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De esta manera cuentan que Xo6lotl no queria morir, les dijo a
los dioses: “Oh dioses, que no muera yo”. Lloraba muchisimo, se
le hincharon los ojos, se le hincharon las cejas. Y ya le llega la
muerte, huyo, corrio, se metié con rapidez entre las espigas de
maiz, tomo la forma de éste, por eso se convirtié con rapidez en el
maiz doble, bifurcado, el campesino lo llama xolotl. Y fue visto alla,
entre las espigas de maiz, otra vez huyo6: nuevamente se metié con
rapidez entre los magueyes, en consecuencia, se volvié maguey,
es el [maguey] doble, su nombre es mexolotl. Otra vez fue visto:
nuevamente se metio en el agua, fue a convertirse en el axolotl, [y]
alli realmente fueron a atraparlo, por consiguiente lo mataron.

Codice Florentino (de Sahagun, 1577a)
Traduccion del nahuatl al espafiol (Torres Lopez, 2019)

Hay unos animalejos en el agua que se llaman axolotl. Tienen pies
y manos como lagartijas y tienen la cola como anguila y el cuerpo
también; tienen muy ancha la boca y barbas en el pescuezo. Es muy
bueno de comer, es comida de los sefiores.

Codice Florentino (de Sahagun, 1577b)

Mis ajolotes
miran a la eternidad
entre la niebla.

@AxolotlBot (2020)
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Resumen

El ajolote (Ambystoma mexicanum) tiene una gran capacidad para regenerar sus células, tejidos
y partes corporales, sin embargo, la fidelidad y el éxito de su proceso regenerativo disminuyen
con la edad. Los retrotransposones constituyen alrededor del 65 % (~18.6 Gb) del genoma del
ajolote y su expresion puede estar involucrada en la disminucion de las capacidades regenerativas
asociada con el envejecimiento. Pese a que el papel de los retrotransposones en la embriogénesis, la
diferenciacion celular y, en general, la regulacion de la expresion génica ha sido ampliamente descrito
en diversos modelos animales, el estudio de su funcion en la regeneracion reparativa ha sido opacado
por las investigaciones centradas en los genes codificantes de proteinas. En esta tesis, a través de
un andlisis integrativo de la expresion de elementos repetitivos utilizando RNA-seq, se reporta que
los retrotransposones, especialmente del grupo Ty3, estan altamente sobreexpresados en el ajolote
como efecto del envejecimiento. Otros transposones no LTR, incluido LINE-1, funcionan como
centros de redes de coexpresion de genes implicadas en vias del desarrollo muscular, la actividad de
N-metiltransferasa, la protedlisis amiloide, la regulacion de la apoptosis y el reemplazo del tejido
conectivo, todas los cuales son suprimidos en el envejecimiento. Por el contrario, se muestra que
durante la regeneracion de la extremidad estas vias y la expresion de los retrotransposones Ty3
estan claramente reguladas a la baja. Aunque el blastema es capaz de reajustar la mayor parte de la
desregulacion de los transposones provocada por el envejecimiento, varios elementos repetitivos
permanecen afectados y podrian tener un impacto en las respuestas metabolicas e inmunes durante
el proceso regenerativo. También se informa que numerosos factores de transcripcion C2H2-ZFP,
especialmente KRAB-ZPFs, se coexpresan con retrotransposones centrales, lo que revela su potencial
como importantes reguladores de la expresion de elementos transponibles durante el envejecimiento
y la regeneracion. Este andlisis proporciona un perfil integral de la expresion de retrotransposones
a través del envejecimiento y durante la regeneracion de las extremidades en el ajolote, e indica
que los elementos transponibles responden a los cambios fisioldgicos de una manera especifica del

tejido y participan en las redes génicas correguladoras que subyacen al proceso regenerativo.

Palabras clave: ajolote, regeneracion, envejecimiento, extremidad, blastema, elemento repetitivo,

retrotransposon, desarrollo
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Analisis transcriptomicos de ajolotes adultos y subadultos permiten plantear un papel potencial de los retrotransposones
durante la regeneracion de las extremidades y como se ven afectados por el envejecimiento. Los retrotransposones de
la superfamilia Ty3 generalmente se suprimen durante la regeneracion, pero después de experimentar una regulacion
positiva significativa a lo largo del envejecimiento del ajolote, su regulacion durante la reparacion del tejido se ve limitada.
Previamente se ha reportado que el éxito del proceso regenerativo del ajolote disminuye con la edad. Los hallazgos
presentados aqui muestran que Ty3 y otras familias de transposones, como LINE-1, estan involucradas en las redes
reguladoras de genes que suprimen el desarrollo muscular, el control de la apoptosis y el reemplazo de tejidos debido al
envejecimiento. Estos resultados sugieren que la expresion de elementos repetitivos puede limitar indirectamente las
capacidades regenerativas de los ajolotes mas viejos.
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Abstract

The axolotl (Ambystoma mexicanum) has a great capacity to regenerate its tissues and whole-body
parts, however, the fidelity and success of its regenerative process diminish with age. Retrotranspo-
sons make up the largest portion of the axolotl genome (65 % or ~18.6 Gb), and their expression
may be involved in this age-related decline. Although the role of retrotransposons in embryogenesis,
cell differentiation and, in general, the regulation of gene expression, has been widely described in
various animal models, the study of their function in reparative regeneration has been overshadowed
by the research focused on protein-coding genes. In this thesis, through an integrative analysis of
repetitive element expression using RNA-seq, it is reported that retrotransposons, especially of the
Ty3 group, are highly overexpressed in the axolotl as an effect of aging. Other non-LTR transposons,
including LINE-1, function as hubs of gene coexpression networks involved in muscle development,
N-methyltransferase activity, amyloid proteolysis, and regulation of apoptosis and connective tissue
replacement, which are also suppressed by aging. In contrast, it is shown that during regeneration of
the limb these pathways and the expression of Ty3 retrotransposons are distinctly downregulated.
Even though the blastema is able to readjust most of the transposon dysregulation caused by aging,
several elements remain affected and may have an impact in the metabolic and immune responses du-
ring the regenerative process. It is also reported that numerous C2H2-ZFPs, especially KRAB-ZPFs,
are coexpressed with hub retrotransposons, which reveals their potential as important regulators of
transposable element expression during aging and regeneration. This integrative analysis provides a
comprehensive profile of retrotransposon expression through aging and during limb regeneration in
the axolotl and indicates that transposable elements are responsive to physiological changes in a
tissue-specific way and participate in the gene co-regulatory networks underlying the regenerative

process.

Keywords: axolotl, regeneration, aging, limb, blastema, repetitive element, retrotransposon, deve-

lopment
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Transcriptomic analyses of adult and sub-adult axolotls offer an insight into the potential role of retrotransposons during
limb regeneration and how they are affected by aging. Retrotransposons of the Ty3 superfamily are usually suppressed
during regeneration, but after experiencing a significant upregulation through the aging of the axolotl, their regulation
during tissue repair is limited. It has previously been reported that the success of the axolotl’s regenerative process
diminishes with age. The findings presented here show that Ty3 and other transposon families, such as LINE-1, are
involved in the gene regulatory networks that suppress muscle development, apoptosis control, and tissue replacement
due to aging. These results suggest that repetitive element expression may indirectly constrain the regenerative capacities

of older axolotls.
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1. Introduccion

1.1. La regeneraciéon animal

La regeneracion es un fendmeno generalizado pero altamente variable entre los animales, lo que
la ha convertido en un tema de continuo interés cientifico. En el caso de los animales, consiste en
la restauracion de una estructura corporal perdida, que puede desencadenarse por una variedad de
estimulos, puede ocurrir en diferentes partes del ciclo de vida y puede proceder a través de una
diversidad de procesos de desarrollo (Bely y Nyberg, 2010). Ademas, puede producir estructuras de
fidelidad variable en relacion con el original y puede ocurrir a multiples niveles de organizacion
(Figura 1.1), incluyendo estructuras subcelulares, células, tejidos, 6rganos u organismos completos
(Bely y Nyberg, 2010; Elchaninov et al., 2021). A diferencia de la regeneracion fisioldgica, que ocurre
durante el ciclo de vida normal o en el desempeio de las funciones del organismo, la regeneracion

reparativa es inducida por lesiones (Vorontsova y Liosner, 1960; Elchaninov ef al., 2021).

La capacidad y los mecanismos para reparar heridas son propiedades conservadas por to-
dos los organismos; sin embargo, la capacidad de regenerar estructuras mas complejas, como las
extremidades, es muy variable entre las especies de tetrapodos (Vieira et al., 2020). Ademas, se cree
que todos los tetrapodos tienen la capacidad de regenerar estructuras complejas como érganos o
extremidades como embriones, pero muchas de estas especies, incluidos los mamiferos, pierden esta
capacidad a medida que se desarrollan hasta convertirse en organismos adultos, mientras que otros,
incluidos los anfibios urodelos (salamandras y tritones), generalmente son capaces de regenerarse

durante toda la edad adulta (Vieira et al., 2020).

Los mecanismos de regeneracion se pueden clasificar en términos generales en dos categorias
distintas: morfalaxis y epimorfosis (Morgan, 1901; Londono ef al., 2018). La morfalaxis implica la
reorganizacion completa de los tejidos que restan tras una lesion para dar lugar a un organismo mas

pequefio pero completo (Agata et al., 2007; Bosch, 2007; Londono et al., 2018). La epimorfosis, por
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otro lado, se refiere a la regeneracion del tejido faltante mediante la proliferacion celular en el sitio
de la lesion sin afectar la estructura del resto del organismo. Este tipo de regeneracion se basa en la
formacion de un blastema, una masa de células indiferenciadas en el lugar de la lesion capaz de dar
lugar a tejidos diferenciados de la estructura regenerada (Figura 1.1) (E. a. B. Gilbert ef al., 2015;

McCusker et al., 2015; Simkin et al., 2015; Londono et al., 2018).

corporal

Nivel de

organizacion Ejemplos Preamputaciéon Posamputacion Regenerado
biolégica

Cuerpo Regeneracion desde

completo un pequefio fragmento — O —_—

Organo Corazon, higado, lente
interno

Extremidad, aleta, cola, N
Estructura cabeza, tentaculo, sifén, — —
brazo, tallo R

SOoOOeEeeoC
. Epidermis, i inan —> : JDi I HD%
Tejido revestimiento intestinal e
—'l_—

Célula Axén, fibra muscular M —_— Iﬁ’— —_— H

TRENDS in Ecology & Evolution

Regeneracion

Figura 1.1. Regeneracion a diferentes niveles de organizaciéon biolégica. Una especie particular podria regenerar
a todos, a ninguno o a solo un subconjunto de estos niveles. La «regeneracion» a nivel de colonia, como se observa
en animales coloniales como corales y ascidias, ocurre mediante reproduccion asexual y no mediante regeneracion de
individuos y, por lo tanto, no se incluye aqui. Las lineas rojas discontinuas indican planos de amputacion; las lineas
rojas continuas indican superficies de heridas; y el relleno azul indica partes del cuerpo regeneradas. Figura traducida y
adaptada con permiso desde Bely y Nyberg (2010).

Algunos animales, como los platelmintos, la hidras, las estrellas de mar, entre otros, son
especies con un potencial regenerativo excepcional tanto para tejidos como partes corporales y, por
lo tanto, se utilizan cominmente como modelos de estudio de la regeneracion en invertebrados (Cary
et al., 2019; Cloutier et al., 2021; Murad et al., 2021; Boliik et al., 2022). Aunque estos animales
son modelos excelentes para estudiar las bases de la regeneracion, la distancia evolutiva de los

invertebrados a los mamiferos limita la aplicabilidad de los resultados obtenidos en estos animales

al sistema mamifero. Esto resalta la necesidad de utilizar modelos vertebrados en la investigacion de
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la regeneracion. La presencia de genes altamente conservados y vias comunes entre los mamiferos,
los anfibios y los osteictios, por ejemplo, posiciona a estos grupos como importantes modelos de la
regeneracion en vertebrados (Boliik et al., 2022). Entre estos, los ajolotes destacan como uno de los

grupos mas estudiados en el contexto de la biologia regenerativa en los ultimos afos.

1.2. El ajolote mexicano (Ambystoma mexicanum)

El ajolote mexicano o Ambystoma mexicanum (Shaw y Nodder, 1789) es una salamandra ampliamente
estudiada debido a su gran capacidad para regenerar células, tejidos, y partes corporales. Es nativo del
Valle de México y actualmente habita los canales de Xochimilco y los lagos de Chalco y Chapultepec,
con una extension de ocurrencia de 467 km? (Contreras et al., 2009; Recuero et al., 2010; IUCN SSC
Amphibian Specialist Group, 2019). Su esperanza de vida es de entre 5 y 7 afios en la naturaleza y de
entre 10 y 25 afios en cautiverio (Farkas y Monaghan, 2015; Vieira et al., 2020). Desafortunadamente,
las especies del género Ambystoma se encuentran entre los grupos mas amenazados en el pais: 17
de 18 especies son endémicas y tienen rangos geograficos relativamente pequenos (Frias-Alvarez
et al., 2010; Parra-Olea et al., 2014; SEMARNAT, 2019; Frost, 2020; Paz et al., 2020). Ademas,
segun la ultima evaluacion de la Unidn Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (IUCN),
publicada el 23 de octubre de 2019, el ajolote mexicano esta clasificado como en peligro critico (CR)
debido a una disminucion de la poblacion estimada en mas del 80 % en las tltimas tres generaciones
(16.5 afios), resultado de los impactos combinados de la urbanizacion, la contaminacion de las vias
fluviales, y la depredacion y competencia de especies invasoras (IUCN SSC Amphibian Specialist
Group, 2019). En un estudio que abarc6 un lapso de seis afos (de 1998 a 2004), la densidad de
la especie se redujo de 6000 individuos/km? a 1000 individuos/km?, aunque se piensa que esta
reduccion también podria haberse debido a su propia dindmica poblacional (Zambrano Gonzélez
et al.,2003; Zambrano, 2006). Sin embargo, las estimaciones de densidad de poblacién mas recientes
para esta especie muestran disminuciones alarmantes: de 100 individuos/km? en 2008 (Contreras
et al., 2009) a 36 individuos/km? en 2014 (citado en DGCS UNAM, 2022). Paradojicamente, los

ajolotes son faciles de mantener y criar en cautiverio y millones se utilizan como mascotas y animales
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de investigacion en todo el mundo (Reil3 ef al., 2014; Ramos ef al., 2021). Sin embargo, la mayoria
de las investigaciones con A. mexicanum a nivel internacional estan enfocadas en la biologia del
desarrollo y la regeneracion. A pesar de los continuos esfuerzos de restauracion ecologica durante
los ultimos anos, las poblaciones de ajolotes y otras especies nativas fuera de los refugios artificiales

no han sido exitosas (Zambrano et al., 2020).
1.2.1. La regeneracion de las extremidades en el ajolote mexicano

La mayoria de los estudios de laboratorio con el ajolote se han centrado en la regeneracion de las
extremidades y, en menor medida, de la cola, pero muchas otras partes del cuerpo son capaces de
una regeneracion fiel (McCusker et al., 2015). De hecho, en comparacion con otros tetrapodos, los
ajolotes tienen una capacidad distintiva para regenerar las extremidades (Roy y Lévesque, 2006), la
mandibula (Makanae et al., 2020), la columna (Demircan et al., 2020), el cerebro (Amamoto et al.,
2016), el corazon (Pedersen et al., 2021), las branquias (Saito et al., 2019), entre otros (Bolik et al.,
2022). Aunque otros vertebrados pueden reemplazar las partes faltantes tras una lesion, en muchos
casos sus nuevas estructuras no son iguales a las originales. Por ejemplo, cuando las lagartijas
regeneran su cola, la nueva estructura cumple la misma funcioén que la original pero se desarrolla
mediante mecanismos diferentes y su estructura es una version simplificada de la original; es decir,
difiere en varios aspectos notables, incluida la composicion tisular y la organizacion del esqueleto,
el sistema muscular y la médula espinal (S. V. Bryant y Bellairs, 1967; E. A. B. Gilbert ef al., 2013;
McCusker et al., 2015).

La regeneracion epimorfica caracteristica de vertebrados consta de multiples pasos complejos
y superpuestos que comienzan con las primeras etapas de la respuesta de curacion de la lesion y
culminan con la regeneracion de una réplica idéntica o casi idéntica del tejido original sin formar
cicatrices (Morgan, 1901; Londono et al., 2018). En el caso de las salamandras, el tiempo que
tardan en completar una epimorfosis puede variar por la edad, tamafio o metabolismo del organismo.
En general, las larvas acudticas de salamandras mas pequefias se regeneran mas rapido que las

salamandras terrestres: un ajolote juvenil puede regenerar una extremidad en aproximadamente
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40-50 dias, sin embargo, las formas terrestres tardan mucho mas (Voss et al., 2022). Por ejemplo,
Young et al. (1983) reportaron que diferentes especies de ambistomatidos terrestres muestran un
gran rango de variacion en la tasa de regeneracion: Ambystoma tigrinum regenera una extremidad en
155-180 dias; A. texanum en 215-250 dias; A. maculatum en 255-300 dias; y 4. annulatum lo hace
en 324-375 dias. Recientemente, K. M. Wells ef al. (2021) indicaron que 4. mexicanum de 10 cm de
largo tardaron hasta 140 dias en regenerar completamente. Fue hasta este dia que el tamafio de la
extremidad regenerada ya no era significativamente distinto con respecto a las extremidades ilesas
en animales del mismo largo y con la misma tasa de crecimiento. Evidentemente, no solo la edad
y el tamafio corporal influyen en la tasa de regeneracion, sino que diferentes especies del mismo
género también se regeneran a diferentes ritmos. También es plausible que los individuos dentro de

una especie muestren variacion en las distintas etapas del proceso regenerativo.

En el caso especifico de la regeneracion de las extremidades en el ajolote, la formacion de
blastema requiere una inervacion adecuada (Singer, 1974), un epitelio de herida permisivo como
el del desarrollo de las extremidades (Wallace, 1981) y células de origen conectivo que codifiquen
diferentes identidades posicionales (French et al., 1976; S. V. Bryant et al., 1981; McCusker et al.,
2015) (Figura 1.2a). Con base en la morfogénesis del miembro anterior en ajolotes adultos, Tank
et al. (1976) propusieron un sistema de siete etapas claramente diferenciadas durante el proceso
regenerativo: (a) curacion de la lesion; (b) desdiferenciacion; (c) brote temprano (EB); (d) brote
intermedio (MB); (e) brote tardio (LB); (f) fase de paleta; y (g) crecimiento digital (Boliik et al.,
2022).

En pocas palabras, la regeneracion es un proceso gradual que comienza con la formacion
del epitelio de la herida y termina con una reparacion completa (Endo et al., 2004). Cada etapa
esta estrictamente regulada y es necesaria para pasar a la siguiente fase de la regeneracion (Boliik
et al., 2022). Para formar el epitelio de la herida, el sitio de la lesion primero se cubre rapidamente
por células epidérmicas. Posteriormente, con suficiente estimulacion nerviosa, el epitelio se espesa,
y después se desarrolla el casquete epitelial apical (AEC) (Satoh et al., 2008; Ferris et al., 2010;

Satoh ef al., 2012). Tras la formacién del AEC, se inicia el desarrollo temprano de la yema (o brote)

5



1. Introduccion

mediante la produccion de sefiales de reclutamiento celular presentes en y alrededor del sitio de la
herida para formar la yema temprana (Makanae y Satoh, 2012). El blastema esta compuesto por
c¢lulas progenitoras activadas y es la estructura esencial que organiza la regeneracién (Zhu, Pao
et al.,2012). Este conjunto de células desdiferenciadas est4 formado por tipos celulares heterogéneos
como fibroblastos, células satélite musculares, pericitos y células hematopoyéticas (Figura 1.2b)

(Fet et al., 2017; Leigh et al., 2018).

a 31dpa
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Figura 1.2. Desarrollo del blastema de extremidad en el ajolote. (a) Imagenes en vivo del curso de desarrollo del
blastema de una extremidad en Ambystoma mexicanum. Se muestran una extremidad intacta (izquierda) y el tejido de 1
a 31 dias después de la amputacion (consecutivamente hacia la derecha). (b) Pasos clave en el desarrollo del blastema.
La extremidad intacta estd compuesta de multiples tejidos, incluidos epidermis, tejido conectivo, cartilago, musculos y
nervios, que se organizan de una especificamente para generar estructuras funcionales (izquierda). A las pocas horas
posamputacion, un epitelio de la herida cubre el borde amputado de la extremidad. En cuestion de dias, este epitelio
queda inervado y se convierte en un centro de sefializacion especializado conocido como casquete epitelial apical (AEC).
El AEC induce una desdiferenciacion en el tejido del mufion subyacente y atrae células que se acumulan debajo del AEC.
Posteriormente, las células de la region basal del blastema (mas cercana al mufidon) comienzan a diferenciarse, mientras
que las células de la punta apical del blastema permanecen en un estado proliferativo e indiferenciado (derecha). Con
el tiempo, las células del blastema se diferencian progresivamente en tejidos de las extremidades desde las regiones
basales hasta las apicales del blastema. Figura traducida y adaptada desde McCusker et al. (2015).

En términos moleculares, la regeneracion de la extremidad es coordinada por muchas vias y
factores de sefalizacion (Boliik et al., 2022); los principales se resumen en el Cuadro 1.1. Con base
en los reportes de que la innervacion es esencial durante el proceso regenerativo, se ha propuesto
que los nervios proporcionan factores neurotroficos (NTFs) necesarios para la formacion y el
mantenimiento del blastema (Singer, 1978). En contraste, estudios recientes han descubierto varios

factores que pueden iniciar la induccion del blastema incluso en extremidades desnervadas, de

6



1. Introduccion

los cuales los factores mas notables son los factores de crecimiento de fibroblastos (FGFs) y las
proteinas morfogenéticas 0seas (BMPs). En especifico, estudios han demostrado que las proteinas
FGF8 y BMP7 se transmiten desde los ganglios de la raiz dorsal y se liberan a los mufiones de las
extremidades (Satoh et al., 2016). Por si solos, estos factores no tienen potencial para inducir la
formacion del blastema (Satoh et al., 2011, 2016), pero si BMP2 o BMP7 se expresan junto con
FGF2 y FGF8§ en un miembro desnervado, es posible inducir su generacion (Makanae et al., 2014).
De manera similar, la combinacion de FGF2, FGF8, y BMP14, puede inducir la formacion del tejido
regenerativo, a pesar de que BMP14 no es un factor nervioso (Makanae et al., 2013). Por otro lado,
la sefializacion de las BMPs y FGFs también desempefia un papel en el establecimiento de un patron
esquelético normal en la extremidad. La via de las BMPs es necesaria para el patron esquelético
anteroposterior y proximodistal (Guimond ef al., 2010) y la actividad de las FGFs, junto con la
sefializacion de sonic hedgehog (SHH), regula el patron anteroposterior (Roy y Gardiner, 2002;

Stopper y Wagner, 2007; Nacu et al., 2016).

Otros factores cruciales en el establecimiento y mantenimiento del blastema son el acido
retinoico (RA), los genes homeobox (Hox), las metaloproteinasas de matriz (MMPs) y el factor
de crecimiento transformante beta (TGF-B) (Boliik et al., 2022). La via del acido retinoico esta
involucrada en el establecimiento de patrones posicionales diferenciales durante la regeneracion (Kim
y Stocum, 1986a, 1986b; Ludolph et al., 1990; Vieira et al., 2019). Por su parte, diversos genes Hox
son expresados tanto durante el desarrollo como durante la regeneracion de las extremidades (Torok
et al., 1998; M. R. J. Carlson et al., 2001). Por ejemplo, se ha descubierto que el transcrito largo
Hoxc10L solo se expresa en extremidades en regeneracion, pero no en extremidades en desarrollo,

lo que sugiere que podria ser un factor especifico de la regeneracion (M. R. J. Carlson et al., 2001).

Un aspecto importante del proceso regenerativo en el ajolote es que en este no se observa
formacion de cicatrices después de las amputaciones o lesiones (Lévesque et al., 2010). A diferencia
de los ajolotes, los tejidos complejos de los mamiferos adultos se curan mediante la formacion
de tejido cicatricial en el lugar de la lesion (Boliik ez al., 2022). Sin embargo, los procesos de

regeneracion y cicatrizacion de heridas comparten muchas similitudes, como la remodelacion de
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la matriz extracelular (ECM), que implica la expresion de metaloproteinasas de matriz (MMPs)
(E. V. Yang et al., 1999). En particular, la actividad de las MMPs en entornos in vitro puede inducir
la activacion de PRRX1, un gen marcador de blastema miembro de la familia homeobox (Satoh et al.,
2011). También se ha reportado que la inhibicion de la actividad de las MMPs reprime la expresion
de PRRX1 y culmina en una falla de la regeneracion o una regeneracion anormal de las extremidades
tanto en el ajolote como en los tritones (Vinarsky et al., 2005; Satoh et al., 2011). Estos hallazgos
sugieren que la reconstruccion de la ECM es una parte integral de la regeneracion y participa en la
formacion y mantenimiento del blastema (Boliik ef al., 2022). Por otro lado, muchos eventos durante
la cicatrizacion de heridas también se rigen por las vias de sefalizacion del factor de crecimiento
transformante beta (TGF-f). La senalizacion del TGF-3 media la transicion epitelial a mesenquimal
y el cierre de heridas durante la regeneracion de las extremidades del ajolote. Ademas, la inhibicion
de la sefializacion de TGF-f dificulta el crecimiento y la regeneracion del blastema (Lévesque et al.,

2007; Sader et al., 2019).

Otros factores esenciales que influyen en la regeneracion de las extremidades son la via
de sefializacion Wnt/B-catenina, pS3 y las desacetilasas de histonas (HDACs). En los ajolotes, la
inhibicion de la via de sefializacion Wnt/B-catenina da como resultado una regeneracion irregular
de las extremidades (Kawakami et al., 2006). Por el contrario, la activacion quimica de esta via
en las primeras etapas de la regeneracion conduce a la pérdida de inervacion y a una cicatrizacion
desorganizada de las heridas, mientras que en las etapas posteriores, después de la formacion del
blastema pero antes de la morfogénesis, conduce a anomalias esqueléticas (Wischin et al., 2017a,
2017b). Estos hallazgos sugieren que la via de sefializacion Wnt/B-catenina tiene funciones impor-
tantes durante la regeneracion, como la regulacion de la inervacion y la morfogénesis esquelética
(Boliik et al., 2022). Por su parte, la proteina tumoral p53 (TP53), encargada principalmente de la
respuesta al dafio del DNA y la regulacion negativa de la proliferacion celular, estd subexpresada
durante la formacion del blastema, y solo regresa a sus niveles normales tras la rediferenciacion
(Yun et al., 2013). En lo que se refiere a las HDACs, estas también han sido definidas como factores

mediados por el tejido nervioso, pues su expresion se ve reducida por la denervacion del tejido en




1. Introduccion

regeneracion (M.-H. Wang et al., 2019). En particular, M.-H. Wang et al. (2019) reportaron una
regulacion positiva rapida y significativa de HDAC1, HDAC4 y HDAC6 en el muiidén en regenera-
cion, que alcanza su punto maximo alrededor de las 12 a 24 horas después de la amputacion (hpa).
Una segunda ola de regulacion positiva, mas evidente en HDAC1, comienza a partir de las 120 hpa 'y
se vuelve significativa a las 168 hpa, correspondiente a la etapa de yema intermedia. Curiosamente,
la denervacion de las extremidades del ajolote suprime esta regulacion positiva de HDACI e inhibe
la regeneracion de las extremidades. Sin embargo, la suplementacion de tres factores nerviosos,
BMP7, FGF2 y FGF8, en los mufiones rescata parcialmente el fenotipo regenerativo. En general, la
inhibicion de HDACs genera una reduccion de la proliferacion celular y un retraso y disminucion
de la regeneracion de las extremidades (M.-H. Wang et al., 2019). A pesar del conocido papel de
HDACI en la represion de la transcripcion mediante la desacetilacion de histonas y el ensamblaje de
heterocromatina (Gallinari et al., 2007), su funcion represiva en la regeneracion de las extremidades
del ajolote se desconoce. Sin embargo, se ha sugerido que algunos factores neurotroficos podrian
reprimir DNMT3a para posteriormente regular positivamente la expresion de SP9 y FGFS8 y asi

activar HDACI para la regeneracion (Min y Whited, 2023).

Cuadro 1.1. Vias de sefializacion y factores implicados en la regulacion de la regeneracion de las extremidades del
ajolote, su perfil de expresion y funciones sugeridas. Cuadro traducido y adaptado con permiso desde Boliik et al. (2022).

Nombre del Simbo- Perfil de expresion durante  Rol sugerido Referencias
genolaviade lo del laregeneracion
sefializacion gen/factor
Factor de FGF2 No descrito Como factor de desarrollo nervio- Nacu et al. (2016),
crecimiento so apoya la formacién del blaste-  Satoh et al. (2016)
de ma. y Vieira et al.
fibroblastos 2 Regula el patron anteroposterior (2019)

de las extremidades en regenera-

cion.
Factor de FGF$8 Capa basal del casquete Apoya la formacion de blastema M.-J. Han ef al.
crecimiento epitelial apical (AEC) y como factor de desarrollo nervio- (2001), Makanae
de blastema subyacente: 1 S0. et al. (2014), Nacu
fibroblastos 8 etal. (2016)y

Regula el patron anteroposterior
de las extremidades en regenera-
cion.

Vieira et al. (2019)

Continta en la siguiente pagina. ..
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Cuadro 1.1 — contintia desde la pagina anterior

Nombre del Simbo- Perfil de expresion durante  Rol sugerido Referencias
genolaviade lo del laregeneracion
seflalizacion gen/factor
Proteina BMP2 Desde la etapa inicial de Regula la condensacion celular y  Guimond et al.
morfogenética yema hasta la formacion la apoptosis. (2010), Makanae
Osea 2 de los dedos: 1 . et al. (2014),
S;I;((:)lona como de desarrollo ner- Satoh et al. (2016),
' Vieira et al. (2019)
Apoya la formacion de blastema. y Vincent et al.
(2020)
Proteina BMP7 No descrito Funciona como de desarrollo ner- Makanae et al.
morfogenética vioso. (2014) y Vieira
Osea 7 Apoya la formacion de blastema. et al. 2019)
Factor de GDF5 No descrito Induce una estructura similaraun  Makanae ef al.
diferenciacion (BMP14) blastema. (2013)
de . Junto con FGF2 y FGFS8 puede
crecimiento 5 . .
inducir un blastema.
Factor de TGFBI Fase de preparacion tem- Transicion epitelial a mesenqui- Lévesque et al.
crecimiento prana: 7 matosa. (2007)
transformante Fase de redesarrollo tardia: Cierre de herida
beta 1
!
Metalopepti- ~ MMP9 Expresion bifésica. Promueve la expresion del gendel  E. V. Yang et al.
dasa de la blastema PRRX]. (1999) y Satoh
matriz 9 Fase temprana de cicatriza- Reconstruccion de la matrix extra- et al. (2011)
cion de heridas y activacion  celular (ECM) durante la regene-
tardia de células progenito- racion.
ras hasta etapa de yema tar-
dia: 1
Via de WNT/B- Expresion de Wnt5a desde  Posiblemente regula la Kawakami et al.
sefalizacion catenin la activacion tardia de las inervacidon y la morfogénesis de  (2006), Ghosh
Wnt células progenitoras hasta los elementos esqueléticos. et al. (2008),
la etapa temprana de los di- Shimokawa et al.
gitos: 1 (2013) y Wischin
Expresion WNT5B en el et al. 2017a,
2017b)
blastema: 1
Expresion de WNT7A des-
de la etapa de yema media
hasta la etapa de formacion
de digitos: 1
Molécula SHH Desde la etapa del brote in- Patron anteroposterior de las ex- Torok et al. (1999)
de senaliza- termedio hasta la etapa de  tremidades del ajolote en regene- y Nacu et al.
cion  Sonic paleta: 1 racion. (2016)
hedgehog

Contintda en la siguiente pagina. ..
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Cuadro 1.1 — contintia desde la pagina anterior

Nombre del Simbo- Perfil de expresion durante  Rol sugerido Referencias
genolaviade lo del laregeneracion
seflalizacion gen/factor
Neuregulinal NRG! En epitelio de la herida y Otro factor asociado a los nervios. ~ Freitas et al.
blastema: 1 Puede rescatar extremidades de- (2019)
nervadas cuando se expresa sola.
Proteina TP53 Durante la formacion del Regula estrechamente el estado Yun et al. (2013)
tumoral p53 blastema: | diferenciado de las células de
Durante la rediferenciacion: blastema.
1
Histona HDACI Expresion bifasica. Estimular la proliferacion celular M.-H. Wang et al.
desacetilasa 1 y la formacion de blastema. (2019)
Fase temprana y etapa de
formacion del blastema: 1
Trombospon-  TSP4 Durante la formaciéon del Posiblemente regula la Whited et al.
dina 4 blastema: 1 regeneracion de elementos (2011, 2012)
En tendones y pericondrio esquelepcos yaque l(.),s cambios
en su nivel de expresion
en desarrollo: 1 . .
condujeron a malformaciones
esqueléticas.
Trombospon-  TSPI Epidermis de la herida: 1 Regulacion del espesor del cola- Whited et al.
dina 1 geno subepidérmico y el nimero  (2011) y Kuo et al.
de células mieloides dentro del (2015)
blastema en desarrollo.
Factor de SOX2 No descrito Crucial para la proliferacion de Fei et al. (2014)
transcripcion células madre neurales y la rege-
2 de la caja neracion de la médula espinal
SRY
Via del acido RA No descrito Proporciona la disparidad posicio- Kim y Stocum
retinoico nal necesaria para la formacionde (1986a), Ludolph
patrones. et al. (1990),
Vieira et al. (2019)
y Polvadore
y Maden (2021)
Eyes absent 2 EYA2 Epidermis de la herida y Regulacion de la respuesta al da- Sousounis et al.

