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RESUMEN

La determinacién del sexo en vertebrados puede ser de dos tipos: determinacidn sexual por
temperatura (TSD) o determinacion sexual por la presencia de cromosomas sexuales
(GSD). Se considera que este Ultimo tipo podria representar una ventaja adaptativa, ya que
promueve poblaciones naturales con la misma proporcion de machos y hembras al
nacimiento. Sin embargo, el mantenimiento de los loci asociados con la determinacion del
sexo conlleva a que los cromosomas sexuales no recombinantes (Y/W) tengan una mayor
acumulacién de mutaciones ligeramente deletéreas, a que se propaguen secuencias
repetidas y a que pierdan de manera masiva su material genético. Una alternativa para
superar los problemas que se originan por tener cromosomas sexuales degenerados es la
transicion a otro sistema de determinacion sexual. Esta transicién sucede por la evolucion
de un nuevo sistema de determinacion sexual que se fija en las poblaciones y que reemplaza
el sistema ancestral degenerado. El presente proyecto esta dividido en tres capitulos y tiene
como finalidad el estudio de las transiciones de determinacion sexual en reptiles. En el
Capitulo 1 se analiza la evidencia de transiciones de determinacién sexual en el infraorden
Iguania, lo cual representa un caso ideal para el estudio evolutivo de los cromosomas
sexuales. Por medio de andlisis de transcriptémica y gendmica identificamos vy
caracterizamos el nuevo sistema de determinacién sexual en la familia Corytophanidae que
presenta cromosomas del tipo XY. Este nuevo sistema tuvo un origen independiente al
sistema XY ancestral. En el Capitulo 2 se explora la hipotesis de que los reptiles que viven
en climas frios tienden a presentar transiciones de TSD a GSD para evitar sesgos en la
proporcion de los sexos debido a condiciones climaticas extremas. Ademas, nuestros
resultados muestran que todos los reptiles viviparos poseen cromosomas sexuales. En el
Capitulo 3 proponemos un modelo que estima el momento en que ocurrieron las transiciones
de cromosomas sexuales a través del uso del sesgo de mutacion masculina (MMB) y las
tasas de sustitucién sinénimas de los cromosomas sexuales, este método promisorio puede
ser aplicado a numerosos modelos donde se sugiere han existido transiciones de sistemas

de determinacion sexual.



ABSTRACT

The determination of sex in vertebrates can be of two types: temperature-dependent sex
determination (TSD) or sex determination by the presence of sex chromosomes (GSD). It is
considered that the latter type could represent an adaptive advantage since it promotes
natural populations with the same proportion of males and females at birth. However, the
maintenance of loci associated with sex determination leads to non-recombinant sex
chromosomes (Y / W) having a greater accumulation of slightly deleterious mutations, the
propagation of repeated sequences, and the massive loss of their genetic material. An
alternative to overcome the problems that originate from having degenerated sex
chromosomes is to transition to a different sex determination system. These turnovers occur
when a new sex determination system becomes fixed in a population and replaces the
degenerated ancestral system. This project is divided into three chapters and its general
purpose was to study the transitions between sex determination systems in reptiles. In
Chapter 1, we analyzed evidence supporting turnovers of sex determination systems in the
infraorder Iguania, which represents an ideal case to study the evolution of sex
chromosomes. Using transcriptomic and genomic analysis, we identified and characterized
the new sex determination system in the Corytophanidae family that is composed of XY
chromosomes. This new system had an independent origin to the ancestral XY system.
Chapter 2 explores the hypothesis that reptiles living in cold climates tend to transition from
TSD to GSD to avoid sex ratio biases due to extreme weather conditions. Furthermore, our
results show that all viviparous reptiles possess sex chromosomes. In Chapter 3, we propose
a model that estimates the timing of sex chromosome turnovers through the analysis of male
mutation bias (MMB) and synonymous substitution rates. This promising method can be
applied to numerous species where we suspect transitions between sex determination

systems had occurred.
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1. INTRODUCCION

1.1 Estructura de los capitulos del proyecto

Este proyecto de investigacion esta enfocado al estudio de las transiciones de
determinacion sexual, cémo identificarlas (capitulo 1 y 2) y como estimar el
momento en que ocurrieron, calculando la edad de los cromosomas sexuales
basado en las tasas de sustitucion sinénimas (capitulo 3). He estructurado el
presente trabajo en tres secciones que corresponden a tres diferentes
publicaciones cientificas en revistas internacionales revisadas por pares. A
continuacion, se dara una breve explicacién de cada uno de los temas que se

abordaran en cada capitulo.

El capitulo 1 describe la caracterizacion e identificacion del sistema de
determinacion sexual presente en la familia Corytophanidae. Esta familia de
reptiles se encuentra en los tropicos de América, Centroamérica y el noroeste de
Sudamérica. Existen tres géneros (Basiliscus, Corytophanes y Laemanctus) con
nueve especies en total. En México, se han reportado los tres géneros y seis de
las nueve especies descritas hasta la fecha (Marquez, 2010). Entre ellas
encontramos a Basiliscus vittatus (basilisco marron o toloque rayado) y
Corytophanes hernandesii (turipache de montafia), los cuales se utilizaron como

modelo de estudio para el presente trabajo.

Los miembros de la familia Corytophanidae generalmente son de habitos
arboricolas, tienen el cuerpo esbelto, son muy agiles, y las extremidades y cola
son largas. Poseen crestas en la cabeza, y en el caso del género Basiliscus, sélo
los machos las tienen desarrolladas (Figura 1).
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Figura 1. A la izquierda vista dorsolateral de la cabeza de un macho adulto de Basilis
vittatus, a la derecha vista dorsolateral de una hembra adulta de B. vittatus.
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Los estudios previos para detectar el sistema de determinacion sexual en
los Corytophanidae estan basados principalmente en la deteccion de los
cromosomas sexuales mediante la observacion de cariotipos (Schwenk et al.,
1982; Gorman et al., 1967; Viets et al., 1994) o por medio de qPCRs (por sus
siglas en inglés, quantitative Polymerase Chain Reaction) usando DNA
gendmico (Rovatsos et al., 2014a). Los trabajos con cariotipos no han logrado
demostrar la presencia de cromosomas sexuales heteromarficos, pero la falta de
reportes concretos (Viets et al., 1994; Altmanova et al., 2017) y la presencia de
cromosomas sexuales en familias filogenéticamente cercanas (Leaché y Sites,
2009; Pokorn& y Kratochvil, 2009; Gamble et al., 2013; Rovatsos et al., 2014a),
apoyaban la hipotesis de que los Corytophanidae tienen determinacion sexual
por cromosomas sexuales. Adicionalmente, los resultados de los estudios de
Rovatsos et al. (2014a), sugieren que los Corytophanidae no poseen el mismo
sistema ancestral de cromosomas sexuales que el presente en las familias
hermanas y remarcan la posibilidad de que los Corytophanidae han pasado por

una transicién de determinacion sexual.

Mediante la secuenciacion del genoma y transcriptoma de muestras
obtenidas de machos y hembras en diferentes poblaciones de B. vittatus y
posterior a un ensamblaje de novo seguido de diversos analisis bioinformaticos,
se llevé a cabo la caracterizacion del sistema de determinacién sexual. Las
muestras obtenidas de C. hernandesii se usaron para confirmar que el sistema

de B. vittatus es comun a la familia y no sélo particular al género.



En este capitulo se presenta evidencia de que las transiciones de
determinacién sexual en sistemas viejos y con cromosomas sexuales Y/W
altamente degenerados (Marin y Cortez et al., 2017), representa una estrategia
evolutiva a la que pueden recurrir algunas especies ante la inevitable pérdida de
los genes determinantes del sexo (el cromosoma Y en este caso particular).

El capitulo 2 estd dedicado al trabajo con dos especies del género
Eulamprus (eslizones), lagartijas viviparas que viven en Australia en zonas de
montafias altas con climas frios (12 - 15°C). Estudios previos han demostrado la
presencia de determinacion sexual por temperatura (TSD: Temperature-
dependent Sex Determination) en condiciones mayores a 32°C, donde soélo se
producen machos (Robert y Thompson, 2001). Con anterioridad al presente
trabajo, se ha mantenido la idea de que éste era el Unico tipo de determinacion
sexual en ambas especies (Shine, 2004). Cabe destacar que, aun cuando la
determinacidon sexual por temperatura es algo comidn en especies de reptiles
como tortugas, cocodrilos y tuéataras, todas estas especies presentan
reproduccion ovipara (Robert, 2003). En las especies viviparas, al presentar
temperaturas relativamente estables durante la gestacion, no se espera que
presenten TSD ya que pueden generar sesgos en la proporciéon de machos y
hembras. Sin embargo, se mantiene la hipétesis de que estas especies viviparas
con TSD, una vez prefiadas, tomaban largos periodos de bafios de sol y
anidaban en lugares donde las temperaturas fluctian ampliamente para evitar el

sesgo en la proporcién de sexos (Robert, 2003).

Pese a que el género Eulamprus no pertenece al infraorden Iguania, se
trabajo con dos especies, de este género ya que permiten tener otra perspectiva
sobre la importancia de la transicion de sistemas de determinacion sexual TSD
a GSD; la evolucion hacia cromosomas sexuales permite a las especies
adaptarse a vivir en climas frios y evitar sesgos en la proporcion de sexos en sus
poblaciones. En este trabajo se concluye que todos los reptiles viviparos poseen

cromosomas sexuales.

