertebrados, se infiere que la primera duplicacién de todo el genoma (1R) ocurrié en el
ancestro comun a todos los vertebrados por medio de la autotetraploidizacion a principios
del Cambrico, mientras que la segunda duplicacion (2R) ocurri6 en el linaje de los
vertebrados con mandibula, a través de la alotetraploidizacion, previo a la divergencia de los
peces cartilaginosos y peces 0seos, en el Cambrico tardio (Marletaz et al., 2024; Simakov
et al.,, 2020). A su vez, el linaje de los peces sin mandibula (cicléstomos) tuvo su segunda
duplicacion especifica del linaje también por medio de la autotetraploidizacion (Yu et al.,
2024).

Mientras que en invertebrados como la mosca de la fruta, nematodes, y levaduras se
han reportado la existencia de un solo gen Furry (Cong et al., 2001; Gallegos & Bargmann,
2004; Hirata et al., 2002), los genomas de vertebrados poseen al menos dos genes de la
familia Furry — Fry y Fry-like —. La existencia de dos o mas paralogos de genes Furry en
vertebrados sugiere un origen en las duplicaciones gendémicas ancestrales. Sin embargo,
aun no se habia estudiado la relacién y presencia de estos paralogos en la mayoria de
vertebrados, ni tampoco su origen evolutivo, es decir, a partir de cual de las dos
duplicaciones gendémicas surgieron.

Con esto en mente, se llevé a cabo un analisis filogenético de las proteinas Furry con
el método de maxima verosimilitud utilizando las secuencias aminoacidicas de especies de
todos los grupos de vertebrados y, ademas, equinodermos, hemicordados, cefalocordados y
tunicados, encontradas en bases de datos para la confeccion de un arbol filogenético.
También se analizé la sintenia alrededor de los genes en un reducido grupo de vertebrados
con el fin de confirmar los resultados obtenidos a partir del andlisis filogenético.

La topologia obtenida en el arbol filogenético concuerda con las relaciones
filogenéticas entre las especies de vertebrados e invertebrados seleccionadas (Figura 5). En
general, los valores de bootstrap son altos, lo que indica la robustez del arbol obtenido.

Segun este analisis, los paralogos Fry y Fry-like habrian sido el resultado de la segunda
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duplicacion gendmica (2R), especifica del linaje de los peces con mandibula, dejando de
lado a los agnatos los cuales poseen también dos copias del gen Furry que habrian surgido
debido a una duplicacion especifica en su linaje (CR). Por otro lado, el analisis de la sintenia
y el rastreo de los genes en los cromosomas ancestrales reconstruidos (Sacerdot et al.,
2018; Simakov et al., 2020), reveld que los paralogos Fry y Fry-like del pez lepisosteo L.
oculatus, la rana X. tropicalis y la gallina G. gallus se ubican todos en regiones
cromosomicas derivadas de la primera duplicacion genémica comun a los vertebrados (1R).
Esto se evidencia claramente en el cladograma de la Figura 7 y en la Tabla 5. Las copias
rastreadas de Fry y Fry-like provienen de la 1R, denominadas 1-2, mientras que de la
segunda duplicacion solo se conservaron las copias 1a y 2a, perdiendoseé las copias 18y 23
originarias de la 2R.