(Ojos ausentes
2)

blastema: 1

fio del DNA durante la regenera-
cion.

(2020)

1: regulado al alza; |: regulado a la baja.
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1.2.2. La disminucidén de las capacidades regenerativas como efecto
del envejecimiento

Ademas de sus asombrosas capacidades regenerativas, los ajolotes también muestran resistencia
a algunas patologias relacionadas con la edad y al céancer, incluso cuando se les estimula con
carcinogenos (Waddington, 1935; Tsonis y Eguchi, 1981; Tsonis, 1983). La regeneracion es un
proceso de multiples pasos equilibrados y coordinados, y entre los mecanismos que subyacen al
proceso regenerativo, muchos también estan involucrados en el cancer, por ejemplo, la iniciacion y
el mantenimiento de sefales proliferativas, la desregulacion del ciclo celular y la elevada division
celular (Boliik et al., 2022). Recientemente se ha reportado que la modulacion del ciclo celular y la
reprogramacion celular son necesarias para la correcta regeneracion de las extremidades del ajolote
(Espinal-Centeno et al., 2020). A pesar de sus similitudes, es precisamente este control estricto y
oportuno de los reguladores centrales del ciclo celular en el ajolote lo que diferencia al proceso
regenerativo de las c€lulas cancerosas, en las que los pasos reguladores del ciclo celular apenas se

mantienen (Bolik et al., 2022).

Entre los reguladores centrales del ciclo celular, se encuentran las vias de Notch, hedgehog,
Wht, receptores tirosina quinasa (RTKs) y TGF-8. Estos factores estan activos durante la regeneracion
y en la regulacion de la transicion epitelial-mesenquimatosa, sin embargo, una vez completada la
regeneracion, sus sefiales proliferativas deben apagarse, o de lo contrario, pueden desembocar en una
reparacion anormal de los tejidos, fibrosis y el crecimiento celular descontrolados o la formacion de
tumores (Oviedo y Beane, 2009). De hecho, a pesar de su resistencia al cancer, se han reportado
algunos casos asociados con carcinomas en ajolotes, incluyendo melanoforomas en muestras de la
piel de dos ajolotes (Khudoley y Mizgireuv, 1980), mastocitomas cutaneos en 18 ajolotes de entre
11 y 17 anos (Harshbarger et al., 1999), y neuroblastomas olfatorios (Shioda et al., 2011; Modesto
et al., 2022).

Adicionalmente, las salamandras exhiben una resistencia poco comun al envejecimiento (Yun,

2021). Aunque este tema ha sido abordado por pocos estudios y atin se desconoce la base subyacente
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a su excepcional longevidad, la evidencia de registros en cautiverio en zooldgicos y laboratorios
sugieren que varias especies de urodelos no muestran los signos tradicionales de deterioro fisiologico
que acompafian al envejecimiento en otro animales como los mamiferos y, por lo tanto, se consideran
organismos de «senescencia despreciable» (Finch, 1994; Margotta et al., 2002; Cayuela et al., 2019;

Yun, 2021).

En los ultimos afios, la senescencia celular se ha identificado como un factor impulsor de
varios trastornos relacionados con la edad. Las células senescentes son inducidas por diversas formas
de estrés celular, como el dafio al DNA, el acortamiento de los telomeros, el estrés oxidativo y la
activacion de oncogenes (Gorgoulis ef al., 2019). En respuesta a estos estimulos, las células sufren
una detencion permanente del ciclo celular y adquieren un fenotipo caracteristico que incluye la
capacidad de secretar un repertorio de factores de crecimiento, proteinas remodeladoras de la matriz

y moduladores de la inflamacién y la inmunidad (Walters y Yun, 2020).

Las células senescentes desempefian funciones fisioldgicas en varios contextos, incluido el
desarrollo (Mufioz-Espin et al., 2013; Storer et al., 2013; Davaapil et al., 2017), la cicatrizacion de
heridas (Jun y Lau, 2010; Demaria et al., 2014; Ritschka et al., 2017) y los procesos de reparacion de
tejidos (Yun et al., 2015; Sarig et al., 2019; Da Silva-Alvarez et al., 2020), tanto en mamiferos como
en salamandras. Sin embargo, en ratones y humanos, estas células se acumulan en diversos tejidos a
medida que el organismo envejece, lo que resulta en un desequilibrio en la respuesta inflamatoria y
la promocién de trastornos relacionados con la edad como sarcopenia, aterosclerosis, pérdida de
grasa subcutdnea, osteoartritis y neurodegeneracion (van Deursen, 2014; Gorgoulis et al., 2019).
Por el contrario, se ha reportado que los tritones de hasta 10 afios y los ajolotes de hasta 20 afios no
acumulan células senescentes en sus tejidos, incluyendo el higado, bazo, corazon y extremidades, a

medida que envejecen (Yun ef al., 2015; Yu y Yun, 2020; Yun, 2021).

A pesar de que las razones mecanicistas de este fenomeno siguen siendo dificiles de entender,
es importante destacar que las salamandras tienen un mecanismo inmunodependiente muy rapido y

eficiente para la eliminacidn de células senescentes, lo que puede explicar la escasa acumulacion
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de este tipo de células (Yun et al., 2015; Walters y Yun, 2020). Otra posibilidad es que las células
de las salamandras estén evitando la senescencia replicativa, una forma de arresto de las células
senescentes provocada por el acortamiento de los teldémeros (Yun, 2021). Si bien este proceso no se
ha estudiado en los urodelos, las observaciones sugieren que las células de salamandra no exhiben
senescencia replicativa en cultivo (Ferretti y Brockes, 1988). Dada la fuerte correlacion entre la tasa
de acortamiento de los telomeros y la esperanza de vida de una especie (Whittemore ef al., 2019),

este es un tema con gran potencial para la investigacion (Yun, 2021).

Otro factor que podria contribuir a la falta de acumulacion de células senescentes en las
salamandras es la existencia de mecanismos bien orientados de mantenimiento del genoma. Estudios
recientes sugieren que los ajolotes emplean mecanismos solidos de respuesta al dafio del DNA
para promover la progresion adecuada del ciclo celular tras una lesion (Sousounis et al., 2020),
lo que puede restringir la generacion excesiva de células senescentes en contextos regenerativos.
Ademas, es posible que los grandes genomas de los urodelos, de entre ~20 y ~32 Gb (Elewa et
al., 2017; Nowoshilow et al., 2018; J. J. Smith et al., 2019), proporcionen un nivel adicional de
proteccion contra desafios mutagénicos, ya que la presencia de extensas regiones no codificantes y

no regulatorias podrian ayudar a aliviar la carga mutagénica (Poetsch et al., 2018).

Con estos datos, algunos autores han sugerido que la capacidad regenerativa de los urodelos
no disminuye con el tiempo y no se ve afectada por eventos de regeneracion repetitivos (Yun,
2015, 2021). Sin embargo, a pesar de que 4. mexicanum si conserva durante toda su vida una
notable capacidad regenerativa que supera con creces la de los mamiferos, existen reportes contrarios
que indican que su éxito regenerativo disminuye tanto con las lesiones repetidas (D. M. Bryant,
Sousounis, Payzin-Dogru et al., 2017) como con la edad (Figura 1.3) (Vieira et al., 2020). Estas
observaciones opuestas sobre el efecto del envejecimiento sobre las capacidades regenerativas
podrian deberse a las diferencias genotipicas entre las cepas de ajolotes que se han empleado en los
estudios de regeneracion (Yun, 2021). Por un lado, los reportes de un decremento en las capacidades
regenerativas como efecto de la edad se han basado en estudios que utilizaron cepas americanas del

ajolote mexicano, mientras que estudios similares en cepas europeas no han mostrado el deterioro
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regenerativo descrito (Yun, 2021). Hasta el momento, no ha habido un andlisis comparativo de
los efectos de la edad que incluya cepas de ajolotes nativos (del Valle de México), en las que las

afectaciones del envejecimiento sobre el fenotipo regenerativo podrian ser mas evidentes.

De cualquier manera, ha sido bien documentado que las capacidades para reemplazar tejidos
durante la homeostasis y curar lesiones agudas se ven afectadas negativamente por el envejecimiento
en la mayoria de los organismos, y el ajolote, a pesar de sus excepcionales capacidades regenerativas,
parece no ser la excepcion (Vieira et al., 2020). Un ejemplo de los posibles efectos del envejecimiento
sobre la regeneracion es el caso del anélido de agua dulce Aeolosoma viride. C.-F. Chen et al. (2018)
han reportado que la capacidad regenerativa de 4. viride disminuye con la edad, y que la regulacién
oportuna de las funciones de la telomerasa es fundamental para el proceso de regeneracion en este
organismo (Figura 1.4). A pesar de que la telomerasa esta de por si constantemente activa y la
longitud de los telomeros se mantiene estable con la edad, se ha observado actividad de la telomerasa
también en los sitios de regeneracion, lo que podria significar que esta enzima contrarresta la erosion
de los telomeros provocada por la proliferacion celular. Estos resultados confirman la idea de que

el decremento en las capacidades regenerativas como efecto del envejecimiento, ya sea en este

Figura 1.3. Efectos del envejecimiento en la morfologia y anatomia del ajolote mexicano. (a) Los ajolotes contintian
creciendo después de la madurez sexual. Iméagenes en vivo de una cria de ajolote (~3 semanas de edad), un juvenil joven
(~3 meses de edad), un juvenil tardio (~5 meses de edad), un adulto sexualmente maduro (~1 afio de edad) y un adulto
de 3 afios mostrando el espectacular aumento de tamafio con el tiempo. (b-d) Cambios en la morfologia de la piel de los
ajolotes a medida que envejecen. (b) Imagenes en vivo de las extremidades anteriores de un animal juvenil (arriba) y
un adulto sexualmente maduro (abajo). (¢,d) Tincion histologica de secciones de las extremidades en (b) mostrando la
piel de espesor total donde «1» indica la capa dérmica de la extremidad en etapa juvenil y «2» indica la capa dérmica
de la extremidad en etapa adulta. Figuras adaptadas con permiso desde Vieira et al. (2020); Copyright © 2020 Karger
Publishers, Basel, Switzerland.
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modelo invertebrado o en vertebrados como el ajolote, involucra multiples factores moleculares, y

no necesariamente estad determinado por una sola caracteristica como la longitud de los telémeros

(C.-F. Chen et al., 2018).

En términos fisiologicos, la relacion inversa entre las capacidades regenerativas y la edad
que se ha observado en algunas cepas de A. mexicanum podria verse influenciada por una gran serie
de factores: el aumento en el tamafio y la masa del animal y las extremidades, la osificacion del
esqueleto, el engrosamiento y la pérdida de flexibilidad de la piel, cambios en la funcidon nerviosa,
las lesiones repetidas, los factores circulantes, las hormonas, la respuesta inmune, el metabolismo,
o la metamorfosis (S. V. Bryant et al., 1981; D. M. Bryant, Sousounis, Farkas et al., 2017; D. M.
Bryant, Sousounis, Payzin-Dogru et al., 2017; Vieira et al., 2020). Considerando la gran cantidad de
variables que podrian verse afectadas por envejecimiento, es posible que las causas moleculares de
esta disminucién en las capacidades regenerativas vayan mas alla de los genes codificantes y sus
productos, e involucren otros elementos con gran potencial regulatorio, como lo son las secuencias

no codificantes del genoma.
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Figura 1.4. Efectos del envejecimiento sobre la regeneracion anterior en el anélido de agua dulce Aeolosoma viride.
(a) Curva de supervivencia de A. viride. Un total de 143 animales fueron cultivados individualmente y observados cada
48 horas. El tiempo medio de supervivencia fue de 39.8 = 11.8 dias, con una esperanza de vida maxima de 104 dias y
minima de 20 dias. (b) Capacidad regenerativa anterior de 4. viride a diferentes edades. Se sincronizaron animales de 1,
2,4y 6 semanas de edad mediante biseccion en la zona de fision. Después de 3 dias de recuperacion, se retiraron los
segmentos anteriores y se registraron los porcentajes de animales que se regeneraron exitosamente. (¢) Viabilidades de A4.
viride durante la regeneracion anterior a diferentes edades. Figura traducida y adaptada desde C.-F. Chen ef al. (2018).
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1.3. Los elementos repetitivos eucariotas

Hasta hace poco, la investigacion sobre los factores moleculares que subyacen a la biologia regene-
rativa se ha caracterizado principalmente por estudios de genes codificantes de proteinas (Mashanov
et al., 2012b). Sin embargo, en el caso del ajolote, los numerosos elementos repetitivos (RE) que
constituyen hasta el ~65 % de su genoma de ~32 Gb (Nowoshilow ef al., 2018) son particularmente

interesantes como interactores moleculares con un papel potencial durante la regeneracion.

Las secuencias de DNA repetitivas (repeticiones, repetidos o elementos repetitivos) son
patrones de 4cidos nucleicos que se presentan en multiples copias a lo largo del genoma (Biscotti
et al., 2015; Liao et al., 2023). La importancia de cada tipo de DNA repetitivo para un genoma
u organismo depende de muchos factores, entre ellos los papeles estructurales y funcionales, las
posiciones genomicas, las longitudes y el nimero de estas repeticiones (Touati et al., 2021). Para
una revision detallada de los tipos de elementos repetitivos, véanse Biscotti et al. (2015) y Liao et al.
(2023). Brevemente, las secuencias de DNA se pueden clasificar en tres grupos segun su frecuencia

en el genoma (Touati et al., 2021), tal como se muestra en las Figuras 1.5y 1.6.

El primer grupo estd compuesto por repeticiones de alta frecuencia, también conocidas
como secuencias de DNA satélite (satDNA), que se encuentran en varias regiones de los cromo-
somas, incluidas las regiones pericentroméricas, subteloméricas e intersticiales (Liao ef al., 2023)

(Figura 1.5).

El segundo grupo comprende las repeticiones de frecuencia moderada, las cuales suelen
tener una longitud de 500 a 300 000 pb y se repiten entre 10 y 105 veces (Novak et al., 2020). Estas
repeticiones se clasifican ademds en dos subcategorias: (A) microsatélites y minisatélites (variable
number tandem repeats o VNTRs) y (B) repeticiones dispersas, que se componen principalmente de
elementos transponibles (McNulty y Sullivan, 2018). Vale la pena senalar que muchas repeticiones
de frecuencia moderada han sido implicadas en la regulacion de la expresion génica (Youssef ef al.,

2019; Liao et al., 2023).
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Segun la disposicion de las unidades repetitivas, las repeticiones se pueden clasificar en dos
tipos: repeticiones en tindem (TRs) y repeticiones intercaladas (Ganten et al., 2006) (Figura 1.5). Las
TRs son arreglos formados por la aparicion repetida de unidades de secuencias basicas conectadas de
extremo a extremo (Genovese ef al., 2018). Las TRs, especialmente el DNA satélite, estan agrupados
en regiones cromosomicas especificas, como centromeros, tetrameros y telomeros, que desempefian
un papel esencial en los procesos celulares, incluida la segregacion cromosdmica, la organizacion del
genoma y la proteccion de los extremos de los cromosomas (Richard et al., 2008). Las repeticiones
intercaladas, también conocidas como transposones o elementos transponibles (TEs), se subclasifican

en transposones de DNA y RNA con base en su modo de transposicion (Kojima, 2020).

Los transposones de RNA utilizan un mecanismo de cortar y pegar, donde la enzima transpo-
sasa extrae el transposon de su ubicacion original y lo inserta en otra parte del genoma a través de
un intermediario de RNA. Los transposones de DNA también utilizan un mecanismo de cortar y
pegar, pero se mueven directamente como DNA y se extirpan de su locus donante y se reinsertan en
otro lugar mediante un mecanismo conservativo. Las estructuras tipicas de los retrotransposones y

transposones de DNA se ilustran en la Figura 1.6.

Los transposones de DNA, también conocidos como transposones de Clase II, se pueden
subclasificar en cuatro superfamilias seglin sus constituyentes y patrones de transposicion: TEs de
repeticion invertida miniatura (MITEs), Cryptons, Mavericks (o Polintons) y Helitrons (Figura 1.5).
Los MITEs son transposones no autonomos que se encuentran principalmente en las regiones no
codificantes de los genomas de plantas y animales (Y. Han y Wessler, 2010), y tienen la capacidad
de alterar las estructuras y funciones de los genes (Figura 1.6). Los Cryptons son una clase unica de
transposones de DNA que utilizan tirosina recombinasa (YR) para cortar y volver a unir moléculas
de DNA recombinantes (Kojima y Jurka, 2011), lo que les permite incorporar més secuencias de
YRs e impulsar la evolucion animal. Los Mavericks son grandes transposones de DNA que se
encuentran cominmente en genomas eucariotas, con secuencias de duplicacion del sitio objetivo
(TSDs) de ~6 pb y genes homologos a proteinas virales (Krupovic y Koonin, 2015) (Figura 1.6). Los

Helitrons son transposones eucariotas descubiertos recientemente y presentes en muchas especies
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de plantas y animales (T.-f. Lee et al., 2012) que se propagan a través de un mecanismo de circulo
rodante (rolling circle o RC) pero no generan repeticiones terminales ni TSDs. La replicacion de los
transposones RC sigue un modelo de transposicion semi-replicativo en el que solo una hebra del
transposon transpuesto se transfiere de un sitio genémico a otro, donde sirve como plantilla para
la sintesis de DNA catalizada por la maquinaria de reparacion del hospedero (Kapitonov y Jurka,
2007). Durante este proceso, la transferencia de la hebra del transposon se une covalentemente a
la hebra de DNA objetivo, formando un intermediario de circulo rodante (Mendiola et al., 1994;
Khan, 2000; Kapitonov y Jurka, 2001). En general, los transposones de Clase II se caracterizan por
contener secuencias terminales de repeticion invertida (TIRs), que son complementarias entre si en
los extremos izquierdo y derecho del transposon. También son conocidos como genes saltarines,
pues pueden moverse e integrarse en diversas regiones genoémicas. Los transposones de DNA, que
constituyen aproximadamente el 5 % del genoma humano (Pace y Feschotte, 2007) y ~6.75 % del
genoma del ajolote (Nowoshilow et al., 2018), se consideran fosiles de DNA porque actualmente
ninguna de sus familias permanece activa en la mayoria de los mamiferos, incluidos los humanos
(Munoz-Lopez y Garcia-Pérez, 2010; Kojima, 2018). En el ajolote no hay estudios que hayan
investigado la actividad de los transposones de DNA, sin embargo, se sabe que los transposones de
RNA, los cuales son més abundantes en su genoma (~38.33 %, ~10.8 Gb), han pasado por un largo

periodo de actividad reciente y una gran expansion (Nowoshilow et al., 2018).

Los transposones de RNA, también conocidos como retrotransposones o transposones de
Clase I, se pueden clasificar en cinco superfamilias segln sus estructuras y patrones de transposicion:
repeticiones terminales largas (LTRs), elementos nucleares intercalados largos (LINEs), elementos
nucleares intercalados cortos (SINEs), secuencias repetidas intermedias de Dictyostelium (DIRS) y
elementos similares a Penelope (PLEs) (Figura 1.5) (Muszewska et al., 2011; Finnegan, 2012). Los
retrotransposones LTR estan relacionados con los retrovirus y tienen LTRs en sus extremos 5’y 3’,
que probablemente se originaron a partir de infecciones retrovirales antiguas (Thompson et al., 2016).
Recientemente, se ha descubierto que las LTRs estan enriquecidas con secuencias enhancer activas,

firmas epigenéticas distintivas y sitios de union de factores de transcripcion (TFs) en lineas humanas
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de cancer de colon e higado, asi como en células epiteliales no malignas de la retina (Karttunen
et al., 2023). Por otro lado, los LINEs contienen un promotor interno que impulsa la expresion de
la maquinaria de transposicion, incluida la transcriptasa inversa y una endonucleasa (Figura 1.6)
(Ardeljan et al., 2017). También se ha reportado que algunas secuencias no codificantes derivadas
de LINESs presentan actividad de enhancers, que se induce por la actividad de TFs involucrados
en la respuesta inmune (Figura 1.6) (H.-E. Lee et al., 2021). Por su parte, los SINEs dependen de

LINEs para la transposicion, y su especificidad esta determinada por sus extremos 5'. La mayoria de
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Figura 1.6. Estructura y funcion de los elementos repetitivos eucariotas. Izquierda: Estructuras tipicas de retro-
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los SINEs se derivan de tRNA, 7SL RNA o 5S RNA y tienen un promotor para la RNA polimerasa
III (Kramerov y Vassetzky, 2011; G. Han et al., 2021). Los retrotransposones DIRS, que tienen
tirosina recombinasa, difieren de las integrasas o endonucleasas cominmente utilizadas por los
retrotransposones para la integracion genomica especifica del sitio objetivo (Wiegand et al., 2014;
Malicki et al., 2020). Los PLEs comparten un ancestro con las telomerasas transcriptasas inversas
(TERTs) y tienen caracteristicas Unicas en la filogenia de retroelementos (Y. Wang et al., 2020). Las
TERTSs son componentes importantes del complejo de telomerasa que mantienen los extremos lineales

de los cromosomas en la mayoria de los eucariotas (Arkhipova, 2006; Gladyshev y Arkhipova, 2007).

Tanto los organismos eucariotas como los procariotas contienen una cierta proporcion de
repeticiones en el genoma (Jurka et al., 2007; Mrazek et al., 2007; Treangen et al., 2009; J. N. Wells
y Feschotte, 2020; Liao ef al., 2023). Los elementos transponibles rara vez, o nunca, se distribuyen
aleatoriamente, ya que exhiben varios niveles de preferencia para la insercion dentro de ciertas
regiones o compartimentos del genoma (Bourque et al., 2018). Estos a menudo estan guiados por
fuerzas selectivas opuestas, un acto de equilibrio entre facilitar la propagacion futura y mitigar los
efectos nocivos sobre la funcion de la célula hospedera. La distribucion de los elementos repetitivos
en un genoma también determina sus efectos sobre la funcion del hospedero, entre los cuales estan
la regulacion en cis, la modificacion de las redes transcripcionales y la activacion de la respuesta

inmune, entre muchas otros (Figura 1.6).

En particular, en los mamiferos los elementos repetitivos representan del 25 % al 50 % de
su genoma completo (Liao et al., 2023). Por ejemplo, alrededor del 50 % del genoma humano
consta de repeticiones (Bustos ef al., 2023), mientras que aproximadamente el 4 % de los genes
humanos albergan elementos transponibles en sus regiones codificantes de proteinas (Nekrutenko
y Li, 2001). La porciodn repetitiva de los genomas de los mamiferos estd dominada por LINEs y
SINEs, seguidos por los retrotransposones LTR y luego los transposones de DNA (Platt ef al., 2018).
En la mayoria de los mamiferos, ~ 75 % de la porcion repetitiva de su genoma (su repetidoma) se
deriva de retrotransposones no LTR (Lander ef al., 2001; Chinwalla et al., 2002; Platt et al., 2018).

Los retrotransposones no LTR (LINE y SINE) constituyen alrededor del 35 % de los genomas de
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los mamiferos (H. Lee et al., 2022). Por su parte, los retrotransposones LTR estan presentes en los
genomas de mamiferos en un numero de copias moderadamente alto y pueden ocupar entre 4 %
y 10 % del genoma (Mikkelsen et al., 2007). Los transposones de DNA suelen estar presentes en
numeros de copias mas bajos en relacion con los retrotransposones, ocupando menos del 3 % de los
genomas de los mamiferos (Platt II y Ray, 2012). Por el contrario, segun el ensamblaje mas reciente
de la secuencia del genoma para la cepa d/d del ajolote (AmexG_v6.0-DD), alrededor del 65 %
(~18.6 Gb) del genoma de 4. mexicanum consta de secuencias repetitivas (Nowoshilow et al., 2018).
Ademas, la mayor parte del repetidoma del ajolote estd compuesta por retroelementos de repeticion
terminal larga de la superfamilia Ty3. En total, el genoma del ajolote contiene ~26 % (~7.2 Gb) de

LTRs y ~11 % (~3.2 Gb) de retrotransposones Ty3.
1.3.1. Los elementos repetitivos y la regeneracion

Diversos estudios han descrito los efectos negativos de la actividad de los elementos repetitivos tanto
a nivel gendmico como fisioldgico. La retrotransposicion puede introducir patrones de empalme
alternativo o alternative splicing potencialmente catastroficos y generar cambios en el perfil de
expresion génica caracteristicos de algunas enfermedades (Sinibaldi-Vallebona et al., 2006; J.-M.
Chen et al., 2010; Montoya-Durango y Ramos, 2010; Zhu, Kuo et al., 2012). En tales casos, el
silenciamiento de REs activos podria ser una parte critica de la regulacion y el mantenimiento de
la homeostasis celular. Por el contrario, otros trabajos han demostrado que la actividad de algunos
REs, especialmente los elementos transponibles, puede ser beneficiosa para sus hospederos (Muotri
et al., 2007; Feschotte, 2008; Faulkner y Carninci, 2009; Mashanov et al., 2012b). Al regular la
expresion de genes condificantes a nivel transcripcional y postranscripcional, los retrotransposones
pueden realizar funciones importantes en la embriogénesis, como afectar la pluripotencia y dirigir
las decisiones sobre el destino celular (Muotri ef al., 2005, 2007; Feschotte, 2008; Macfarlan et al.,
2012; Mashanov et al., 2012b). No obstante, la participacion de los REs en la regeneracién animal
ha sido abordada s6lo en unos pocos estudios en escasos sistemas modelo (Mashanov et al., 2012a,

2012b; Zhu, Kuo et al., 2012).
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Por ejemplo, Mashanov et al. (2012a) han reportado cambios a gran escala en la activi-
dad transcripcional de LTRs durante la regeneracion de los drganos radiales en el pepino de mar
Holothuria glaberrima. Los equinodermos como H. glaberrima se encuentran entre los metazoos
con mejores capacidades regenerativas y, por lo tanto, también representan un gran potencial para
los estudios de la evolucion de la biologia regenerativa y la investigacion biomédica dentro de
Deuterostomia. Mediante analisis transcriptomicos de alto rendimiento, los autores identificaron
36 retrotransposones LTR pertenecientes a los clados Bel y Ty3 en 6rganos radiales en heridos e
ilesos y, de estos, 20 LTRs se expresaron diferencialmente durante la regeneracion (Mashanov et al.,
2012a, 2012b). En particular, un elemento, Ty3-1 Hg (ver nomenclatura: Wei et al., 2022), mostro
un aumento drastico en la expresion (>50 veces) en la glia y las neuronas del sistema nervioso central
en regeneracion. Ademas, indicaron que los aumentos en la transcripcion de retrotransposones no
tuvieron un efecto perjudicial sobre la integridad gendmica ni dieron como resultado procesos de

muerte celular programada, sino que contribuyeron a la regeneracion.

En el caso del ajolote, Zhu, Kuo et al. (2012) reportaron sobreexpresion y mayor retrotrans-
posicion de un elemento nuclear largo intercalado 1 (LINE-1) en los tejidos desdiferenciados del
blastema de la extremidad. Utilizando qPCR, demostraron que habia una gran regulacion al alza
de la actividad transcripcional de LINE-1 tan pronto como 2 dias después de la amputacion (dpa).
También informaron que otros TEs putativos y piRNAs relacionados con LINE-1 parecen expresarse
o0 activarse transcripcionalmente en la extremidad regenerativa, con dinamicas diferentes. Aunque
los autores no propusieron una funcion precisa para LINE-1 u otros elementos repetitivos en la
regeneracion, sugirieron que su reactivacion es un fendmeno ubicuo y puede servir como marcador

de la desdiferenciacion celular en las primeras etapas de la regeneracion de las extremidades.

Aunque los estudios tanto en A. mexicanum como en H. glaberrima han demostrado una
expresion diferencial de retroelementos durante la regeneracion, sus interpretaciones de la respuesta
especifica y la funcion de los REs después de una lesion traumatica atin son contrastantes. Una
posibilidad es que la actividad transcripcional de los retrotransposones en el tejido en regeneracion

sea una consecuencia no especifica de una reduccion general del silenciamiento epigenético, que en el
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caso del ajolote podria permitir que las células desdiferenciadas del blastema reviertan y establezcan
un estado celular tnico similar al de la linea germinal (Zhu, Kuo et al., 2012). En tal caso, los
transposones también podrian estar haciendo uso de la activacion global de la cromatina inducida por
lalesion y de la desrepresion transcripcional causada por el proceso de desdiferenciacion (Figura 1.7)
para amplificarse y asi aumentar sus probabilidades de sobrevivir a la lisis de su célula hospedera y

ser absorbidos por otras células (Wilkins, 2010; Mashanov et al., 2012b).

Por el contrario, Mashanov et al. (2012b) sugieren que los cambios en la expresion de retro-
transposones durante la regeneracion podrian no representar una mera explotacion de la maquinaria
transcripcional del hospedero con fines de propagacion, sino mas bien que esta desregulacion de la
transcripcion podria ser controlada especificamente por el sistema del hospedero a nivel de tejido,
célula y grupo de elemento repetitivo. Una razon detras de esta perspectiva es que algunos retrotrans-
posones LTR se comportan de manera diferente en distintos 6rganos en regeneracion de la misma
especie. Por ejemplo, Ty3-1 Hgy Ty3-2 Hg muestran perfiles transcripcionales significativamente
distintos en el tubo digestivo en regeneracion en comparacion con el complejo de 6rganos radiales
en regeneracion en H. glaberrima (Mashanov et al., 2012a, 2012b). Esto sugiere una regulacion
de la transcripcion LTR especifica del tejido. En segundo lugar, aunque los transcritos derivados
de transposones se expresan altamente en las proximidades de una lesion de un tejido regenerable,
siempre hay células donde los retrotransposones no estan transcripcionalmente activos. Por lo tanto,
la expresion de retroelementos podria estar siendo controlada especificamente a nivel de cada célula.
En tercer lugar, los diversos retrotransposones muestran diferentes tipos de respuestas transcripcio-
nales durante la regeneracion: algunos estan regulados al alza o a la baja, y otros no muestran ningiin
cambio. Por tanto, la expresion de retrotransposones podria controlarse de forma especifica para

cada familia, subfamilia o locus de elemento repetitivo.

En conjunto, estos hallazgos indican que los REs estan controlados especificamente por el
hospedero, responden de manera coordinada a las sefiales de regeneracion y, por lo tanto, pueden
desempefiar algunas funciones no reconocidas en el crecimiento de un nuevo tejido tras un trauma

(Mashanov et al., 2012b). En este contexto, el estado fisiolégico del organismo también podria
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podria propagar un circuito de retroalimentacion inflamatoria. Figura adaptada y traducida desde Angileri et al. (2022)
con permiso obtenido de Copyright Clearance Center, Inc.

26



1. Introduccion

ser un factor importante que influya en la funcién coordinada de los retrotransposones durante la
regeneracion. Se han planteado dos preguntas principales sobre el papel de los retroelementos en el
proceso regenerativo: (1) ;qué causa el cambio en sus niveles de expresion? y (2) ;cuales son las

repercusiones de esta desregulacion en el organismo hospedero? (Mashanov et al., 2012b).