Para llevar a cabo esta segunda parte de la tesis, se trabajo con el
genoma Yy transcriptoma de E. tympanum y E. heatwolei. Al igual que en el
capitulo 1, uno de los objetivos principales fue la caracterizacion e identificacion
del sistema de determinacion sexual en ambas especies y corroborar que éstas
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poseen un par de cromosomas sexuales. Como se ha documentado en Pogona
vitticeps (dragén barbudo) (Quinn, et al., 2007), las especies del género
Eulamprus poseen una determinacion sexual por cromosomas sexuales
compartida con una determinacion sexual por temperatura. Esta ultima domina

sobre la primera en condiciones extremas (temperaturas altas).

El capitulo 3 corresponde a la propuesta de un modelo para estimar el
momento en el cual ciertos cromosomas sexuales se han perdido como producto
de transiciones entre sistemas de determinacion sexual. La ausencia de la
recombinaciéon homologa tiene multiples consecuencias para la evolucion de los
cromosomas sexuales (Beukeboom y Perrin, 2014). Una de éstas es el tiempo
gue pasan los cromosomas sexuales en ambos sexos cada autosoma pasa la
mitad del tiempo en machos y la mitad en hembras, pero con los cromosomas
sexuales no sucede esto. En los sistemas XY, el cromosoma X esta presente 2/3
partes en hembras y 1/3 parte en machos. Lo mismo sucede con los
cromosomas ZW, sélo que en este caso son los cromosomas Z quienes pasan
2/3 partes en machos y 1/3 parte en hembras (Johnson y Lachance, 2013).
Finalmente, los cromosomas Y/W pasan todo el tiempo en un solo sexo (machos
y hembras, respectivamente). Debido a que los cromosomas sexuales no pasan
el mismo tiempo en ambos sexos, éstos experimentan diferentes efectos de los
procesos evolutivos como mutaciones, deriva génica, seleccion y conflicto

genomico (Vicoso y Charlesworth, 2006).

Uno de los proceso evolutivos relacionados con las diferencias en el
tiempo que pasa cada cromosoma en machos y hembras, es el denominado
sesgo de mutacion masculina (Male Mutation Bias o MMB, en inglés). Este se
caracteriza por tener tasas de mutacion en la linea germinal masculina mucho
mas altas que en la linea germinal de las hembras (asociado al niumero elevado
de divisiones de los gametos masculinos contra el nimero reducido de divisiones
de gametos femeninos), provocando que las tasas de mutaciéon de los
cromosomas Y (que pasan 100% del tiempo en machos) sean mucho mas
elevadas en comparacion con las tasas de los autosomas y que las tasas de
mutacion de los cromosomas X (que pasan 33% del tiempo en machos) sean
mas bajas que la de los autosomas (Hurst y Ellegren, 1998; Makova y Li, 2002).

Estas diferencias en las tasas de mutacion entre los cromosomas sexuales y los
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autosomales se aprovechan para realizar el calculo de la edad de los sistemas
de determinacion sexual por cromosomas sexuales y el momento en que
sucedieron las diferentes transiciones. En este trabajo se usé como modelo de

estudio diferentes especies de mamiferos y reptiles.

1.2 Importancia de los reptiles como modelo para el estudio de las

transiciones de determinacion sexual

En los reptiles, se pueden encontrar especies que poseen determinacion sexual
genética (GSD: Genotypic Sex Determination) con cromosomas sexuales XY o
ZW (incluyendo multiples cromosomas sexuales) y también pueden presentar
determinacién sexual dependiente de la temperatura (Ezaz et al., 2009),
incluyendo especies con ambos sistemas (Quinn, et al., 2007). En comparacién
en los mamiferos terios (mamiferos placentarios y marsupiales) y en las aves se
encuentra un solo tipo de determinacién sexual, la GSD. Los primeros, poseen
cromosomas sexuales XY (a excepcion de los topos del género Ellobius y los
ratones del género Tokudaia quienes perdieron el cromosoma Y ancestral) y los

segundos poseen cromosomas sexuales ZW (Graves et al., 2000).

Ademas, los reptiles presentan una mayor diversidad de estrategias y
mecanismos reproductivos que los mamiferos y en aves (Tablal). Los reptiles
presentan especies gonocoricas (sexos separados) y partenogenéticas, con
especies oviparas, viviparas u ovoviviparas. Mientras que los mamiferos solo
presentan especies gonocoricas viviparas u oviparas (en el caso de los
monotremas), y las aves sOlo presentan especies gonocéricas o0
partenogenéticas, siendo todas éstas oviparas (Blackburn y Evans, 1986; Olsen,
1975; Ramachandran y McDaniel, 2018).
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Tablal. Estrategias y mecanismos reproductivos en reptiles, aves y mamiferos.

Reptiles | Mamiferos | Aves
Determinacion | yy S| S| NO
S sexual
ipo de
p_ 5 genotipica || 2V S NO S
determinacion _
Determinacion
sexual _
sexual medio Sl NO NO
ambiental
_ Gonocorismo Sl Sl SI
Tipo de _
» Hermafroditismo NO NO NO
reproduccion :
Partenogénesis Sl NO SI
_ Oviparidad SI SI SI
Mecanismo S
: Viviparidad Sl Sl NO
reproductivo _
Ovoviviparidad Sl NO NO

Por ejemplo, las lagartijas del orden Squamata parecen haber tenido
multiples transiciones de sistema de determinacién sexual entre ESD (en inglés,
Environmental Sex Determination) y GSD, y entre sistemas XY y ZW. De las casi
mil especies analizadas mediante cariotipos, sélo cerca de 200 parecen tener
cromosomas sexuales visibles al microscopio, e incluso la segregacion
filogenética de los mecanismos de determinacién sexual no esta clara (Ezaz et
al., 2009). Los reptiles son un modelo de estudio mas atractivo para estudiar las
transiciones de determinacién sexual que los modelos tradicionalmente usados
para el entendimiento y las dinAmicas de los cromosomas sexuales (aves y

mamiferos).

En particular, Rovatsos et al. (2014a) mostraron gque las diferentes familias
de reptiles del infraorden Iguania tienen el mismo sistema de determinacién
sexual. Esto a través de analisis de citogenética molecular y métodos de qPCR
para cuantificar la cantidad de copias de genes presentes en el genoma de
hembras y machos, tomando como marcadores seis genes conocidos del
cromosoma X y seis genes del cromosoma autosomal 6 (Figura 2). En las

familias Iguanidae, Tropiduridae, Leiocephalidae, @ Phrynosomatidae,
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Dactyloidae, Opluridae y Crotaphytidae, los resultados de Rovatsos et al.
(2014a) muestran la presencia del mismo sistema Y X previamente caracterizado
de Anolis carolinensis (anolis verde) (Alfoldi et al., 2011). En el caso de las
familias Agamidae y Corytophanidae, Rovatsos et al. (2014a) observaron que las
copias de genes del cromosoma X estan presentes en doble copia tanto en los
machos como en las hembras. Esto se puede deber a una duplicacion interna de
los genes dentro del genoma de dichas familias, a que el cromosoma X nunca
fue un cromosoma sexual o, alternativamente, a que hubo una transicion de
sistema sexual y los cromosomas X ancestrales han vuelto una vez mas a ser
autosomas. Actualmente, se sabe que P. vitticeps (especie usada por Rovatsos
et al., 2014a como representante de Agamidae) presenta cromosomas sexuales
del tipo ZW que coexisten con un sistema de determinacién medioambiental por
temperatura (Quinn et al., 2007). Hasta antes de la realizacion del presente
trabajo, se desconocia el escenario que correspondia a la familia

Corytophanidae dentro del infraorden Iguania.

Los datos recopilados por Rovatsos et al. (2014a) sugieren que los
cromosomas sexuales en las iguanas y lagartijas se originaron después de la
divergencia de la familia Agamiadae. Sin embargo, cabe sefialar que los analisis
de gPCR que utilizan Unicamente un reducido ndmero de genes, permiten
conocer el estado actual de los sistemas sexuales, mas no permiten determinar

si hubo alguna transicién de un sistema ancestral a uno mas reciente.
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Acrodonta

Pogona vitticeps Agamidae

Tropidurus hispidus

Tropiduridae

Uranoscodon superciliosus

E
g
= Cyclura nubila
% Iguanidae
~ \— Iguana iguana
Leiocephalus carinatus | Leiocephalidae
Crotaphytus insularis | Crotaphytidae
Petrosaurus thalassinus
Phrynosomatidae
Sceloporus variabilis
Chalarodon madagascariensis
Opluridae
Oplurus fierinensis
Anolis carolinensis Dactyloidae
Basiliscus plumifrons
Laemanctus longipes Corytophanidae
Laemanctus serratus
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Figura 2. Proporcién relativa del nimero de genes del cromosoma 6 y del cromosoma X de
Anolis carolinensis en machos de 14 especies del infraorden Iguania. Los genes ligados al
cromosoma X se muestran en rojo, mientras que los autosomales (cromosoma 6) estan en
color azul. Se espera un valor de 1.0 para genes autosdmicos y un valor de 0.5 para genes
ligados al cromosoma X. Figura tomada de Rovatsos et al. (2014a).