Asi, tenemos dos resultados aparentemente contradictorios: mientras que el analisis
filogenético apunta a que Fry y Fry-like surgieron en 2R, el analisis de sintenia y mapeo de
segmentos cromosomicos ancestrales apunta a 1R. Como se menciond anteriormente, se
piensa que la 1R ocurrié en el ancestro vertebrado a través de una autotetraploidizacion
(Nakatani et al., 2021; Simakov et al., 2020). Este tipo de tetraploidizaciones se caracterizan
por atravesar una rediploidizacion lenta, debido a la posibilidad del apareamiento entre
cuatro cromosomas homodlogos (Furlong & Holland, 2002; Otto, 2007). De hecho, la
reploidizacion completa puede tardar decenas de millones de afos 0 mas, como visto en
salmonidos (Robertson et al., 2017) y en peces no-teledsteos del grupo Acipenseriformes
(Redmond et al., 2023). En cambio, la 2R se debié a una alotetraploidizacion, resultado de la
hibridacion de dos individuos parcialmente rediploidizados (Nakatani et al., 2021; Simakov
et al., 2020).
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Figura 12. Topologias filogenéticas esperadas de Furry seguin la duplicacién del gen
ancestral con respecto a las WGD en vertebrados. Escenario 1: Topologia esperada bajo la
hipétesis de la duplicacién del gen ancestral a partir de la 1R comun a todos los vertebrados.
Escenario 2: a) Topologia obtenida a partir del analisis filogenético en el 75% de los arboles. b)
Topologia obtenida dentro del 25% de los arboles a partir del analisis filogenético. c) Topologia
obtenida dentro del 25% de los arboles a partir del analisis filogenético. Escenario 3: Topologia
esperada en el caso en donde la duplicaciéon del gen ancestral fuera es el resultado de las

duplicaciones especificas de los linajes de Cicléstomos y Gnatostomados, eventos

independientes.

Si los paralogos Fry y Fry-like se hubieran originado en 1R, se esperaria que, en el
arbol filogenético, las secuencias de los ciclostomos estuvieran dentro de las ramas de Fry 'y
Fry-like de gnastostomos (Figura 12, Escenario 1). Esto no se observa en ninguno de los
100 arboles simulados por bootstrap, ya que las ramas de Fry (violeta), Fry-like (verde) y
ciclostémos (amarillo) se presentan separados con esa topologia en el 100% de los arboles,
como en el consenso de la Figura 5. En un 25% de los arboles, los paralogos de los
vertebrados con mandibulas no resultaron como grupos hermanos, sino que se
emparentaron con las secuencias de los cicléstomos (Figura 12 y datos no mostrados,
Escenario 2b-c). El arbol filogenético consenso, por otro lado, sugiere que los paralogos de
Furry en ciclostomos y gnatostomos surgieron a partir de duplicaciones especificas en cada

linaje (Figura 12, Escenario 3).
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Figura 13. Duplicacién del gen ancestral Furry seguida del evento de especiaciéon y
divergencia de los ohnologos (paralogos) en cada linaje. El gen Furry en el vertebrado
ancestral se duplicé debido al evento de autotetraploidizacion en la 1R (Estrella roja). Con un
corto tiempo de evolucion conjunta de los paralogos en el vertebrado tetraploide ancestral, y
sin completarse la rediploidizacién, habria ocurrido el evento de especiacion. En el linaje de
los cicléstomos y gnatostomados se produce la diferenciacion entre los ohnologos. Una vez
completada la rediploidizacién en el linaje de los gnatostomados y habiendo conservado
ambos paralogos (1-2), tiene lugar el segundo evento de duplicacion, consecuencia del
apareamiento entre dos especies de gnatostomados ancestrales, seguida de la duplicacion del
genoma en el hibrido (Estrella naranja), denominada 2R. Las copias obtenidas a partir del
evento de alotatraploidizacion (B) se pierden luego de la segunda rediploidizacion del genoma,
representado con una linea roja, y se conservan las copias ancestrales (1a-2a). Por su parte,
el linaje de los ciclostomos también atravesd una segunda duplicacién gendmica (CR),
representada con la estrella amarilla, aunque en la actualidad solo cuenta con dos copias del

gen ancestral no es posible determinar si provienen de 1R o CR.

¢,Coémo conciliar estos escenarios contradictorios? Una posible explicacién seria que
luego de 1R el tiempo de evolucién conjunta de la rama comun de los vertebrados fue muy

corta antes de la divergencia entre los linajes de cicléstomos y gnatdstomos. Asi, Fry y Fry-
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like acumularon mutaciones lentamente y sufrieron una resolucion tardia (Figura 13), lo que
genera una topologia filogenética erronea que parece indicar que se trata de paralogos que
surgieron a partir de duplicaciones especificas en cada linaje (Figura 12, Escenario 3).