Recientemente, Angileri et al. (2022) propusieron una hipotesis sobre el papel de los ele-
mentos transponibles en la regeneracion, en la que sugieren que la represion de los TEs es necesaria
para la regeneracion de tejidos (Figuras 1.7 y 1.8). Los autores han resaltado que una caracteristica
distintiva de la lesion tisular es la liberacion de factores de sefializacion inflamatoria y la activacion
de la inmunidad innata (Eming et al., 2017), que se han observado en multiples especies (Simkin
et al., 2017; Ferrario et al., 2018; Leigh et al., 2018; Tsarouchas et al., 2018; Tsai et al., 2019;
Comish et al., 2020; Ren ef al., 2020; Swanson et al., 2020; Bodo et al., 2021; Leach et al., 2021;
Y.-C. Wu et al., 2022). En este sentido, la actividad de los TEs esta estrechamente relacionada con
el sistema inmunolédgico innato, ya sea que sea desencadenada por una infeccion, lesion u otros
factores estresantes celulares (Gazquez-Gutiérrez et al., 2021; Hale, 2022). Por ejemplo, muchas
familias de LTRs albergan promotores inducibles por interferén a los que pueden unirse factores de
transcripcion de la inmunidad innata, modificando asi la expresion de los TEs o genes cercanos como
parte de la respuesta inmune (Gonzalez-Hernandez et al., 2012; Chuong et al., 2016; Manghera
et al., 2016; Srinivasachar Badarinarayan et al., 2020). Ademas, los productos derivados de TEs,
incluido el RNA bicatenario (d&sRNA), el cDNA y las proteinas, activan la inmunidad innata de la
célula hospedera cuando se unen a sensores antivirales (Gazquez-Gutiérrez et al., 2021). Por otro
lado, algunos transcritos de TEs forman dsRNA a través de emparejamientos intermoleculares o
intramoleculares reconocidos por las proteinas antivirales citoplasmaticas RIG-I, MDA-5 y ZBP1, y
pueden instigar una respuesta inmune innata (Ahmad et al., 2018; Lefkopoulos ef al., 2020; R. Wang

et al., 2020).
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Figura 1.8. Hipotesis de Angileri ef al. (2022) sobre el rol de los elementos transponibles en la regeneracion.
Hipotesis: la represion de los elementos transponibles (TEs) es necesaria para la regeneracion de tejidos. La expresion
de TEs (magenta) aumenta poco después de la lesion (amarillo), lo que da como resultado una sefializacion inflamatoria
inducida por TEs (purpura). Los TE que conservan DNA funcional y secuencias codificantes de proteinas funcionales
intentaran transponerse (azul) y, dado el tiempo suficiente, la acumulacion de actividad mutagénica de los TEs superaria
el el «xumbral» de la célula hospedera (linea punteada), alterando la homeostasis y obligando a la célula a entrar en
senescencia. En respuesta, las células del hospedero deben implementar mecanismos de represion de TEs (verde) para
limitar su actividad. Arriba: Los organismos regenerativamente competentes (por ejemplo, planaria, pez cebra y ajolote)
implementan eficazmente medidas contra los TEs, manteniendo asi su actividad por debajo de los niveles umbral
y permitiendo una regeneracion exitosa (gris). Abajo: Los organismos menos competentes desde el punto de vista
regenerativo (por ejemplo, humanos, pollos y ratones) no pueden limitar eficazmente los eventos mutagénicos de TEs e
incurren en demasiados déficits celulares, lo que lleva a un estancamiento de la regeneracion. Figura adaptada y traducida
desde Angileri ef al. (2022) con permiso obtenido de Copyright Clearance Center, Inc.
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Todos estos ejemplos, segin Angileri et al. (2022), subrayan una intima interconexion
entre los TEs y la inmunidad del hospedero. En el contexto de la regeneracion, esta interaccion
podria desencadenar un circuito de retroalimentacion positiva que, si no se controla, prolongaria
la sefializacion inflamatoria dentro del microambiente de la herida y crearia una barrera para la
regeneracion del tejido (Figura 1.7). Con base en esto, una posible explicacion por la cual algunas
especies no presentan capacidades regenerativas tan excepcionales como las del ajolote, las planarias,
o el pez cebra, es la nula o reducida capacidad de sus tejidos para limitar los efectos inflamatorios,
inmunes, mutagénicos o epigenéticos que resultan de la actividad de los elementos transponibles

tras una lesion (Figura 1.8).

Ademas, si en el ajolote los perfiles de expresion de sus elementos repetitivos pueden ser
modificados al atravesar un proceso fisioldgico o patolégico como el envejecimiento, también
es probable que esto modifique el estado basal a partir del cual el organismo responde al dafio
tisular y regula la regeneracion. Una de las consecuencias mas reconocidas del envejecimiento en
mamiferos es la senescencia y disminucion de la funcién inmune (Montecino-Rodriguez ef al., 2013;
Yousefzadeh et al., 2021). A pesar de que la senescencia en los ajolotes es mucho menor que en
la observada en los mamiferos, la desregulacion transcripcional de elementos repetitivos podria
ser una causa o un efecto de los cambios en los factores circulantes, la produccion hormonal, la
respuesta inmune o el metabolismo que potencialmente conducen a la disminucién en la capacidad

regenerativa relacionada con la edad.
1.3.2. Los elementos repetitivos y el envejecimiento

Diversos estudios en ratones y otros organismos modelo han demostrado que los elementos trans-
ponibles activos contribuyen al proceso de envejecimiento (Van Meter ef al., 2014; H. Chen et al.,
2016; Wood et al., 2016; De Cecco et al., 2019), y tanto los elementos activos como los inactivos
también se acumulan en los procesos y enfermedades neurodegenerativos relacionados con la edad
(W.Lietal.,2012; Guo et al., 2018; LaRocca et al., 2019; Saldi et al., 2019). También, se ha descrito

una activacion transcripcional de los REs en células senescentes (Sedivy et al., 2013). Ademas,
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los transcritos de REs han sido implicados en la inflamacion y el estrés oxidativo (Kreiling et al.,
2017), los cuales son dos contribuyentes clave al envejecimiento y las enfermedades con efectos
positivos y negativos para la regeneracion (Jaganjac et al., 2022). Por ejemplo, un trabajo reciente
con tejidos de humano y raton muestra que los LINEs se activan con el envejecimiento y promueven
la inflamacion asociada a la senescencia, lo que convierte a la transcriptasa inversa del LINE-1, por
ejemplo, en un objetivo farmacoldgico potencial para el tratamiento de los trastornos asociados a la
edad (De Cecco et al., 2019). Los mecanismos subyacentes por los cuales los transcritos de REs
afectan estos procesos atin no estan claros, pero podrian implicar la activacion de respuestas inmunes
innatas, que también desempefian un papel central en la reparacion y regeneracion de tejidos, como

se describi6 anteriormente (Moore et al., 2021).

En este contexto, LaRocca et al. (2020) han reportado que los cambios en los niveles globales
de transcritos de REs son un mejor marcador de la edad biologica que los genes codificantes de
proteinas tanto en fibroblastos humanos (Figura 1.9) como en muestras de Caenorhabditis elegans.
Una razén para esto podria ser que los cambios en la expresion de REs ocurren consistentemente y en
la misma direccion, mientras que los patrones de expresion de genes codificantes pueden aumentar

o disminuir de manera variable con los procesos relacionados con la edad (LaRocca et al., 2020).

Actualmente, no se conocen los perfiles transcripcionales de los transposones en el ajolote.
En consecuencia, el papel de los elementos repetitivos en la interaccion entre el envejecimiento y
la regeneracion reparadora tampoco ha sido esclarecido. Sin embargo, hasta ahora la mayoria de
los estudios se han centrado en genes codificantes conocidos y han pasado por alto el potencial
papel regulatorio del material genético repetitivo, codificante y no codificante, el cual constituye la
mayor parte de su genoma. En sintesis, es posible que en el ajolote la acumulacion de transcritos de
elementos transponibles causada por el envejecimiento sea un factor perjudicial para la regeneracion

de la extremidad.

30



1. Introduccion

Q

Lecturas normalizadas

Lecturas normalizadas

o

Edad predicha

Transposones
de DNA
175,000
r=047 8
p < 0.0001
150,000 a

125,000 4
100,000 R®

75,000

400,000
300,000 |

200,000

Edad

LINEs

r=0.44 &
p < 0.0001

T 1T 1 1
0 20 40 60 80 100
Edad

Prediccion basada en conteo de

transcritos de REs

R2=093
p <0.0001

T T 1T 1 1T 111711
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Edad real

T T T T 1
0 20 40 60 80 100

Lecturas normalizadas Lecturas normalizadas

Edad predicha

175 000

150 000

125 000 B

100 000 [

75000

550,000
500,000
450,000
400,000
350,000

300,000

Prediccidon basada en genes

T T T 1
0 20 40 60 80 100
Edad

SINEs

I T T T T 1
0 20 40 60 80 100

Edad

diferencialmente expresados

100
90
80
70
60

R2
p<

=0.83

0.0001

T T T T T 11711
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Edad real

o

Tigger19a (lecturas normalizadas)

Satélites
2,500
[%2]
©
§ 2000
T
£
S 1,500 f
0
©
2 1,000
(]
-
500 1 1 1 1 1
0 20 40 60 80 100
Edad
Retroposones
6,000
) o°
© ° 8
ke (]
T §po o o
£ 4,000 ’ot?aa & oo
S P
: X
o °%o
§ 2,000 . =
2 afo
o
-
0

I 1 I 1 1
0 20 40 60 80 100
Edad

Patrén exponencial en conteos
de transcritos de Tigger19a

2,500 =

2,000 —

1,500 =

1,000 —

500

Edad

Figura 1.9. La acumulacion de transcritos de elementos repetitivos (REs) relacionada con la edad permite predecir
la edad del donante en fibroblastos humanos. (a) Correlaciones entre la edad y diferentes tipos de transcritos de REs.
(b) Izquierda: regresion lineal que predice la edad real basandose en recuentos de transcritos de REs individuales (la
linea discontinua azul representa una correlacion perfecta entre la edad predicha y la edad real). Derecha: regresion lineal
que predice la edad real en funcion de los 1200 genes con mayor expresion diferencial como efecto del envejecimiento.
(¢) Patrén exponencial en los conteos de transcritos de REs individuales con respecto a la edad en fibroblastos humanos
(se muestra Tigger19a, el transposén mas correlacionado con la edad). Figura adaptada y traducida desde LaRocca et al.
(2020).
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2. Planteamiento del problema

El ajolote tiene una de las mejores capacidades regenerativas entre los vertebrados, pudiendo reparar
sus tejidos y partes corporales, incluyendo las extremidades. Sin embargo, estudios previos han
reportado que su capacidad para reparar los tejidos de la extremidad disminuye con el envejecimiento.
Se han propuesto muchos procesos subyacentes a este deterioro relacionado con el aumento en la edad,
incluidos los cambios en los factores circulantes, las hormonas, la respuesta inmune o el metabolismo.
En particular, el control de la senescencia celular y los procesos inmunes como la inflamacién juegan
un papel esencial tanto en la regeneracion de la extremidad como con el envejecimiento, lo que
sugiere la presencia de vias moleculares compartidas. Sin embargo, las causas de la disminucion
en sus capacidades regenerativas como efecto de la edad no han sido esclarecidas. Hasta ahora,
la mayoria de los estudios realizados en esta salamandra se han centrado en las funciones de los
genes codificantes de proteinas y han ignorado el potencial regulador de los elementos transponibles
que constituyen casi el 65 % de su genoma. Ademads de afectar de manera directa la expresion de
genes codificantes, los transposones generan intermediarios que modulan la respuesta inmune, la
diferenciacion celular y la senescencia. Tomando en cuenta su abundancia mayoritaria en el genoma
del ajolote y sus potenciales efectos negativos en otros organismos, se ha hipotetizado que el proceso
de regeneracion de la extremidad necesita de una supresion de la actividad de los transposones para
llevarse a cabo de manera correcta. Por otro lado, es posible que, como se ha reportado en otros
modelos de envejecimiento, la expresion de los retrotransposones aumente con la edad en el ajolote,
lo que podria contribuir a la disminucion de las capacidades regenerativas. Con base en lo anterior,
es necesario estudiar los perfiles de expresion de los transposones en el ajolote, tanto en tejidos en
regeneracion como en tejidos envejecidos, con el fin de entender su papel en el deterioro de las

capacidades regenerativas como un efecto del envejecimiento del organismo.

32



3. Hipotesis

Los ajolotes adultos exhiben en el tejido regenerativo de la extremidad una mayor expresion de
elementos repetitivos y una menor expresion de genes asociados con capacidades regenerativas que

los ajolotes subadultos.
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4. Objetivos

4.1. Objetivo general

Identificar las diferencias en la expresion de elementos repetitivos y genes entre tejidos de la
extremidad regenerativa de ajolotes (4Ambystoma mexicanum) subadultos y adultos mediante andlisis

de datos de secuenciacion de RNA.

4.2. Objetivos particulares

1. Identificar mediante andlisis transcriptdmicos los cambios en los perfiles de expresion y
enriquecimiento de elementos repetitivos y genes durante la regeneracion de la extremidad en

ajolotes nativos (de Xochimilco).

2. Identificar mediante analisis transcriptomicos los cambios en los perfiles de expresion y
enriquecimiento de elementos repetitivos y genes como efecto del envejecimiento en ajolotes

nativos (de Xochimilco).

3. Comparar mediante analisis transcriptomicos los perfiles de expresion, coexpresion y enrique-
cimiento de elementos repetitivos y genes durante la regeneracion en el ajolote, asi como el

efecto transcripcional del envejecimiento sobre el proceso regenerativo.
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5. Métodos

5.1. Obtencién de muestras biologicas de ajolotes nativos

Se obtuvieron muestras de tejido de Ambystoma mexicanum, cepa Xochimilco (Malacinski, 1978),
genotipo wild-type (WT), de la colonia de la Unidad de Manejo Ambiental (UMA) del Centro de
Investigaciones Bioldgicas y Acuicolas de Cuemanco (CIBAC), Universidad Autonoma Metropoli-
tana Unidad Xochimilco (UAM Xochimilco), Antiguo Canal Cuemanco 3, Pista Olimpica Virgilio
Uribe, Xochimilco, C.P. 16034, Ciudad de México, México. La colonia de A. mexicanum de la UMA,
CIBAC se establecio en 2007 a partir de 31 organismos fundadores de origen silvestre, es decir,
originarios de su habitat en Xochimilco. Los investigadores encargados de la colonia han llevado
a cabo una reproduccion cuidadosa para evitar la endogamia (Divulgacion de la Ciencia UAM-X,
2021). La UMA y la colonia fueron fundadas con la aprobacion de la Secretaria de Medio Ambiente

y Recursos Naturales (SEMARNAT), México, bajo la clave de registro DGVS-CR-IN-0952-D.F./07.

El tamafio de muestra objetivo se determind tomando como base la cantidad de réplicas bio-
logicas necesaria para realizar un andlisis de expresion diferencial de genes en el que se minimizaran
los descubrimientos falsos y se aumentara el poder estadistico. Esto es, un experimento de RNA-seq
con al menos seis muestras en cada grupo (Schurch et al., 2016; D. Li et al., 2022). En el caso de
este trabajo, para determinar los genes y elementos repetitivos que se expresan diferencialmente
durante la regeneracion de la extremidad o el envejecimiento del ajolote, el muestreo implicaria
extraer seis muestras de extremidad de subadultos, seis muestras de blastema de extremidad de
subadultos, seis muestras de extremidad de adultos y seis muestras de blastema de extremidad
de adultos. Sin embargo, considerando el estatus de peligro critico de 4. mexicanum (IUCN SSC
Amphibian Specialist Group, 2019) y la pequena cantidad de tejido y RNA que se puede extraer de
un blastema de extremidad, se decidié reducir el nimero de muestras de subadultos a cinco por tipo

de tejido. A su vez, en el caso de los ajolotes adultos, se decidié reducir el nimero de muestras de
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extremidad a dos debido a la avanzada edad de los ejemplares, la posibilidad de que estos individuos
no fueran capaces de regenerar la extremidad tras la amputacion, y el efecto que esto pudiera tener
en su bienestar. En los dos casos, para todos los grupos se mantuvo un nimero de muestras igual o
superior a 2, el cual es el minimo nlimero de réplicas biolodgicas necesario para obtener estadisticos
adecuados en un analisis de expresion diferencial de genes (Love et al., 2014; Schurch et al., 2016;

D. Liet al., 2022).

Todos los experimentos con especimenes de A. mexicanum del presente trabajo se realizaron
con la aprobacion (ntimero de referencia: CE1.2023.007) del Comité de Etica en Investigacion,
Division de Ciencias Biolodgicas y de la Salud (DCBS) de la UAM Xochimilco, de acuerdo con la
legislacion vigente y lineamientos establecidos por la SEMARNAT (NOM-059-SEMARNAT-2010,
NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002, NOM-033-SAG/Z00-2014). El proyecto fue registrado ante
la Comision Nacional de Bioética (CONBIOETICA), Secretaria de Salud, México, bajo el nimero

de referencia CONBIOETICA-09-CEI-017-20180924.

Los ajolotes fueron sedados mediante una inmersioén en un tanque que contenia agua filtrada
del humedal de Xochimilco y benzocaina a una concentracion de 50 mg/L por 20 minutos antes del
proceso de amputacion. Utilizando un microscopio estereoscopico, se recolectaron meticulosamente
muestras bioldgicas de los metatarsos de las extremidades (posteriores) de cinco ajolotes machos de
8 meses de edad (subadultos), asi como de dos ajolotes machos de 8 afios de edad (adultos). Diez
dias después de la amputacion, se extrajeron tejidos de blastema unicamente de los cinco ajolotes
subadultos, ya que ninguno de los adultos mostrd desarrollo de blastema incluso después de seis
meses de monitoreo. En total, se obtuvieron 12 muestras de tejido: dos de extremidades de adultos,
cinco de extremidades de subadultos y cinco de blastemas de extremidad de subadultos. No se
sacrific ningun animal para los fines de este estudio y todos los ajolotes fueron reintroducidos de

manera segura en su habitat en la UMA, CIBAC luego de la recoleccion final de muestras.
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5.2. Extraccion y secuenciacion de RNA

Los tejidos recolectados se conservaron en solucion RNAlater (Invitrogen, Massachusetts, EE. UU.)
a 4 °C durante un maximo de 24 horas antes de su procesamiento. EIl RNA fue extraido por Karla
M. Torres Arciga y Michel Montalvo Casimiro en el Instituto Nacional de Cancerologia (INCan),
Ciudad de México, México, siguiendo el protocolo establecido por Chomczynski y Sacchi (1987).
Brevemente, el tejido embebido en RNAlater fue cortado con bisturi y homogeneizado con pistilo
en TRIzol Reagent (Invitrogen, California, EE. UU.). Una vez homogeneizado el material, se anadié
cloroformo y se separaron en fase organica y acuosa. Posteriormente, se tom¢ la fase acuosa y se
precipito con isopropanol, seguido de lavados con etanol. Finalmente, se resuspendio en agua libre de
nucleasas. La calidad de las muestras de RNA se evalué mediante High Sensitivity RNA Tapestation
(Agilent Technologies Inc., California, EE. UU.) y se cuantifico mediante el ensayo Qubit 2.0 RNA
HS (ThermoFisher, Massachusetts, EE. UU.). El resumen de la calidad de las muestras de RNA

extraidas se presenta en el Cuadro A.1.

La preparacion de las bibliotecas y su posterior secuenciacion fueron realizadas a través
de CD Genomics (Nueva York, EE. UU.) siguiendo el protocolo descrito a continuacion. El RNA
ribosémico en las muestras se disminuy¢ utilizando el kit RiboZero Gold (Illumina, California, EE.
UU.). EI RNA reducido en rRNA se purifico con 2x perlas RNAClean XP Beads (Beckman Coulter,
California, EE. UU.) y se eluyo en agua libre de nucleasas. La construccion de la biblioteca se realizo
segun las recomendaciones del fabricante para el kit SmarterStranded V2 (Takara Bio, California,
EE. UU.). La cantidad final de la biblioteca de DNA se midié mediante KAPA SYBR FAST qPCR
y su calidad se evalu6 con TapeStation D1000 ScreenTape (Agilent Technologies, California, EE.
UU.). Se utilizaron indices duales Illumina 8-nt (Illumina, California, EE. UU.). La combinacion
equimolar de bibliotecas se realizo en funcidon de los valores de control de calidad. Finalmente, se
llevo a cabo una secuenciacion de extremos emparejados (paired-end o PE) en un secuenciador
[Nlumina HiSeq (Illumina, California, EE. UU.) con una configuracion de longitud de lectura de 150

pb y 20 millones de lecturas por muestra. Los datos de RNA-seq crudos se depositaron en el Gene
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Expression Omnibus (GEO) del National Center for Biotechnology Information (NCBI) bajo el ID
de acceso GSE237864 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE237864).

5.3. Incorporacion de datos de RNA-seq externos

Ademas de los 12 conjuntos de datos de RNA-seq de las muestras de ajolotes nativos recopiladas en
este trabajo, también se integraron en el andlisis 124 muestras de RNA-seq de estudios publicados
anteriormente: GSE92429 (D. M. Bryant, Johnson et al., 2017), PRINA378982 (Nowoshilow et
al., 2018), PRINA354434 (Caballero-Pérez et al., 2018), y GSE182746 (Ye et al., 2022). Segun
los metadatos disponibles en las bases de datos, para cada una de las muestras se determind si
esta correspondia a un tejido distinto a la extremidad (no extremidad), a un tejido de extremidad
(extremidad), o aun blastema de extremidad (blastema). Adicionalmente, a cada muestra se le asigno
un grupo de edad (adulto o subadulto). Para las muestras para las cuales no habia un grupo de edad
descrito de entre estos dos, el grupo de edad se asignd con base en la edad de maduracion sexual
reportada para el ajolote (Vieira et al., 2020). Es decir, los ajolotes machos de 9 meses de edad o
menos y las hembras de 12 meses de edad o menos fueron designados como subadultos; los ajolotes
de mayor edad fueron designados como adultos. Los metadatos de todos los datos analizados se

presentan en el Cuadro B.1.

5.4. Analisis bioinformatico

Todos los procedimientos descritos a continuacion (Figura 5.1) y el cédigo subyacente a los andlisis
bioinformaticos de los datos de RNA-seq nativos y externos se encuentran detallados en el siguiente
repositorio de GitHub: https://github.com/samuelruizperez/axoloTE. Los conjuntos de datos resul-
tantes de los siguientes analisis, incluyendo tablas de conteos, anotaciones, y demds informacion
suplementaria estan disponibles en el siguiente repositorio de Zenodo: https://doi.org/10.5281/zeno-

do.10728952.
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Figura 5.1. Diagrama de flujo de los métodos bioinformaticos utilizados para analizar las muestras de RNA-seq
en esta tesis. Se analizaron muestras de secuenciacion de RNA de ajolote publicadas anteriormente y muestras de
ajolotes nativos (este estudio) siguiendo dos enfoques de cuantificacion distintos tanto para genes como para elementos
repetitivos. Se incluyen pasos de expresion diferencial, enriquecimiento y coexpresion, asi como la anotaciéon de
determinados elementos gendémicos. RE: elemento repetitivo; DEA: analisis de expresion diferencial; DERE: RE
expresado diferencialmente; DEG: gen expresado diferencialmente; GSEA: analisis de enriquecimiento de conjuntos de
genes; ORA: analisis de sobrerrepresentacion; ash-log, (FC): tasa de cambio logaritimica (log fold change) encogida
por adaptive shrinkage.

39



5. Métodos

5.4.1. Anotacion funcional del proteoma y descarga de anotaciones
gendmicas del ajolote

Con el objetivo de mejorar la completitud y calidad de la anotacidon de las secuencias codifican-
tes en el genoma del ajolote y facilitar la interpretacion funcional de los analisis de RNA-seq
siguientes, el genoma de referencia del ajolote (AmexG_v6.0-DD), el transcriptoma (AmexT v47-
AmexG v6.0-DD), el proteoma (AmexT v47 protein) y sus anotaciones se descargaron desde
https://www.axolotl-omics.org/assemblies (Nowoshilow et al., 2018). Las secuencias codificantes
del archivo del proteoma se anotaron funcionalmente utilizando eggNOG-mapper 2.1.12 (Cantala-
piedra ef al., 2021) con base en los datos de ortologia de eggNOG 5.0 (Huerta-Cepas ef al., 2019).
En concreto, las busquedas de secuencias se realizaron con DIAMOND 2.1.8 (Buchfink et al., 2021)
en modo ultrasensible, y los perfiles resultantes se realinearon con HMMER 3.3.2 (<kHMMER 3.3.2»,
2020) a los dominios PFAM (Mistry et al., 2021) encontrados en los grupos ortélogos. Finalmente,

se genero una lista de las posiciones de los dominios en las secuencias consultadas.

Con base en las anotaciones publicadas por Nowoshilow et al. (2018) y los resultados de
la anotacion con eggNOG-mapper, las secuencias en el archivo de anotacion del transcriptoma
(AmexT v47-AmexG_v6.0-DD) se reanotaron funcionalmente en los términos de Gene Ontology
(GO), Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) Pathways y NCBI/Entrez Gene IDs.
Para ello, se consultaron los transcript name (nombres/simbolos de transcrito) contra las anotaciones
disponibles del genoma de humano (org.Hs.eg.db, M. Carlson, 2019a), raton (org.Mm.eg.db, M.
Carlson, 2019b) y Xenopus (org.Xl.eg.db, M. Carlson, 2019c¢). Aquellos transcript name con el
identificador [As] (de Homo sapiens) se consultaron en org.Hs.eg.db, y aquellos con [nr/ (de la base
de datos no redundante del NCBI) o sin identificador se consultaron en org.Hs.eg.db, org.Mm.eg.db
y org.Xl.eg.db. Todas las coincidencias resultantes de estas consultas se fusionaron, se eliminaron los
duplicados y a cada transcrito se le asign6 un nuevo conjunto de términos de GO, KEGG Pathways
y NCBI gene IDs. Luego, para resumir las anotaciones a nivel de gen, la anotacion de todos los

transcritos se agrup6 por gene_id (identificador de gen), se eliminaron los duplicados y a cada gen
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se le asignd un nuevo conjunto de de términos de GO y KEGG Pathways. Ademas, a cada gen se le
asign6 un gene_name (simbolo de gen) seleccionando uno de la lista de transcript name(s) anotados
para el gen, con la siguiente prioridad: 1) primer transcript_name con identificador /As/, 2) primer
transcript_name anotado por eggNOG-mapper, 3) primer transcript_name con identificador /nr/,y
4) primer transcript_name sin identificador. En los casos en los que no se pudo generar ningln trans-
cript_name para un gen, ya fuese porque el campo estaba vacio, o porque fuera ’DESCONOCIDO”,

”N/A.° ”no disponible”, se copi6 el gene id al gene _name (nombre/simbolo de gen).

La biblioteca de elementos repetitivos de referencia del ajolote (AmexG_v6.0-DD_Repeats)
se recuper6 del UCSC Genome Browser (Kent et al., 2002). En concreto, se utilizo la herramienta
UCSC Table Browser (Karolchik et al., 2004; Raney et al., 2014) para consultar el track data
hub https://www.axolotl-omics.org/trackhubs/AmexG_v6.0-DD/Repeats/hub.description, el cual
contiene las anotaciones de elementos repetitivos del ajolote bajo el dominio https://genome.axolotl-
omics.org (Nowoshilow ef al., 2018). La biblioteca se descargd en formato de RepeatMasker (.out)
y se convirtid a Gene transfer format o GTF (AmexG_v6.0-DD_Repeats.gtf) con el programa make-
TEgtf.pl disponible en el repositorio de TEtranscripts 2.2.3 (https://labshare.cshl.edu/shares/mham-
melllab/www-data/TEtranscripts/TE_ GTF/makeTEgtf.pl.gz [2023-09-14]) (Jin et al., 2015).

Adicionalmente, se gener6 de novo una biblioteca de elementos repetitivos del genoma del
ajolote (AmexG_v6.0-DD) para su uso en trabajos futuros, ya que, a pesar de que la biblioteca
generada por Nowoshilow et al. (2018) es suficiente para la presente tesis, el proceso que siguieron
para generarla no se encuentra documentado en detalle. Ademads, la misma biblioteca no es de
acceso libre, lo cual limita la reproducibilidad de posteriores analisis. En el Apéndice C se detalla el

procedimiento seguido para generar la biblioteca de elementos repetitivos de novo.

5.4.2. Analisis de datos de secuenciacion de RNA

La calidad de los conjuntos de datos de RNA-seq se evalu6 con FastQC 0.12.1 (Andrews, 2010) y

se resumi6 con MultiQC 1.19 (Ewels et al., 2016).

41


https://www.axolotl-omics.org/trackhubs/AmexG_v6.0-DD/Repeats/hub.description
https://genome.axolotl-omics.org
https://genome.axolotl-omics.org
https://labshare.cshl.edu/shares/mhammelllab/www-data/TEtranscripts/TE_GTF/makeTEgtf.pl.gz
https://labshare.cshl.edu/shares/mhammelllab/www-data/TEtranscripts/TE_GTF/makeTEgtf.pl.gz

5. Métodos

Posteriormente, utilizando las lecturas crudas, se cuantifico la expresion de genes y elementos
repetitivos siguiendo dos métodos independientes. Bajo el primer método, todas las muestras de
RNA-seq se alinearon al genoma de referencia del ajolote (AmexG_v6.0-DD) usando STAR 2.7.11a
(Dobin et al., 2013) con parametros —outFilterMultimapNmax 200 —winAnchorMultimapNmax 400
—outFilterMismatchNoverLmax 0.04 —outFilterType BySJout. Luego, utilizando los archivos de
alineamiento resultantes, se cuantifico la expresion de genes y subfamilias de elementos repetitivos
utilizando TEcount, implementado en TEtranscripts 2.2.3 (Jin et al., 2015), con los parametros
—stranded no —mode multi y las anotaciones de referencia de transcritos (AmexT v47-AmexG_v6.0-
DD) y elementos repetitivos (AmexG_v6.0-DD_Repeats). Después, los resultados de la cuantifi-
cacion de todas las muestras se unieron € importaron como una matriz de conteos para posteriores
analisis. Bajo el segundo método, primero se realizé la cuantificacion de la expresion de transcritos
(AmexT v47-AmexG_v6.0-DD) en todas las muestras utilizando Salmon 1.10.2 (Patro et al., 2017)
y después se empled ExplorATE v0.1b (Femenias et al., 2022) para cuantificar la expresion de
los loci de elementos repetitivos (AmexG_v6.0-DD_Repeats). Luego, se utilizo tximport 1.26.0
(Soneson et al., 2016) para unificar los valores de abundancia de transcritos de todas las muestras
generados por Salmon y resumirlos a nivel de expresion génica. De manera independiente, se utilizo
tximport para importar las abundancias de loci de elementos repetitivos generadas por ExplorATE y

resumirlas al nivel de subfamilia.

5.4.2.1. Analisis de expresion diferencial de genes y elementos repetitivos

Los datos de cuantificacion importados previamente se analizaron para determinar la expresion
diferencial utilizando DESeq2 1.38.0 (Love et al., 2014) con dos disefios estadisticos diferentes.
En el primer disefio, solo se analizaron las 12 muestras de ajolotes nativos bajo un modelo aditivo
~ Grupo de_edad + Tejido. En el segundo disefio, tanto las muestras nativas de este trabajo co-
mo las muestras publicadas previamente se analizaron bajo un modelo de interaccion que ademas
considerase el efecto del lote ~ Lote + Grupo _de_edad + Grupo_de_tejido + Grupo de edad.:Gru-
po_de_tejido. De esta manera, se realizaron pruebas de significancia de Wald de dos colas basadas

en umbral de tasa de cambio logaritmica o logarithmic fold change (LFC) utilizando los parametros

42



5. Métodos

altHypothesis = “greaterAbs”, lfcThreshold = log2(1.5). Posteriormente, se empled el método
de ponderacion de hipdtesis independientes implementado en el paquete IHW 1.26.0 (Ignatiadis
et al., 2016) para realizar un filtrado independiente de aquellas pruebas de hipdtesis que tuvieran
poca o ninguna probabilidad de mostrar evidencia significativa y, a su vez, ajustar los valores de
p correspondientes a cada gen. En esta ponderacion se utilizo como parametro un limite de signi-
ficancia alpha = 0.05. Adicionalmente, los valores de LFC se redujeron mediante encogimiento
adaptativo o adaptive shrinkage (ash) (Stephens, 2017) con el parametro [fcThreshold = log2(1.5).
Finalmente, se determinaron como genes diferencialmente expresados (DEG) o subfamilias de
elementos repetitivos diferencialmente expresadas (DEREs) a aquellos que bajo las pruebas de
significancia presentaron un |ash-log, (F'C')| > log,(1.5) y un IHW-adj p < 0.05. Es decir, aquellos
genes o elementos repetitivos con valores de p ajustados menores a 0.05 y valores de LFC encogido
mayores a log,(1.5) o menores a —log,(1.5) se consideraron sobreexpresados o subexpresados,
respectivamente. Dado que se utilizaron dos métodos de cuantificacion tanto para la expresion de
genes como para la expresion de elementos repetitivos, los hallazgos provenientes del analisis de
expresion diferencial descritos en la seccion de resultados de este trabajo se presentan como rangos;

por ejemplo, «se identificaron de 2 a 6 genes regulados negativamente...».

Los resultados de las pruebas de expresion diferencial se visualizaron en graficos de volcan
y mapas de calor, y las combinaciones o intersecciones entre los conjuntos de DEGs o DEREs
de todos los contrastes se resumieron en graficos UpSet. Los graficos de volcan se generaron con
EnhancedVolcano 1.16.0 (Blighe et al., 2023) y se personalizaron con ggplot2 3.4.4 (Wickham,
2016). Los mapas de calor y los graficos UpSet de este y el resto de andlisis se generaron con

ComplexHeatmap 2.14.0 (Gu et al., 2016).

5.4.2.2. Anotacion del contexto genémico de elementos repetitivos diferencialmente
expresados

Posteriormente, para determinar la coocurrencia o proximidad de los loci de DEREs con respecto
a los DEGs, se realiz6 un andlisis de contexto gendémico con UROPA 4.0.3 (Kondili ef al., 2017).

Las coordenadas gendmicas de cada loci de las DEREs se extrajeron del archivo de anotacion de
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elementos repetitivos del ajolote (AmexG_v6.0-DD_Repeats). Luego, se determinaron los elementos
gendmicos/génicos mas cercanos a estas coordenadas con base en lo registrado en la anotacion del
transcriptoma (AmexT v47-AmexG_v6.0-DD). Para evitar que un locus de DERE fuera asociado
con mas de un elemento gendémico distinto, la busqueda se realiz6 con la siguiente prioridad:

1) promotor-sitio de inicio de la transcripcion (TSS) inferido: -1000 pb, +100 pb del extremo
5’ del gen;
2) sitio de término de la transcripcion (TTS) inferido: -100 pb, +1000 pb del extremo 3’ del
gen;
3) secuencia codificante (CDS);
4) regién no traducida 5’ (5’-UTR);
5) region no traducida 3’ (3°-UTR);
6) regidon exonica (exonico);
7) region intronica (introénico);
8) otra region intragénica (otro génico);
9) 5 kb rio arriba del gen (-5 kb);
10) 5 kb rio abajo del gen (+5 kb);
11) 10 kb rio arriba del gen (-10 kb);
12) 10 kb rio abajo del gen (+10 kb);
13) 50 kb rio arriba del gen (-50 kb);
14) 50 kb rio abajo del gen (+50 kb);

15) region intergénica.