2. Marco Teoérico

2.1 Evolucion del sexo y sexos separados

La reproduccion sexual es una caracteristica comun entre los eucariontes
(Victoria et al., 2002). Esta habilidad de reproduccién mediante el sexo (fusion
de gametos haploides) evolucion6 en el ancestro comun de los eucariontes, pero
ésta no surgio al mismo tiempo que la separacion de sexos; esta capacidad de
las especies de reproducirse permitio el intercambio del material genético con

otras de su misma especie (Lahr et al., 2011).
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Se estima que el sexo meidtico (reproduccion por medio de la presencia
de células germinales haploides que terminan en la formacion de un cigoto
diploide) surgio en los eucariontes hace 1.5 mil millones de afios (Javaux et al.,
2001) en linajes como Trichomonas y Ostreococcus (Ramesh et al., 2005; Malik
et al.,, 2008; Schurko et al., 2009; Halary et al., 2011). El sexo meibtico se
comprende de varios pasos complejos, que se resumen a continuacion: 1) la
fusidon de dos células haploides para formar un cigoto (singamia), 2) la fusion de
los dos nuacleos haploides para formar un zigoto diploide (cariogamia), 3) la
duplicacién de dos juegos de cromosomas en crométidas hermanas unidas por
un centromero, 4) la recombinacion entre cromosomas homaologos maternos y
paternos, 5) la primera divisién celular, donde se segregan los centromeros
paternos y maternos, 6) la segunda division celular con la segregacién de
crométidas hermanas formando cuatro células haploides. La meiosis tiene
muchas similitudes con la mitosis (reproduccion asexual) y comparten los
mismos mecanismos durante algunos pasos. Sin embargo, la mitosis genera dos
células diploides idénticas, ya que no hay un proceso de entrecruzamiento e
intercambio genético con otro individuo de la misma especie. Pese a esto, el
proceso mitético es menos costoso que la meiosis. Se estima que durante el
tiempo que le lleva a la meiosis conjugar y reorganizar el nacleo, una célula que

esta realizando la mitosis ya se dividio y dio origen a 256 células (Burt, 2000).

La evolucion en sexos separados (especies dioicas) a partir del
hermafroditismo (cosexualidad) requiere al menos dos pasos. Primero, el
surgimiento de polimorfismos (ginodioecia; presencia de organismos de la
misma especie con hermafroditismo y sexos separados) que permiten el
surgimiento de organismos hembras sin la capacidad de producir gametos
masculinos (via esterilizacion masculina) y al mismo tiempo otros que permiten
el desarrollo de organismos masculinos sin la capacidad de producir gametos
femeninos (via esterilizacion femenina). Posteriormente, estos organismos
unisexuales tienen que ser seleccionados, mientras que los organismos
hermafroditas tienden a desaparecer con el tiempo (Charlesworth, 1991;
Charlesworth y Charlesworth, 2000).

Uno de los costos de la reproduccién sexual puede ser la pérdida

frecuente de mutaciones benéficas favorecidas por la seleccién, en donde los
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gametos que se fusionan no llevan consigo los genes benéficos, perdiéndose en
la siguiente generacion por el azar en la division de material genético producto
de la meiosis. Incluso, el mismo proceso de apareamiento es costoso, pues la
creacion de 6rganos masculinos y femeninos, asi como caracteres secundarios,
requiere una inversion energética. Adicionalmente, otro de los costos de
evolucionar hacia la reproduccion sexual es el enorme desgaste energético que

realizan las especies al buscar una pareja (Beukeboom y Perrim, 2014).

Entonces, ¢ por qué se ha favorecido el establecimiento de la reproduccion

sexual y la separacion de sexos?

El sexo meidtico (reproduccién sexual) pudo haber surgido inicialmente
como un mecanismo de reparacion, a causa del estrés medioambiental
producido por las especies reactivas de oxigeno y el dafio que éstas generan
sobre el DNA. La evolucion hacia el sexo meiotico y la recombinacion homdéloga
posiblemente representa la solucién para reparar dafios en el DNA en formas
primitivas de organismos unicelulares (Bernstein et al., 2011). La recombinacién
homologa también protege contra los elementos transponibles, pues permite la
eliminacion de secuencias repetidas y mutaciones en el genoma (Galan y Selker,
2004).

La reproduccion sexual que es casi universal en todas las formas de vida
eucariota y permite la fusibn de gametos y la mezcla de genomas via meiosis
(Bell, 1982). Una de las principales funciones de la reproduccion sexual es el
intercambio genético entre dos organismos de la misma especie, lo cual genera
combinaciones genéticas beneficiosas en las poblaciones, logrando que las
especies logren adaptarse a los diversos cambios y dindmicas en el ambiente
(Crow, 1994, Otto, 2009).

Por su parte la evolucion de sexos separados pudo haber surgido como
una medida para evitar la autofecundacion (Charlesworth, 1991; Charlesworth y
Charlesworth, 2000), la cual produce una baja adecuacion en la descendencia
ya que favorece la acumulacion de alelos recesivos deletéreos producto de

depresion por endogamia (Charlesworth y Willis, 2009).

Los mecanismos de determinacion del sexo son sorprendentemente

diversos (Figura 3) y los biélogos evolutivos siguen trabajando en comprender

17



las causas de esta variacion (Beukeboom y Perrin, 2014). Esta variacion se da
incluso entre especies cercanas 0 entre poblaciones de la misma especie
(Palmer et al., 2019). Mientras que los organismos unicelulares poseen gametos
del mismo tamafio (isogamia), la reproduccién sexual en la mayoria de las
especies eucariontes ha evolucionado para tener gametos masculinos y
femeninos que difieren en tamafio (anisogamia), y con frecuencia éstos han

evolucionado a sexos separados.
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Figura 3. Diversidad de los tipos de los sistemas determinacion sexual en clados
representativos de animales y plantas. La burbuja adicional en plantas representa la
proporcion relativa de especies con cromosomas sexuales documentados para especies
con sexos separados. Mammalia (mamiferos placentarios, marsupiales y monotremas),
Aves, Reptilia (tortugas, serpientes, cocodrilos y lagartos), Amphibia (ranas, sapos y
salamandras), y Teleostei (peces 0seos). Invertebrados: Acari (acaros y garrapatas),
Crustacea (camarones, percebes, cangrejos), e insectos, que incluyen Coccoidea (insectos
escamosos), Coleoptera (escarabajos), Hymenoptera (hormigas, abejas, y avispas),
Lepidoptera (mariposas y polillas), y Diptera (moscas). Acrogymnospermae (plantas sin

flores) y Angiosperma (plantas con flores). Figura tomada de Bachtrog et al. (2014).

Por ejemplo, la mayoria de las plantas con flores (94%) tienen 6érganos
sexuales masculinos y femeninos dentro de un solo individuo y con frecuencia
dentro de la misma flor (Renner y Ricklefs, 1995). En contraste con las plantas,
el hermafroditismo es raro entre animales, solo apenas el 5% de todas las

especies, incluso los insectos (que son las especies mas abundantes) carecen
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de hermafroditismo, pero esta condicion es comun en otros animales como los
peces y algunos invertebrados (caracoles, corales, trematodos, percebes y

equinodermos) (Jarne y Auld, 2006).

2.2 Sistemas de Determinacién Sexual

Los procesos bioldgicos que desencadenan y controlan la diferenciacion de las
gonadas masculinas y femeninas, se dividen en dos grandes grupos de
determinacion sexual: la gobernada por factores ambientales (ESD) y aquella
con mecanismos genéticos complejos (GSD) que han evolucionado repetida e

independientemente en varios grupos de organismos (Stock et al., 2021).

2.2.1 Determinacion sexual ambiental (ESD)

En la denominada determinacion sexual ambiental (ESD), tanto machos como
hembras tienen genomas idénticos y su sexo es determinado por factores
ambientales. Esta determinacion es comun en organismos unicelulares
eucariontes, mientras que en organismos multicelulares se encuentra
principalmente en crustaceos (Kato et al., 2011), anélidos (Berec et al., 2005),
helechos (Goodnoe et al., 2016), musgos (Cameron y Wyatt, 1990), algunas
angiospermas (Zimmerman, 1991), en reptiles (Merchant-Larios y Diaz-
Hernandez, 2013), anfibios (Nakamura, 2009) y algunos peces (Baroiller et al.,
2009). La determinacion sexual por temperatura (Temperature Sex
Determination o TSD) parece ser el mecanismo mas comun de ESD. Como su
nombre lo indica, en este mecanismo es la temperatura la que activa los genes
que inician la cascada de sefalizacion que define el destino genético de las
gonadas (Merchant-Larios y Diaz-Hernandez, 2013; Beukeboom y Perrin, 2014).
Otro factor ambiental conocido en vertebrados es la determinacion sexual social,
la cual esta presente en peces hermafroditas y Bonellia viridis (gusano cuchara
verde) (Picard et al., 2021). Estos organismos viven en grupos sociales con una
sola hembra dominante, cuando ésta muere el macho mas grande en el grupo

cambia de sexo y se convierte en la hembra dominante (junto con la
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determinacion sexual por temperatura son las Unicas ESD presentes en
vertebrados conocidas a la fecha) (Figura 4) (Fricke y Fricke, 1977; Mugurran,
2005).