Contradicciones entre la topologia esperada en arboles filogenéticos de genes
paralogos y el momento de duplicaciones genémicas son comunes en la literatura. En caso
del pez espatula y el esturién, luego de la duplicacién gendmica en el ancestro comun, se
dio una rediploidizacion lenta que comenzdé en el ancestro tetraploide y se extendié hasta
luego de la divergencia de los linajes. Esto generé que para la mayoria de los genes la
resolucién de la diploidia fuera especifica del linaje (semejante al Escenario 3 de la Figura
12), mientras que para una minoria se haya resuelto antes de la especiaciéon (semejante al
Escenario 1 de la Figura 12), dando indicios erréneos de eventos de duplicacion
independientes, conclusiones sujetas a los genes bajo estudio (Redmond et al., 2023). Algo
semejante se observd en la evolucién del genoma de los salménidos (Robertson et al.,
2017).

A su vez, el genoma de los agnatos se caracteriza por atravesar una serie de pérdidas
programadas de fragmentos a lo largo del desarrollo (Nakai et al., 1991, 1995; Nakai &
Kohno, 1987; Smith et al., 2009, 2012, 2018), lo que podria incorporar aun mas distancia
entre las secuencias. Si bien se encontraron dos copias para Furry en el genoma de la
lamprea y el mixine, no es posible en este caso, afirmar si se trata de la retencion de ambas
copias obtenidas a partir de la duplicacién del gen ancestral en la 1R, con la posterior
pérdida de las segundas copias luego de la WGD especifica de los cicléstomos (como
ocurri6 en los gnatostomados) o la retencién de una de las copias del gen ancestral luego de
la 1R y su posterior duplicacion en CR. Ademas, la robustez de las secuencias por apoyo
estadistico en el arbol consenso no fue del 100%, lo que sugiere una ambigiedad en el
linaje. Es por ello que en la Figura 13 se muestran con un signo de interrogacion los cuatro
genes, ya que no se estudié en profundidad el linaje de los vertebrados sin mandibulas para

dilucidar este interrogante.

5. 2. Expresion de Fry y Fry-like durante el desarrollo embrionario de

vertebrados

Fry microtubule biding protein y Fry-like transcriptional coactivator pertenecen a la
familia de genes Furry, presentes en plantas, levaduras y animales, desde invertebrados
como Drosophila y nematomes, hasta mamiferos. Estos genes codifican para proteinas de
mas de 3000 aminoacidos que funcionan como médulos de interaccion de proteinas. En las
células, las proteinas de andamiaje o scaffold conectan y regulan interacciones entre

distintos componentes de vias de sefializacion promoviendolas o inhibiendolas, coordinando
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asi actividades celulares. Los fenotipos de pérdida de funcion de Fry descriptos inicialmente
en invertebrados y levaduras la asocian a procesos celulares esenciales como: polaridad
celular, divisién celular, morfogénesis (Du & Novick, 2002; Emoto et al., 2004; Goto et al.,
2010; Hirata et al., 2002; lkeda et al., 2012; Kanai et al., 2005; Kume et al., 2007). Luego,
estudios empleando organismos modelo de vertebrados e invertebrados (rata, raton, rana y
mosca), demostraron la importancia de esta proteina en el desarrollo de distintos 6érganos y
tejidos (Cervino et al., 2021; Emoto et al., 2004; Espiritu et al., 2018; Gallegos & Bargmann,
2004; Goto et al., 2010; Horne-Badovinac et al., 2012; Liu et al., 2019; Ren et al., 2013). Por
otro lado, se conoce muy poco sobre los efectos de la pérdida de funcion del paralogo
presente Unicamente en vertebrados, Fry-like (Byun etal., 2018; The Deciphering
Developmental Disorders Study, 2015).