5.4.2.3. Anotacion de los dominios proteicos de elementos repetitivos diferencial-
mente expresados

Para determinar los dominios proteicos presentes en las secuencias de los elementos repetitivos
diferencialmente expresados y potencialmente mejorar la clasificacion de elementos desconocidos,
se realizo una busqueda de las secuencias consenso de cada subfamilia en tres bases de datos de
proteinas de manera independiente. Primero, la biblioteca de elementos repetitivos (AmexG v6.0-
DD_Repeats.gtf) se convirti6 a formato BED con el programa gtf2bed implementado en BEDOPS
2.4.41 (Neph et al., 2012). Luego, el formato BED se utilizé como referencia para extraer las
secuencias nucleotidicas en formato FASTA de todos los loci de elementos repetitivos diferencial-

mente expresados, utilizando BEDTools getfasta 2.31.1 (Quinlan y Hall, 2010). Posteriormente, las
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secuencias de cada subfamilia de loci se alinearon con MAFFT v7.520 (Nakamura ef al., 2018) para
generar archivos de alineamiento de multiples secuencias (MSA) en formato FASTA. En cada MSA,
las columnas con 80 % o mas de espacios en blanco (gaps) se eliminaron con la opcion +rm_gap 80
de T-COFFEE 13.46.0.919¢8c6b (Notredame et al., 2000). Después, con los MSAs editados y la
funcioén cons -plurality 1 del paquete EMBOSS 6.6.0 (Rice et al., 2000) se generaron las secuencias

consenso de cada una de las subfamilias de elementos repetitivos.

El siguiente paso consistio en traducir las secuencias de nuclétidos consenso. Para ello, se
siguieron dos métodos implementados en funciones del paquete EMBOSS. El primer método implicé
obtener la coleccion de marcos de lectura abiertos (ORFs) usando la funcion getorf, manteniendo
unicamente aquellos tramos de DNA que tuvieran una longitud minima de 200 aminoacidos sin
un codon de paro. Las traducciones resultantes se importaron al programa pfam_scan.pl 1.6 para
buscar dominios de proteinas conservados que estuvieran catalogados en la base de datos PFAM 36.0
(Mistry et al., 2021). El segundo método consistio en traducir la secuencia de nuclétidos consenso
con la funcion transeq de EMBOSS, produciendo la traduccién de los seis marcos de lectura posibles
al ignorar cualquier codon de paro intermedio. Las traducciones resultantes también se consultaron

en PFAM con pfam_scan.pl.

Independientemente, las secuencias consenso se consultaron con BLASTX 2.15.0 (Camacho
et al., 2009) contra la base de datos RepeatPeps.lib, distribuida con RepeatMasker (Smit et al.,
2013).

Adicionalmente, las secuencias de aminoacidos que resultaron de la traduccion de los con-
sensos se consultaron con InterProScan 5.66 (Jones ef al., 2014) en la base de datos de dominios y

familias proteicas InterPro 98.0 (Paysan-Lafosse et al., 2023).

5.4.2.4. Analisis de enriquecimiento de conjuntos de genes basado en expresiéon
diferencial

A continuacidn, se determinaron los procesos o vias bioldgicas enriquecidos en cada contraste. Para

ello, las listas completas de los valores de ash- log, (FC) que resultaron de cada contraste del analisis
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de expresion diferencial se sometieron a un analisis rapido de enriquecimiento de conjuntos de genes
(FGSEA) (Korotkevich et al., 2021), el cual estd implementado en la funcion GSEA de clusterProfiler
4.6.0 (T. Wu et al., 2021). Para este analisis se utilizaron los parametros exponent = 1, minGSSize
= 10, maxGSSize = 500, eps = 0, pvalueCutoff = 0.05, pAdjustMethod = "BH”, nPermSimple
= 1000000, y las anotaciones functionales generadas previamente, incluyendo los datos de Gene

Ontology (GO) y Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) Pathways.

5.4.2.5. Analisis de coexpresion de genes y elementos repetitivos

Los conteos de expresion de genes y elementos repetitivos provenientes de TEcount se sometieron a
un ajuste del efecto por lotes o batch effect con ComBat-seq (Y. Zhang et al., 2020), implementado
en sva 3.46.0 (Leek et al., 2012), especificando el grupo de edad y el grupo de tejido como cova-
riables bioldgicas de interés para preservar su sefial en los datos ajustados. Los conteos ajustados
se normalizaron con la transformacion estabilizadora de la varianza o variance stabilizing trans-
formation (VST) de DESeq2 (Love ef al., 2014). Los conteos normalizados se emplearon en un
analisis de coexpresion con el paquete de R de andlisis de redes de correlacion ponderada o weighted

correlation network analysis (WGCNA) v1.71 (Langfelder y Horvath, 2008). Para calcular la matriz

14-cor(zi,x;) B

de adyacencia a;; de la red con signo (a;; = 2

), la similitud de coexpresion se elevo a

una potencia de umbral suave de 3 = 8, que fue elegida con base en el criterio de topologia libre de
escala aproximada (B. Zhang y Horvath, 2005) implementado en la funcion pickSoftThreshold de
WGCNA, es decir, esta fue la potencia mas baja para la cual el indice de ajuste de topologia libre
de escala R? super6 0.85. Posteriormente, se utilizo la matriz de adyacencia para calcular la matriz
de sobrelapamiento topologico o topological overlap matrix (TOM) y se agruparon los genes y
elementos repetitivos en modulos de coexpresion con base en la similitud TOM. Para ello, se empled
la funcion blockwiseModules de WGCNA, que integra en un solo paso la construccion de redes y la
deteccion y agrupamiento de modulos consenso. Los parametros ingresados en esta funcion fueron
power = 8, networkType = “signed”, deepSplit = 2, pamRespectsDendro = F, minModuleSize =
30, reassignThreshold = 0, mergeCutHeight = 0.25, maxBlockSize = 52000. Especificamente, el

parametro maxBlockSize se ajustd a 52000 para permitir la construccion de redes en un solo bloque.
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La matriz TOM se convirtié en matriz de distancia y se elevo a una potencia ((1 — TOM)") para
hacer que las conexiones moderadamente fuertes fueran mas visibles. El mapa de calor de la matriz
transformada y el dendrograma de los modulos de coexpresion se generaron con la funcion TOMplot

de WGCNA.

Luego, para identificar los mddulos significativamente asociados con los fenotipos de interés
(grupo de edad o tejido), se correlacionaron los eigengenes de los modulos con los fenotipos utilizando
la funcidn cor (Pearson) de WGCNA. Después, se gener6 el vector de valores p de la misma longitud
que las correlaciones de entrada utilizando la funcién corPvalueStudent de WGCNA, y se ajustaron
con el método de Benjamini-Hochberg (1995). Estos valores se graficaron en un mapa de calor de

correlacion entre modulos y fenotipos con ComplexHeatmap.

Finalmente, se cuantificaron las asociaciones de cada gen con el fenotipo de interés usando
la medida de significancia génica (GS), que se define como el valor absoluto de la correlacion entre
el gen y el fenotipo (Langfelder y Horvath, 2008). Ademas, para cada gen, también se empled una
medida cuantitativa de su pertenencia al modulo (membresia intramodular o MM), la cual se define
como la correlacion del perfil de expresion del gen y el eigengen de su mddulo. Estas dos medidas
se utilizaron en graficos de correlacion para identificar los genes/REs con mayor asociacién a un

fenotipo y a la vez la mayor pertenencia a (o importancia para) su modulo.

5.4.2.6. Analisis de enriquecimiento en mdédulos de coexpresion

El enriquecimiento de vias bioldgicas en cada mddulo de coexpresion se determind con un analisis
de sobrerrepresentacion basado en la prueba hipergeométrica, tal como se implementa en la funcion
faseaORA/fora de FGSEA 1.24.0 (Korotkevich ef al., 2021). La anotacion de Gene Ontology (GO)
generada previamente se utilizo para producir una lista especifica del ajolote de términos de GO y
sus correspondientes genes miembro para usar como referencia. El enriquecimiento de cada modulo
se analiz6 de forma independiente: el conjunto de genes de consulta se definid como todos los genes
miembros del modulo, es decir, los detectados por WGCNA, y el universo/fondo/background génico

se defini6 como el conjunto de genes para los cuales al menos 3 muestras de cualquiera de los
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fenotipos (Grupo de edad o tejido) que estaban significativamente correlacionados con el modulo
(BH-adj p < 0.05) tenian un conteo de TEcount crudo de al menos 10. Solo los conjuntos de genes

enriquecidos con minimo 10 y maximo 500 genes fueron incluidos en la prueba.

5.4.2.7. Deteccion de genes y elementos repetitivos centrales (hub)

Los genes o elementos repetitivos centrales/eje/hub de los mddulos de coexpresion se identificaron

utilizando dos métodos de ordenamiento distintos:

Bajo el primer método, se utilizé una versiéon modificada de la funcion ChooseTopHubI-
nEachModule del paquete WGCNA para identificar los cuatro genes con la mayor conectividad en

cada modulo, tomando en cuenta todos los genes en la matriz de expresion.

En el segundo método, la TOM de cada mddulo de coexpresion se ingreso en la funcion
exportNetworkToCytoscape del paquete WGCNA para exportar su correspondiente red a archivos
de nodos (genes/REs) y aristas (adjyacencias/pesos). Se utiliz6 un filtro de adyacencia a,; > 0.02
para mantener las aristas de cada red. Los nodos y aristas generados se importaron a Cytoscape
3.10.1 (Shannon ef al., 2003) y los 20 principales genes/REs Aub de cada mddulo se identificaron
en funcion de su maximal clique centrality (MCC), calculada con el complemento cytoHubba 0.1

(Chin et al., 2014).

Los conjuntos de genes/REs resultantes de la uniones de ambos métodos de ordenamiento
se utilizaron para generar nuevas redes sobre las que posteriormente se aplicaron los siguientes
algoritmos para mejorar su visualizacion: edge-weighted spring embedded layout (basado en el
peso/TOM), yFiles (v1.1.3) Remove Overlaps 'y yFiles (v1.1.3) Organic Edge Router (Wiese et al.,
2004; yWorks GmbH, 2023). A continuacion, se utilizd Cytoscape StringApp 2.0.2 (Doncheva
et al., 2019) para recuperar las asociaciones proteicas fisicas y funcionales (con una puntuacion de
confianza >0.4) entre los genes hub identificados, consultando la base de datos STRING (Szklarczyk

et al., 2019, 2021), y finalmente anotando las asociaciones en las redes manualmente.
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6.1. Analisis de muestras de RNA-seq de ajolotes nativos
6.1.1. La expresion diferencial de genes durante la regeneracion

Para determinar los genes que se expresan diferencialmente durante la formacion del blastema de la
extremidad, se extrajeron muestras de RNA de la amputacion de una extremidad posterior de cinco
ajolotes subadultos (de 8 meses) y dos adultos (de 8 afios). Diez dias después de la amputacion, se
recolectaron tejidos de blastema solo de los cinco ajolotes subadultos, ya que ninguno de los ajolotes
adultos mostrd desarrollo de tejido regenerativo (Figura 6.1). Después de la extraccion, las muestras
se sometieron a RNA-seq, y se cuantificaron y analizaron sus niveles de expresion siguiendo dos

métodos distintos (ver Métodos).

Subadultos (8 meses)

Extremidad
posterior

Adultos (8 arios)

10 dias |
posamputacion

® Extremidad

posterior
Blastema de la | &) \.} &

extremidad

Figura 6.1. Representacion grafica del muestreo de tejido de ajolotes nativos. El muestro consistioé en cinco
amputaciones de extremidades y cinco blastemas (10 dias posamputacion) de especimenes subadultos (8 meses de edad),
y dos amputaciones de extremidades de especimenes adultos (8 afios de edad).

Para evaluar la similitud entre las muestras de tejido extraidas y determinar si los conteos de
lecturas se ajustaban a las expectativas del disefio del experimento, se visualizaron las distancias

entre las muestras mediante un analisis de correlacion y un analisis de componentes principales
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(PCA) (Figura 6.2). En un PCA, los datos de las muestras se proyectan en un plano 2D que permite
identificar las dos direcciones que explican la mayoria de sus diferencias (X. Chen et al., 2020). El
PCA de los recuentos de expresion normalizados revel6 la presencia de dos subgrupos subyacentes al
conjunto de datos, correspondientes a los dos tipos de tejido: extremidad y blastema de extremidad.
Uno de los tejidos de extremidad de ajolote subadulto (SA-L4) resulto ser el mas distante con base en
su correlacion de Pearson, sobre todo con respecto a dos blastemas de subadultos (SA-B3 y SA-B1).
En términos generales, estas previsualizaciones mostraron que la mayor parte de la variacion entre
las muestras secuenciadas se debio a las diferencias entre el blastema y el tejido de la extremidad,

mientras que las diferencias por el envejecimiento fueron menos notorias.
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Figura 6.2. Previsualizacion de la calidad y agrupamiento de los conteos de genes y elementos repetitivos (REs) en
ajolotes nativos. Izquierda: grafico de analisis de componentes principales (PCA) basado en los conteos transformados
de genes y elementos repetitivos. Derecha: mapa de calor de distancias entre muestra y muestra. » es el coeficiente de
correlacion de Pearson. SA: subadulto, A: adulto, L: extremidad, B: blastema.

Luego, para identificar individualmente aquellos genes con una tasa de cambio significativa
entre los dos tejidos, es decir, durante la formacion del blastema, se llevo a cabo un analisis de
expresion diferencial (DEA). Este analisis reveld que 971-1095 de los genes expresados diferen-
cialmente (DEGs) en el contraste entre el blastema y la extremidad estaban regulados a la baja, y
131-180 genes estaban regulados al alza (Figura 6.3a). Es importante destacar que, en total, de

entre todos los contrastes, 213 genes no estan anotados en el genoma de referencia de A. mexicanum
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Figura 6.3. Expresion diferencial de genes durante la regeneracion y el envejecimiento en ajolotes nativos. (a) grafi-
cos de volcan de las diferencias en la expresion de genes entre muestras de ajolotes adultos y subadultos y entre muestras de
blastema y extremidad. Los genes significativamente sobreexpresados (ash-log, (FC) > log,(1.5), IHW-adj p < 0.05)
o subexpresados (ash-log,(FC) < —log,(1.5),IHW-adj p < 0.05) estan representados por puntos de color naranja
oscuro y azul oscuro, respectivamente. (b) grafico UpSet del total de genes diferencialmente expresados detectados
para cada método de cuantificacion y contraste, sus distintas combinaciones y su estado de anotacion. SA: subadulto, A:
adulto, L: extremidad, B: blastema.
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v6.0-DD (Figura 6.3b). A continuacion, se realiz6 un analisis de enriquecimiento de conjuntos
de genes (FGSEA) para identificar qué funciones o procesos bioldgicos fueron enriquecidos entre
todos los genes anotados. En concordancia con los resultados del DEA, el contraste entre blastema
y extremidad mostr6é una predominante regulacién negativa a nivel del proceso, con la supresion
de 598 términos GO y 47 vias KEGG y una menos numerosa activacion de 303 términos GO y
17 vias KEGG (Figura 6.4). Los términos reprimidos estan asociados principalmente con las vias
relacionadas con el desarrollo, la diferenciacion y la contraccion musculares, ademas del ensamblaje,
la organizacion y la sefalizacién de los componentes del musculo. Ademas, los componentes y
la sefializacion de la matriz extracelular, y las uniones celulares, también se vieron suprimidos
en el tejido regenerativo. Por el contrario, los procesos activados en el blastema se relacionaron
en su mayoria con componentes y procesos ribosomicos, traduccion, catabolismo del mRNA y

direccionamiento de proteinas.
6.1.2. La expresion diferencial de genes como efecto del envejecimiento

Para identificar los genes y los procesos bioldgicos afectados por el envejecimiento (una diferencia
de edad de 88 meses), se compararon las muestras de tejido de ajolotes adultos con las muestras
provenientes de ajolotes subadultos. Aunque el nimero total de DEGs en este contraste fue menor que
el del contraste entre blastema y extremidades, de manera similar reveld mas genes regulados a la baja
que al alza: 38-50 subexpresados y 4-8 sobreexpresados (Figura 6.3). Por el contrario, la mayoria
de los términos GO enriquecidos experimentaron una activacion en lugar de una supresion. Sin
embargo, en el caso de las vias KEGG, 7 términos fueron detectados como suprimidos y solo 2 como
activados. En términos generales, los términos suprimidos estan relacionados con los constituyentes
de la matriz extracelular, la coagulacion, el lumen de Golgi y la via de sefializacion estimulante
del receptor de lectina de tipo C. Al igual que en el contraste de blastema contra el tejido de la
extremidad, los términos activados en el contraste de edades incluyeron vias como el ensamblaje de
elementos ribosomales, la traduccion, el catabolismo de mRNA y el direccionamiento de proteinas

(Figura 6.4). Esto sugiere que, en ajolotes nativos, la produccion y metabolismo del mRNA y
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las proteinas son procesos afectados por el aumento en la edad, pero también requeridos para la
formacion del blastema. Por otro lado, la supresion de las vias del desarrollo muscular parece ser
caracteristica del proceso regenerativo, ya que no se observo en el contraste de adultos y subadultos

nativos.

6.1.3. La expresion diferencial de retrotransposones durante la rege-
neracién

Con el objetivo de observar el papel de los elementos repetitivos, se cuantificd y analizé su expresion a
nivel de subfamilia. Las «inserciones» o loci de elementos repetitivos dentro de un genoma particular
se pueden agrupar en subfamilias, que son conjuntos de REs que estan altamente relacionados
a nivel de similitud de secuencia y son relativamente distintos de otros elementos (Jurka et al.,
2005; Jin et al., 2015). En la comparacion del blastema contra el tejido de la extremidad, el analisis
reveld unicamente 7-8 subfamilias de REs expresadas diferencialmente (DERESs), en especifico,
2-6 subfamilias reguladas negativamente y 1-6 reguladas positivamente (Figura 6.5a). A pesar del
reducido nimero de subfamilias con expresion significativamente distinta, se detectd un patron
aparente de regulacion negativa de elementos repetitivos. Ademas, considerando que cada una de estas
DERESs puede abarcar multiples loci, desde ~200 hasta mas de ~11 000 inserciones (Nowoshilow
et al., 2018), el efecto de su subexpresion en el blastema puede tener un impacto gendémico o
regulatorio incluso mas importante que el de los DEGs detectados en el analisis anterior. Entre las
DERE:s identificadas, 6 pertenecen a la familia Chromoviridae y 6 a la familia Mag, ambas miembros
de la superfamilia de retrotransposones Ty3 y la clase LTR, las més abundantes en el genoma del
ajolote. Un hallazgo relevante fue que tres DEREs no han sido anotadas en la biblioteca de repetidos
de referencia para 4. mexicanum y estan etiquetadas como pertenecientes a una clase desconocida.
En el contraste entre grupos de edad, solo un método de cuantificacion, ExplorATE, permitié la

deteccion de un reducido namero de DEREs (Figura 6.5b).
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Figura 6.5. Expresion diferencial de elementos repetitivos (REs) durante la regeneracion y el envejecimiento en
ajolotes nativos. (a) Los graficos de volcan muestran las subfamilias REs diferencialmente expresadas (DEREs) entre
muestras de adultos y subadultos y entre muestras de blastema y extremidad. Los REs significativamente sobreexpresados
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estan representados por puntos de color naranja oscuro y azul oscuro, respectivamente. (b) grafico UpSet del total de
DERES por contraste y método de cuantificacion, sus distintas combinaciones y su estado de anotacion.
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Para comparar conjuntamente la expresion de genes y RE, se realizé una agrupacion jerarquica
de los genes y elementos repetitivos con el log fold change (LFC) absoluto mas alto tanto para los
contrastes de tejido como de grupo de edad. Con este fin, se calcul6 la cantidad en la que cada
gen/RE en una muestra especifica se desviaba de su promedio de expresion en todas las muestras
(desviacion con respecto a la media) y luego se agruparon los genes y RE seleccionados en tres

clusteres mediante division del dendrograma global (Figura 6.6).

Con este método, se detectaron dos bloques principales de genes/RE que covarian entre tipos
de tejido (blastema versus extremidad), uno incluye genes regulados negativamente relacionados con
el desarrollo y funcion musculares (cluster 1: MYL2, MYH3, CASQ1, TNNT3, etc.). El otro bloque
conecta a un RE desconocido (rnd-6_family-8458) con genes sobreexpresados relacionados con la
formacién, remodelacion y regeneracion Osea (cluster 3: KAZALD1, ODAM, IL11, ANGPTL?2, etc.).
En lo que respecta al contraste de edades, se identifico otro conjunto de genes para los cuales los
ajolotes adultos tienen una expresion mas baja (cluster 3: LY6E, HBZ, COLIA1/2, LOCI115082697,
etc.) y una expresion mas alta (cluster 2: ORF2 , NNMT y ZNF665) que los ajolotes subadultos.
Adicionalmente, se detectd un conjunto de genes/RE que covarian tanto entre tejidos como entre
grupos de edad: una quinasa especifica de proteinas ricas en serina/arginina (SRPK3), una serina
proteasa inactiva (PRSS35), la osteocalcina (BGLAP), una esfingomielina fosfodiesterasa (SMPD3)
y una endoribonucleasa del extremo 3’ de pre-mRNAs codificantes de histonas (MBLACI). Estos
genes, junto con cuatro retrotransposones Ty3 y dos REs desconocidos, también son regulados

negativamente en el blastema en comparacion con el tejido de la extremidad.

Los elementos repetitivos han mostrado un potencial regulador considerable, especificamente
en la modificacion de la expresion génica (Slotkin y Martienssen, 2007; Lopez-Maury et al., 2008;
Cowley y Oakey, 2013; Liu ef al., 2022). Para abordar el posible papel regulador de las DEREs
identificadas en el desarrollo del blastema, se evalu6 su contexto genomico y su vecindad con los
genes detectados como diferencialmente expresados. Para esto, se anot6 cada locus de cada DERE
con respecto a su caracteristica genémica o génica mas cercana. Como se muestra en la Cuadro 6.1,

la mayoria de los loci de DEREs se ubicaron en regiones intergénicas y en los intrones de genes que
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Cuadro 6.1. Resumen de los loci de subfamilias de elementos repetitivos expresados diferencialmente y las caracteristicas gendmicas (regiones intragénicas o
intergénicas) con las que se superponen para el contraste entre tejidos de blastema y extremidad en ajolotes nativos.

REs subexpresadas RE sobreexpresada

o Q [o\] o
. g & & R
Elemento Categoria Cluster compartido N | L A
g g g g = 2 9
genodmico/génico del gen en mapa de calor 2 Z g 2| © %® S
(Figura 6.6) B - = =
2 S 2 2 & g g
lnl \o‘ ol \o‘ “-l “-l ‘Hl
g &8 8 B8 - - hit
@4 8 8 = = =
TSS-promotor no DEG No compartido 5 3 7
subexpresado No compartido
sobreexpresado No compartido
TTS no DEG No compartido 1 5 11
subexpresado No compartido 1
sobreexpresado No compartido
CDS no DEG No compartido 1 4
subexpresado No compartido
sobreexpresado No compartido
5’-UTR no DEG No compartido 2 1 4
subexpresado No compartido
sobreexpresado No compartido
3’-UTR no DEG No compartido 4 1 1 3
subexpresado No compartido 1
sobreexpresado No compartido
exonico no DEG No compartido 3 3 1 18
subexpresado No compartido
sobreexpresado No compartido
intrénico no DEG No compartido 431 79 75 90 500 1761 1749
Compartido . . . 2
subexpresado No compartido 20 5 1 5 10 110 76
sobreexpresado No compartido 4 1 1 4 12 5
Compartido 1
otro génico no DEG No compartido 1 1

RE: subfamilia de elementos repetitivos, DERE: RE expresada diferencialmente, DEG: gen no expresado diferencialmente.

Continta en la siguiente pagina. ..
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Cuadro 6.1 — continta desde la pagina anterior

RESs subexpresadas

RE sobreexpresada

2 2 0§ 8
Elemento Categoria Cluster compartido tl l:\ (:| l:\
g = 8 8 = 2 3
genomico/génico del gen en mapa de calor 2 Z 2 2 © % 3
(Figura 6.6) :' 2‘ 2' 2‘ '—é’ '—é’ 'é’
2 2 2 2 & g g
v, \o‘ ol \o‘ ‘*—I ‘*—I '*-4|
g 8 8 £ - - i
& 8 & £ £ £
subexpresado No compartido
sobreexpresado No compartido
-5 kb no DEG No compartido 10 3 2 1 11 39 45
subexpresado No compartido . . . . 1
sobreexpresado No compartido 1
+5kb no DEG No compartido 18 2 2 1 7 36 30
subexpresado No compartido 2 1
sobreexpresado No compartido . . . . 1
-10 kb no DEG No compartido 15 3 2 4 17 61 44
subexpresado No compartido . . . . 1 1 3
sobreexpresado No compartido . . . . 1
+10 kb no DEG No compartido 29 3 3 2 16 68 38
subexpresado No compartido
sobreexpresado No compartido
Compartido . . . . . 1
-50 kb no DEG No compartido 97 20 18 18 179 598 306
subexpresado No compartido 2 . . . 1 10 7
sobreexpresado No compartido . . . . 1 5
+50 kb no DEG No compartido 90 23 13 17 164 438 223
subexpresado No compartido 3 . . . 3 11 4
sobreexpresado No compartido . . . . 4 . .
region intergénica 902 201 122 164 2237 8046 3138
Loci totales por DERE 1636 340 240 303 3167 11205 5724

RE: subfamilia de elementos repetitivos, DERE: RE expresada diferencialmente, no DEG: gen no expresado diferencialmente.

sopeynsay ‘9



6. Resultados

no presentaron una expresion diferencial significativa (no DEG). De hecho, solo una DERE de
clase desconocida (rnd-6_family-8458) contuvo loci que ademas de colocalizar o tener una super-
posicidon gendmica con un DEG, compartieron un grupo de desviacion de la media con ese mismo
DEG. Entre los DEGs que colocalizaron con rnd-6_family-8458 se encuentran WNTY9B, HHIPL I
y LOC115082697. Especificamente, solo 2 de 5724 loci de rnd-6_family-8458 estan contenidos
en el intrén mas posterior de LOC115082697, un gen que estd subexpresado en ajolotes adultos

(Figura 6.7 y Cuadro 6.1).

Para asignarle una posible funcion, se busco la secuencia consenso traducida de rnd-6 family-8458
frente a las bases de datos de dominios proteicos InterPro, PFAM y RepeatPeps (Repeatmasker), sin
embargo, estas solo revelaron una coincidencia: una region de una proteina que se predice que se
incrusta en la membrana (TMhelix). En general, estos resultados sugieren que la potencial regulacion
de la expresion génica por parte de los elementos repetitivos es independiente de su proximidad
genomica a los genes. En otras palabras, como los DEREs se detectaron fuera y lejos de los DEGs,
es probable que su efecto modulador no sea directo y requiera de la generacion de intermediarios o

la interaccién con otros factores reguladores.

6.2. Analisis global de muestras de RNA-seq de ajolote

6.2.1. La expresidon diferencial de genes en el envejecimiento y la
regeneracion

Para determinar si la expresion de genes con funciones en la regeneracion se ve afectada de manera
diferente por la edad en distintos tipos de tejido, como el efecto en el blastema comparado con el
efecto sobre la extremidad, se integraron 124 muestras de RNA-seq publicadas previamente que
comprendian tejidos distintos a la extremidad (no extremidad), tejidos de la extremidad y blastemas
de la extremidad, categorizados en grupos de edad: subadultos y adultos. Luego se cuantificaron y
contrastaron sus niveles de expresion de genes y REs junto con las muestras nativas de este trabajo
(Cuadro B.1). Con base en el PCA de las 136 muestras (Figura 6.8), los analisis de expresion

posteriores se realizaron considerando los efectos del lote.

60



6. Resultados

/QT ALz 0] e M o —
> 1
g ALt ] : n " e DR VA YWY U1 WUV VPN
0 9
6 SA-LS 0“ k ‘ e A A e
o 6
% SA-L4 ojl ‘ — A #‘ R S Ak
S 16
B SA-L3 0] L A i a
@ 13
S sz’ L Y — A .
o 16
g sat'l A i A R
= 10
S saesl A -~ -
—
o) 8
2 sass | A ) - A L
© 21
—
S ool -~ —
o) 7
-8 SA-B2 0] _‘L .~ B N —
O 10
LOC115082697_dup1 | |
Genes 1 1 1
LOC102940281
#
rnd-6_family-8458
Desconocido dup4674  dup4675
1 HIIEII i ] I ML mir 1 oI mi ini 1
Satélite |
RC
UNE B N I e n unrm | [ A | B [l
DNA | | I -
LR | | | I [ (11 ] . I | |
chr10p chr10p:1,025,020,907-1,025,186,389
FrTrrrrrrryproer T T T T T T T T T T T T T T T r T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T TT T T T
1025.04 Mb  1025.06 Mb  1025.08 Mb 1025.1 Mb 1025.12Mb  1025.14Mb  1025.16 Mb  1025.18 Mb
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Figura 6.8. Grafico de andlisis de componentes principales (PCA) de los
recuentos de genes y elementos repetitivos del analisis de muestras global.
Se muestran los conteos de las 136 muestras de RNA-seq analizadas, incluyen-
do los tejidos de ajolotes nativos y las muestras publicadas previamente. Los
conteos fueron normalizados con transformacion estabilizadora de la varianza
(VST).

En resumen, se encontrd que los ajolotes mas viejos exhiben muchos genes subexpresados y
sobreexpresados en comparacidon con sus contrapartes mas jovenes en todos los tejidos evaluados
(Figura 6.9). Se identificaron 3943-4281 genes regulados positivamente y 1190-1276 regulados
negativamente en el contraste de los tejidos que no son de las extremidades, 4763-4887 genes regu-
lados positivamente y 2490-2661 regulados negativamente en la comparacion de las extremidades,
y 623-748 genes regulados positivamente y 331-421 regulados negativamente en el contraste de
blastemas. Ademas, 2622 (~54 %) de los 4887 genes que se detectaron como sobreexpresados en
la comparacion entre las extremidades de adultos y subadultos también estaban subexpresados en
el blastema adulto, lo que representa un ~63 % del total de 4176 genes que estuvieron regulados
negativamente en blastemas adultos en comparacion con las extremidades adultas (Figuras 6.9
y 6.11). Sin embargo, en términos tanto de cantidad como de tipo de vias biologicas enriquecidas,
los tejidos correspondientes a no extremidad y a extremidad de ajolotes adultos fueron mucho mas

similares entre si que con los blastemas adultos. En los tejidos de extremidad y no extremidad

el envejecimiento desencadena una supresion sustancial de vias relacionadas con la traduccion,
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el desarrollo muscular y la activacion de la motilidad celular y la formacion de cilios o flagelos;
mientras que en el blastema la edad solo provoca una activacion limitada de las vias relacionadas
con el desarrollo de las células del cristalino y los metabolismos de nicotinato, nicotinamida, piridina

y selenocompuestos (Figura 6.10).

En concordacia con lo se observo en los contrastes de edad, las comparaciones por tipo de
tejido revelaron que, durante la regeneracion, el blastema exhibe una regulacion negativa importante
y una (menor) regulacion positiva de genes en comparacion con los tejidos de las extremidades y
de no extremidad (Figura 6.11). A nivel de vias bioldgicas, los blastemas de los ajolotes adultos
mostraron una activacion significativa de los ribosomas citosolicos, la morfogénesis embrionaria de

las extremidades y el sistema esquelético, y el desarrollo no embrionario de cartilagos y extremidades,
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Figura 6.9. Diferencias en la expresion génica entre muestras globales de distintos tejidos y grupos de edad en ajolo-
tes. Los graficos de volcan muestran las diferencias en la expresion génica entre adultos y subadultos para cada tipo de teji-
doy las diferencias en el efecto de la edad para cada comparacion de tejidos. Los genes significativamente sobreexpresados
(ash-log, (FC) > log,(1.5), IHW-adj p < 0.05) o subexpresados (ash-log,(FC) < —log,(1.5),IHW-adjp < 0.05)
estan representados por puntos de color naranja oscuro y azul oscuro, respectivamente.
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en contraste con la extremidad (Figura 6.12). Al mismo tiempo, exhibieron supresion de la trans-
posicion, la motilidad celular dependiente de cilios o flagelos y el desarrollo de espermatidas. La
subexpresion y sobreexpresion de genes entre el blastema y los otros tejidos fueron mas fuertes
en las muestras de ajolotes adultos que en las muestras de ajolotes subadultos (Figura 6.11). Sin
embargo, los blastemas de ajolotes subadultos no mostraron una activacion significativa de vias
biologicas en comparacion con los tejidos de las extremidades, sino solo una pequeia supresion de
los componentes celulares involucrados en la morfogénesis y las vias de desarrollo y contraccion

musculares, como el ensamblaje de miofibrillas y la organizacion de los sarcomeros (Figura 6.12).