ENVIRONMENTAL SEX DETERMINATION

Temperature dependent Social factors

NOQ

_’F l‘ln‘

R Ay Gy

Figura 4. M se refiere a meiosis, F a la fertilizacion. Los estadios hapI0|des (n) se indican
como areas sombreadas y los estadios diploides (nn) no estan sombreados. Las hembras
estan sombradas de color rojo y los machos estan sombreados de color azul Determinacién
sexual ambiental: en las tortugas y algunos otros reptiles, el sexo esta determinado por la
temperatura de incubacion de los huevos (determinacion sexual por temperatura). Los
factores sociales pueden actuar como sefiales primarias que determinan el sexo: las larvas
sexualmente indiferenciadas del gusano marino espatula verde que aterrizan en el fondo del
mar inhabitado se convierten en hembras (y crecen hasta 15 cm de largo), mientras que las
larvas que entran en contacto con las hembras se convierten en machos diminutos (1-3mm

de largo) que viven dentro de la hembra. Figura tomada de Bachtrog et al., (2014).

2.2.2 Determinacion sexual genotipica (GSD)

La determinacion sexual genotipica (en inglés Genotypic Sex Determination o
GSD) es la mas conocida y documentada (Ross y Blackmon, 2016). Este
mecanismo necesita de la actividad de un gen regulador maestro que controla el
desarrollo de las gonadas. Por ejemplo, en mamiferos la actividad del gen Sry
permite el desarrollo del testiculo e inhibe el desarrollo de los ovarios (Sinclair et
al., 1990). Estos genes reguladores maestros se encuentran en cromosomas
que difieren entre machos y hembras y que se denominan cromosomas sexuales
(Bachtrog et al., 2014). Se estima que, al menos el 50% de las especies de
reptiles (11 mil aproximadamente) y el 80% de todos los amniotas (27,500

especies) poseen cromosomas sexuales (Rovatsos et al., 2017).
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Los cromosomas sexuales estan asociados a la determinacion del sexo
de machos y hembras en diversas especies de vertebrados e invertebrados
(Ross y Blackmon, 2016). En términos generales, los sistemas de cromosomas
sexuales pueden ser de tres tipos: cromosomas sexuales XY, ZW o UV (Figura
5). En algunas especies, incluidos los humanos, los machos son
heterogaméticos y tienen un cromosoma X y un cromosoma Y como par de
cromosomas sexuales, mientras que las hembras son homogaméticas y tiene
dos copias del cromosoma X. Este tipo de cromosomas sexuales son los
llamados XY y los podemos encontrar en mamiferos (Cortez et al., 2014), reptiles
(Gamble et al., 2017), peces (Tanaka et al., 2007), anfibios (Yoshimoto et al.,
2008), plantas (Bergero et al., 2018), aracnidos (Garcia et al., 2002) y algunos
insectos (Fraisse et al., 2017). En otros grupos encontramos el caso opuesto, los
llamados cromosomas ZW, donde las hembras son el sexo heterogamético y
tienen un cromosoma Z y un cromosoma W como par de cromosomas sexuales,
mientras que los machos tienen dos cromosomas Z. Este tipo de cromosomas
sexuales se pueden encontrar en aves (Zhou et al., 2014), peces (Takehana et
al., 2018), reptiles (Ezaz et al., 2009), anfibios (Miura, 2007), insectos (Traut et
al., 2007) y plantas (Tennessen et al., 2016). En ambos casos, el elemento que
determina el sexo (Y o W) tiende a ser pequefio y/o heterocromético. Sin
embargo, hay especies de animales donde no hay cromosomas sexuales obvios.
En muchos reptiles, ranas y peces, la determinacién del sexo es genotipica, pero
los cromosomas sexuales no pueden ser distinguidos porque son muy pequefos

(microcromosomas; Graves, 2008).

La tercera forma de cromosomas sexuales son los cromosomas UV los
cuales podemos encontrar en las briofitas (plantas terrestres no vasculares),
algas y algunos hongos (Immler y Otto, 2015; Carey et al., 2021). En especies
con fases de vida libre haploide, con frecuencia es esta fase haploide
(gametofito) donde hay 6rganos sexuales que definen entre machos y hembras,
las hembras portan el cromosoma U y los machos el cromosoma V. En contraste
con la fase diploide que carece de diferenciacion sexual y produce via meiosis
esporas (Bull, 1983; Coelho et al., 2008; Immler y Otto, 2015). La evolucion y
propiedades genéticas de estos cromosomas no corresponde a lo que se ve en

sistemas de determinacion sexual por cromosomas sexuales XY o ZW, por este
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motivo y dado que el presente trabajo esta enfocado a vertebrados no se

profundizara en este tipo de cromosomas sexuales.

Los cromosomas sexuales dan una falsa impresion de ser mecanismos
de determinacion sexual estables al ser comunes entre las especies, pero éstos
con el tiempo pasan a ser cargas evolutivas que se vuelven evidentes si
observamos a través de los diversos linajes que los poseen (Bachtrog et al.,
2014). Mas del 96% de los estudios enfocados a los GSD de anfibios muestran
una ausencia de cromosomas sexuales heteromdérficos, lo cual indica que éstos
han pasado por transiciones de sistemas de determinacion sexual con frecuencia
(Schartl, 2004; Stock et al., 2011; Miura, 2017). Al igual que en anfibios, en
reptiles y peces se han descrito frecuentes recambios de los sistemas de
determinacién sexual (Ezaz et al., 2009; Charlesworth y Mank, 2010; Graves y
Piechel, 2010; Bewick et al., 2011; Kondo et al., 2004; Takehana et al., 2007,
2008; Tanaka et al., 2007).
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Figura 5. Diferencias en la herencia y especificacion sexual entre los sistemas de

cromosomas sexuales XY, ZW y UV. Las hembras estan sombreadas de rojo, los machos

en azul. En los sistemas XY, el cromosoma Y es Unico de machos y estos heredan su

22



cromosoma X de su madre. Para las hembras, cada padre aporta un cromosoma X. En los
sistemas ZW, el cromosoma W es especifico de las hembras y estas siempre heredan su
cromosoma Z de su padre. Los machos heredan un cromosoma Z de cada padre. En los
sistemas UV, el sexo se expresa en la fase haploide, con los cromosomas U confinados a
las hembras y los cromosomas V propios de los machos. Los machos y las hembras
producen espermatozoides y 6vulos, respectivamente, por mitosis, y la fertilizacion da como
resultado la fase diploide UV. Debido a que el UV diploide no ésta sexado, se ilustrada de
color gris. La segregacion meiética en el diploide UV da como resultado la produccion de
esporas femeninas (U) y masculinas (V), que finalmente se convierten en individuos

haploides sexualmente maduros. Figura tomada de Bachtrog et al., (2011).

2.2.2.1 Microcromosomas y evolucion

Algunas especies suelen presentar microcromosomas autosomicos y sexuales,
estos son cromosomas de 12 Mb o menos, mientras que se suele llamar
macrocromosomas a aquellos cromosomas que tienen entre 30 Mb y 250 Mb o
mas de longitud. La longitud de los cromosomas mas pequefios que se conocen
esta cerca de las 3 Mb (Pichugin et al., 2001).

Los microcromosomas se comportan como cualquier otro cromosoma
(Smith et al., 2000), se mantienen estables durante la mitosis y meiosis (Krishan.
1964), ademas de tener centrémeros y teldmeros funcionales (Solovei et al.,
1994). En general los microcromosomas tienden a estar hiper-acetilados y la
mayoria tiene a replicarse durante el estadio de la fase S, ambas caracteristicas
de dominios cromosdmicos ricos en genes (McQueen et al., 1998).

Los microcromosomas son comunes en aves Y reptiles, a excepciéon de
los cocodrilos en los cuales no se han observado, aunque también se han
observado en menor frecuencia en especies de anfibios y peces (Ohno et al.,
1969; Morescalchi et al., 1977a, 1977b, 1979; Schmid et al., 2010). Esto sugiere
gue los microcromosomas evolucionaron a partir de algun ancestro entre los
vertebrados (Burt, 2002). Aunque Burt et al. (2002) sugiere que los
microcromosomas en aves surgieron a partir de un evento de fision cromosomal,
en donde la reduccion del contenido del DNA, un nimero alto de secuencias

repetidas y las altas tasas de recombinacion de los microcromosomas,
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acompanfados de fuerzas evolutivas como pueden ser la seleccién, deriva génica
0 procesos de endogamia, favorecieron su fijacion en aves y los vertebrados que

los presentan.

En las aves los microcromosomas son ricos en genes, con una densidad
de 2-3 veces mas genes que los macrocromosomas Yy contienen hasta el 50%
de los genes totales del genoma, ademas de una mayor tasa de recombinacién
gue los macrocromosomas (Smith et al., 2000).