En el contexto de una WGD, los genes paralogos recientemente duplicados cumplen
las mismas funciones y poseen las mismas regiones regulatorias. En aquellos casos en que
el producto génico regula mecanismos celulares en forma dosis-dependiente es de esperar
que el aumento en la dosis tenga un impacto negativo, tal podria ser el caso de las proteinas
de andamiaje Fry y Fry-like. En el proceso de rediploidizacion, los genes modulan su
expresion ya sea repartiendo las funciones ancestrales, perdiendo una copia o
disminuyendo los niveles de expresion (Force etal., 1999). A partir de esto, podemos
especular que fry y fry-like se encuentran en equilibrio de dosificacién (hipofuncionalizacion)
en aquellos tejidos donde comparten expresion. Por otro lado, en aquellos tejidos donde
solo uno de los genes se expresa puede deberse a una “division” de las funciones
provenientes del gen ancestral (subfuncionalizacion) o a la adquisicion de una nueva funcion
por uno de ellos (neofuncionalizacion).

Si bien previamente hemos mostrado de manera general, la localizaciéon de los ARNm
de fry en X. laevis (Cervino et al., 2021; Espiritu et al., 2018) y solo en algunos estadios
embrionarios la de fry-like (Espiritu etal., 2018), nos propusimos realizar un analisis
comparativo de la distribucion espacial y temporal de los ARNm para investigar el grado de
divergenica en el patrén de expresién de estos genes y contribuir a la comprension de los
efectos que resultan de su pérdida de funcion en el desarrollo de 6rganos y tejidos de
vertebrados.

Del analisis de las hibridaciones in situ se concluye que ambos genes tienen expresion
materna ya que son detectados en oocitos maduros (St. VI) y en estadios embrionarios
previos a la transicién de blastula media, cuando se activa el genoma embrionario (Figura
8a,b,g,h). Estos resultados son coincidentes con experimentos de ARN-Seq que registran la
presencia de ambos transcriptos en oocitos en desarrollo y en estadios embrionarios de

clivaje (Session et al., 2016) (www.xenabse.org). Es interesante mencionar se ha descripto

que la mayoria de los genes de expresion materna participan en la especificacion de las
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capas germinales (mesodermo, ectodermo, endodermo) y el establecimiento de los eje
embrionarios (dorsal-ventral, anterior-posterior, derecha-izquierda) (Houston, 2012) ambos
eventos claves para el normal desarrollo del embrion. En particular para Fry-like, la funcién
en estos eventos tempranos no ha sido dilucidada.

Respecto de la distribucion espacial, se observa un enriquecimiento de ambos
transcriptos en el hemisferio animal, una distribucién polarizada que se mantiene en
estadios embrionarios de clivaje, blastula y gastrula (Figura 8 b-d,h-j). Es posible especular
que la localizacion asimétrica es el resultado de una retencion/exclusion regulada a nivel
molecular o bien de difusién pasiva de los transcriptos hacia zonas del oocito con menor
cantidad de plaquetas vitelinas en el polo animal (Kloc et al., 2001). Esta regién del oocito
contribuye principalmente a los tejidos ectodérmicos y mesodérmicos del embrion.

A partir de estadios embrionarios de brote caudal (Figura 9) se observan diferencias
en el patrén de expresion entre fry y fry-like. En la Figura 14 se muestra un esquema del
patron de expresion de cada gen en estadio de renacuajo, enfatizando las semajanzas y
diferencias observadas. Se evidencia la presencia de ambos transcriptos en estructuras en
desarrollo como el corazdn, las somitas, los ojos, las vesiculas o6ticas, la vesicula biliar y la
region cefalica en general. Asi mismo, se detecté exclusivamente el ARNm de fry-like en el
tubo neural, y utilizando la sonda fry-like 0,4 kb que reconoce solo el transcripto L, no se
encontré expresion marcada de fry-like en la notocorda, mientras que para fry-like.S y fry si

(Figuras 9y 10).