En resumen, se descubri6 una diferencia significativa en el efecto que tiene la edad sobre el

blastema, respecto al efecto que tiene sobre la extremidad. En relacion con la extremidad, el enve-
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Figura 6.11. Diferencias en la expresion génica entre muestras globales de distintos tejidos de ajolote. Los
graficos de volcan muestran las diferencias de expresion génica entre tejidos, por separado para cada grupo de edad
(adultos y subadultos). Los genes significativamente sobreexpresados (ash-log, (FC) > log,(1.5), IHW-adj p < 0.05)
o subexpresados (ash-log,(FC) < —log,(1.5), IHW-adj p < 0.05) estan representados por puntos de color naranja
oscuro y azul oscuro, respectivamente.
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jecimiento tiene un efecto positivo neto sobre el musculo estriado, el cartilago y el desarrollo de
sinapsis en el blastema (Figura 6.10). En otras palabras, la supresion del desarrollo de la estructura
muscular y nerviosa relacionada con la edad que se observa en las extremidades de edad avanzada
parece alcanzar un efecto casi equivalente, fuera del proceso regenerativo, a la supresion muscular
necesaria durante el desarrollo del blastema. Por el contrario, dado que las extremidades de los
ajolotes subadultos no han sufrido un efecto relacionado con la edad, sus blastemas si inducen una
represion del desarrollo del musculo estriado (Figura 6.12). Esto sugiere que el envejecimiento
limita especificamente la modulacion de la formacion de tejidos musculares durante la regeneracion,
lo que podria ser una de las principales razones por las que la regeneracion de la extremidad se

vuelve menos eficiente con la edad.

6.2.2. La expresion diferencial de elementos repetitivos en el envejeci-
miento y la regeneracion

Posteriormente, se evalu6 la expresion de REs a nivel de subfamilia en todas las muestras. Se hallo
que los ajolotes mas viejos exhiben una mayor expresion de retrotransposones que sus homoélogos
mas jovenes en las extremidades y otros tejidos, pero no en el tejido regenerativo de la extremidad. En
la comparacion de tejidos de no extremidad entre adultos y subadultos, se identificaron 3-31 DEREs
reguladas negativamente y 134-396 reguladas positivamente, siendo la mayoria retrotransposones
Ty3 (LTR) o REs desconocidos (Figura 6.13 y Cuadro 6.2). De manera similar, el contraste de
las extremidades entre diferentes grupos de edad mostr6 0-24 DERE subexpresadas y 223-519
sobreexpresadas, de las cuales la mayoria eran Ty3 o REs desconocidos. Por el contrario, no se
detect6 ningin RE expresado diferencialmente de manera significativa en la comparacion entre

blastemas de adultos y blastemas de subadultos.

De acuerdo con lo que se observo en las comparaciones entre grupos de edad, los contrastes
por tipo de tejido revelaron que, durante la regeneracion de la extremidad, el blastema muestra una
subexpresion importante de, principalmente, retrotransposones Ty3 de las familias Chromoviridae

y Mag, versus las muestras de tejidos de la extremidad y de no extremidad (Figura 6.14). Esta
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Figura 6.13. Diferencias en la expresion de elementos repetitivos (REs) entre muestras globales de distintos
tejidos y grupos de edad en ajolotes. Los graficos de volcan muestran las diferencias en la expresion de REs entre
adultos y subadultos para cada tipo de tejido y las diferencias en el efecto de la edad para cada comparacion de
tejidos. Los REs significativamente sobreexpresados (ash-log, (FC) > log,(1.5), [HW-adj p < 0.05) o subexpresados
(ash-log, (FC) < —log,(1.5), IHW-adj p < 0.05) estan representados por puntos de color naranja oscuro y azul oscuro,
respectivamente.

regulacion negativa de la expresion de REs entre el blastema y las extremidades o tejidos de no
extremidad aparentd ser mds intensa en las muestras de ajolotes adultos que en las muestras de ajolotes
subadultos. Ademas, 209 (~40 %) de los 519 REs que se detectaron como regulados positivamente
en la comparacion entre las extremidades de adultos y subadultos también estuvieron regulados
negativamente en el blastema adulto, lo que representa un ~72 % del total de 304 REs que se
identificaron como subexpresados en los blastemas adultos al contrastarlos con las extremidades
adultas (Figuras 6.13 y 6.14). Sin embargo, contrariamente a lo que se encontrd para los genes
codificantes de proteinas, la diferencia en el efecto de la edad sobre el blastema, en comparacion con

el efecto que tiene sobre la extremidad, es significativa solo para unas pocas subfamilias, incluidos

dos LTRs Epsilon regulados al alza y un LTR Spuma y cuatro REs desconocidos regulados a la baja
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(Figura 6.13). Estos resultados indican que el blastema adulto es capaz de suprimir la mayor parte de
la sobreexpresion de REs causada por el envejecimiento en la extremidad, aunque la desregulacion

de los genes codificantes se matenga afectada.

Para analizar la expresion de genes y RE de manera conjunta, se llevaron a cabo agrupaciones
jerarquicas con base en la desviacion con respecto a la media de cada elemento y luego se dividieron

los genes y REs seleccionados en cuatro grupos mediante el dendrograma global.

En los clusteres 2 y 4 del primer dendrograma (Figura 6.15) se detectdé un conjunto de
genes/REs que covarian y son afectados por el envejecimiento en la extremidad, lo cual permitio
asociar varios genes (ZNF569, DMRTBI1, TESMIN, RTL1, ADAMY9, ARHGAP11A, PGBD4, H2BCl,

FERD3L, etc.) y LTRs (Chromoviridae, Mag, Metaviridae, Epsilon, Spuma, ERVL) regulados po-

Blastema vs. Extremidad Blastema vs. No extremidad Extremidad vs. No extremidad
ultos) (Adultos) (Adultos)
Subexp. =304 : : Sobreexp. =1 Subexp. =1057 : : Sobreexp. =2 Subexp.=0 : : Sobreexp.=0
11 11 11
15 I I I
[ . [ [
[ [ [
10 [ [ [
[ *1 [ [
[ 4 [ [
[ . [ [
51 . I e, 11 I
Ly [ .& [ [
— | I B | I (|
> 0____L—T‘T ——————————— TTE——— [——————= TT————
S 1 1 I 1 Categoria del
1 e
= ) ) i i elemento repetitivo
T Blastema vs. Extremidad Blastema vs. No extremidad Extremidad vs. No extremidad @ sobreexpresado
= (Subadultos) (Subadultos) (Subadultos) p
2 — — — @ Subexpresado
87 Subexp.=4 1 Sobreexp. =1 Subexp.=5 | Sobreexp. =1 Subexp.=4 1 Sobreexp. =2
! 11 11 11
15 I I I
[ [ [
[ [ [
10 [ [ [
[ [ [
[ [ [
[ [ [
51 (| (| (|
[ [ [
(| (| (|
—————— BHIT "7 [T TR IT T T T T T TR T AT T T
01 I 71 I I 1 I I 1 I
-5 0 5 -5 0 5 -5 0 5

ash-log,(FC)

Figura 6.14. Diferencias en la expresion de elementos repetitivos (REs) entre muestras globales de distintos tejidos
de ajolote. Los graficos de volcan muestran las diferencias de expresion de REs entre tejidos, por separado para cada
grupo de edad (adultos y subadultos). Los elementos repetitivos significativamente sobreexpresados (ash-log, (FC) >
log,(1.5), IHW-adj p < 0.05) o subexpresados (ash-log,(FC) < —log,(1.5), IHW-adj p < 0.05) estan representados
por puntos de color naranja oscuro y azul oscuro, respectivamente.
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Cuadro 6.2. Recuento y anotacion de las subfamilias de elementos repetitivos expresadas diferencialmente en los contrastes de edad y tejido de muestras de ajolote.

LTR LINE SINE DNA RC

Grupo de Muestras cgntrastadas Categolr’ia de E) é o - °
muestras (efectos estimados) Z);fz::gg] . g :.]l _g i é- E % B} = .
. 5 5 2 E 5 2z ¢ T 5 & 2 2 35 o £ & & E
= B B & &£ &8 § 3 & 3 & & E 19 $# £ = £ = 2 B 2 § & B
Este trabajo Adultos vs. Subadultos sobreexpresado 5 5
(nativos) subexpresado 4 4
Blastema vs. Extremidad sobreexpresado 6 1 7
subexpresado 6 2 8
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sitivamente con varios genes regulados negativamente (NOX1, MDY, UGTI1A1, BTBD17, BIRCS,
GIMAP4, AK8, MSGN1, SLC6A43, TXNC2, etc.). Esta similitud entre genes y REs, tanto en los
patrones de variacion con respecto a la media como en la expresion diferencial absoluta, sugiere que
estos genes y REs podrian estar regulados por los mismos factores. Ademas, es importante recalcar
que se identificaron muchos genes no anotados y REs desconocidos con un perfil de variacion similar
asociado con la extremidad envejecida. Este hallazgo resalta la importancia de estudiar las regiones
no anotadas del genoma del ajolote, ya que muestran patrones de expresion claramente diferenciados,
similares a los de genes o elementos repetitivos conocidos, lo que sugiere que podrian tener una
funcion regulatoria necesaria en el desarrollo de la extremidad. De manera opuesta, para la mayoria
de los genes/REs de este conjunto, el envejecimiento tiene un efecto significativamente diferente
en el blastema. Por ejemplo, para algunos genes el envejecimiento tiene el efecto contrario: genes
como PGBD4, FERD3L, TESMIN y H2BC1 estan regulados a la baja, mientras que genes como
MSGNI, BIRCS5, MDY y TXNC?2 estan regulados al alza. Para otros genes/REs, su expresion no
se ve afectada por el envejecimiento en el blastema: SLC643, BTBD17, UGT1A1, ADAM9, RTLI,
NOXI, DMRTBI1, ZNF569,un LTR Spuma y otros REs desconocidos. En otros casos, el efecto del
envejecimiento tiene la misma direccion pero una magnitud significativamente menor (por ejemplo,
AK8) o mayor (por ejemplo, CERI) en el blastema. Finalmente, otros genes como REGIB, CRYGB,
ROHU 019343 y un transposon con un dominio putativo de DNA polimerasa (D9C73 _028124),

solo se ven afectados por la edad en el blastema, y no en la extremidad.

Ademas, se detectaron conjuntos de genes/REs que covarian en los blastemas cuando se
contrastan con los tejidos de las extremidades (Figura 6.16). Un de estos conjuntos consto de
genes con una regulacion positiva distintiva en el blastema subadulto, incluidos BHLHAY, DDX4,
XELAEV 18033243MG, PARPI 0030888, OVOL3, CCDC166, UCP3, MUC5B, CIORF11 y varios
genes no anotados (p. €j., AMEX60DDU001002634, AMEX60DD050544, AMEX60DD029513).
Estos genes no mostraron desregulacion en el blastema de ajolotes adultos. Por otro lado, genes como
CDKL3, RGSL2, OR8H3, ACRBP, CA13, MORC4, FSIP2, AQPS8, CYP2A6 y S100PBP formaron

un grupo covariante claramente regulado a la baja en el tejido regenerativo de ajolotes subadultos,
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e incluso mas subexpresado en el blastema de los adultos. Por el contrario, las DEREs en estos
grupos exhibieron una desregulacion menos notable que los genes que codifican proteinas. Tal es el
caso de un conjunto distintivo de retrotransposones Ty3 (Chromoviridae, Mag, Metaviridae) que
en su mayoria estuvo regulado negativamente en el blastema de ajolotes adultos, con solo unas
pocas subfamilias subexpresadas en blastemas subadultos. Entre las principales DEREs, solo dos
mostraron una regulacion positiva en los blastemas: el repetido desconocido descrito previamente

(rnd-6_family-8458) en subadultos y un LTR Epsilon (9500 10000 cluster 33) en adultos.

A continuacidn, para abordar el posible papel regulador de las DEREs identificadas sobre
genes diferencialmente expresados, se anot6 cada locus de cada DERE con su caracteristica genémi-
ca/génica mas cercana. Curiosamente, la mayoria de los loci de DEREs analizados se ubicaron en
regiones intergénicas (~55 %) o dentro de los intrones (~23 %) o regiones 50 kb aguas abajo (~4.5 %)
de genes no diferencialmente expresados.Solo una fracciéon limitada de todos los loci de DEREs
se ubicaron en los intrones de DEGs regulados negativamente (~4.4 %) y regulados positivamente
(~1.9%). Por ejemplo, 7750 8250 cluster 73, una subfamilia Chromoviridae:Ty3:LTR regulada
positivamente en el contraste entre las extremidades adultas y subadultas se localiza dentro de un
intron de HIRA, un gen que también se sobreexpresa para el mismo contraste (Figura 6.17). Sin
embargo, ninguno de los DEGs y loci de DEREs que colocalizaron en el genoma compartié un clister
de desviacion de la media. Al igual que en el analisis de ajolotes nativos, estos resultados sugieren
que la regulacion de la expresion génica por parte de los elementos repetitivos es independiente de

su proximidad gendmica.

6.2.3. La coexpresion de genes y elementos repetitivos en el envejeci-
miento y la regeneracién

Ademas de su impacto directo en la expresion de genes colocalizados o vecinos, los elementos
repetitivos también pueden establecer redes de expresion con otros genes codificantes, contribuyen-
do a funciones bioldgicas especificas (Liu et al., 2022). Para explorar més a fondo las funciones

potenciales de las DEREs en el envejecimiento y en el desarrollo del tejido regenerativo de la
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extremidad, se examind la correlacion entre los genes y los REs de todas las muestras mediante un
andlisis ponderado de redes de coexpresion de genes (WGCNA). Este andlisis reveld 16 modulos de
coexpresion, con tamafos que oscilaron entre 126 y 11203 genes/REs (Figura 6.18). A continua-
cion, para comprender el significado fisiologico de los modulos, se evalud la correlacion entre los
eigengenes de los 16 mddulos y los fenotipos de las muestras (Figura 6.18b). El eigengen de un
moédulo determinado se define como su primer componente principal; puede interpretarse como una
representacion o un promedio de los perfiles de expresion génica dentro del modulo (Langfelder
y Horvath, 2008). El fenotipo de una muestra, en este caso, se refiere al grupo de edad (adultos o

subadultos) o el tipo de tejido (no extremidad, extremidad o blastema de extremidad).

Los eigengenes de varios mddulos estuvieron altamente correlacionados con el fenotipo
del grupo de edad, incluido el modulo 5 (negro; 1690 genes; correlacion con la edad adulta: » =
—0.72,BH-adj p = 1.3x1072!), modulo 6 (amarillo; 4451 genes; correlacion con la edad adulta:
r = —0.64, BH-adj p = 7.9x1071%), médulo 1 (verde; 3948 genes y 2 REs; correlacion con la edad
adulta: r = —0.49, BH-adj p = 8.5x107%) y mddulo 16 (gris; 8612 genes y 2 REs; correlacion con
la edad adulta: r = —0.45, BH-adj p = 1.7x1077). Se descubri6 que estos médulos también estaban
altamente correlacionados con el fenotipo tisular, especificamente los tejidos de las extremidades,
aunque solo dos de estos mddulos estaban significativamente correlacionados con el blastema de
las extremidades: modulo 5 (r = 0.27, BH-adj p = 0.00552), y médulo 16 (r = 0.22, BH-adj p =
0.027). Por otro lado, solo dos de los 16 moédulos contuvieron REs coexpresados: el modulo 1 incluy6
las subfamilias 713750 14250 cluster 243:Spuma:LTR y 5000 5500 cluster 187:Mag:Ty3:LTR,
mientras que el modulo 16 incluy6 la subfamilia 6250 6750 cluster 443:Chromoviridae:Ty3:LTR
y un RE desconocido (rnd-3_family-511) (Figura 6.18c). En el Cuadro D.1 se presenta la lista de
los DEGs y DEREs con mayor tasa de cambio con base en los contrastes de expresion diferencial,

asi como el modulo del WGCNA al que pertenecen.

Luego, para cuantificar las asociaciones entre genes/REs individuales y los fenotipos de
interés (grupo de edad o tejido de blastema), se calculd su significancia génica (GS), definida como

el valor absoluto de la correlacion entre cada gen/RE y el fenotipo, y su membresia intramodular
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Figura 6.18. Coexpresion de genes y elementos repetitivos (REs) y su asociacion con el envejecimiento y la
regeneracion en el ajolote. (a) Mapa de calor del sobrelapamiento topologico en la red de genes y REs. Cada fila 'y
columna corresponde a un gen/RE, el color claro indica un sobrelapamiento topoldgica alta y el rojo progresivamente mas
oscuro denota un sobrelapamiento topologica mas baja. Los cuadrados mas claros a lo largo de la diagonal corresponden
a modulos de coexpresion. El dendrograma de genes/REs y la asignacion de mddulos se muestran en la parte superior.
(b) Mapa de calor de la correlacion de Pearson entre mddulos y fenotipos (grupo de tejido o edad). Cada celda muestra
el valor de correlacion en la parte superior y el BH-adj p asociado debajo. (¢) Grafico UpSet de las intersecciones entre
genes/REs del médulo y el conjunto completo de genes y REs expresados diferencialmente detectados previamente
mediante analisis de expresion diferencial.
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(MM), definida como la correlacion entre el eigengen del modulo y el perfil de expresion del gen/RE
(Langfelder y Horvath, 2008). Se descubri6 que la GS y la MM estaban altamente correlacionadas en
los médulos 5 (negro), 6 (amarillo) y 1 (verde), lo que denoto que los genes/REs asociados de manera
muy significativa con el grupo de edad del ajolote también eran los elementos mas importantes
de sus modulos (Figura 6.19a). Si bien esto fue cierto para los modulos correlacionados con el
grupo de edad, los modulos asociados con el blastema mostraron una correlacion minima entre GS y
MM (Figura 6.19b), lo que podria indicar que solo un submodulo de genes/REs se relaciona con el

blastema y que esta asociacion modulo-fenotipo requiere posterior validacion.
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Figura 6.19. Significancia para el fenotipo (GS) y membresia intramodular (MM) de genes y elementos repetitivos
en modulos de coexpresion. (a) Diagramas de dispersion de MM versus GS en los modulos con mayor correlacion con
el grupo de edad. (b) Diagramas de dispersion de MM versus GS en los médulos con mayor correlacion con el blastema
de extremidad.
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A continuacion, se realizé un analisis de sobrerrepresentacion (ORA) para determinar si estos
modulos estaban enriquecidos significativamente por ontologias génicas conocidas (Figura 6.20).
Entre las 681 vias significativamente enriquecidas que se detectaron en el modulo 5 (negro), las
principales estaban relacionadas con los componentes del ribosoma citosolico, el metabolismo
del rRNA y el mRNA, Ia iniciacion y regulacion de la traduccion, el direccionamiento de las
proteinas a la membrana y el reticulo endoplasmico, y la regeneracion del higado. El médulo 6
(amarillo) mostr6 una sobrerrepresentacion de 1 416 términos GO, asociados principalmente con la
morfogénesis, diferenciacion y funcion del musculo estriado (deslizamiento de filamentos de actina-
miosina, regulacion de la contraccion, etc.), asi como otros términos involucrados en el desarrollo
como los constituyentes estructurales de la matriz extracelular, la union a glicosaminoglicanos y
la diferenciacidon de condrocitos. Se identifico un conjunto de 1 820 términos significativamente
enriquecidos en el mddulo 1 (verde), en el que las vias predominantes estaban implicadas en las
respuestas inmunes e inflamatorias, la supervivencia y proliferacion celular y el desarrollo de
la piel/queratinocitos. En particular, los términos mas significativos de este modulo estuvieron
involucrados en la regulacidon negativa de la senalizacion de la quinasa I-kappaB/NF-kappaB, la
respuesta inmune, los procesos virales y la produccidn de citocinas, pero también en la regulacion
positiva de la via de sefializacion apoptdtica. El modulo 16 (gris) se enriquecio significativamente
en 60 términos GO, incluida la digestion, la membrana de granulos de zimogeno, la actividad N-
metiltransferasa (principalmente la dependiente de SAM vy especifica de H3-K4 o H3-K36), los
procesos relacionados con la meiosis (regulacion, conversion de genes, recombinacion, reparacion

de rupturas de doble cadena (DSBs), etc.) y la regulacion positiva del reemplazo del tejido conectivo.

Posteriormente, para identificar los elementos centrales o hub de cada médulo, se selecciona-
ron los genes/REs con valores de conectividad intramodular (Figuras 6.19 y 6.21) y maximal clique

centrality (MCC) (Figura 6.21) mas altos.

En concordancia con los resultados del ORA, se encontr6 que la mayoria de los genes Aub
en el mddulo 5 (negro) codificaban proteinas de las subunidades ribosomicas pequefias y grandes

(RPS3, RPLP2, RPS9, RPL23, etc.), asi como un factor eucariota de elongacién de la traduccion
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involucrado en la transferencia de tRNA aminoacilados al ribosoma (EEF1B2) y un gen no anotado
AMEX60DD030462 (Figura 6.21). También se anotaron las interacciones funcionales y fisicas de
los genes Aub con base en los datos de STRING y se observo que todas las proteinas en este modulo,
excepto el gen no anotado, tienen interacciones reportadas previamente en estudios de coexpresion,

mineria de textos, u otras bases de datos, etc.
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Figura 6.20. Enriquecimiento de vias biologicas en los médulos de coexpresion con mayor correlaciéon con el
grupo de edad o tejido regenerativo en ajolotes. El diagrama de puntos muestra los términos de ontologia génica
(GO) y las vias de la Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGGQG) significativamente enriquecidos en cada
modulo de coexpresion mediante un analisis de sobrerrepresentacion (ORA).

80



6. Resultados

Modulo 5 (negro) Modulo 6 (amarillo)

LOC112547415.5°

e

MEXEODDOOW']S i

"‘ ‘-v‘ /=
—- u ‘\
" “ag® ‘"5"
>~ ‘ap
Y l‘! \

/4\»& R RO NN .,

g »
;},.,;,, D szsonnoneo‘l ;

i“"z e ‘At

.\~-:"/4" )/
S ht\~41’
R3A|

X T
b,»;«

MCC del \' MCC del
nOd?soo Tipo de hub Peso de la N ‘ ’,}"' "°d§0000
(no exclusivo) arista (TOM) \ [/ PPP1 [ |
1150 O 20 con MCC mas alta 812 = = 27500
1000 4 con conectividad == 0.20 — - 25000
WGCNA mas alta —025
850 N e e e — - 22500

- = 700 Interacciones STRING (confianza 2 0.4)

== Co-expression === Solo para algunos

== Textmining nodos del grupo
Protein homology

Médulo 1 (Verde) = From curated databases Moédulo 16 (gris)
== Experimentally determined

4,.» 2 ®, a¥s
V™ 4-5 0,
< ‘y. ABCA12.1 Loc]uszzaea ST&SIAS 1 /\
A m o s
72,y P ql N&

\ [ \'7,4-.
A Vi
" "' ‘\ '. GLTPD)

LOC105657500 AMEXGDDDDID]Z]
-ll )

\V/ l’a K A‘l’, mm-v
4 e >TA ¢

—J
Sow R
. LITAFD. s ‘ " “A_EXGUDW““ [EEoHE m@zss /\
‘ AMEXGODDUZGHS u GSONMT00027580001.27 ()
MCC del - v LOC113746826.2 MCC del
1 [ nodo
25000 ‘é A ’
I 22000 '. ‘ ‘ /\ 7 | | 175
19000 ADAPl AMEXGODDD]637 mwwmmmmsxsonnounss —— 150
16000 \J - =125

— — 13000

Figura 6.21. Genes y elementos repetitivos (REs) centrales (hubs) en los médulos de coexpresiéon con mayor
correlacion con el grupo de edad o tejido regenerativo en ajolotes. Se muestran las subredes de coexpresion con
los genes o REs Aub en los modulos 1 (negro), 6 (amarillo), 1 (verde) y 16 (gris). Los Aubs fueron seleccionados en
funcion de sus puntajes de conectividad intramodular y maximal clique centrality (MCC). Los sufijos numéricos de los
simbolos génicos indican genes duplicaod. Las asociaciones proteicas fisicas y funcionales reportadas para estos genes
se muestran como aristas codificadas por colores.
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En el modulo 6 (amarillo), el gen con el puntaje de MCC més alto fue PPPIR3A4, una
subunidad reguladora de la proteina fosfatasa 1 (PP1) que acttia sobre el glucogeno y es esencial
para la division celular, la regulacion del metabolismo del glucogeno, la contractilidad muscular y la
sintesis de proteinas (Figura 6.21). Otros genes centrales en este mddulo también fueron relacionados
con el desarrollo y la actividad muscular (NRAP, ZNF106, MYOT, etc.), lo que, ademas de coincidir
con los resultados del ORA, también concuerda con los reportes de que PPPIR34, MYOT, MYPN y
NRAP se coexpresan. Adicionalmente, se identificaron dos interactores previamente reportados, la
ornitina descarboxilasa 1 (OCD1) y su homodlogo enzimaticamente inactivo el inhibidor de antizimas
2 (AZIN2) como genes hub en este modulo. Aunque no se detectdé ningun RE de la biblioteca
de repetidos coexpresado como tal en el médulo 6, se encontraron tres genes Aub que codifican
dominios proteicos (putativos) caracteristicos de los elementos retrotransponibles. Especificamente,
LOC790411 contiene dominios de transposasa y transcriptasa inversa endonucleasa de LINE-1,
LOC114595149 contiene una exonucleasa-endonucleasa-fosfatasa (EEP) y una transcriptasa inversa
(RT) de retrotransposon/retrovirus no LTR, y LOC112547415 contiene un dominio RT de DIRS-1
y una ribonucleasa HI de DIRS-1. Estos hallazgos indican que varios retrotransposones podrian
servir como hubs y participar indirectamente en la red de coexpresion génetica que se encarga de la

regulacion y funcidn del desarrollo muscular que se suprime con el envejecimiento en el ajolote.

Con base en los puntajes de MCC, el gen Aub mas importante en el mdodulo 1 (verde) fue el
receptor de proteina tirosina fosfatasa tipo B (PTPRB), que desempeiia un papel en la remodelacion
de los vasos sanguineos durante el desarrollo, el mantenimiento y la angiogénesis embrionarios. Los
PTBs también regulan el crecimiento celular, la diferenciacion, el ciclo mitético y la transforma-
cion oncogénica. Curiosamente, PTPRB es esencial para la funcion adhesiva de la cadherina del
epitelio vascular CDHS en las células endoteliales, y aqui se identifico otro gen Aub en este modulo
(LOC115096778) que codifica una proteina similar a la cadherina implicada en la morfogénesis
celular y en la adhesion celular dependiente de calcio a través de moléculas de la membrana plasma-
tica. En general, la mayoria de los genes centrales en el mdodulo 1 estuvieron relacionados con la

senalizacion celular (ADAPI1, ST8SIA6), el trafico de vesiculas, la composicion integral de mem-
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branas (POQLC3, LOC114632468), la interaccion célula-patégeno y la quimiotaxis (GP2, LECT?2),
los condrocitos y osteoblastos (LECT?2), entre otras funciones no anotadas (AMEX60DD026325)

(Figura 6.21).

La betasecretasa 1 (BACET), un procesador proteolitico de la proteina precursora de amiloide
(APP), fue el gen hub mas importante en el médulo 16 (gris), el cual mostrd una correlacion positiva
significativa con el tejido regenerativo. También se identificod una alta interaccion con PRICKLE?2, un
gen de desarrollo neuronal que ha sido implicado en la inhibicion de la sefalizacion Wnt/PCP/JNK
activada por APP (Sun et al., 2020). Otros genes no anotados también mostraron una puntuacion MCC
(AMEX60DD037326, AMEX60DD052921) o conectividad (AMEX60DD013099) alta. Ademas, se
detectaron otros hubs involucrados en la sefializacion del calcio intracelular (/TPRIP), la formacion
de fibras de colageno (ADAMTSI14) y la regulacion de la actividad MAPK1/ERK?2 quinasa (S75).
Importantemente, también se descubrieron genes hub con dominios proteicos de LTR y no LTR,
y un potencial regulador de su transcripcion especifica de RNA pol I (ZNF79). Especificamente,
LOCI113746826 contiene dominios de retropepsina, RT de LTR, RNasa HI de Ty3, transposasa
IS481 e integrasa, mientras que LOC568735 comprende dominios EEP y RT no LTR. Junto con los
resultados del ORA presentados anteriormente, estos hallazgos sugieren que los retrotransposones
y los factores de transcripcion podrian servir como hubs y participar indirectamente en las redes
de reemplazo del tejido conectivo, proteolisis amiloide y vias de N-metiltransferasa que se activan

durante la regeneracion en el ajolote (Figura 6.21).
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7.1. Los genes codificantes de proteinas durante la rege-
neracion de la extremidad del ajolote

Multiples estudios han identificado genes codificantes de proteinas que desempeifian un papel en
la regeneracion de la extremidad en Ambystoma mexicanum. En este trabajo nos enfocamos en la
expresion de elementos repetitivos y genes codificantes con un papel reportado en la regeneracion
de las extremidades de vertebrados. Observamos que existe un patron predominante de subexpresion
de genes entre blastemas de 10 dias y tejidos de extremidad de los ajolotes, representado en su
mayor parte por la supresion de vias del desarrollo muscular, lo que corrobora estudios previos
(Monaghan et al., 2009; Stewart et al., 2013; Voss et al., 2015, 2018; Dwaraka et al., 2019; Sibai
et al., 2019). Entre estos genes, NNMT (del Moral-Morales et al., 2023; Mahapatra et al., 2023),
SMPD3 (Sousounis et al., 2014; Tang et al., 2022), PRSS35 (Shanmugasundaram, 2015), SRPK3
(Gerber et al., 2018) y varios otros ya tienen una funciéon o implicacidon reportada en procesos

regenerativos.

Ademas, identificamos una regulacion positiva significativa de genes que previamente habian
estado implicados en la regeneracion de las extremidades del ajolote. Por ejemplo, la interleucina 11
(IL11) mostrd una sobreexpresion significativa en el tejido regenerativo, posiblemente relacionada
con su papel en la respuesta inflamatoria (Gerber ef al., 2018). También podria estar implicada en
la reprogramacion celular o actuar como factor limitante de la cicatrizacion fibrotica durante la
regeneracion del tejido, como se ha reportado para Danio rerio (Allanki et al., 2021). Sin embargo, los
resultados presentados aqui muestran que la expresion de /L 11 tiene un papel a los 10 dpa, por lo que se
expresa diferencialmente mas allé de los 3-5 dpa para los que se habia descrito anteriormente (Gerber
et al., 2018). Otro gen que hallamos significativamente sobreexpresado en el tejido regenerativo,

ODAM, ha sido descrito como un marcador en fibroblastos en trayectoria hacia células similares a
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osteoblastos del blastema en fase de yema intermedia (Leigh ez al., 2018), y también en ameloblastos,
odontoblastos, osteoblastos y diversos células cancerosas (H.-K. Lee ef al., 2012). Por otro lado,
nosotros encontramos que los genes de dos proteinas poco estudiadas, las proteinas adaptadoras
D (SHD) y F (SHF) que contienen el dominio SH2, también estadn reguladas positivamente en el
blastema de 10 dpa. Algunos estudios han implicado a SHF como reguladora de la apoptosis en
fibroblastos de raton (Lindholm et al., 2000). Considerando el papel descrito de la apoptosis y
los procesos de remodelacion dsea durante la regeneracion (Mescher ef al., 2000; Guimond et al.,
2010; Guerin et al., 2021; del Moral-Morales et al., 2023), estas proteinas adaptadoras son un punto
focal prometedor para futuras investigaciones en el ajolote. Adicionalmente, detectamos de manera
novedosa que el miembro basico de la familia hélice-bucle-hélice A9 (BHLHAY), que codifica
un factor de transcripcion involucrado en la regulacion de la apoptosis durante el desarrollo de
autopodos (Schatz et al., 2014; Petit et al., 2017) también esta significativamente sobreexpresado
en el blastema de la extremidad. Estudios previos han reportado que BHLHAO regula la formacion
de la cresta apical ectodérmica (AER) durante el desarrollo de las extremidades/dedos del raton
mediante la regulacion de la expresion de genes como 7P63 y FGF$, que sirven como moduladores
clave de la apoptosis y la formacion de las extremidades (Mahmood et al., 1995; Mills et al., 1999;
A. Yang et al., 1999; Moon y Capecchi, 2000; Kataoka et al., 2018). Hasta el momento BHLHA9
no tiene un papel descrito en el blastema del ajolote y, por lo tanto, es un candidato prometedor para
futuras investigaciones sobre el proceso apoptdtico durante la regeneracion de las extremidades en

A. mexicanum.

7.2. La predominante supresion de elementos repetitivos
durante la regeneracion de la extremidad del ajolote

Aunque cada vez se reconoce mas el papel de los elementos transponibles en el desarrollo, su contri-
bucidn a la regeneracion animal recién empieza a recibir la debida atencion (Mashanov et al., 2012b).
La actividad de los elementos repetitivos y su expresion diferencial durante la regeneracion solo se

han estudiado en unos pocos modelos animales, incluyendo Drosophila (Azpiazu y Morata, 2022), el
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pepino de mar de roca marrén Holothuria glaberrima (Mashanov et al., 2012a) y A. mexicanum (Zhu,
Kuo et al., 2012). En el caso del ajolote, Zhu, Kuo et al. (2012) reportaron tanto una sobreexpresion
como una mayor retrotransposicion de LINE-1 en tejidos desdiferenciados del blastema. También
informaron que otros TEs putativos y piRNAs relacionados con LINE-1 parecen expresarse o acti-
varse transcripcionalmente en la extremidad en regeneracion, con diferentes dindmicas o perfiles
de expresion. Si bien los autores sugieren que la reactivacion del retrotransposén LINE-1 puede
servir como marcador de la desdiferenciacion celular en la etapa temprana de la regeneracion de las
extremidades, no proponen una funcion precisa ni describen la expresion de otros elementos durante
este proceso. A diferencia de estos estudios previos, en nuestro trabajo caracterizamos los perfiles de
expresion de todos los elementos repetitivos modelados hasta el momento durante la regeneracion
de la extremidad en A. mexicanum. Observamos que en los blastemas (10 dpa) de ajolotes nativos
(cepa Xochimilco), solo tres retrotransposones Mag y tres Chromoviridae (superfamilia Ty3) y un
repetido sin anotar exhiben signos de sobreexpresion significativa. Adicionalmente, se reportd que
solo tres retrotransposones Mag, tres Chromoviridae y dos repetidos no anotados estan regulados
negativamente en el blastema de ajolotes nativos. Curiosamente, en contraste con los resultados de
Zhu, Kuo et al. (2012), no se detectamos expresion diferencial significativa de ninguna subfamilia
de LINE-1 en el blastema de ajolotes nativos, pero si en el contexto del envejecimiento. Quizas,
la sobreexpresion de LINE-1 durante la regeneracion reportada por Zhu, Kuo et al. (2012) sea
dependiente de la etapa de desarrollo del blastema, ya que los autores analizaron blastemas de 2 a 5
dpa, a diferencia de los 10 dpa estudiados en el presente trabajo. También, es posible que, debido
a la gran cantidad de loci de LINE-1 en el genoma del ajolote, la expresion del locus de LINE-1
particular descrito por Zhu, Kuo et al. (2012) no se haya detectado en nuestro analisis a nivel de

subfamilia.