2.2.2.1 Sistemas de determinacion sexual poligénicos

Mientras que en los sistemas de determinacion sexual anteriormente descritos
un solo factor genético (GSD o ESD) actia como el encargado de la
determinacién del sexo, en los sistemas de determinacion sexual poligénicos
(Polygenic Sex Determination o PSD), multiples factores pueden determinar el
sexo (Figura 6) (Picard et al., 2021). Hasta la fecha, este sistema se ha reportado
en un nimero muy reducido de especies de vertebrados como peces (Moore
2013; Bachtrog et al.,, 2014), mamiferos (Veyrunes et al., 2010), anfibios
(Bateman et al., 2017), moluscos (Yusa 2007) y copépodos (Alexander et al.,
2015). Hay dos tipos de PSD descritos a la fecha. El primer tipo, donde dos locus
determinan el sexo en los cromosomas sexuales y estan presentes en especies
como Xiphophorus maculatus (pez ornitorrinco) (Kallman, 1973) y Mus
minutoides (el ratdn pigmeo africano) (Veyrunes et al., 2010), y el segundo tipo,
en donde existen mdltiples loci, segregados independientemente en diferentes
cromosomas, que determinan el sexo y estan presentes en especies como Danio
rerio (pez cebra) (Anderson et al.,, 2012), el molusco Pomacea canaliculata
(caracol manzana) (Yusa, 2007) y el copépodo Tigriopus californicus (Alexander
et al., 2015). En este segundo tipo hay un efecto cuantitativo y el sexo es un
rasgo que depende de un umbral, por lo tanto, en estos sistemas la proporcion
de sexos no esta equilibrada, como si sucede en los GSD clasicos. No es del
todo claro si los sistemas poligénicos son evolutivamente estables o si
representan un estado transitorio en la evolucién hacia otros sistemas (Picard et
al., 2021).
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Figura 6. Patrones de herencia en sistemas de determinacién XY, ZW y poligénicos. A)
Sistema de determinacién sexual XY representado por Homo sapiens, donde un cromosoma
Y degenerado heredado del padre determina el sexo masculino en la descendencia. B)
Sistema ZW representado por Cardinalis cardinalis (cardenal nortefio), donde un
cromosoma W degenerado determinante del sexo es heredado de la madre. C) Los ratones
pigmeos africanos (M. minutoides) representan un sistema XYW de un solo locus, donde la
herencia de una Y por si misma determina el desarrollo masculino, pero este sistema es
anulado por la presencia de un nuevo determinante del sexo femenino W (también conocido
como X* en este sistema). Este sistema poligénico, produce un genotipo masculino y tres
genotipos femeninos. D) Los peces ciclidos africanos (Metriaclima pyrsonotus) representan
un sistema de mudltiples locus, donde los alelos en un locus XY en el cromosoma 7 (verde)
y un locus ZW en el cromosoma 5 (amarillo) se segregan independientemente. El alelo W
anula el determinante masculino Y de manera que los individuos ZW XY son machos y los
otros tres genotipos son hembras. Adicionalmente, un alelo de pigmentacion estrechamente
ligado al cromosoma W produce un polimorfismo de color en la descendencia femenina. Hay
que tener en cuenta que en ambos sistemas poligénicos son posibles otros tipos de cruces
con resultados diferentes, ya que existen multiples tipos génicos de hembras. Figura tomada
de Moore y Roberts (2013).
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2.2.3 Otros sistemas de determinacion sexual

A continuacion, se describiran algunos sistemas de determinacion sexual
exclusivos de invertebrados. Puesto que el presente trabajo esta enfocado en el
entendimiento de los mecanismos que definen el sexo en vertebrados, no se

profundizara mucho en ellos.

Los insectos presentan al menos tres tipos de determinacion sexual
conocidos: GSD con cromosomas XY o ZW, haplodiploidia y eliminacion paterna
del genoma (Figura 7) (Blackmon et al., 2017). La alternativa mas comun a los
cromosomas sexuales para definir el sexo en insectos es la haplodiploidia (Bull,
1983; Normark, 2003). En este tipo de determinacién sexual, los machos se
definen a partir de huevos no fertilizados y tienen una Unica copia de cada gen
(haploidia), mientras que las hembras se desarrollan a partir de huevos
fertilizados y tienen dos copias para cada gen (diploidia). La determinacién del
sexo esta regida por el control de las madres en la fertilizacion de los huevos
(Beukeboom y Perrin, 2014). La haplodiploidia ha evolucionado repetidas veces
en insectos, acaros, nematodos y rotiferos, y se estima que el 12% de los
animales presentan este tipo de determinacion sexual (Jarne y Auld, 2006; The

Tree of Sex Consortium, 2014).

Otra alternativa que muestra similitudes con la haplodiploidia es la
eliminacion paterna del genoma (Paternal Genome Elimination o PGE) (Bull,
1983; Austin et al., 2009). Aqui, ambos sexos se desarrollan en huevos
fertilizados y durante etapas tempranas del desarrollo en los machos se pierden
todos los genes que provienen del padre, generando un organismo haploide. Al
igual que ocurre con la haplodiploidia los organismos diploides dan lugar a
hembras mientras que los haploides a machos. Este tipo de determinacién
sexual se ha documentado en varios insectos, acaros y algunos artropodos
(Normark, 2003; Gardner y Ross, 2014).
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Figura 7. Sistemas de determinacion sexual comunes en insectos. En los sistemas XY los

machos son el sexo heterogamético con cromosomas XY, las hembras homomorficas tienen
cromosomas XX. En los sistemas ZW las hembras son el sexo heterogamético con
cromosomas ZW, los machos son el sexo homogamético con cromosomas ZZ. Bajo la
determinacion del sexo haploide, las hembras se desarrollan a partir de huevos fertilizados
diploides (nn) y los machos se desarrollan a partir de huevos haploides no fertilizados (n).
En la presencia de PGE, los machos se desarrollan a partir de huevos fertilizados diploides
(nn), pero se elimina el genoma paterno durante el desarrollo temprano y se vuelven
organismos haploides (n). Los espermatozoides se muestran en color azul e indican el
genotipo masculino, los évulos en color rojo e indica el genotipo femenino. M indica meiosis,
F indica fertilizacion y PGE la eliminacién del genoma paterno. Figura tomada de Blackmon
etal. (2017).

Por Ultimo, estda la determinacién sexual citoplasmética donde una
bacteria intracelular parasita (por ejemplo, Wolbachia) o el genotipo de la
mitocondria, determina el sexo de las crias (Beukeboom y Perrin, 2014). Los
elementos citoplasmaticos son trasmitidos a la siguiente generacion sélo por
hembras, quienes manipulan la determinacion sexual. Este tipo de determinacion
esta presente en insectos (Yamada et al., 2007), artrépodos (Badawi et al., 2018;
Chebbi et al., 2019), plantas (Landergott et al., 2009) y nematodos (Foster et al.,
2005). La determinacion sexual citoplasmatica por la presencia de Wolbachia
tiene diversos efectos sobre aquellas especies que la presentan (Figura 8) 1) los
machos genéticos se convierten en hembras fenotipicas (Badawi et al., 2018;

Chebbi et al., 2019), 2) los machos infectados mueren o0 presentan
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incompatibilidad citoplasmética, es decir, los machos infectados sélo pueden
reproducirse con hembras infectadas, de no ser asi los embriones moriran o la
fecundacion no podra ser llevada a cabo (Yamada et al., 2007; Landmann et al.,
2009), y 3) las hembras infectadas son capaces de reproducirse por medio de

partenogénesis (Huigens; Kremer et al., 2009).
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Figura 8. Determinacion sexual citoplasmica inducida por Wolbachia en Lepiddptera. En los
lepiddpteros, se sabe que los endosimbiontes como Wolbachia manipulan la reproduccion
del huésped de tres formas para aumentar su trasmision a la siguiente generacion. Muerte
de los machos: las hembras hospederas infectadas con endosimbiontes que matan a los
machos dan lugar a una descendencia de solo hembras infectadas, y los machos mueren
en el desarrollo temprano. Feminizacion: las hembras hospederas infectadas con el
endosimbionte feminizante solo da lugar a hembras infectadas, habiendo feminizado las
machos genéticamente masculinos (ZZ) en hembras fenotipicas. Los machos no infectados
pueden surgir en las transmisiones ineficaces de la infeccion. Incompatibilidad
citoplasmatica: los cruces entre hembras no infectadas y machos infectados da como
resultado poca o ninguna descendencia viable, como resultado de una incompatibilidad
inducida por el endosimbionte en el macho. Las hembras infectadas pueden rescatar esta
incompatibilidad y, por lo tanto, pueden producir descendencia viable (infectada) cuando se
aparean con machos infectados. Durante la feminizacion y muerte de los machos, el
endosimbionte distorsiona la proporcidon de sexos, creando un sesgo femenino en la
descendencia y, potencialmente en la poblacion si la infeccion esta muy esparcida. Figura

tomada de Duplouy y Hornett (2018).
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2.3 Origen de los cromosomas sexuales, mantenimiento y evolucion.

2.3.1 Origen de los cromosomas sexuales

La teoria mas aceptada de la evolucion de los cromosomas sexuales indica que
éstos surgen a partir de un par homélogo de cromosomas autosémicos, que se
convierten en proto-cromosomas sexuales cuando ganan un gen regulador
maestro (a través de mutaciones, traslocaciones o duplicacion de genes;
Beukeboom y Perrin, 2014) capaz de controlar la cascada de determinacion
sexual (Westergaard, 1958; Miuller, 1964; Ohno, 1967). Se conocen algunos
genes reguladores maestros encargados de la determinacion sexual (Tabla 2)
(Bachtrog et al., 2014). En mamiferos placentarios y marsupiales (metaterios) es
el gen Sry (Sinclair et al., 1990), en monotremas es el gen AMHY (Cortez et al.,
2014), en aves es el gen y Dmrtl (Sinclair et al., 1990). Estos genes reguladores
maestros se originan por mutaciones puntuales que dan origen a un nuevo alelo
0 a una nueva region reguladora cuya funcién es independiente del medio

ambiente para su activacion.

Tabla 2. Tabla de genes reguladores maestros en vertebrados, especies a las que
pertenecen, sistema de determinacidn sexual en el que se encuentran, genes ancestrales
de cual se originaron (ortélogos), teoria de como se originaron y funcién ancestral. DS hace
referencia a determinacion sexual (sex determination). Tabla tomada de Herpin y Schartl
(2015).