Figura 14. Esquema de expresion de fry y fry-like en embriones de X. laevis en
estadio de renacuajo. fry (violeta) y fry-like (verde) muestran expresién conjunta en la
vesicula biliar (vb), los ojos (0), las somitas (s), el corazédn (c) y la region cefalica. Por su
parte, fry se expresa en el glomus y tubulo pronéfrico (pr) y en la notocorda (nc) mientras

que fry-like muestra expresion en el tubo neural (tn).

En el rindn en desarrollo, se observa marcacion con la sonda de fry en el pronefros,

especificamente en el glomus, los nefrostomas y el tubulo pronéfrico (Figura 9¢,c” y Figura
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10a,a”’). Sin embargo, en cortes histolégicos notamos una marca tenue de fry-like en el
tubulo pronéfrico, sin evidencia de expresion en el glomus (Figura 10g’). En concordancia,
un estudio previo demuestra que fry es necesario en el desarrollo del rinén con un rol
temprano en la formacion de este érgano ya que su deplecién causa la pérdida del primordio
de células progenitoras renales (Espiritu et al., 2018). Por otro lado, estudios en ratones
muestran expresion de Fry-like en tejidos tubulares renales en metanefros de adultos
(metanefros), higado, pulmén y bazo. Los ratones mutantes homocigotas para Fry-like,
tienen un alto porcentaje de letalidad neonatal y los sobrevivientes mueren antes de cumplir
el afo a cauda de hidronefrosis, sugiriendo que la proteina Fry-like seria necesaria también
en desarrollo normal y mantenimiento de la funcién renal (Byun et al., 2018). Ademas, se ha
reportado un caso de anomalia renal (riién en herradura) en humanos con una variante
patogénica de FRY-LIKE (Pan et al., 2024). A partir del conjunto de evidencias, se podria
hipotetizar que ambas proteinas se complementan en el tiempo. Fry actuaria inicialmente en
la especificacion del primordio renal durante el desarrollo del primer riidn embrionario,
mientras que Fry-like tendria funciones mas tardias, ya sea en el desarrollo del metanefros o
en el mantenimiento de la funcién renal. Estudios funcionales podrian revelar detalles sobre
la importancia de cada proteina en la formacion de los tres tipos de rifidn.

Estudios genéticos en poblaciones humanas han revelado mutaciones patogénicas en
los genes FRY o FRY-LIKE causantes de diversas anomalias congénitas. En humanos, el
gen FRY ha sido clasificado como un gen asociado a discapacidad intelectual o ARID por
sus siglas en inglés, Autosomal Recessive Intellectual Disability. Entre las caracteristicas
mas frecuentes de los paciente se destacan desordenes del espectro autista, ausencia de
habla, pérdida de audicién, estrabismo e hipertelorismo (Paulraj etal., 2019; Riazuddin
et al., 2017; Najmabadi et al., 2011). Por su parte, se han reportado pacientes que presentan
mutaciones de novo que resultan en la pérdida de funcién prevista de FRY-LIKE (Pan et al.,
2024; The Deciphering Developmental Disorders Study, 2015). Los individuos con estas
variantes presentan ademas de discapacidad intelectual y rasgos dismorficos,
caracteristicas clinicas como trastornos del espectro autista, trastorno por déficit de
hiperactividad (TDHA), tonicidad muscular débil, convulsiones y epilepsia (Pan et al., 2024).
Es interesante que los rasgos dismorficos, la disminucion en el tamafio corporal y defectos
cardiacos observado en pacientes fueron recapitulados en embriones de zebrafish con
pérdida de funcion de fry-like (The Deciphering Developmental Disorders Study, 2015). El
ortélogo de Fry en especies de invertebrados, como D. melanogastery C. elegans, ejerce un
importante rol en el armado del mosaico dendritico, el desarrollo de neuritas y morfologia de
neuronas (Emoto et al., 2004; Gallegos & Bargmann, 2004; Han et al., 2012; Norkett et al.,
2020; Zallen et al., 2000). Mutantes de fry/sax-2 o trc/NDR/sax-1 muestran formacion de