Al incorporar muestras de tejido de ajolote de multiples estudios, también reportamos que
durante la regeneracion el blastema sufre una mayoritaria subexpresion de retrotransposones, princi-
palmente de la superfamilia Ty3 de las familias Chromoviridae y Mag, con respecto a las muestras de

la extremidad. De hecho, se detectaron solo dos REs regulados positivamente, un LTR Epsilon en adul-
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tos (9500 10000 cluster 33)y un elemento de clase desconocida en subadultos (rnd-6_family-8458).
Estos hallazgos son compatibles con la idea de que la expresion diferencial de los retroelementos
durante la regeneracion es un fendémeno no especifico y a gran escala (Mashanov et al., 2012b), en
otras palabras, que los REs experimentan una desregulacion global después de una lesion y durante

el desarrollo del nuevo tejido.

Sin embargo, la observacion presentada aqui de una subexpresion mas predominante que la
sobreexpresion no concuerda con la vision tradicional del patron de desregulacion de los REs durante
la regeneracion (Mashanov et al., 2012b). Esta vision plantea que los transposones solo hacen uso
de la activacion global de la cromatina inducida por una lesion y de la desrepresion transcripcional,
es decir, una reduccion general del silenciamiento epigenético que conduce a un estado similar a
la linea germinal, para amplificarse y asi aumentar sus probabilidades de sobrevivir a la lisis de su
célula hospedera (Mashanov et al., 2012b; Zhu, Kuo et al., 2012). Por el contrario, la supresion
obvia de los transposones Ty3 que se describe en este trabajo sugiere una regulacion epigenética
mucho mas fina de la expresion de los transposones durante la regeneracion de las extremidades.
Ademas, concuerda con la hipétesis propuesta por Angileri et al. (2022) de que la represion de la
actividad de los elementos transponibles es necesaria para la regeneracion de tejidos, que empieza

tras una lesion y alcanza su maximo durante la activacion de células troncales y la expansion clonal.

7.2.1. Los posibles mecanismos de regulacién de los retrotransposo-
nes durante la regeneracién

Posiblemente, la regulacion negativa de LTRs en el blastema podria ser causada por procesos
similares a los mecanismos de silenciamiento de TEs observados durante el desarrollo de la linea
germinal de los mamiferos, como la adicion o eliminacion de modificaciones covalentes al DNAy las
histonas (Cedar y Bergman, 2009; Crichton et al., 2014). Por ejemplo, previamente se ha reportado
que los elementos MMVL30 y MuLV, que son miembros de la familia ERV1 de retrotransposones
LTR, estan regulados transcripcionalmente a la baja por medio de la metilacion del DNA (Brunmeir

et al.,2010) o por la redistribucion de la modificacion de histonas asociada a Polycomb (Reddington

87



7. Discusion

et al.,2013) en fibroblastos embrionarios de raton. Ademas, la metilacion del DNA podria ejercer
sus efectos represivos sobre la transcripcion de TEs al interferir estéricamente con los factores de
transcripcion (TFs), por ejemplo, asocidandose a sus sitios de union afines localizados en las regiones
reguladoras proximales de algunos promotores (Wiench et al., 2011; Crichton et al., 2014). Otra
posibilidad es que los TFs que silencian TEs, como algunos C2H2-ZNFs (de Tribolet-Hardy et al.,
2023), podrian unirse preferentemente a sitios CpG metilados (Sasai ef al., 2010) dentro de los
promotores de TEs y asi aumentar su represion. Alternativamente, las proteinas de union a metil-CpG,
como MECP2 o el complejo correpresor SIN3A, podrian influir en la accesibilidad del TF o en la
estructura de la cromatina en los sitios gendomicos que contienen esta marca epigenética (Lewis
et al., 1992; Meehan et al., 1992; Hendrich y Bird, 1998; Nan et al., 1998; Prokhortchouk et al.,
2001; Crichton et al., 2014). Sin embargo, aun se necesitan mas estudios para identificar la funcion
especifica de cada subfamilia de elementos repetitivos y los mecanismos epigenéticos responsables

de su silenciamiento durante la regeneracion de las extremidades en el ajolote.

7.3. Los efectos del envejecimiento sobre la expresion de
elementos repetitivos en el ajolote

Como muchos cambios fisiologicos, el envejecimiento muestra una fuerte asociacion con la des-
regulacion de la transcripcion (Stegeman y Weake, 2017). Varios estudios en multiples modelos
han reportado que los elementos repetitivos se acumulan progresivamente con la edad. Por ejemplo,
estudios en ratones, moscas y otros organismos han demostrado que los REs activos o transponibles
pueden contribuir al proceso de envejecimiento (Van Meter et al., 2014; H. Chen et al., 2016; Wood
et al., 2016; De Cecco et al., 2019), y la acumulacion de transcritos de REs esta implicada en
enfermedades neurodegenerativas relacionadas con la edad (W. Li ef al., 2012; Guo et al., 2018;
LaRocca et al., 2019; Saldi et al., 2019). Mas aun, los aumentos en la expresion de transcritos
de REs se han utilizado para predecir con precision la edad bioldgica en fibroblastos humanos y
muestras de C. elegans (LaRocca et al., 2020). Hasta ahora, no se han realizado investigaciones

sobre como el envejecimiento afecta la expresion de los REs en Ambystoma mexicanum. Los analisis
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que se presentan aqui demuestran un patrén comparable al descrito para otras especies, en el que
las extremidades y otros tejidos (branquias, génadas, corazon, rifiones, higado, pulmon, etc.) del
ajolote experimentan una importante regulacion positiva de REs relacionada con la edad, dominada

principalmente por retrotransposones LTR de la superfamilia Ty3.

Los retrotransposones LTR como Ty3 contienen dos repeticiones terminales largas (LTRs) y
codifican proteinas con actividades Gag, proteasa, transcriptasa inversa e integrasa, todas las cuales
son cruciales para su retrotransposicion (Levin y Moran, 2011). Un perfil de regulacion positiva de
los Ty3 como el que se presenta en este trabajo para ajolotes envejecidos puede reflejar una mayor
transcripcion por parte de la RNA polimerasa I del hospedero (una sobreexpresion de mRNAs
de TEs) o un aumento en el nimero de inserciones gendomicas del cDNA de los TEs, lo que a su
vez luego aumentaria la tasa de eventos de transcripcion de TEs en el genoma. Algunos estudios
basados en secuenciacion del genoma completo de nticleos individuales en Drosophila han revelado
que la sobreexpresion enddgena de TEs durante el envejecimiento no conduce necesariamente a
nuevas inserciones gendémicas (Schneider et al., 2023). Ademas, la reduccion de la expresion de
dos retrotransposones Ty3 diferentes (4/2 y Roo) extiende la esperanza de vida sin aumentar la
movilizacion de los TEs, lo que sugiere que la presencia de mRNAs de TEs o incluso intermediarios
de DNA, y no la insercion, es el factor perjudicial para la funcion celular y animal (Schneider et al.,
2023). Este también podria ser el caso para la regulacion positiva de TEs relacionada con la edad que
se observa en el ajolote; sin embargo, estos dos escenarios son indistinguibles mediante los anélisis

de RNA-seq que se presentan en este estudio.

La actividad de los retrotransposones puede regular la expresion génica e introducir eventos
tanto beneficiosos como catastroficos en el genoma del hospedero. Los mecanismos por los cuales
los TEs pueden afectar las redes reguladoras de genes incluyen: la adicion de sitios de union de
factores de transcripcion, promotores, potenciadores, sitios de empalme y terminacion; produccion
de RNA no codificantes reguladores; alteracion de la organizacion tridimensional de la cromatina;
cooptacion/exaptacion/domesticacion de secuencias codificantes derivadas de TEs como nuevas pro-

teinas efectoras transcripcionales; y consecuencias colaterales de los mecanismos de silenciamiento
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de TEs (Branco y Chuong, 2020; Fueyo et al., 2022; Gebrie, 2023). En general, estos procesos
conducen a patrones de empalme de genes alternativos y cambios en los perfiles de expresion génica
que subyacen a algunas enfermedades (Sinibaldi-Vallebona et al., 2006; J.-M. Chen et al., 2010;
Montoya-Durango y Ramos, 2010; Zhu, Kuo ef al., 2012). La comparacion presentada en este
trabajo entre ajolotes adultos nativos y sus contrapartes mas jovenes reveld un posible grupo de
genes/TEs regulado positivamente con el envejecimiento que involucra un transcrito de LINE-1
(ORF?2), un retrotransposén no LTR (LOC115370421), un supresor de tumores (Mollenhauer et al.,
1997) y detector inmunoldgico de repeticiones virales (Z. Wu et al., 2006) (DMBT1I), un supresor
de la metilacion del DNA vy las histonas sobreexpresado en canceres humanos (Ulanovskaya et al.,
2013) (NNMT) y dos factores de transcripcion de union al DNA (ZNF665 y ZNF501). Entre estos,
ORF?2 es particularmente interesante porque proporciona la actividad de transcriptasa necesaria
para la transcripcion inversa cebada por el objetivo del mRNA de LINE-1, un paso crucial en su
retrotransposicion (Dombroski et al., 1994; Sassaman et al., 1997; Rangwala et al., 2009). También
importante es el gen ZNF665, que codifica para una proteina con dedos de zinc y dominio KRAB,
ya que trabajos anteriores han revelado que muchas proteinas de dedos de zinc (KZFPs) con el
dominio de caja asociado a Kriippel (KRAB) reconocen secuencias embebidas en TEs como sus
dianas genomicas, y que las KZFPs pueden suprimir la actividad de los TEs o facilitar la cooptacion
de su potencial regulatorio en beneficio del hospedero (Barnada ef al., 2022; de Tribolet-Hardy ef al.,
2023). De hecho, en humanos, ZNF665 tiene objetivos de la familia LINE-1/L1, especificamente,
los elementos L1M3fy L1IMAA4 (de Tribolet-Hardy ef al., 2023). La regulacion positiva conjunta
de estos genes podria significar que una sobreexpresion de NNMT inducida por el envejecimiento
puede causar una reduccion de los niveles de metilacion en los sitios de unién a KZFPs dentro de
los promotores de algunos LINE-1/TEs, reduciendo asi la afinidad de estos sitios por los KZFPs
y su potencial represivo sobre los TEs. Esto potencialmente generaria una regulacion positiva de
las KZFPs para contrarrestar la sobreexpresion de los TEs. Ademas, NNMT también podria afectar
la actividad de la proteina DMBT1 mediante hipometilacion, como se ha informado para otros

supresores de tumores como PP2A/PPP2CA (Ulanovskaya et al., 2013).
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Junto con los resultados anteriores, también se ha mostrado que, ademads de la regulacion
positiva predominante de LTRs Ty3 causada o afectada por la edad, varios retrotransposones Ty3 y
otros retrotransposones no LTR estan regulados a la baja por el envejecimiento. Por ejemplo, algunos
loci con dominios predichos de retrotransposones no LTR (LOC790411: RT de LINE-1 y transposasas;
LOCI112547415: RT de DIRS-1 y ribonucleasas) actian como hubs secundarios de una red de
expresion de genes relacionados con el desarrollo muscular que se regula a la baja conjuntamente
con el envejecimiento del ajolote. El principal interactor en esta red es PPPI/R3A, la subunidad
reguladora de una forma asociada a glucégeno de la proteina fosfatasa 1 (PP1), la cual media la
contraccién y sintesis del musculo. Curiosamente, también se identificaron varios C2H2-ZNFs no
KRAB (por ejemplo, ZNF106) y KZFPs (por ejemplo, ZNF'133, ZNF160, ZNF'182) subexpresados
en la red, lo que sugiere una regulacion conjunta de los retrotransposones no LTR y las funciones
relacionadas con PP1 por parte de estos factores de transcripcion. Ademas de estos resultados, otros
autores han reportado que las KZFPs evolutivamente recientes se dirigen casi universalmente a los
TEs, a menudo tienen paralogos, y muestran un interactoma proteico que reprime la transcripcion
formando un complejo inductor de heterocromatina basado en TRIM28, que coincidentemente es
otro interactor de PP1 involucrado en la funcién muscular (Urrutia, 2003; Helleboid et al., 2019;
Tycko et al., 2020; Steinert et al., 2021; de Tribolet-Hardy et al., 2023). En sintesis, el analisis de
esta red de expresion sugiere una interaccion entre tres proteinas relacionadas con PP1 (PPP1R3A,
PPP1R27, TRIM28/PPP1R157), diversos factores de transcripcion ZNF (ZNF106, ZNF133, etc.) y

la expresion de varios retrotransposones no LTR.

Con estos datos en mente, es posible proponer que un factor relevante en la supresion del
desarrollo y la funcién del musculo esquelético causado por el envejecimiento en el ajolote es la
regulacion negativa de la expresion de PPPIR3A vy, con ella, la limitacion de su actividad de union
de glucogeno a PP1. Teniendo en cuenta que en humanos el 95 % de la secuencia promotora de
PPPIR3A se deriva de secuencias de transposones LTR (Kellner y Makatowski, 2019; Ali et al.,
2021), y dado que las KZFPs son capaces de reconocer secuencias embebidas en TEs y facilitar

su potencial regulador (de Tribolet-Hardy et al., 2023), podria hipotetizarse que la subexpresion
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de varios factores de transcripcion KZFP tiene un efecto perjudicial directo sobre la expresion y
actividad de PPP1R3A. Es importante destacar que ZNF106 es un C2H2-ZNF pero no contiene un
dominio KRAB, el cual generalmente se requiere para la regulacion de la transcripcion mediada por
TRIM28 (Margolin et al., 1994; Witzgall et al., 1994; Vissing et al., 1995; Taka et al., 2022). Sin
embargo, otras KZFPs suprimidas en la misma red (por ejemplo, ZNF133, ZNF160, ZNF182, etc.)
podrian tener una afinidad similar por los promotores derivados de TEs de otros genes de desarrollo
muscular, o por los otros retrotransposones LINE-1 y DIRS-1 Aub que se encontraron regulados
negativamente en el mismo modulo. En cualquier caso, se necesitan mas estudios en el ajolote para
establecer el origen y la composicion de la secuencia del promotor de PPP/R3A y su potencial como
sitio de union de factores de transcripcion como los C2H2-ZNFs. Ademas, se debe determinar si
las KZFPs, y ulteriormente cuales, actian como activadores o represores de TEs o de secuencias
reguladoras en cis derivadas de TEs durante la supresién muscular relacionada con el envejecimiento,
y si TRIM28, PPP1R3A, PPP1R27 u otras subunidades reguladoras de PP1 dirigen este interactoma

proteico.

En general, tanto en el envejecimiento como en la regeneracion, se encontr6 una desregulacion
significativa de numerosos C2H2-ZNFs y KZFPs junto con retrotransposones LTR y no LTR
expresados diferencialmente, formando también redes de coexpresion. Aunque en la mayoria de los
casos los cambios en la expresion de TFs y TEs ocurrieron en la misma direccion, hubo casos con
regulaciones opuestas, lo que sugiere mecanismos intrincados o factores externos que influyen en los
TFs y TEs de forma independiente. En resumen, en este trabajo se propone que las KZFPs y otros
C2H2-ZNFs podrian ser importantes reguladores de la expresion de los retrotransposones durante
el envejecimiento y la regeneracion en el ajolote. Notablemente, Angileri ef al. (2022) plantearon
recientemente la hipotesis de que los TFs, especificamente KRAB-ZFP, tienen un papel significativo
en la regulacion de la actividad TEs durante la regeneracion de tejidos. Aunque ya se ha reportado
que la mayoria de las KZFPs reprimen a los TEs en otros organismos, la direccion de su actividad
reguladora en este contexto podria depender de la KZFP y TE especificos. Ademas, la metilacion del

DNA podria ser uno de los principales mecanismos epigenéticos que dirigen la transcripcion de TEs
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o genes con promotores/potenciadores derivados de TEs durante el envejecimiento y también durante
el desarrollo del blastema. En particular, tanto el DNA como la metilacion de histonas pueden influir
en la afinidad de los C2H2-ZNFs o KZFPs por sus sitios de union dentro de los promotores de los

TEs u otras secuencias derivadas y de esta manera regular indirectamente su expresion.

7.4. Los efectos del envejecimiento sobre las capacidades
regenerativas del ajolote

Previamente se planted la hipdtesis de que los procesos fisioldgicos o patoldgicos como el enve-
jecimiento pueden alterar la expresion de elementos repetitivos y, en consecuencia, modificar el
estado basal desde el cual el ajolote responde al dafo tisular y regula la regeneracion. A favor de
esta premisa, aqui se ha mostrado que mas retrotransposones y genes codificantes de proteinas estan
subexpresados en el blastema de ajolotes adultos que en el blastema de ajolotes mas jovenes. Ademas,
~40 % de los retrotransposones y ~54 % de los genes cuya expresion se detectd regulada positiva-
mente por el envejecimiento en la extremidad, luego se identificaron regulados negativamente en el
blastema. Esto significa que, si bien existe una contrarrespuesta significativa durante el desarrollo
del tejido regenerativo a la desregulacion de genes y REs que resulta del envejecimiento, todavia
hay varios genes y REs que permanecen afectados y pueden afectar los procesos regenerativos
futuros. El aumento de la expresion de retrotransposones por el envejecimiento podrian modificar
la respuesta inmune o el metabolismo, lo que potencialmente conduciria a la disminucion de la
capacidad regenerativa del ajolote relacionada, no solo mediante la regulacion génica directa (por
ejemplo, a través de ncRNAs o inserciones gendmicas), sino también mediante la produccion de
intermediarios de retrotransposicion. De hecho, los intermediarios de DNA citosdlicos producidos
por las transcriptasas inversas o incluso las propias transcriptasas podrian desencadenar la actividad
del sistema inmunolégico (Schneider ef al., 2023), inducir la via del factor nuclear kappa B (NFxB)
o la via de respuesta inflamatoria del interferén beta (IFNB) (Martin et al., 2018; De Cecco et al.,
2019; Simon et al., 2019; Miller et al., 2021), y asi conducir a una inflamacion crénica y senescencia

celular (Miller et al., 2021) que afecta la capacidad de 4. mexicanum para regenerar una extremidad.
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En resumen, en esta tesis se proporciona una coleccion de genes y elementos repetitivos del
ajolote para los cuales se identifico una desregulacion significativa como efecto del envejecimiento
o durante todo el desarrollo del blastema de la extremidad, y cuyas funciones precisas durante el

proceso regenerativo requieren mayor investigacion en futuros estudios moleculares.

7.5. Limitaciones de este trabajo

Aunque aqui se ha demostrado que los elementos repetitivos exhiben un patrén claro de regulacion
positiva predominante como efecto del envejecimiento en el ajolote, estudios transcriptomicos
adicionales con especimenes de grupos de edad mas precisos (por ejemplo, un grupo por afio de
edad) podrian proporcionar los medios para definir si la cantidad de transcritos de REs es un buen
marcador de la edad biologica en A. mexicanum (LaRocca et al., 2020), asi como para revelar la

dindmica intermedia y los efectos fisioldgicos de la expresion de REs a través del envejecimiento.

Por otra parte, aunque los ajolotes estudiados en esta tesis, de un maximo de 8 afios de edad
en el caso de los nativos, son los ejemplares mas longevos secuenciados hasta la fecha, ya se ha
reportado que los 4. mexicanum pueden vivir hasta 20-25 afios (Vieira et al., 2020; Yun, 2021), por
lo que los resultados presentados aqui podrian no reflejar todos los efectos transcriptomicos del
envejecimiento que se esperarian en ejemplares de mayor edad. En otras palabras, seria interesante
investigar si los efectos del envejecimiento sobre la expresion de REs y genes codificantes son mas

pronunciados o exhiben dinamicas distintas en ajolotes de 10, 15 o 20 afios de edad.

En el contexto de la regeneracion, el analisis de la expresion de REs en blastemas de diversos
organos a intervalos mas regulares (cada hora o cada dia después de la lesion) podria facilitar la
determinacion de los mecanismos por los cuales los retrotransposones regulan la expresion génica,
el metabolismo o la respuesta inmune en las diferentes etapas de la formacion de tejidos. Por otro
lado, considerando que la regeneracion de un 6rgano complejo como la extremidad requiere la
coordinacion de la proliferacion y diferenciacion de multiples tipos celulares (Gerber et al., 2018;
Lust et al., 2022; Ye et al., 2022), las redes reguladoras centradas en REs también podrian ser

especificas de cada célula, por lo que los estudios futuros deberian aprovechar las tecnologias de
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secuenciacion de una sola célula en los estudios de la expresion de REs en el blastema. Ademas,
la secuenciacion de lecturas largas podria mejorar tanto el ensamblaje del transcriptoma de novo,
como el mapeo y la cuantificacion de la expresion de retrotransposones (Amarasinghe et al., 2020),
especialmente en el inmenso genoma del ajolote. Por tltimo, la secuenciacion de RNA hebrada
(stranded RNA-seq) o directa (direct RNA-seq) podrian permitir una distincion mas precisa de las
lecturas que provienen de distintas isoformas de transcritos, de secuencias intragénicas, quimeéricas
o derivadas de TEs, y de REs que se transcriben en la cadena opuesta de un gen codificante de

proteinas (Berthelier et al., 2023).

Los hallazgos presentados aqui indican que la dinamica y regulacion de la expresion de REs
en el ajolote puede ser especifica no solo de la clase, superfamilia, familia o subfamilia del RE, sino
también de la insercion o locus particular del elemento repetitivo. Por lo tanto, la cuantificacion de
los transcritos de REs en este organismo idealmente deberia abordarse a nivel de locus. Sin embargo,
las herramientas actuales de cuantificacion de REs, como TEtranscripts, proporcionan resultados
mas confiables y reproducibles al estimar abundancias combinadas para todas las inserciones de
un elemento, es decir, a nivel de subfamilia (Jin et al., 2015). En este trabajo se intentd generar un
indice para las >33 millones de inserciones del repetidoma de ajolote necesario para cuantificar con
TElocal, usando el script no paralelizado TElocal indexer en un servidor con 1 TB de RAM. Sin
embargo, este dio como resultado un tiempo de ejecucion de mas de 123 dias antes de su interrupcion
y terminacion, por lo cual el uso de este programa para la cuantificacion de REs a nivel de locus en el
ajolote no es factible. Esto refleja la necesidad de desarrollar nuevas herramientas de cuantificacion

de expresion a nivel de locus para repetidomas de decenas de gigabases.

Asimismo, en el presente estudio se integraron muestras de secuenciacion de RNA de ajolotes
nativos (originarios de Xochimilco) y muestras de varias cepas de laboratorios internacionales. Esto
permitié la generalizacion a nivel de especie pero pasa por alto la importancia del genotipo del
ajolote en su fisiologia y proceso regenerativo. Por ejemplo, algunos estudios indican que ni el
envejecimiento ni las amputaciones repetitivas afectan el potencial regenerativo de los urodelos

(Yun, 2021). Se ha reportado que nueve ciclos de regeneracion de la cola durante un periodo de
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10 afios no afectan el proceso regenerativo en el triton Triturus carnifex (Margotta et al., 2002;
Margotta, 2008), y que cinco ciclos de regeneracion durante 3 afios no afectan la regeneracion
de la extremidad en el ajolote (Yun et al., 2015). Por el contrario, otros estudios han observado
tasas crecientes de regeneraciones incompletas o fallidas después de 3 ciclos regenerativos en el
ajolote (D. M. Bryant, Sousounis, Farkas et al., 2017). Aqui se ha documentado que dos ajolotes
mexicanos de la cepa Xochimilco de 8 afios no regeneraron la extremidad posterior incluso después
una Unica amputacion (del Moral-Morales et al., 2023). Esta evidencia fenotipica opuesta en el
caso del ajolote puede deberse a la cepa en estudio: el deterioro de la regeneracion después de
repetidas amputaciones se ha descrito para las cepas americanas, pero no en las cepas europeas (Yun,
2021). Ademas, la mayoria de las cepas de laboratorio europeas y americanas, y posiblemente la del
ensamblaje genomico de referencia actual (Nowoshilow et al., 2018), provienen de una poblacion
altamente endogamica que experiment6 un evento de hibridacion con una salamandra tigre albina,
Ambystoma tigrinum (Humphrey, 1967; Malacinski, 1978; H. Smith, 1989; Farkas y Monaghan,
2015). De hecho, los analisis de pedigri de la poblacion de ajolotes del Ambystoma Genetic Stock
Center (AGSC) de la Universidad de Kentucky mostraron que todos los individuos de esa poblacion
contenian aproximadamente 5.8 (£1) % de DNA de de la salamandra tigre (Woodcock et al., 2017).
Es mas, la reproduccion prolongada en laboratorio parece haber seleccionado contra la metamorfosis
espontanea en cepas de laboratorio (Malacinski, 1978; Voss y Smith, 2005), y la seleccion contra
otros procesos metabolicos o de desarrollo involucrados en la regeneracion es plausible. En general,
estos informes resaltan la importancia de tener en cuenta la cepa y el genotipo para los analisis
de envejecimiento y regeneracion en el ajolote (Samano et al., 2021), y enfatizan la necesidad de

avanzar en los estudios genémicos y transcriptomicos en los ajolotes nativos de Xochimilco.
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En este trabajo observamos que los elementos repetitivos, en su mayoria de la superfamilia Ty3,
estan predominantemente regulados positivamente como efecto del envejecimiento en la extremidad
del ajolote mexicano (Ambystoma mexicanum). Por el contrario, durante la regeneracion de la

extremidad, la expresion de los retrotransposones Ty3 se regula en gran medida a la baja.

En el contexto de los genes codificantes, identificamos varias vias bioldgicas enriquecidas,
algunas especificas y otras compartidas entre los dos procesos. Por ejemplo, observamos que las vias
del desarrollo muscular son suprimidas tanto por el envejecimiento como durante el desarrollo del
blastema. Adicionalmente, detectamos genes desregulados con papeles reportados en el desarrollo de
la extremidad de otros organismos que, sin embargo, no han sido estudiados en el ajolote, incluyendo

a SHD, SHF y BHLHAY, entre otros.

Aunque la mayoria de los retrotransposones expresados diferencialmente no presentan una
superposicion genomica con los genes expresados diferencialmente en los mismos tejidos, fue
posible identificar varios modulos de coexpresion compuestos de tanto genes codificantes como de
LTRs y no LTRs, lo que sugiere una red reguladora indirecta mediada por TEs que dirige procesos
como la supresion generalizada del desarrollo muscular durante el envejecimiento y la regeneracion.
Destacamos que aunque el blastema es capaz de reajustar la mayor parte de la desregulacion de los
transposones causada por el envejecimiento, varios transposones permanecen afectados y tienen

potencial para afectar la respuesta inmune o el metabolismo en el proceso regenerativo.

Finalmente, descubrimos varios factores de transcripcion C2H2-ZFPs coexpresados con
retrotransposones hub, por lo que se enfatiza su potencial como los principales reguladores de la

expresion de elementos transponibles durante el envejecimiento y la regeneracion en el ajolote.

En general, los cambios en la expresion de REs durante la regeneracion reparadora en el
ajolote no representan una simple explotacion de la maquinaria transcripcional del hospedero, sino
mas bien una respuesta finamente regulada por el estado fisioldgico previo y posterior a una lesion,

controlada especificamente a nivel del tejido, la célula y el tipo de elementos repetitivo.
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Para complementar los resultados de esta tesis en trabajos futuros, se plantea:

= [dentificar las dindmicas transcripcionales de los retrotransposones especificas de cada una
de las subpoblaciones celulares que participan en la regeneracion de la extremidad de 4.
mexicanum a distintos intervalos horarios posamputacion. Este tipo de analisis seria facilitado
con el uso de datos de secuenciacion de RNA de lectura larga de sola célula (long-read

scRNA-seq).

= Determinar los blancos gendmicos y motivos de union de los factores de transcripcion C2H2-
ZNF o KRAB-ZFP en el ajolote, tal como se ha hecho para el humano (de Tribolet-Hardy et al.,
2023). Trabajos anteriores han revelado que muchos de estos factores reconocen secuencias
localizadas en elementos transponibles y que los facilitan el aprovechamiento su potencial
regulador en beneficio del hospedero. Por ello, es importante establecer su relevancia en la
regulacion de la expresion de retrotransposones a lo largo del envejecimiento y la regeneracion

en el ajolote.

= [dentificar los cambios en la metilacion tanto a nivel global como las modificaciones especificas
sobre los retrotransposones y secuencias derivadas de REs (promotores, enhancers, etc.)
en muestras de extremidad y blastema de ajolotes de distintas edades, y asi avanzar en la
descripcién mecanicista de la regulacion de la expresion de los transposones durante la

regeneracion de la extremidad de A. mexicanum y los efectos del envejecimiento.

= Implementar un método de cuantificacion a nivel de locus adecuado para el nimero de
inserciones de elementos repetitivos del ajolote, para poder comparar la dindmica de los

retrotransposones especifica de las coordenadas gendmicas.
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A. Calidad de las muestras de RNA extraidas de tejidos de ajolotes nativos

Cuadro A.1. Calidad de las muestras de RNA extraidas de tejidos de ajolotes nativos.

Después de la extraccion de RNA (INCan) Antes de la preparacion de la libreria (CD Genomics)
Muestra Grupo de edad Tejido
RIN® 28S/18S (Area) Concentracion Volumen (uL) Concentracion Cantidad (ng) RIN®
(ng/uL) (ng/uL)
A-L1 Adulto Extremidad 6.8 1.1 19.2 21 37.4 785.4 7.3
A-L2 Adulto Extremidad 8.6 1.3 38.6 21 36 756 8.3
SA-L1 Subadulto Extremidad 7.2 1.1 119 20 35 700 7.5
SA-L2 Subadulto Extremidad 9.1 1.7 169 20 33 660 8.9
SA-L3 Subadulto Extremidad 8.2 1.5 50.8 21 34.8 730.8 8.2
SA-L4 Subadulto Extremidad 7.7 1.1 74.1 20 30 600 6.8
SA-L5 Subadulto Extremidad 7 0.9 45.6 21 31.6 663.6 6.7
SA-B1 Subadulto Blastema 9.1 1.5 6.93 20 2.44 48.8 9.5
SA-B2 Subadulto Blastema 8.5 1.8 8.79 18 1.31 23.58 9.4
SA-B3 Subadulto Blastema 6.9 1.3 3.65 28 0.55 15.4 9.3
SA-B4 Subadulto Blastema 8.3 1.3 8.91 19 1.84 34.96 8.8

SA-B5 Subadulto Blastema 9.1 1.4 8.03 20 11.8 236 8.1
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B. Metadatos de las muestras de secuenciacion de RNA analizadas en este trabajo

Cuadro B.1. Metadatos de las muestras de secuenciacion de RNA analizadas en este trabajo.