Gen Gen
Gen .
regul 7 ] determinante .,
Organis Sistema ancestr Funcion del gen
ador sexual generado
mo de DS al de la ancestral
maes del ancestro a
DS :
tro partir de
Factor transcripcional,
requerido en la
formacion del eje
. . e hipotalamo-pituitaria,
SRY Maml_fero XY Sox3 Diversificacion de funciona en la
s terios alelos . o
diferenciacion neuronal,
expresado en el
desarrollo de las
gonadas.
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Gen

Gen

ezl Organis Sistema ancizir;tr izt Funcién del gen
20 210 de DS al dela Sl EnEiE ancestralgl
maes del ancestro a
DS .
tro partir de
Factor transcripcional,
Diversificacion de pieza clave en la
Dmrtl Aves wz Dmrtl determinacion y
alelos . o
diferenciacion del sexo
masculino.
Factor transcripcional,
Xenopus Duplicacion pieza clave en la
DM-Y p wz Dmrtl Pl determinacion y
laevis génica . o
diferenciacion del sexo
masculino.
Medaka L
; Factor transcripcional,
(Oryzias pieza clave en la
Dmrtl latipes, XY Dmrtl D“p','C?‘C'O” determinacion y
bY 0. génica . L
curvinotu diferenciacion del sexo
masculino.
s)
Truc.h.a Factor de respuesta al
arcoirs Duplicacién interferén, no se
Sdy (Oncorhy XY Irf9 - o
génica conoce la funcién en
nchus .
. las génadas.
myKkiss)
. Factor TGF-B,
Oryzias Diversificacion de importante en el
GsdfYy luzonensi XY Gsdf .
S alelos desarrollo de génadas
en peces.
Factor transcripcional,
requerido en la
formacion del eje
Sox3 Oryzias Diversificacion de hlpotala_mo-pltunarla,
XY Sox3 funciona en la
Y dancena alelos . S
diferenciacion neuronal,
expresado en el
desarrollo de las
gonadas.
(Féedri)er:treegt Duplicacion Hormona anti-
amhyY h XY Amh pliC muleriana, factor de
es génica o
. crecimiento
hatcheri)
amhr Fu_gu Amh Diversificacion de Receptor tipo 2 para
(Takifugu XY recepto Ambh, funcién
2Y . alelos .
rubripes) r2 importante en el
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Gen Gen
Gen .
ezl Organis Sistema ancestr izt Funcidn del gen
ador 9 sexual generado 9
mo de DS al dela ancestral
maes del ancestro a
DS .
tro partir de
desarrollo de las
gonadas, mutantes en
el pez medaka produce
reversion del sexo.
Lengyad Factor transcripcional,
o chino .
(Cynoglo Diversificacion de pieza clgve en la
Dmrtl Ssus wz Dmrtl alelos determinacion y
semilaevi diferenciacion del sexo
masculino.
s)
Pez Factor TGF-,
sable (An Diversificacion de importante en el
GsdfY oplopoma XY Gsdf alelos desarrollo de gonadas
fimbria) en peces.

En apoyo a esta teoria de la evolucidon de los cromosomas sexuales, se
ha observado que algunos cromosomas sexuales son homoélogos a cromosomas
autosémicos en otros grupos. Por ejemplo, el cromosoma Z de Gallus gallus
(gallina comun) es homologo a los cromosomas 9 y 5 del humano, mientras que
el cromosoma X de mamiferos placentarios es homoélogo al cromosoma 4 de G.
gallus y parte del cromosoma 1. El cromosoma Z en serpientes es homaologo al
cromosoma 2 de G. gallus, pero el cromosoma Z de las aves es homologo al

cromosoma 2 de las serpientes (Graves, 2008).

Una vez que un gen regulador maestro surge dentro del autosoma que
dard origen a un cromosoma sexual, el primer paso evolutivo debe ser la
supresion de la recombinacion homologa. La supresion de la recombinacién
homologa durante las primeras etapas evolutivas del nuevo par de cromosomas
sexuales es importante, ya que evita la modificacion, “reparacion” y posterior
pérdida de las mutaciones que originaron la funcion de determinacion sexual en
los nuevos genes reguladores maestros ( Sun y Heitman, 2012; Charlesworth et
al., 2005; Beukeboom y Perrin, 2014). Esto se puede asegurar a través de
rearreglos cromosOmicos (en su mayoria inversiones) que promueven la

supresion de la recombinacion entre los cromosomas sexuales, lo cual ha sido
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apoyado ampliamente por estudios empiricos y tedricos (Bergero vy
Charlesworth, 2009; Kirkpatrick, 2010). En un inicio esta supresion solo afecta a
un pequefio segmento, que es donde se encuentra la region que determina el
sexo, pero posteriormente la regidon no-recombinante tiende a expandirse a lo
largo de todo el cromosoma. Este patron se ha observado en diferentes grupos
de especies (Cortez et al.,, 2014), en donde la evolucion de cromosomas
sexuales genera regiones no recombinantes, lo cual lleva consigo la supresion
de la recombinacion y la posterior reduccion de tamafio en el cromosoma Y o W,

segun sea el caso (Figura 9).

Proto
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I Sox3
I SRY
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Autosomas Gen que Degeneracion Cromosomas
ancestrales determina el sexo del cromosomas heteromérficos

Y
Figura 9. Surgimiento y degeneracion en sistemas GSD (representado por el sistema de
mamiferos) que comienza con la aparicion de un gen regulador maestro, el gen Sry, a partir de
una mutacién en una de las copias del gen Sox3. a) cromosomas autosomales previos a
convertirse en cromosomas sexuales, b) mutacion de uno de los genes Sox3 que da paso al
surgimiento de un gen regulador maestro (Sry) encargado de la determinacién sexual
acompafiado de una inversién en el cromosoma donde dicho gen, c) pérdida de genes en el
cromosoma Y a causa de la falta de recombinacién homdloga con el cromosoma X, d)
continuacion de la pérdida de genes en el cromosoma Y, y acumulacion de mutaciones repetidas
gue en su conjunto crean un par de cromosomas sexuales heteromdérficos bien diferenciados

Figura modificada de Bachtrog et al. (2014).
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2.3.1.1 Tasas de mutacién en cromosomas sexuales

Las tasas de mutacion suelen ser mucho mas altas en los machos que en las
hembras porque los gametos masculinos se dividen mas que los gametos
femeninos (Wilson Sayres y Makova, 2011). Por lo tanto, durante la
espermatogénesis hay mas estrés oxidativo y menos reparacion del DNA
comparado con la ovogénesis (Aitken y Graves, 2002). Por esta misma razoén,
los genes que estan en los cromosomas Y/W tienden a tener una tasa de
mutacion mas elevada que los cromosomas X/Z. A este efecto se le conoce
como sesgo de mutacion masculina. Por el contrario, los genes que se
encuentran en los cromosomas X/Z tienen tasas de mutacion mas bajas
(Kirkpatrick y Hall, 2004). Malcom et al. (2003) demostraron que las tasas de
sustitucion sinénimas en los cromosomas X de mamiferos es 19% menor que en
los autosomas, y a su vez los cromosomas Y tienen una tasa de sustitucion

sinénima de tres a cinco veces mas elevada que en los autosomas.

Aun cuando el sesgo de mutaciébn masculina es el factor mayormente
aceptado para explicar las tasas de mutacion diferenciales entre los cromosomas
sexuales y autosémicos, hay otros factores que influyen en las tasas de mutacion
entre cromosomas. Incluso los cromosomas autosomicos muestran diferentes
tasas de mutacién entre si, particularmente en especies con microcromosomas
en donde las tasas de sustitucion sinénimas son mas altas que en los

macrocromosomas (Axelsson et al., 2005; Ellegren, 2007).

2.3.2 Degeneracion de los cromosomas sexuales

La falta de recombinacion homdloga entre cromosomas sexuales en el sexo
heterogaméticos, no solo representa el primer paso para mantener los genes
determinantes del sexo, también es el primer paso para la eventual pérdida
masiva de genes (Beukeboom y Perrin, 2014). Aun cuando se evita que se pierda
la nueva mutaciéon mediante la reparacion homologa, también se favorece a la
acumulacion de mutaciones de los genes contenidos en el cromosoma Y/W,

ocasionando su fijacion y provocando la pérdida de funcidbn o completa
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eliminacion dentro del genoma (Kim y Stephan, 2000). Adicionalmente, la falta
de recombinacién favorece la acumulacion de secuencias repetidas y la
consecuente reduccion de tamafio en el cromosoma Y/W (Blackmon y Demuth,
2015), lo que se conoce como degeneracion del cromosoma Y/W. Un claro
ejemplo son los cromosomas Y ancestrales en humanos y la gran mayoria de
mamiferos placentarios (Hughes et al., 2012; Raudsepp et al., 2012; Cortez et
al., 2014), reptiles como A. carolinensis, Brachylophus fasciatus, Chalarodon
madagascariensis y varias especies del género Oplurus (Marin y Cortez et al.,
2017; Altmanova et al., 2016), aves como G. gallus (Moghadam et al., 2012),
insectos en el suborden de escarabajos Polyphaga (Blackmon y Demuth, 2014),
moscas del género Drosophila (Koerich, et al., 2008). A manera de ejemplo, los
cromosomas jovenes de Drosophila miranda (Bachtrog et al., 2008; Nguyen y
Bachtrog, 2021) estan casi completamente degenerados y son completamente
heteromorficos, son ricos en secuencias repetidas y contienen sélo unos pocos
genes funcionales. Aitken y Graves (2002) estiman que desde la aparicion del
sistema de determinacion sexual XY en mamiferos, se han perdido en promedio
cinco genes por cada millon de afios, y se predice que en 10 millones de afios

éstos podrian desaparecer.