neuritas ectdpicas y ramificacion excesiva de los campos dendriticos, lo que interfiere en la
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correcta interaccion entre neuronas. Aunque este aspecto no se ha estudiado aun en
vertebrados, podria estar relacionado con los fenotipos observados en humanos a raiz de
variantes de FRY'y FRY-LIKE.

Muchos de estos fenotipos en humanos, correspondientes a mutaciones en FRY o
FRY-LIKE, se correlacionan con los sitios de expresion de estos genes durante el desarrollo
embrionario de X. laevis que describimos en este trabajo (Figura 14). Los ojos, el corazon,
los somitos, las vesiculas dticas y la regidn cefalica se ven afectados en estos pacientes,
presentando afecciones diversas que parecerian no estar relacionadas. La caracteristica
polisindrémica sugiere que estas proteinas tienen funciones en multiples érganos regulando
diversos procesos celulares. En conjunto, el estudio de la expresion y los casos reportados
de pérdida de funcion en diferentes vertebrados evidencian la conservacion evolutiva y la
importancia de los genes Furry. EI empleo de organismos modelo para investigar las
funciones de estas proteinas en los distintos 6rganos donde se expresan contribuira a
comprender los efectos patogénicos asociados a la pérdida de funcion de estos genes en
humanos.

X. laevis es una especie aloteraploide que cuenta con dos subgenomas (Session
et al.,, 2016). Muchos de sus genes se han conservado como dos copias homedlogas, que
en la mayoria de casos sufren activacion asimétrica y asi conservan los niveles de expresion
embrionaria de especies diploides (Phelps et al., 2023). Se han encontrado casos en donde
la expresion de los homedlogos ha divergido debido a la incorporacion de mutaciones en
elementos regulatorios (Ochi et al., 2017). Ademas se sabe que el subgenoma L es mas
estable que el subgenoma S (Session et al., 2016), por lo cual podria ocurrir que los
homedlogos difieran en su expresion. Como resultado del estudio de la expresion de fry-
like.L y fry-like.S en algunos estadios embrionarios de Xenopus no se encontraron
diferencias en el patrén de expresion en los tejidos, salvo en los niveles de expresién en la
notocorda que se ve claramente marcada para la copia S y no asi para la copia L (Figura
11). Seria necesario realizar estudios que muestren si existen diferencias en las funciones
que cumplen los homedlogos o bien si contindan cumpliendo las mismas funciones vy
encuentren en equilibrio de dosificacién, es decir que la expresiéon de ambos genes haya

disminuido de forma tal que equipare la dosis del gen homadlogo en otras especies.
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6. Conclusiones Finales

En este trabajo se presentaron evidencias que senalan que los genes paralogos Fry y
Fry-like, presentes en los vertebrados, surgieron a partir de la primera duplicacién completa
del genoma (1R), atravesada por el ancestro vertebrado en el inicio de la evolucién del
linaje. Las copias resultantes de la 2R especifica de gnatostomados se perdieron
secundariamente. Por su parte, el linaje de los cicléstomos también posee dos copias del
gen Furry, aunque no se determiné si las mismas fueron retenidas a partir de la 1R o de la
CR.

A partir del estudio de la expresion, se demostré que fry y fry-like tienen expresion
materna. Los paralogos comparten algunos tejidos de expresién mientras que en otros han
divergido. Se especula que los mismos experimentaron procesos como subfuncionalizacion,
hipofuncionalizacién o neofuncionalizacion. Los homeologos fry-like.S/L se expresan en los
mismos tejidos, aunque se encontré que en la notocorda y el tubo neural los niveles de

expresion difieren entre ellos.
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