Identificador SRR (NCBI) GSE ID o Lote Grupo de teji-  Tejido Grupo de edad  Edad (dias) Dias posampu-  Sexo Cepa/genotipo
de  muestra BioProject do tacion (dpa)
(ID) (NCBI)
SA-B1 no aplicable GSE237864 Este trabajo blastema de ex-  blastema de la  subadulto 243.334 10 macho Xochimilco
tremidad extremidad (wild-type)
SA-B2 no aplicable GSE237864 Este trabajo blastema de ex- blastema de la  subadulto 243.334 10 macho Xochimilco
tremidad extremidad (wild-type)
SA-B3 no aplicable GSE237864 Este trabajo blastema de ex-  blastema de la  subadulto 243.334 10 macho Xochimilco
tremidad extremidad (wild-type)
SA-B4 no aplicable GSE237864 Este trabajo blastema de ex-  blastema de la  subadulto 243.334 10 macho Xochimilco
tremidad extremidad (wild-type)
SA-BS no aplicable GSE237864 Este trabajo blastema de ex-  blastema de la  subadulto 243.334 10 macho Xochimilco
tremidad extremidad (wild-type)
SA-L1 no aplicable GSE237864 Este trabajo extremidad extremidad subadulto 243.334 no aplicable macho Xochimilco
(wild-type)
SA-L2 no aplicable GSE237864 Este trabajo extremidad extremidad subadulto 243.334 no aplicable macho Xochimilco
(wild-type)
SA-L3 no aplicable GSE237864 Este trabajo extremidad extremidad subadulto 243.334 no aplicable macho Xochimilco
(wild-type)
SA-L4 no aplicable GSE237864 Este trabajo extremidad extremidad subadulto 243.334 no aplicable macho Xochimilco
(wild-type)
SA-L5 no aplicable GSE237864 Este trabajo extremidad extremidad subadulto 243.334 no aplicable macho Xochimilco
(wild-type)
A-L1 no aplicable GSE237864 Este trabajo extremidad extremidad adulto 2920 no aplicable macho Xochimilco
(wild-type)
A-L2 no aplicable GSE237864 Este trabajo extremidad extremidad adulto 2920 no aplicable macho Xochimilco
(wild-type)
SRR15610216  SRR15610216  PRJ- Yeetal.(2022)  no extremidad  vejiga adulto 365 no aplicable no determina- d/d
NA757699 do
SRR15610217  SRR15610217  PRJ- Yeetal.(2022)  no extremidad  vejiga adulto 365 no aplicable no determina- d/d
NA757699 do

Continta en la siguiente pagina...
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Cuadro B.1 — continua desde la pagina anterior

Identificador SRR (NCBI) GSE ID o Lote Grupo de teji- Tejido Grupo de edad  Edad (dias) Dias posampu-  Sexo Cepa/genotipo

de  muestra BioProject do tacion (dpa)

(ID) (NCBI)

SRR15610218 SRR15610218  PRJ- Yeetal.(2022)  no extremidad  cerebro adulto 365 no aplicable no determina- d/d
NA757699 do

SRR15610219  SRR15610219  PRJ- Yeetal.(2022)  no extremidad  cerebro adulto 365 no aplicable no determina- d/d
NA757699 do

SRR15610220  SRR15610220  PRJ- Yeetal.(2022) noextremidad  cémara cloacal  adulto 365 no aplicable no determina- d/d
NA757699 do

SRR15610221  SRR15610221  PRJ- Yeetal.(2022)  no extremidad  camara cloacal  adulto 365 no aplicable no determina- d/d
NA757699 do

SRR15610222  SRR15610222  PRJ- Yeetal.(2022) no extremidad  ojo adulto 365 no aplicable no determina- d/d
NA757699 do

SRR15610223  SRR15610223  PRJ- Yeetal.(2022)  no extremidad  ojo adulto 365 no aplicable no determina- d/d
NA757699 do

SRR15610224  SRR15610224  PRJ- Yeetal.(2022)  extremidad extremidad an-  adulto 365 no aplicable no determina- d/d
NA757699 terior do

SRR15610225 SRR15610225  PRJ- Yeetal.(2022)  extremidad extremidad an-  adulto 365 no aplicable no determina- d/d
NA757699 terior do

SRR15610226  SRR15610226  PRJ- Yeetal.(2022)  no extremidad  branquias adulto 365 no aplicable no determina- d/d
NA757699 do

SRR15610227  SRR15610227  PRJ- Yeetal.(2022)  no extremidad  branquias adulto 365 no aplicable no determina- d/d
NA757699 do

SRR15610228  SRR15610228  PRJ- Yeetal.(2022)  no extremidad  goénada adulto 365 no aplicable no determina- d/d
NA757699 do

SRR15610229  SRR15610229  PRJ- Yeetal.(2022) no extremidad  gonada adulto 365 no aplicable no determina- d/d
NA757699 do

SRR15610230  SRR15610230  PRJ- Yeetal.(2022)  no extremidad  corazon adulto 365 no aplicable no determina- d/d
NA757699 do

SRR15610231  SRR15610231  PRJ- Yeetal.(2022)  no extremidad  corazén adulto 365 no aplicable no determina- d/d
NA757699 do

SRR15610232  SRR15610232  PRJ- Yeetal.(2022)  extremidad extremidad adulto 365 no aplicable no determina- d/d
NA757699 posterior do

SRR15610233  SRR15610233  PRJ- Yeetal.(2022)  extremidad extremidad adulto 365 no aplicable no determina- d/d
NA757699 posterior do

SRR15610234  SRR15610234  PRJ- Yeetal.(2022) no extremidad  intestino adulto 365 no aplicable no determina- d/d
NA757699 do

Continta en la siguiente pagina...

g oorpuady



LET

Cuadro B.1 — continua desde la pagina anterior

Identificador SRR (NCBI) GSE ID o Lote Grupo de teji- Tejido Grupo de edad  Edad (dias) Dias posampu-  Sexo Cepa/genotipo

de  muestra BioProject do tacion (dpa)

(ID) (NCBI)

SRR15610235 SRR15610235  PRJ- Yeetal.(2022)  no extremidad  intestino adulto 365 no aplicable no determina- d/d
NA757699 do

SRR15610236 ~ SRR15610236  PRJ- Yeetal.(2022)  no extremidad  rifién adulto 365 no aplicable no determina- d/d
NA757699 do

SRR15610237  SRR15610237  PRJ- Yeetal.(2022)  no extremidad  rifidon adulto 365 no aplicable no determina- d/d
NA757699 do

SRR15610238  SRR15610238  PRJ- Yeetal.(2022)  no extremidad  higado adulto 365 no aplicable no determina- d/d
NA757699 do

SRR15610239  SRR15610239  PRJ- Yeetal.(2022)  no extremidad  higado adulto 365 no aplicable no determina- d/d
NA757699 do

SRR15610240  SRR15610240  PRJ- Yeetal.(2022)  no extremidad ~ pulmoén adulto 365 no aplicable no determina- d/d
NA757699 do

SRR15610241  SRR15610241  PRJ- Yeetal.(2022)  no extremidad  pulmén adulto 365 no aplicable no determina- d/d
NA757699 do

SRR15610242  SRR15610242  PRJ- Yeetal.(2022)  no extremidad  piel adulto 365 no aplicable no determina- d/d
NA757699 do

SRR15610243  SRR15610243  PRJ- Yeetal.(2022)  no extremidad  piel adulto 365 no aplicable no determina- d/d
NA757699 do

SRR15610244  SRR15610244  PRJ- Yeetal.(2022)  no extremidad  bazo adulto 365 no aplicable no determina- d/d
NA757699 do

SRR15610245  SRR15610245  PRJ- Yeetal.(2022)  no extremidad  bazo adulto 365 no aplicable no determina- d/d
NA757699 do

SRR15610246  SRR15610246  PRJ- Yeetal.(2022)  no extremidad  estdmago adulto 365 no aplicable no determina- d/d
NA757699 do

SRR15610247  SRR15610247  PRJ- Yeetal.(2022)  no extremidad  estomago adulto 365 no aplicable no determina- d/d
NA757699 do

SRR15610248  SRR15610248  PRJ- Yeetal.(2022)  no extremidad  cola adulto 365 no aplicable no determina- d/d
NA757699 do

SRR15610249  SRR15610249  PRJ- Yeetal.(2022) no extremidad  cola adulto 365 no aplicable no determina- d/d
NA757699 do

SRR15610250  SRR15610250  PRJ- Yeetal.(2022)  no extremidad  vejiga adulto 365 no aplicable no determina- d/d
NA757699 do

SRR15610251  SRR15610251  PRJ- Yeetal.(2022)  no extremidad  vejiga adulto 365 no aplicable no determina- d/d
NA757699 do
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Identificador SRR (NCBI) GSE ID o Lote Grupo de teji- Tejido Grupo de edad  Edad (dias) Dias posampu-  Sexo Cepa/genotipo

de  muestra BioProject do tacion (dpa)
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SRR15610252  SRR15610252  PRJ- Yeetal.(2022)  no extremidad  cerebro adulto 365 no aplicable no determina- d/d
NA757699 do

SRR15610253  SRR15610253  PRJ- Yeetal.(2022)  no extremidad  cémara cloacal  adulto 365 no aplicable no determina- d/d
NA757699 do

SRR15610254  SRR15610254  PRJ- Yeetal.(2022) noextremidad  cémara cloacal  adulto 365 no aplicable no determina- d/d
NA757699 do

SRR15610255 SRR15610255  PRJ- Yeetal.(2022) no extremidad  ojo adulto 365 no aplicable no determina- d/d
NA757699 do

SRR15610256  SRR15610256  PRJ- Yeetal.(2022) no extremidad  ojo adulto 365 no aplicable no determina- d/d
NA757699 do

SRR15610257  SRR15610257  PRJ- Yeetal.(2022)  extremidad extremidad an-  adulto 365 no aplicable no determina- d/d
NA757699 terior do

SRR15610258  SRR15610258  PRJ- Yeetal.(2022)  no extremidad  corazén adulto 365 no aplicable no determina- d/d
NA757699 do

SRR15610259  SRR15610259  PRJ- Yeetal.(2022)  extremidad extremidad adulto 365 no aplicable no determina- d/d
NA757699 posterior do

SRR15610260 SRR15610260  PRJ- Yeetal.(2022)  extremidad extremidad adulto 365 no aplicable no determina- d/d
NA757699 posterior do

SRR15610261  SRR15610261  PRJ- Yeetal.(2022)  no extremidad  intestino adulto 365 no aplicable no determina- d/d
NA757699 do

SRR15610262  SRR15610262  PRJ- Yeetal.(2022)  no extremidad  intestino adulto 365 no aplicable no determina- d/d
NA757699 do

SRR15610263  SRR15610263  PRJ- Yeetal.(2022)  no extremidad  rifidn adulto 365 no aplicable no determina- d/d
NA757699 do

SRR15610264 SRR15610264  PRJ- Yeetal.(2022)  no extremidad  rifidn adulto 365 no aplicable no determina- d/d
NA757699 do

SRR15610265 SRR15610265 PRJ- Yeetal.(2022)  no extremidad  higado adulto 365 no aplicable no determina- d/d
NA757699 do

SRR15610266  SRR15610266  PRJ- Yeetal.(2022)  no extremidad  higado adulto 365 no aplicable no determina- d/d
NA757699 do

SRR15610267 SRR15610267  PRJ- Yeetal.(2022)  no extremidad  pulmoén adulto 365 no aplicable no determina- d/d
NA757699 do

SRR15610268  SRR15610268  PRJ- Yeetal.(2022)  no extremidad  pulmoén adulto 365 no aplicable no determina- d/d
NA757699 do
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SRR15610269  SRR15610269  PRJ- Yeetal.(2022)  no extremidad  piel adulto 365 no aplicable no determina- d/d
NA757699 do
SRR15610270  SRR15610270  PRJ- Yeetal.(2022)  no extremidad  piel adulto 365 no aplicable no determina- d/d
NA757699 do
SRR15610271  SRR15610271  PRJ- Yeetal.(2022)  no extremidad  bazo adulto 365 no aplicable no determina- d/d
NA757699 do
SRR15610272  SRR15610272  PRJ- Yeetal.(2022)  no extremidad  bazo adulto 365 no aplicable no determina- d/d
NA757699 do
SRR15610273  SRR15610273  PRJ- Yeetal.(2022)  no extremidad  estdmago adulto 365 no aplicable no determina- d/d
NA757699 do
SRR15610274  SRR15610274  PRJ- Yeetal.(2022)  no extremidad  estomago adulto 365 no aplicable no determina- d/d
NA757699 do
SRR15610275  SRR15610275  PRJ- Yeetal.(2022)  no extremidad  cola adulto 365 no aplicable no determina- d/d
NA757699 do
SRR15610276  SRR15610276  PRJ- Yeetal.(2022)  no extremidad  cola adulto 365 no aplicable no determina- d/d
NA757699 do
SRR2885267 SRR2885267 PRIJ- D. M. Bryant, extremidad hueso subadulto no determina- no aplicable no determina- no determina-
NA300706 Johnson et al. do do do
(2017)
SRR2885268 SRR2885268 PRIJ- D. M. Bryant, extremidad hueso subadulto no determina- no aplicable no determina- no determina-
NA300706 Johnson et al. do do do
(2017)
SRR2885269 SRR2885269 PRIJ- D. M. Bryant, extremidad hueso subadulto no determina- no aplicable no determina- no determina-
NA300706 Johnson et al. do do do
(2017)
SRR2885270 SRR2885270 PRJ- D. M. Bryant, extremidad cartilago del  subadulto no determina- no aplicable no determina- no determina-
NA300706 Johnson et al. brazo anterior do do do
(2017)
SRR2885271 SRR2885271 PRIJ- D. M. Bryant, extremidad cartilago del  subadulto no determina- no aplicable no determina- no determina-
NA300706 Johnson et al. brazo anterior do do do
(2017)
SRR2885273 SRR2885273 PRIJ- D. M. Bryant, extremidad cartilago del  subadulto no determina- no aplicable no determina- no determina-
NA300706 Johnson et al. brazo anterior do do do

(2017)
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SRR2885274 SRR2885274 PRIJ- D. M. Bryant, extremidad cartilago de la  subadulto no determina- no aplicable no determina- no determina-
NA300706 Johnson et al. mufieca do do do
(2017)
SRR2885275 SRR2885275 PRJ- D. M. Bryant, extremidad cartilago de la  subadulto no determina- no aplicable no determina- no determina-
NA300706 Johnson et al. mufieca do do do
(2017)
SRR2885283 SRR2885283 PRIJ- D. M. Bryant, extremidad cartilago de la  subadulto no determina- no aplicable no determina- no determina-
NA300706 Johnson et al. mufieca do do do
(2017)
SRR2885284 SRR2885284 PRIJ- D. M. Bryant, no extremidad  ovarios adulto no determina- no aplicable hembra no determina-
NA300706 Johnson et al. do do
(2017)
SRR2885285 SRR2885285 PRIJ- D. M. Bryant, no extremidad  ovarios adulto no determina- no aplicable hembra no determina-
NA300706 Johnson et al. do do
(2017)
SRR2885286 SRR2885286 PRIJ- D. M. Bryant, no extremidad  ovarios adulto no determina- no aplicable hembra no determina-
NA300706 Johnson et al. do do
(2017)
SRR2885287 SRR2885287 PRIJ- D. M. Bryant, no extremidad testiculos adulto no determina- no aplicable macho no determina-
NA300706 Johnson et al. do do
(2017)
SRR2885288 SRR2885288 PRJ- D. M. Bryant, no extremidad testiculos adulto no determina- no aplicable macho no determina-
NA300706 Johnson et al. do do
(2017)
SRR2885289 SRR2885289 PRJ- D. M. Bryant, no extremidad testiculos adulto no determina- no aplicable macho no determina-
NA300706 Johnson et al. do do
(2017)
SRR2885290 SRR2885290 PRJ- D. M. Bryant, no extremidad testiculos adulto no determina- no aplicable macho no determina-
NA300706 Johnson et al. do do
(2017)
SRR2885291 SRR2885291 PRJ- D. M. Bryant, extremidad vaso sangui- subadulto no determina- no aplicable no determina- no determina-
NA300706 Johnson et al. neo do do do
(2017)
SRR2885293 SRR2885293 PRJ- D. M. Bryant, extremidad vaso sangui- subadulto no determina- no aplicable no determina- no determina-
NA300706 Johnson et al. neo do do do

(2017)
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SRR2885316 SRR2885316 PRIJ- D. M. Bryant, extremidad vaso sangui-  subadulto no determina- no aplicable no determina- no determina-
NA300706 Johnson et al. neo do do do
(2017)
SRR2885553 SRR2885553 PRJ- D. M. Bryant, blastemadeex- blastema distal  adulto no determina- no determina- no determina- no determina-
NA300706 Johnson et al. tremidad de la extremi- do do do do
(2017) dad
SRR2885591 SRR2885591 PRIJ- D. M. Bryant, blastemadeex- blastema distal  adulto no determina- no determina- no determina- no determina-
NA300706 Johnson et al. tremidad de la extremi- do do do do
(2017) dad
SRR2885592 SRR2885592 PRIJ- D. M. Bryant, extremidad codo subadulto no determina- no aplicable no determina- no determina-
NA300706 Johnson et al. do do do
(2017)
SRR2885593 SRR2885593 PRIJ- D. M. Bryant, extremidad codo subadulto no determina- no aplicable no determina- no determina-
NA300706 Johnson et al. do do do
(2017)
SRR2885594 SRR2885594 PRIJ- D. M. Bryant, extremidad brazo anterior subadulto no determina- no aplicable no determina- no determina-
NA300706 Johnson et al. do do do
(2017)
SRR2885595 SRR2885595 PRIJ- D. M. Bryant, extremidad brazo anterior subadulto no determina- no aplicable no determina- no determina-
NA300706 Johnson et al. do do do
(2017)
SRR2885596 SRR2885596 PRIJ- D. M. Bryant, no extremidad filamento bran-  subadulto no determina- no aplicable no determina- no determina-
NA300706 Johnson et al. quial do do do
(2017)
SRR2885597 SRR2885597 PRIJ- D. M. Bryant, extremidad mano subadulto no determina- no aplicable no determina- no determina-
NA300706 Johnson et al. do do do
(2017)
SRR2885598 SRR2885598 PRIJ- D. M. Bryant, extremidad mano subadulto no determina- no aplicable no determina- no determina-
NA300706 Johnson et al. do do do
(2017)
SRR2885599 SRR2885599 PRIJ- D. M. Bryant, extremidad mano subadulto no determina- no aplicable no determina- no determina-
NA300706 Johnson et al. do do do
(2017)
SRR2885600 SRR2885600 PRIJ- D. M. Bryant, no extremidad corazén subadulto no determina- no aplicable no determina- no determina-
NA300706 Johnson et al. do do do

(2017)
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SRR2885601 SRR2885601 PRIJ- D. M. Bryant, no extremidad  corazon subadulto no determina- no aplicable no determina- no determina-
NA300706 Johnson et al. do do do
(2017)
SRR2885675 SRR2885675 PRJ- D. M. Bryant, no extremidad  corazon subadulto no determina- no aplicable no determina- no determina-
NA300706 Johnson et al. do do do
(2017)
SRR2885865 SRR2885865 PRIJ- D. M. Bryant, blastemadeex- blastema proxi- adulto no determina- no determina- no determina- no determina-
NA300706 Johnson et al. tremidad mal de la extre- do do do do
(2017) midad
SRR2885866 SRR2885866 PRJ- D. M. Bryant, blastemadeex- blastemaproxi- adulto no determina- no determina- no determina- no determina-
NA300706 Johnson et al. tremidad mal de la extre- do do do do
(2017) midad
SRR2885867 SRR2885867 PRIJ- D. M. Bryant, extremidad musculo esque-  subadulto no determina- no aplicable no determina- no determina-
NA300706 Johnson et al. Iético do do do
(2017)
SRR2885868 SRR2885868 PRIJ- D. M. Bryant, extremidad musculo esque-  subadulto no determina- no aplicable no determina- no determina-
NA300706 Johnson et al. lético do do do
(2017)
SRR2885869 SRR2885869 PRIJ- D. M. Bryant, extremidad musculo esque-  subadulto no determina- no aplicable no determina- no determina-
NA300706 Johnson et al. lético do do do
(2017)
SRR2885870 SRR2885870 PRIJ- D. M. Bryant, extremidad musculo esque-  subadulto no determina- no aplicable no determina- no determina-
NA300706 Johnson et al. lético do do do
(2017)
SRR2885871 SRR2885871 PRIJ- D. M. Bryant, extremidad brazo superior  subadulto no determina- no aplicable no determina- no determina-
NA300706 Johnson et al. do do do
(2017)
SRR2885873 SRR2885873 PRIJ- D. M. Bryant, extremidad brazo superior  subadulto no determina- no aplicable no determina- no determina-
NA300706 Johnson et al. do do do
(2017)
SRR2885875 SRR2885875 PRIJ- D. M. Bryant, extremidad brazo superior  subadulto no determina- no aplicable no determina- no determina-
NA300706 Johnson et al. do do do
(2017)
SRR5042765 SRR5042765 PRJ- Caballero- no extremidad  cola adulto no determina- no aplicable hembra no determina-
NA354434 Pérez et al. do do

(2018)
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SRR5042766 SRR5042766 PRIJ- Caballero- extremidad extremidad an-  adulto no determina- no aplicable hembra no determina-
NA354434 Pérez et al. terior do do
(2018)
SRR5042767 SRR5042767 PRJ- Caballero- no extremidad  higado adulto no determina- no aplicable hembra no determina-
NA354434 Pérez et al. do do
(2018)
SRR5042768 SRR5042768 PRIJ- Caballero- no extremidad ~ branquias adulto no determina- no aplicable hembra no determina-
NA354434 Pérez et al. do do
(2018)
SRR5042769 SRR5042769 PRIJ- Caballero- extremidad extremidad adulto no determina- no aplicable hembra no determina-
NA354434 Pérez et al. posterior do do
(2018)
SRR5042770 SRR5042770 PRIJ- Caballero- no extremidad ~ corazon adulto no determina- no aplicable hembra no determina-
NA354434 Pérez et al. do do
(2018)
SRR5341564 SRR5341564 PRIJ- Nowoshilowet  no extremidad  ovarios adulto no determina- no aplicable no determina-  white (d/d)
NA378982 al. (2018) do do
SRR5341565 SRR5341565 PRJ- Nowoshilower  no extremidad  islotes adulto no determina- no aplicable no determina-  white (d/d)
NA378982 al. (2018) do do
SRR5341568 SRR5341568 PRIJ- Nowoshilowet  no extremidad  Intact spinal  adulto no determina- no aplicable no determina-  white (d/d)
NA378982 al. (2018) cord do do
SRR5341569 SRR5341569 PRIJ- Nowoshilowet  no extremidad  testiculos adulto no determina- no aplicable no determina-  white (d/d)
NA378982 al. (2018) do do
SRR5341570 SRR5341570 PRJ- Nowoshilower  no extremidad  bazo adulto no determina- no aplicable no determina-  white (d/d)
NA378982 al. (2018) do do
SRR5341571 SRR5341571 PRIJ- Nowoshilower  no extremidad ~ pulmoén adulto no determina- no aplicable no determina-  white (d/d)
NA378982 al. (2018) do do
SRR5341572 SRR5341572 PRJ- Nowoshilower  no extremidad  higado adulto no determina- no aplicable no determina-  white (d/d)
NA378982 al. (2018) do do
SRR5341573 SRR5341573 PRJ- Nowoshilow et  no extremidad  corazén adulto no determina- no aplicable no determina-  white (d/d)
NA378982 al. (2018) do do
SRR5341574 SRR5341574 PRIJ- Nowoshilower  no extremidad  cerebro adulto no determina- no aplicable no determina-  white (d/d)
NA378982 al. (2018) do do
SRR5341575 SRR5341575 PRJ- Nowoshilower  no extremidad  cabeza adulto no determina- no aplicable no determina-  white (d/d)
NA378982 al. (2018) do do
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SRR5341576 SRR5341576 PRIJ- Nowoshilower  blastema de ex-  blastema de la  adulto no determina- 15 no determina-  white (d/d)
NA378982 al. (2018) tremidad extremidad an- do do
terior
SRR5341577 SRR5341577 PRIJ- Nowoshilow et blastema de ex-  blastema de la  adulto no determina- 9 no determina-  white (d/d)
NA378982 al. (2018) tremidad extremidad an- do do
terior
SRR5341578 SRR5341578 PRJ- Nowoshilowet  no extremidad  blastema de la  adulto no determina- no aplicable no determina-  white (d/d)
NA378982 al. (2018) cola do do
SRR5341579 SRR5341579 PRJ- Nowoshilowet  no extremidad  médula espinal  adulto no determina- no aplicable no determina-  white (d/d)
NA378982 al. (2018) lesionada do do
SRR5341580 SRR5341580 PRIJ- Nowoshilowet  no extremidad  médula espinal  adulto no determina- no aplicable no determina-  white (d/d)
NA378982 al. (2018) lesionada do do
SRR5341581 SRR5341581 PRIJ- Nowoshilower  no extremidad  brote delacola  subadulto 5 no aplicable no determina-  white (d/d)
NA378982 al. (2018) do
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C. Generacion y anotacién de una libreria de elementos
repetitivos del genoma de Ambystoma mexicanum

Se generd de novo una biblioteca de elementos repetitivos del genoma del ajolote (AmexG_v6.0-DD)
para su uso en trabajos futuros. Todos los procedimientos descritos a continuacion y el codigo para
la generacion de la biblioteca de elementos repetitivos se encuentran detallados en el siguiente

repositorio de GitHub: https://github.com/samuelruizperez/axoloTE RElibrary.

Se identificaron y modelaron de novo los elementos repetitivos del genoma del ajolote
(AmexG_v6.0-DD; Nowoshilow et al., 2018) empleando RepeatModeler 2.0.4 contenido en el Dfam
TE Tools Container 1.7 (Dfam Consortium, 2022). Este contenedor se modificé para incluir sus

paquetes en las siguientes versiones (Cuadro C.1):

Cuadro C.1. Lista de paquetes contenidos en version modificada de Dfam TE Tools Container 1.7.

Paquete bioinforméatico Version URL Referencia

RepeatModeler 2.04 http://www.repeatmas- Flynn et al. (2020)

ker.org/RepeatModeler/

RepeatMasker 4.1.4 http://www.repeat- Smit et al. (2013)
masker.org/RMDown-
load.html

coseg 0.2.2 http://www.repeatmas- Smit et al. (2013)
ker.org/COSEGDown-

load.html

RMBlast 2.13.0 http://www.repeatmas- Smit et al. (2013)

ker.org/RMBIlast.html

HMMER 332 http://hmmer.org/ «HMMER 3.3.2» (2020)

Continua en la siguiente pagina...
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Paquete bioinforméatico Version URL Referencia

TRF 4.09.1 https://github.com/Benson- Benson (1999)
Genomics-Lab/TRF

RepeatScout 1.0.6 http://www.repeatmas- Price et al. (2005)
ker.org/RepeatScout-
1.0.6.tar.gz

RECON 1.08 http://www.repeatmas- Bao y Eddy (2002)
ker.org/RepeatMode-
ler/RECON-1.08.tar.gz

cd-hit 4.8.1 https://github.com/weizhon- Liy Godzik (2006) y Fu et
gli/cdhit al. (2012)

genometools 1.6.3 (df1df94) https://github.com/geno-  Gremme ef al. (2013)

LTR retriever

MAFFT

NINJA

UCSC utilities (faToTwo-
Bit, twoBitInfo, twoBitTo-

Fa)

2.9.0

7.471

0.97-cluster only

v413

metools/genometools

https://github.com/oushu-
jun/LTR_retriever/

https://mafftt.cbrc.jp/align-

ment/software/

https://github.com/Tra-
visWheelerLab/NINJA

http://hgdown-
load.soe.ucsc.edu/ad-

min/exe/

Ou y Jiang (2018)

Katoh y Standley (2013)

Wheeler et al. (2024)

Kent et al. (2002)

La biblioteca de elementos repetitivos que resultdé del modelado con RepeatModeler2 fue

subida a la base de datos Dfam (https://www.dfam.org/), la cual es una coleccion abierta de alinea-
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mientos de secuencias de DNA de elementos transponibles, modelos ocultos de Markov (HMM)),

secuencias consenso y anotaciones gendmicas (Storer ef al., 2021).

En el Cuadro C.2 se presenta un resumen de las estadisticas de las ejecuciones de RepeatMo-
deler2 con varios genomas de muestra y el genoma del ajolote. Para el caso del genoma de referencia
del ajolote (AmexG v6.0-DD), el porcentaje de muestreo fue mayor en el presente trabajo que en
el modelado hecho por Nowoshilow et al. (2018). A su vez, se modelaron 27403 subfamilias de
elementos repetitivos, a diferencia de las 2956 familias reportadas por Nowoshilow et al. (2018). Sin
embargo, es importante destacar que las subfamilias reportadas por Nowoshilow et al. (2018) fueron
curadas y agrupadas manualmente tras la ejecucion de RepeatModeler2, lo que podria explicar
el menor numero de subfamilias. Por otro lado, solo la biblioteca modelada en este trabajo esta

disponible en Dfam, lo que garantiza su acceso y uso libre por parte de la comunidad cientifica.

Cuadro C.2. Comparacion de resultados y estadisticas para ejecuciones de RepeatModeler2 con varios genomas de
muestra y el genoma del ajolote.

Genoma Tamafio del Porcentajede Tiempo de Modelos Biblioteca Referencia
genoma (bp)  muestreo del ejecucion (subfamilias)  disponible en
genoma con (hh:mm) de construidos Dfam
RepeatMode- RepeatMode-
ler2 ler2
D. melanogas- 164 Mbp - 12:56 734 Si Flynn et al.
ter (2020)
D. rerio 1.4 Gbp - 40:36 3851 Si Flynn et al.
(2020)
O. sativa 375 Mbp - 37:23 2648 Si Flynn et al.
(2020)

Continda en la siguiente pagina. ..
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Cuadro C.2 — contintia desde la pagina anterior

Genoma Tamafio del Porcentajede Tiempo de Modelos Biblioteca Referencia
genoma (bp)  muestreo del ejecucion (subfamilias)  disponible en

genoma con (hh:mm) de construidos Dfam

RepeatMode- RepeatMode-

ler2 ler2
A. mexicanum 32 Gbp ~1.5% - 2956 No Nowoshilow
(Nowoshilow et al. (2018)
et al.,2018)
A. mexicanum 32 Gbp 4.29% ~836:00 27403 Si Este trabajo
(Nowoshilow (>1 mes)
et al.,2018)

Posteriormente, con base en los protocolos detallados en Goubert ef al. (2022), se realizo
una curacion manual de los resultados de la prediccion de elementos repetitivos. Finalmente, con
RepeatMasker se enmascararon los elementos repetitivos de la biblioteca en el genoma de referencia

del ajolote. La biblioteca, archivos de anotacion y demas informacion suplementaria estan disponibles

en el siguiente repositorio de Zenodo: https://doi.org/10.5281/zenodo.11088877.
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D. Resumen de los genes y elementos repetitivos con el mayor cambio en la
regeneracion y el envejecimiento

Cuadro D.1. Lista de los genes y elementos repetitivos con la mayor tasa de cambio absoluta significativa para los contrastes del blastema vs. la extremidad y las
muestras de adultos vs. subadultos.