Actualmente, los cromosomas Y en humanos han perdido el 97% de su
contenido genético original (Skaletsky et al., 2008; Livernois et al., 2012; Cortez
et al., 2014). La degeneracibn del cromosoma Y puede permitir el
establecimiento de mutaciones no benéficas en los cromosomas Y/W, afectando
la adecuacion del sexo que lo porta y convirtiéndolo en una carga. En humanos,
se ha documentado que las traslocaciones de genes que tienen como destino el
cromosoma Y pueden provocar oligozoospermia (baja produccién de

espermatozoides) e incluso infertilidad (Alves et al., 2002; Wang et al., 2017).

La aceleracion en la acumulacion de secuencias repetidas y mutaciones
deletéreas (comparando con la velocidad en la que las mismas se acumulan en
sus homoélogos X/Z) se ha documentado en los cromosomas heteromoérficos
(Y/W) de linajes como mamiferos (Agulnik et al., 1997; Wyckoff et al., 2002;
Tucker et al., 2003; Cortez et al., 2014), aves (Fridolfsson y Ellengren, 2000;
Berlin y Ellengren, 2006), reptiles (Marin y Cortez, et al.,, 2017), insectos
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(Bachtrog y Charlesworth, 2002; Kaiser, 2010; Kaiser y Charlesworth, 2010;
Nguyen y Bachtrog, 2021) e incluso plantas (Filatov y Charlesworth, 2002).

Por ejemplo, se ha reportado que en los marsupiales los cromosomas
sexuales estan completamente diferenciados y ya no comparten regiones
homologas (Graves, 1995). En el caso de los mamiferos placentarios, se sabe
que los cromosomas sexuales han tenido una serie de translocaciones a lo largo
del tiempo que han provocado una alta diferenciacion; sin embargo, siguen
conservando pequefias regiones homologas (PAR) (Graves et al., 1998; Cortez
et al., 2014). Este proceso de diferenciacion entre los cromosomas sexuales ha
provocado una reduccion drastica de tamafio del cromosoma Y con respecto a
su homalogo, el cromosoma X. Aun cuando lo anterior es un rasgo general para
todos los placentarios, hay especies que no comparten dichas caracteristicas,
como el ratbn Mus minutoides (Britton-Davidian et al., 2012), especie en el
género de roedores Microtus (Borodin et al.,, 2012) o los jerbos Meriones
unguiculatus, los cuales poseen cromosomas completamente diferenciados (de
la Fuente et al., 2007). Al menos dos especies de topos del género Ellobius
(Bakloushinskaya et al., 2018) y dos especies de ratones del género Tokudaia
(Arakawa et al., 2002; Koroiwa et al., 2010; Washio, 2019) han perdido por
completo sus respectivos cromosomas Y, y varios de los genes mas importantes

gue estaban en el Y ancestral se translocaron a un nuevo cromosoma Y.

Incluso especies con cromosomas sexuales jovenes, como el caso de D.
miranda, la cual tiene neo-cromosomas sexuales (cromosomas sexuales que se
fusionaron con un par autosomal) que surgieron hace 1.75 millones de afios
aproximadamente, ya han acumulado cambios suficientes como para que al
menos la mitad del contenido genético en el neo-cromosoma Y sean secuencias
repetidas y elementos transponibles. Estos ultimos forman parte del 20% de la
secuencia del cromosoma (los cromosomas X poseen solo el 1% de elementos

transponibles) (Bachtrog et al., 2008).
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2.3.2.1 Modelos evolutivos de su degeneracién

Uno de los modelos que explica la evolucion de la degeneracién del cromosoma
Y/W fue propuesto inicialmente por Muller (1964). Este modelo propone que la
deriva génica jugaba un papel importante en la degeneraciéon de los cromosomas
en regiones no recombinantes. A este proceso estocastico se le conoce
actualmente como “Muller’s ratchet”. En ausencia de entrecruzamiento de una
region entre dos cromosomas, éstos pueden acumular mutaciones deletéreas en
las regiones no recombinantes. Si los individuos con los cromosomas con menor
carga de mutacion se pierden mediante deriva génica, y los individuos con mayor
carga de mutaciones se mantienen dentro de las poblaciones la degeneracion
del cromosoma serd irreversible. Habr4 una pérdida progresiva de genes,

reduciendo la adecuacion de los individuos dentro de las poblaciones.

El efecto Hill-Robertson podria ser uno de los principales factores que
intervienen en la degeneracion del cromosoma Y/W que han evolucionado a
unidades heterocig6ticas permanentes no recombinantes (Charlesworth y
Charlesworth, 2000; Presgraves, 2005). El efecto Hill-Robertson predice que las
regiones gendémicas con poca recombinacién exhiben niveles reducidos de
adaptacién y variabilidad, causada por accion de la seleccion de sitios
estrechamente ligados (Hill y Robertson, 1966; Gordo y Charlesworth, 2001).
Este efecto surge del hecho de que cualquier locus ligado a otro que esta bajo
seleccion direccional, experimenta una reduccion en el tamafio efectivo de la

poblacion (Ne).

En el caso de los cromosomas sexuales, los cromosomas Y/W han
reducido su tamafio efectivo en una proporcion de sexos 1:1 a 1/4 (solo
presentes en machos), mientras que los cromosomas X/Z se mantiene en
relacion 3/4 (2/4 partes en hembras y 1/4 parte en machos), comparados con los
cromosomas autosomicos que se mantienen en relacion 4/4 (2/4 machos y 2/4
hembras). Dado que la eficacia de la seleccion sobre una mutacion es funcion
del producto de Ne y del efecto de la mutacién sobre la adecuacion (Kimura,
1983), tal ligamiento afecta la probabilidad de fijacion de las nuevas mutaciones,
siendo menos probable que las mutaciones favorables alcancen la fijacion y lo
contrario para las mutaciones deletéreas (Berlin et al., 2007).
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El efecto Hill-Robertson puede ser causado por la fijacidbn de mutaciones
ventajosas (Gillespie, 2000), la eliminacibn de mutaciones deletéreas
recurrentes (Charlesworth, 1993), la acumulacién estocastica de mutaciones
deletéreas (Muller’s ratchet, Muller, 1964; Kim y Stephan, 2000) y la interferencia
mutua entre mutaciones débilmente seleccionadas que pasan largos periodos
en frecuencias intermedias (seleccion débil de interferencia de Hill-Robertson:

McVean y Charlesworth, 2000; Comeron y Kreitman, 2002).

Cuando hay recombinacion, se espera que la seleccidn actie con eficacia,
puesto que el Ne es alto. Por el contrario, cuando el Ne es bajo, se esperan tasas
mas bajas de evolucién adaptativa, tasas mas altas de fijacion de mutaciones
deletéreas, ademas de una reduccién en la variabilidad en los sitios neutros o
casi neutros, ya que su variabilidad es proporcional al Ne y la tasa de mutaciones
(Kimura, 1983; Berlin et al., 2007).

Por otra parte, el reclutamiento genético (genetic draft o hitchhiking en
inglés), el cual esta fuertemente vinculado con el efecto de Hill-Robertson,
propone que cuando una mutacién benéfica aparece en un cromosoma no
recombinante, ésta puede favorecer la fijacion de todos los genes ligados, e
incluso mutaciones deletéreas que se encuentran en esta misma region. La
seleccion de la mutacion favorable también aumentara la frecuencia de todos los
genes asociados con ella (Maynard y Haigh, 1974). Los barridos selectivos
(selective sweeps) posteriores, causaran la fijacién de alelos deletéreos en los
loci relacionados a los cromosomas Y/W, haciendo que la seleccién incremente
la actividad de los loci no mutantes relacionados a los loci que tienen los alelos
mutantes (Charlesworth, 1996).

2.3.3 Compensacion de dosis en cromosomas sexuales

La pérdida masiva de material genético en el cromosoma Y por la acumulacion
de mutaciones deletéreas, y la ausencia de recombinacion homdloga
(Beukeboom et al., 2014), acarrea consigo un desbalance en la dosificacion de
los genes (cantidad de transcritos y proteinas) entre los dos sexos. El sexo

heterogamético tendra un solo cromosoma X/Z (mitad de la dosis original),
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mientras que el sexo homogameético mantendra dos copias XX/ZZ (Mank, 2013;
Graves 2016). La solucion evolutiva a este problema varia entre especies, pero
todas han encontrado mecanismos para mantener un equilibrio en la expresion
de los cromosomas X/Z de machos y hembras. A este mecanismo se le conoce
como “compensacion de dosis” y fue descrito a grandes rasgos por primera vez
bajo la teoria de compensacion de dosis de Ohno (1967). La finalidad de este
mecanismo es mantener la expresion ancestral de los genes, cuando aun eran
cromosomas autosémicos, en los cromosomas sexuales (Charlesworth, 1996).
La teoria original de Ohno fue apoyada por trabajos empiricos con mamiferos
(Gupta et al., 2006; Nguyen y Disteche, 2006), Caenorhabditis elegans (Ercan et
al., 2007; Reinke et al., 2004), Drosophila (Baker et al., 1994; Franke y Baker,
1999) y A. carolinensis (Marin y Cortez et al., 2017), organismos que exhiben
una compensacion de dosis completa segun las predicciones de Ohno (1967).