IS1

Simbolo del gen o ele- Identificador del gen o elemento repe- Bvs. L Bvs.L(A) Bvs.L(SA) Avs.SA  Avs.SA(L) Avs.SA(B) Efecto de Moddulo en
mento repetitivo titivo la edad WGCNA
(Bvs.L) (Figura6.18)

IL11 AMEX60DDO016524 8.85 8.35 16
ODAM AMEX60DD044102 7.95 5.42 16
AMEX60DD044091 AMEX60DD044091 6.97 5.66 15
SHF_dup2 AMEX60DDU001031218 6.11 3.39 3.7 16
MMP13_dup7 AMEX60DD049502 5.82 4.76 4.37 16
AMEX60DDO015912 AMEX60DDO015912 5.76 15
KAZALDI1_dup4 AMEX60DD046684 5.7 7.05 -2.69 5
SHD AMEX60DD014280 5.53 5.26 4.05 16
KAZALDI1 dup3 AMEX60DD046379 5.52 6.91 -2.28 5
BHLHA9 AMEX60DD054790 5.47 41.29 23.28 -12.62 -37.07 16
AMEX60DDU001021321  AMEX60DDU001021321 5.41
GSGl AMEX60DD054043 5.41 2.65 15
TAPBPL_dupl AMEX60DDO015913 5.36 6.11 15
MMP11 AMEX60DD000336 5.34 4.87 4.61 16
ANGPTL2_dupl AMEX60DDO031854 5.28 6.69 3.57 16

rnd-6_family-8458:rnd-6_family- 2.52 3.08 -5.15 14

8458:Desconocido

rnd-5_family-1610:rnd-5_family- -2.07 14

1610:Desconocido

5000_5500_clus- -2.27 14

ter_433:Mag:Ty3:LTR

6000_6500 cluster 342:Vclade:Chro- -2.31 14

moviridae:Ty3:LTR

SA: subadulto, A: adulto, L: extremidad, B: blastema de extremidad. Los valores corresponden al ash-log, (FC), cuando el ITHW-adj p < 0.05.
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Cuadro D.1 — contintia desde la pagina anterior

Simbolo del gen o ele- Identificador del gen o elemento repe- Bvs. L Bvs.L(A) Bvs.L(SA) Avs.SA  Avs.SA(L) Avs.SA(B) Efecto de Moédulo en
mento repetitivo titivo la edad WGCNA
(Bvs.L) (Figura 6.18)
5500_6000_cluster 5043:Vcla- -2.64 2.43 14
de:Chromoviridae: Ty3:LTR
rnd-5_family-3873:rnd-5_family- -2.68 14
3873:Desconocido
AMEX60DD018562 AMEX60DD018562 -4.29 -28.18 4.63 29.32 23.56 15
6000_6500_cluster 793:Vclade:Chro- -4.58 -3.71 14
moviridae:Ty3:LTR
NNMT _dup23 AMEX60DD053668 -5.01 -9.91 4.29 4.99 9
SMPD3_dupl AMEX60DD015439 -5.4 -2.99 -4.52 -4.69 15
NNMT _dup21 AMEX60DD053666 -6.4 -8.25 -8.87 3.32 6
AMEX60DD032486 AMEX60DD032486 -6.41 -37.76 40.45 41.78 16
PRSS35 AMEX60DD033732 -6.54 -7.26 -2.34 -4.15 3.59 8.37 6
SRPK3_dup3 AMEX60DD023209 -8.62 -8.55 -4.65 -3.7 5.41 6
SYPL2 AMEX60DD009200 -11.37 6
AMEX60DD051962 AMEX60DD051962 -11.47 6
ACTC1_dup5 AMEX60DD034544 -11.48 -4.11 -15.11 -6.02 6.92 6
MYLI AMEX60DD055382 -11.64 -13.77 -3.47 6.76 6
PVALB_dup2 AMEX60DD025873 -11.66 -3.57 -17.58 -8.19 9.62 6
MYL3 AMEX60DD020542 -11.67 -13.34 -2.6 4.13 6
TNNT3 AMEX60DD004521 -11.73 -13.71 -3.53 5.96 6
PVALB_dup3 AMEX60DD029312 -11.74 -6.89 -14.93 -4.91 6
MYBPCI_dupl AMEX60DD008355 -11.84 -3.7 -13.4 -3.06 431 6
SLN AMEX60DD049438 -11.93 6
KLHL41 AMEX60DD055633 -12.01 -14.54 -3.05 7.51 6
MYL2 AMEX60DD000676 -12.24 -13.76 -2.41 6.52 9.92 6
CKM AMEX60DD024851 -12.26 -14.81 -4.62 8.92 6
CASQ1 AMEX60DDO016918 -12.68 -4.86 -16.71 -6.57 7.17 6
TNNC1_dupl AMEX60DD023145 -12.85 -16.35 -4.59 11.68 6
BIRC5_dupl AMEX60DD029442 31.98 -14.1 -19.34 23.67 44.87 7

SA: subadulto, A: adulto, L: extremidad, B: blastema de extremidad. Los valores corresponden al ash-log, (FC), cuando el IHW-adj p < 0.05.
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Cuadro D.1 — contintia desde la pagina anterior

Simbolo del gen o ele- Identificador del gen o elemento repe- Bvs. L Bvs.L(A) Bvs.L(SA) Avs.SA  Avs.SA(L) Avs.SA(B) Efecto de Moédulo en
mento repetitivo titivo la edad WGCNA
(Bvs.L) (Figura 6.18)
LOC115401458 dup5 AMEX60DD023365 30.62 -24.63 40.8 15
AMEX60DD013551 AMEX60DD013551 29.66 -9.86 -26.03 12.92 39.99
AMEX60DD002927 AMEX60DD002927 29.07 -3.89 -29.9 36.6 16
AMEX60DD022853 AMEX60DD022853 28.21 -29.08
MDY _dup2 AMEX60DD019625 28.03 -11.94 -24.2 14.79 39.36 15
BMP2_dupl AMEX60DD014649 27.96 13.64 15
AK8 dup7 AMEX60DDU001011696 27.26 10.7 -26.46 -9.82 15.92 15
AMEX60DD028188 AMEX60DD028188 27.08 -11.91 26.72 7
AMEX60DDU001042006 AMEX60DDU001042006 26.92 -14.14 -23.82 16.41 40.34 15
AMEX60DD046052 AMEX60DD046052 26.12 20.9 9 8.15 7
AMEX60DD006712 AMEX60DD006712 25.07 4.88 14.26 16
AMEX60DDU001026322  AMEX60DDU001026322 24.97 -14.47 13.83 31.67 7
GLIPR1_dup2 AMEX60DDO011558 24.92 17.62 21.08 24.65 15
AMEX60DD024156 AMEX60DD024156 24.5 -23.9 34.17
MSGNI1 AMEX60DDO033138 23.38 -15.79 -22.09 14.36 37.81
NOX1_dupl AMEX60DD034979 23.03 -11.48 -26.59 34.08 15
AMEX60DD028310 AMEX60DD028310 22.64 -12.99 -24.18 35.05 7
AMEX60DDU001004810  AMEX60DDU001004810 18.64 -16.32 -7 21.04 34.79 7
AMEX60DD022698 AMEX60DD022698 17.61 -20.06 -11.47 22.88 36.46 15
AMEX60DDU001033535 AMEX60DDU001033535 17.37 -18.43 -23.62 34.64
LOC115074190 AMEX60DD053952 15.52 -11.42 -27.18 27.11 8
CRYGB_dup52 AMEX60DD055132 12.16 26.55 12.02 -10.25 11
CRYGB_dup53 AMEX60DD055133 5.93 -24.18 29.34 32.68 11
HBZ_dup5 AMEX60DDO021537 4.19 -7.19 -10.36 5
HAOL1 AMEX60DD035727 3.71 -30.18 32.76 37.19 9
COL11A1_dupl AMEX60DD018809 3.26 -3.27 -7.32 5.19 6
HMGN2_dup3 AMEX60DD055769 2.92 -3.79 1
9500 10000 cluster 33:Epsilon:LTR 241 2.6 4

SA: subadulto, A: adulto, L: extremidad, B: blastema de extremidad. Los valores corresponden al ash-log, (FC), cuando el IHW-adj p < 0.05.

Continta en la siguiente pagina...

@ do1puedy



124!

Cuadro D.1 — contintia desde la pagina anterior

Simbolo del gen o ele- Identificador del gen o elemento repe-
mento repetitivo titivo

Bvs. L Bvs.L(A) Bvs.L(SA)

Avs.SA  Avs.SA(L)

Avs. SA (B) Efecto de Moédulo en
la edad WGCNA
(Bvs.L) (Figura 6.18)

4500_5000_clus-
ter_320:Mag:Ty3:LTR

5500_6000_cluster 1447:Gmrl:Meta-
viridae:Ty3:LTR

6500 7000 cluster 458:Gmrl:Metavi-
ridae:Ty3:LTR

7000_7500 cluster 172:Vclade:Chro-
moviridae:Ty3:LTR

4500_5000_cluster 89:Mag:Ty3:LTR

6500_7000_cluster 937:Vclade:Chro-
moviridae:Ty3:LTR

rnd-6_family-949:hAT-Charlie:DNA

5750 6250 cluster 32:Vclade:Chro-
moviridae:Ty3:LTR

6500_7000 cluster 301:Vclade:Chro-
moviridae:Ty3:LTR

7000_7500_cluster 1172:Vcla-
de:Chromoviridae: Ty3:LTR

rnd-5_family-243:Ty3:LTR

4750_5250_clus-
ter_637:Mag:Ty3:LTR

4750 5250 clus-
ter_417:Mag:Ty3:LTR

rnd-4_family-2002:rnd-4_family-
2002:Desconocido

5250 5750 clus-
ter_569:Mag:Ty3:LTR

ZNF665_dup2 AMEX60DD036497

6000_6500_cluster 381:Vclade:Chro-
moviridae:Ty3:LTR

5250_5750_clus-
ter_1413:Mag:Ty3:LTR

4750 5250 clus-
ter_705:Mag:Ty3:LTR

-1.92

-2.01

-2.02

-2.07

-2.1
-2.11

-2.12
-2.14

-2.14

-2.15

-2.16
-2.16

-2.17

-2.18

-2.34

-2.34
-2.63

-2.75

-2.87

2.47

2.06

22

2.29
1.84

2.33

2.2

4.79

3.37
5.24

5.79

5.09

14

14

14

14

14
14

14
14

14

14

14
14

15

14

14

15
14

14

14

SA: subadulto, A: adulto, L: extremidad, B: blastema de extremidad. Los valores corresponden al ash-log, (FC), cuando el ITHW-adj p < 0.05.
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Cuadro D.1 — contintia desde la pagina anterior

Simbolo del gen o ele-
mento repetitivo

Identificador del gen o elemento repe-
titivo

Bvs. L Bvs.L(A)

Avs.SA  Avs.SA(L)

Avs. SA (B) Efecto de Moédulo en
la edad WGCNA
(Bvs.L) (Figura 6.18)

DMBTI1_dupl8

5250_5750_clus-
ter_795:Mag:Ty3:LTR

5000_5500_clus-
ter_949:Mag:Ty3:LTR

AMEX60DD053301

6250 6750 _cluster 458:Vclade:Chro-
moviridae:Ty3:LTR

rmd-4 family-513:rnd-4 family-
513:Desconocido

6250_6750_cluster 5805:Vcla-
de:Chromoviridae: Ty3:LTR

5500 _6000 cluster 358:Vclade:Chro-
moviridae:Ty3:LTR
rnd-5_family-2140:rnd-5_family-
2140:Desconocido
rnd-4_family-2576:rnd-4_family-
2576:Desconocido

7750 8250 cluster 73:Vclade:Chro-
moviridae:Ty3:LTR

5250_5750_clus-

ter 1260:Mag:Ty3:LTR

5250 5750 _clus-
ter_1953:Mag:Ty3:LTR

5000 _5500_cluster 2832:Vcla-
de:Chromoviridae:Ty3:LTR

6250 6750 cluster 5211:Vcla-
de:Chromoviridae:Ty3:LTR

6500_7000 cluster 583:Vclade:Chro-
moviridae:Ty3:LTR

6500_7000_cluster 1196:Vcla-
de:Chromoviridae:Ty3:LTR

6000_6500_cluster 330:Vclade:Chro-
moviridae:Ty3:LTR

-2.99

-3.11

-3.22
-3.32

-3.68

-3.74

-3.77

-3.79

-3.86

-3.86

-3.88

-4.05

4.14

-4.19

4.44

447

-4.62

4.62

5.23

4.6

4.88

3.66

3.59

2.48

2.72

3.21

6.78

4.91

5.93

2.78

3.36

2.58

2.49

14

14

16

-3.56 14

14

14

-3.94 13

-4.33 13

14

14

14

14

14

14

14

14

SA: subadulto, A: adulto, L: extremidad, B: blastema de extremidad. Los valores corresponden al ash-log, (FC), cuando el IHW-adj p < 0.05.
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Cuadro D.1 — contintia desde la pagina anterior

Simbolo del gen o ele- Identificador del gen o elemento repe- Bvs. L Bvs.L(A) Bvs.L(SA) Avs.SA  Avs.SA(L) Avs.SA(B) Efecto de Moédulo en
mento repetitivo titivo la edad WGCNA
(Bvs.L) (Figura 6.18)
6250 _6750_cluster 214:Vclade:Chro- : -4.64 : : 4.84 14
moviridae:Ty3:LTR
15500_16000_cluster_287:Spu- : -4.65 : : 2.49 -3.39 13
ma:LTR
LRRC52_dupl AMEX60DD018171 : -5.52 22.9 : 7.68 -21.75 -30.39 15
rnd-4_family-751:PIF- : -5.84 : : 4.79 14
Harbinger:DNA
LRP2BP AMEX60DD045401 : -5.99 21.29 : 6.41 214 -28.61 15
C30RF84 AMEX60DD023276 : -6.31 24.87 : 10.78 -21.46 -33.36 15
AMEX60DD054827 AMEX60DD054827 : -7.64 2222 : 9.58 -21.14 -32.93 15
XE- AMEX60DD009277 : -8.63 38.47 : 36.98 -50.78 15
LAEV_18033243MG_dupl
ASNSDL1_dupl AMEX60DD053068 : -9.04 22.25 : 8.15 -22.64 -34.15 15
AMEX60DD048030 AMEX60DD048030 : -9.23 32.37 : 32.48 -45.51 15
PINLYP_dup4 AMEX60DD017942 : -11.2 27.69 : 22.32 -16.66 -39.27 16
AMEX60DD048031 AMEX60DD048031 : -11.21 33.51 : 33.44 -46.93 15
LOC115460466_dupl AMEX60DD040663 : -12.06 21.28 : 8.3 -23.78 -33.32 15
PDILT dupl AMEX60DD020632 : -16.42 28.92 : 15.55 -25.66 -44.04 2
H2BC1_dupl AMEX60DD039090 : -18.44 16.97 : 8.06 -21.77 -34.23 15
AMEX60DD021147 AMEX60DD021147 : -19.64 34 : 27.1 -24.13 -51.6 15
AMEX60DD038200 AMEX60DD038200 : -21.32 21.26 : 12.54 -27.06 -41.33 15
AMEX60DD025770 AMEX60DD025770 : -21.42 34.52 : 25.12 -26.13 -52.28
AMEX60DD034961 AMEX60DD034961 : -29.81 : : 37.77 -29.25 15
AMEX60DD001931 AMEX60DD001931 : -31.07 : : 36.93 -31.2 15
CRYGB_dupl AMEX60DD055074 : -31.32 -49.87 : -13.2 18.07 11
PARPI_0007353_dup4 AMEX60DD045851 : -34.96 : : 36.81 -32.45 15
AMEX60DD047123 AMEX60DD047123 : -35.57 : : 39.42 -35.71 15
AMEX60DD005174 AMEX60DD005174 : -37.24 : : 38.99 -31.79 15
AMEX60DD024759 AMEX60DD024759 : -38.37 : : 38.09 -34.68 15
AMEX60DD035823 AMEX60DD035823 : -38.48 : : 41.32 -36.98 15

SA: subadulto, A: adulto, L: extremidad, B: blastema de extremidad. Los valores corresponden al ash-log, (FC), cuando el ITHW-adj p < 0.05.
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Cuadro D.1 — contintia desde la pagina anterior

Simbolo del gen o ele- Identificador del gen o elemento repe- Bvs. L Bvs.L(A) Bvs.L(SA) Avs.SA  Avs.SA(L) Avs.SA(B) Efecto de Moédulo en
mento repetitivo titivo la edad WGCNA
(Bvs.L) (Figura 6.18)
AMEX60DD024680 AMEX60DD024680 -40.03 36.99 -34.88 15
AMEX60DD001541 AMEX60DD001541 -41.86 -52.28 -13.83 9
AMEX60DD028361 AMEX60DD028361 -42.12 37.1 -36.73 15
KRT17_dup5 AMEX60DDO010113 -42.34 -49.07 -12.28 16
AMEX60DD043969 AMEX60DD043969 -43.43 38.19 -38.41 15
AMEX60DD043110 AMEX60DD043110 -43.54 38.35 -39.31 15
ARHGAPI1A AMEX60DD024406 -43.95 37.25 -34.65 7
AMEX60DD026365 AMEX60DD026365 -43.95 37.7 -5.82 15
APOB_dup2 AMEX60DD033071 -45.42 -47.44 9
AMEX60DDO001540 AMEX60DDO001540 -46.02 -53.95 -12.87 9
AMEX60DDO017665 AMEX60DD017665 -46.4 29.03 -15.27 -46.05 15
SYCP2_dupl AMEX60DD027234 -46.56 30.33 -44.14 15
AMEX60DD051247 AMEX60DD051247 -47.14 -46.86 -11.58 16
AMEX60DDU001008137  AMEX60DDU001008137 -47.35 -54.77 -8.12 16
AMEX60DD009802 AMEX60DD009802 -47.82 -50.4 -10.95 9
AMEX60DD004863 AMEX60DD004863 -47.84 27.27 -6.29 -44.06 15
AMEX60DD001474 AMEX60DD001474 -48.2 -51.07 -11.7 9
PRODH2 AMEX60DD028422 -48.27 -50.87 -10.26 9
AMEX60DD028239 AMEX60DD028239 -48.6 29.88 -18.92 -48.81 15
DDX4 dup2 AMEX60DD042140 -49.05 24.69 -19.45 -45.28 15
FERD3L AMEX60DD022294 -49.3 30.61 -16.34 -47.45 7
PKHDI1_dup4 AMEX60DD032854 -49.64 -46.69 15
ZNF569_dup5 AMEX60DD046640 -49.9 41.22 -44.29 15
LOC115370421_dup24 AMEX60DDU001002085 -51.17 -58.03 -9.43
PRSS2_dup7 AMEX60DD026419 -51.2 -47.37 16
AB205_0134110_dup5 AMEX60DD031292 -51.6 -47.94 10
TESMIN AMEX60DD004327 -52.05 30.27 -17.75 -48.39 15
LOC114566488 AMEX60DD032647 -52.28 -47.34 16

SA: subadulto, A: adulto, L: extremidad, B: blastema de extremidad. Los valores corresponden al ash-log, (FC), cuando el IHW-adj p < 0.05.
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Simbolo del gen o ele- Identificador del gen o elemento repe- Bvs. L Bvs.L(A) Bvs.L(SA) Avs.SA  Avs.SA(L) Avs.SA(B) Efecto de Moédulo en
mento repetitivo titivo la edad WGCNA
(Bvs.L) (Figura 6.18)
LOC106704584 AMEX60DD008943 -59.38 -20.95 10.33 -21.44 -35.2 15
AMEX60DD002091 AMEX60DD002091 -60.04 -17.68 12.54 -25.94 -40.3 15
AMEX60DD021008 AMEX60DD021008 -60.92 31.19 -7.02 -46.15 15
AMEX60DD043684 AMEX60DD043684 -61.08 -23.86 10.85 -23.42 -35.73 15
CYP2A6_dupl AMEX60DD008880 -61.12 -30.69 491 -22.97 -29.56 15
AMEX60DD007060 AMEX60DD007060 -62.16 -36.19 6.22 15
AMEX60DD006634 AMEX60DD006634 -62.23 -36.34 11.05 -22.77 15
AMEX60DDU001034099  AMEX60DDU001034099 -62.23 -25.93 11.94 -11.09 -32.23 15
AMEX60DD001525 AMEX60DD001525 -62.27 -36.67 10.97 -22.75 15
LOC115110228 AMEX60DDU001008847 -62.29 -38.26 423 -5.53 15
LOC107983852 AMEX60DD037393 -62.35 -34.93 13.49 -24.92 15
RGSL2 AMEX60DDO018628 -62.36 -35.4 10.01 -19.09 15
AMEX60DD043691 AMEX60DD043691 -62.41 -31.3 11.84 -26.84 15
AMEX60DDO011134 AMEX60DDO011134 -62.46 -37.24 10.85 -23.17 15
LOC112544977 AMEX60DD025382 -62.51 -36.94 9.49 -11.96 15
AMEX60DD007613 AMEX60DD007613 -62.64 -34.3 7.76 -12.62 15
AMEX60DD047423 AMEX60DD047423 -62.69 -35.23 15
FSIP2_dup6 AMEX60DD038128 -62.86 -35.51 12.7 -25.13 15
ACRBP_dup3 AMEX60DD026880 -63.02 -36.14 8.92 -12.76 15
AMEX60DD052457 AMEX60DD052457 -63.11 -35.35 10.8 -21.38 15
AMEX60DD050544 AMEX60DD050544 49.96 33.46 -17.51 -50.8 15
AMEX60DD029513 AMEX60DD029513 42.97 27.57 -16.07 -43.62 15
AMEX60DDU001002634 AMEX60DDU001002634 40.48 29.6 -42.31
AMEX60DD027647 AMEX60DD027647 32.24 19.15 -43.99 15
UCP3_dupl AMEX60DD044953 28.34 15.03 -21.85 16
AMEX60DD055330 AMEX60DD055330 27.03 15
5500_6000_clus- 2.3 14

ter_1305:Mag:Ty3:LTR

SA: subadulto, A: adulto, L: extremidad, B: blastema de extremidad. Los valores corresponden al ash-log, (FC), cuando el IHW-adj p < 0.05.
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Simbolo del gen o ele- Identificador del gen o elemento repe- Bvs. L Bvs.L(A) Bvs.L(SA) Avs.SA  Avs.SA(L) Avs.SA(B) Efecto de Moédulo en
mento repetitivo titivo la edad WGCNA
(Bvs.L) (Figura 6.18)
rnd-6_family-3091:PIF- : : -2.66 14
Harbinger:DNA
5000_5500_clus- : : -2.87 14
ter_761:Mag:Ty3:LTR
LOC115370421_dupl6 AMEX60DD033021 : : -3.33 6.44 6
AMEX60DD008872 AMEX60DD008872 : : -15.6 : -25.16 : 37.8
AMEX60DD040488 AMEX60DD040488 : : -17.95 : 15.11 26.97 5.04 15
AMEX60DD015402 AMEX60DD015402 : : -18.66 : 13.15 26.64 9.81 15
AMEX60DD031750 AMEX60DD031750 : : -21.27 : -27.91 : 31.74 1
DNAH10_dup5 AMEX60DD047854 : : -21.33 : 11.22 26.67 10.44 15
MYO3A AMEX60DD021881 : : -21.74 : : 27.3 239 15
ROPNI1 AMEX60DD056080 : : -21.94 : 10.82 26.52 13.58 15
AMEX60DDU001029113  AMEX60DDU001029113 : : -23.08 : -30.2 -11.76 9
AMEX60DD038766 AMEX60DD038766 : : -23.41 : 6.84 28.53 21.05 15
AMEX60DD028716 AMEX60DD028716 : : -24.72 : 3.48 29.45 24.32 16
D9C73_028124_dup20 AMEX60DD017949 : : -29.24 : : 29.52 32.17 1
REGI1B_dupl AMEX60DD009608 : : -29.46 : : 27.61 28.05 16
LOC105357518_dup27 AMEX60DD025840 : : -30.13 : : 28.04 29.4 14
AMEX60DD012488 AMEX60DD012488 : : -30.14 : : 27.48 27.23 16
AMEX60DD027324 AMEX60DD027324 : : -39.34 : -14.48 23.34 39.28 16
ORF2_dup6 AMEX60DD020567 : : : 6.65 1
ZNF501_dup4 AMEX60DD046387 : : : 434 2.07 16
FAM134C_dup2 AMEX60DD048066 : : : 3.55 16
CKAP2 AMEX60DD049130 : : : -2.19 3.31 15
COL1A2 AMEX60DD022398 : : : -2.32 -3.33 5
COL1A1 AMEX60DD009937 : : : -3.45 -4.28 5
PAFAH2 AMEX60DD005745 : : : -3.78 -1.6 5
GIMAP7_dup2 AMEX60DD026538 : : : -4.62 16
BTBD8 AMEX60DD019134 : : : -5.5 15

SA: subadulto, A: adulto, L: extremidad, B: blastema de extremidad. Los valores corresponden al ash-log, (FC), cuando el IHW-adj p < 0.05.
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Simbolo del gen o ele- Identificador del gen o elemento repe- Bvs. L Bvs.L(A) Bvs.L(SA) Avs.SA  Avs.SA(L) Avs.SA(B) Efecto de Moédulo en
mento repetitivo titivo la edad WGCNA
(Bvs.L) (Figura 6.18)

CCDC127_dup2 AMEX60DD036788 -5.52 16
ROHU_026682_dupll AMEX60DDO051665 -5.76 16
CYP2A6_dup7 AMEX60DD008899 -6.59 -2.53 16
CYP2A6_dup6 AMEX60DD008898 -7.11 -7.06 1
LOC115082697_dupl AMEX60DD002115 -7.13 -4.23 1
LOC105357518 dupl3 AMEX60DD009875 -7.26 16
LOCI111947684_dupl5 AMEX60DD039476 -7.48 -2.64 6
PI3_dup2 AMEX60DD032519 -12.19 15
AMEX60DD028198 AMEX60DD028198 -21.67 16
LY6E_dup7 AMEX60DD041072 -23.03 -9.85 1

6750 7250 _cluster 869:Vclade:Chro- 5.36 15

moviridae: Ty3:LTR

5000_5500_clus- 4.78 15

ter_764:Mag:Ty3:LTR

6500 _7000_cluster 2240:Vcla- 1.8 14

de:Chromoviridae: Ty3:LTR

5250_5750_clus- 1.8 14

ter_801:Mag:Ty3:LTR

md-6_family-1981:rnd-6_family- 1.8 14

1981:Desconocido

12500_13000_cluster_666:Spu- 1.8 14

ma:LTR

7000_7500_cluster 284:Vclade:Chro- 1.8 14

moviridae:Ty3:LTR

rnd-5_family-1643:Ty3:LTR 1.79 14

5250_5750_clus- 1.77 14

ter_554:Mag:Ty3:LTR

6750 7250 cluster 168:Vclade:Chro- 1.77 14

moviridae:Ty3:LTR

md-6_family-6602:rnd-6_family- 1.77 14

6602:Desconocido

SA: subadulto, A: adulto, L: extremidad, B: blastema de extremidad. Los valores corresponden al ash-log, (FC), cuando el IHW-adj p < 0.05.
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Simbolo del gen o ele- Identificador del gen o elemento repe- Bvs. L Bvs.L(A) Bvs.L(SA) Avs.SA  Avs.SA(L) Avs.SA(B) Efecto de Moédulo en
mento repetitivo titivo la edad WGCNA
(Bvs.L) (Figura 6.18)
6750_7250_cluster_667:Gmr1:Metavi- : : : : 1.75 : : 14
ridae:Ty3:LTR
rnd-5_family-1980:rnd-5_family- : : : : 1.74 : : 14
1980:Desconocido
rnd-5_family-1875:rnd-5_family- : : : : 1.73 : : 14
1875:Desconocido
rnd-5_family-397:rnd-5_family- : : : : 1.71 : : 14
397:Desconocido
6000_6500_cluster 1929:Vcla- : : : : 1.69 : : 14
de:Chromoviridae:Ty3:LTR
5000_5500_clus- : : : : 1.69 : : 14
ter_845:Mag:Ty3:LTR
SLC6A3_dup6 AMEX60DDU001011716 : : : : -25.27
10250 _10750_cluster 497:Epsi- : : : : : : 291 14
lon:LTR

191

SA: subadulto, A: adulto, L: extremidad, B: blastema de extremidad. Los valores corresponden al ash-log, (FC), cuando el IHW-adj p < 0.05.
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E.1. Retrotransposon expression is upregulated by aging and suppres-
sed during regeneration of the limb in the axolotl (Ambystoma mexicanum)
(Ruiz-Pérez et al., 2024 [Prepublicacion])

Titulo: Retrotransposon expression is upregulated by aging and suppressed during regeneration of
the limb in the axolotl (Ambystoma mexicanum)

Autores: Samuel Ruiz-Pérez, Karla Torres-Arciga, Cynthia Gabriela Samano-Salazar, José Antonio
Ocampo-Cervantes, Alejandra Cervera, Clementina Castro-Hernandez, Ernesto Soto-Reyes,
Nicolas Alcaraz, Rodrigo Gonzalez-Barrios

Abstract The axolotl (Ambystoma mexicanum) has a great capacity to regenerate its tissues and
whole-body parts; however, the fidelity and success of its regenerative process diminish
with age. Retrotransposons make up the largest portion of the axolotl genome, and their
expression may be involved in this age-related decline. Through an integrative analysis of
repetitive element expression using RNA-seq, we show that Ty3 retrotransposons are highly
upregulated in the axolotl as an effect of chronological aging. Other non-LTR transposons,
including LINE-1, function as hubs of gene coexpression networks involved in muscle
development, N-methyltransferase activity, amyloid proteolysis, and regulation of apoptosis
and connective tissue replacement, which are also suppressed by the increase in age. In
contrast, we find that during regeneration of the limb these pathways and the expression of
Ty3 retrotransposons are distinctly downregulated. Although the blastema is able to readjust
most of the transposon dysregulation caused by aging, there are still several elements
that remain affected and may have an impact in the metabolic and immune responses
during the regenerative process. We also report that numerous C2H2-ZFPs, especially
KRAB-ZPFs, are coexpressed with hub retrotransposons, which reveals their potential as
important regulators of transposable element expression during aging and regeneration.
This integrative analysis provides a comprehensive profile of retrotransposon expression
through chronological aging and during limb regeneration in the axolotl and indicates that
transposable elements are responsive to physiological changes in a tissue-specific way and
participate in the gene co-regulatory networks underlying the regenerative process.

Fecha: 2024-04-08
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E.2. Histones and their chaperones: Adaptive remodelers of an ever-
changing chromatinic landscape (Torres-Arciga et al., 2022)

Tipo de articulo:

Titulo:

Autores:

Abstract

Fecha:

Titulo corto:

Publicacion:

Volumen:
Paginas:
ISSN:
DOI:
Derechos:

Licencia:

Articulo de revision

Histones and their chaperones: Adaptive remodelers of an ever-changing chromatinic
landscape

Karla Torres-Arciga, Manuel Flores-Leon, Samuel Ruiz-Pérez, Magalli Trujillo-
Pineda, Rodrigo Gonzalez-Barrios, Luis A. Herrera

Chromatin maintenance and remodeling are processes that take place alongside DNA
repair, replication, or transcription to ensure the survival and adaptability of a cell. The
environment and the needs of the cell dictate how chromatin is remodeled; particularly
where and which histones are deposited, thus changing the canonical histone array to
regulate chromatin structure and gene expression. Chromatin is highly dynamic, and
histone variants and their chaperones play a crucial role in maintaining the epigenetic
regulation at different genomic regions. Despite the large number of histone variants
reported to date, studies on their roles in physiological processes and pathologies are
emerging but continue to be scarce. Here, we present recent advances in the research
on histone variants and their chaperones, with a focus on their importance in molecular
mechanisms such as replication, transcription, and DNA damage repair. Additionally,
we discuss the emerging role they have in transposable element regulation, aging, and
chromatin remodeling syndromes. Finally, we describe currently used methods and
their limitations in the study of these proteins and highlight the importance of improving
the experimental approaches to further understand this epigenetic machinery.
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E.3. Equine Hoof Wall Deformation: Novel Aspects Revealed (Lazarus
etal., 2023)

Tipo de articulo: Articulo de investigacion original
Titulo: Equine Hoof Wall Deformation: Novel Aspects Revealed

Autores: Benjamin S. Lazarus, Rachel K. Luu, Samuel Ruiz-Pérez, Josiane D. V. Barbosa,
Iwona Jasiuk, Marc A. Meyers

Abstract The equine hoof wall has a unique hierarchical structure that allows it to survive high-
impact scenarios. Previous authors have explored the compressive, viscoelastic, and
fracture control properties of the hoof wall and suggested that this complex structure
plays a vital role in the hoof’s behavior. However, the link between the structure and the
behavior of the hoof wall has been made primarily with the use of post-fracture analysis.
Here, periodic microcomputed tomography scans are used to observe the temporal
behavior of the hoof’s meso and microstructures during compression, fracture, and
relaxation. These results shed light on the structural anisotropy of the hoof wall and
how its hollow tubules behave when compressed in different directions, at different
hydration levels, and in various locations within the hoof wall. The behavior of tubule
bridges during compression is also reported for the first time. This study elucidates
several fracture phenomena, including the way cracks are deflected at tubule interfaces
and tubule bridging, tubule arresting, and fiber bridging. Finally, relaxation tests are
used to show how the tubule cavities can regain their shape after compression.
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E.4. Jackfruit: Composition, structure, and progressive collapsibility in
the largest fruit on the Earth for impact resistance (Lazarus et al., 2023)

Tipo de articulo: Articulo de investigacion original

Titulo: Jackfruit: Composition, structure, and progressive collapsibility in the largest fruit on
the Earth for impact resistance

Autores: Benjamin S. Lazarus, Victor Leung, Rachel K. Luu, Matthew T. Wong, Samuel Ruiz-
Pérez, Willams T. Barbosa, Wendell B. Almeida Bezerra, Josiane D. V. Barbosa, Marc
A. Meyers

Abstract The jackfruit is the largest fruit on the Earth, reaching upwards of 35 kg and falling

from heights of 25 m. To survive such high energy impacts, it has evolved a unique
layered configuration with a thorny exterior and porous tubular underlayer. During
compression, these layers exhibit a progressive collapse mechanism where the tubules
are first to deform, followed by the thorny exterior, and finally the mesocarp layer in
between. The thorns are composed of lignified bundles which run longitudinally from
the base of the thorn to the tip and are embedded in softer parenchymal cells, forming
a fiber reinforced composite. The mesocarp contains more lignin than any of the
other layers while the core appears to contain more pectin giving rise to variations in
compressive and viscoelastic properties between the layers. The surface thorns provide
a compelling impact-resistant feature for bioinspiration, with a cellular structure that
can withstand large deformation without failing and wavy surface features which
densify during compression without fracturing. Even the conical shape of the thorns
is valuable, presenting a gradually increasing surface area during axial collapse. A
simplified model of this mechanism is put forward to describe the force response of
these features. The thorns also distribute damage laterally during impact and deflect
cracks along their interstitial valleys. These phenomena were observed in 3D printed,
jackfruit-inspired designs which performed markedly better than control prints with
the same mass.
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E.5. Equine hoof wall: Structure, properties, and bioinspired designs
(Lazarus etal., 2022)

Tipo de articulo: Articulo de investigacion original
Titulo: Equine hoof wall: Structure, properties, and bioinspired designs

Autores: Benjamin S. Lazarus, Rachel K. Luu, Samuel Ruiz-Pérez, Wendell Bruno Almeida
Bezerra, Kevin Becerra-Santamaria, Victor Leung, Victor Hugo Lopez Durazo, Iwona
Jasiuk, Josiane D. V. Barbosa, Marc A. Meyers

Abstract The horse hoof wall exhibits exceptional impact resistance and fracture control due to
its unique hierarchical structure which contains tubular, lamellar, and gradient con-
figurations. In this study, structural characterization of the hoof wall was performed
revealing features previously unknown. Prominent among them are tubule bridges,
which are imaged and quantified. The hydration-dependent viscoelasticity of the hoof
wall is described by a simplified Maxwell-Weichert model with two characteristic
relaxation times corresponding to nanoscale and mesoscale features. Creep and re-
laxation tests reveal that the specific hydration gradient in the hoof keratin likely
leads to reduced internal stresses that arise from spatial stiffness variations. To better
understand realistic impact modes for the hoof wall in-vivo, drop tower tests were
executed on hoof wall samples. Fractography revealed that the hoof wall’s reinforced
tubular structure dominates at lower impact energies, while the intertubular lamellae
are dominant at higher impact energies. Broken fibers were observed on the surface
of the tubules after failure, suggesting that the physically intertwined nature of the
tubule reinforcement and intertubular matrix improves the toughness of this natural
fiber reinforced composite. The augmented understanding of the structure-mechanical
property relationship in dynamic loading led to the design of additively manufactured
bioinspired structures, which were evaluated in quasistatic and dynamic loadings. The
inclusion of gradient structures and lamellae significantly reduced the damage sustai-
ned in drop tower tests, while tubules increased the energy absorption of samples tested
in compact tension. The samples most similar to the hoof wall displayed remarkably
consistent fracture control properties.
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