Uno de los sistemas de compensacion de dosis mas conocidos es el de
los mamiferos terios, cuyos cromosomas sexuales surgieron hace
aproximadamente 180 millones de afios (Cortez et al., 2014), desde entonces, el
cromosoma Y ha tenido una pérdida masiva de genes y cromosoma X adquirié
un mecanismo que puede restaurar el balance en la expresion entre machos y
hembras. Un RNA largo no codificante llamado Xist se encarga de inactivar uno
de los dos cromosomas X en las hembras, para que ambos sexos tengan el
mismo nivel de expresion (Plath et al., 2002). Xist es capaz de recubrir el
cromosoma X gue se va a inactivar y se asocia con proteinas que metilan las

histonas y silencian la cromatina (Sado, 2017).

En invertebrados, como en la mosca de la fruta (D. melanogaster), se ha
identificado un mecanismo distinto a lo documentado en mamiferos. Aqui, los
machos sobre-expresan el cromosoma X para igualar el nivel de expresion
transcripcional de las hembras (con dos X activos) (Conrad et al., 2012). Este
proceso es llevado a cabo por el gen Rox2, un RNA largo no codificante, que se
expresa en estadios tempranos del desarrollo en machos y recluta al complejo

MSL que es capaz de acetilar las histonas y promover la transcripcion.

En reptiles como en A. carolinensis, una lagartija perteneciente al
infraorden Iguania, existe una expresion igual del cromosoma X en machos y en
hembras, aun cuando los machos poseen sélo una copia del cromosoma X. En
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A. carolinensis, al igual que en D. melanogaster, una sobre-expresion del
cromosoma X en machos resuelve el conflicto entre machos y hembras. Este es
un muy buen ejemplo de convergencia evolutiva entre dos especies lejanas; en
ambos casos, tanto en A. carolinensis como en D. melanogaster, la
sobreexpresion del cromosoma X en machos es producida a través de la sobre-
acetilacion de la lisina 16 de la histona 4 (H4K16ac) (Marin y Cortez et al., 2017).

2.3.4 Desaparicion de los cromosomas sexuales

La degeneracion del cromosoma Y/W puede llegar a ser tan extrema que incluso
puede llevar a su desaparicion (Steinemann y Steinemann, 2005; Blackmon y
Demuth, 2015; Wilson et al., 2020). Ejemplos claros de como cromosomas
degenerados (Y/W) pueden llegar a desaparecer de las poblaciones han sido
documentados en insectos como Drosophila (Aitken y Graves, 2002; Szabad et
al., 2012), mamiferos como Ellobius (Just et al., 1995; Bakloushinskaya et al.,
2018) o Tokudaia (Koroiwa et al., 2010; Washio, 2019) y en algunos artrépodos
(Arunkumar et al., 2008; Blackmon y Demuth, 2014; Tandonnet et al., 2019) que

carecen de cromosomas Y/W caracterizados como sistemas XX/XO o ZO/ZW.

La hipotesis de “la fragilidad del cromosoma Y” propuesta por Blackmon y
Demuth (2015) sostiene que la degeneracion excesiva de un cromosoma sexual
Y o W puede convertirse en una carga evolutiva debido a que la gran pérdida de
genes o la acumulacion desmedida de secuencias repetidas, resultando de la
falta de recombinacién homoéloga, que pueden afectar la homeostasis de las
células. Por ejemplo, en humanos, la pérdida periférica del cromosoma Y al
envejecer es la Unica mutacion que esta correlacionada con la muerte temprana
de los hombres y con una mayor predisposicion al cancer (Forsberg et al., 2014).
Esta teoria esta intimamente relacionada a casos en donde los cromosomas
sexuales divergieron hace mucho tiempo y donde los cromosomas XY o ZW soélo
recombinan en unas pequefias regiones extremas, denominadas regiones
pseudo-autosémicas (en inglés pseudo-autosomal region o PAR) (Beukeboom y
Perrin, 2014). Durante la anafase, con la formacion de los quiasmas (estructuras

especializadas que mantienen unidos a los cromosomas y permiten su correcta
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segregacion) y cuando la recombinacién ocurre, el apareamiento fisico entre los
cromosomas es necesario para su correcta segregacion (Petronczki et al., 2003).
Es aqui cuando las regiones PAR juegan un papel muy importante. Las regiones
PAR dentro de los cromosomas sexuales son las Unicas regiones que aun
mantienen homologia entre el cromosoma X/Z y el cromosoma Y/W, y permiten
la correcta segregacion de los cromosomas sexuales en la meiosis masculina.
Cuando las PAR tienden a ser muy pequefias, hay mas probabilidades de que
se pierda un cromosoma durante los procesos de division meiotica (Blackmon y
Demuth, 2015). En mamiferos, las regiones PAR de los cromosomas sexuales
van de las 0.7 a las 6 Mb. En el ser humano, las regiones PAR son de
aproximadamente 2.67 Mb (Raudsepp et al., 2012), en donde el cromosoma X

tiene una longitud de 156 Mb y el cromosoma Y de 57 Mb (Howe et al., 2021).

Durante las divisiones meidticas, las anormalidades cromosomales mas
comunes en caballos, humanos y ratones es la presencia de cariotipos XO, ya
que estos organismos son quienes presentan las regiones PAR mas pequefias
(0.7 Mb a menos de 3 Mb), por otro lado, en vacas, gatos, perros, cerdos y
alpacas, rara vez se presentan cariotipos XO durante la meiosis, pues estos
organismos tienen regiones PAR mayores a 6 Mb (Raudsepp et al., 2012). Los
cromosomas autosémicos completamente recombinantes, aunque no iguales en
su totalidad, son quienes presentan menores tasas de aneuploidias comparados

con los cromosomas sexuales (Gersen et al., 2013).

La pérdida del cromosoma Y parece ser el final evolutivo de los
cromosomas sexuales (Blackmon y Demuth, 2015). Este evento es mas comun
de lo que se piensa, donde hasta un 25% del total de los animales con
cromosomas sexuales conocidos (1925 de 7561 animales con cromosomas
sexuales registrados) pueden presentar organismos viables con cariotipos XO
(The Tree of Sex Consortium, 2014). Al menos dos factores pueden alentar la
pérdida del cromosoma Y: la haplosuficiencia de los gametdlogos y de los genes
en la regiébn pseudoautosomal, o la falta de nuevos genes que regulen la

determinacion del sexo y la espermatogénesis (Cortez et al., 2014).

Una idea novedosa de la teoria de la fragilidad del cromosoma Y
(Blackmon y Demuth, 2015) es que la evolucién de los cromosomas sexuales
puede promover la evolucion de mecanismos alternativos de segregacion. La
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evolucion de mecanismos como la meiosis aquiasmética permite la segregacion
del cromosoma X/W en ausencia de quiasmas, lo que podria ser una estrategia
a la cual pueden recurrir las especies para retener el cromosoma Y/W a largo

plazo (Figura 10).

Algunas especies de Coleoptera y Adephaga han evolucionado de forma
independiente hacia meiosis aquiasmatica (Lopez-Lopez et al., 2013). Los
marsupiales por su parte, al perder por completo sus regiones PAR, han
adoptado un mecanismo de segregacion asinaptica de los cromosomas
sexuales. A la fecha no hay registro de la pérdida del cromosoma Y en
marsupiales, mientras que en los mamiferos placentarios que requieren de
quiasmas para la correcta segregacion de los cromosomas sexuales, se han

reportado pérdidas del cromosoma Y al menos tres veces (Ashman et al., 2014).

2.3.6 Rejuvenecimiento de los cromosomas sexuales

Una de las estrategias para retener al degenerado cromosoma Y/W y evitar que
este desaparezca es el rejuvenecimiento de cromosomas sexuales a través de
fusiones o translocaciones con cromosomas autosémicos, lo que permite el
incremento en regiones PAR o en contenido genético (Blackmon y Demuth,
2015; Anderson et al., 2020) (Figura 10). Po ejemplo, en mamiferos, dos
especies de ratones del género Tokudaia han perdido por completo sus
cromosomas Y (Arakawa et al., 2002; Koroiwa et al., 2010; Washio, 2019),
mientras que en una tercera especie ha ocurrido el rejuvenecimiento de sus

cromosomas sexuales por medio su fusion con autosomas (Murata et al., 2012).

Las fusiones como en su nombre lo indica, constan de la fusion de uno o
los dos cromosomas sexuales con una region o con un par de cromosomas
autosomicos, reiniciando el proceso de degeneracion del cromosoma Y. Esta
forma de rejuvenecimiento se ha documentado en mamiferos placentarios, en
donde la mayor parte del contenido de las regiones PAR es de origen autosémico
en marsupiales (Graves et al., 1998). Se ha sugerido que este rejuvenecimiento
de los cromosomas sexuales en placentarios ocurrio hace 80 a 130 millones de

afos. Las fusiones entre cromosomas autosdmicos y sexuales han ocurrido
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multiples veces en la evolucidon de los cromosomas sexuales de los mamiferos
(Veyrunes et al., 2008).

Recientemente se ha comprobado de forma empirica la existencia de
fusiones de cromosomas sexuales con autosomas en diversos grupos de
invertebrados. En estos trabajos se encontré que la tasa de establecimiento de
fusiones Y-autosoma, es mas alta que las fusiones X-autosoma, Z-autosoma o
W-autosoma. Sin embargo, en peces, reptiles y mamiferos, las fusiones Y-
autosoma y X- autosoma son igual de comunes (Yoshida y Kitano, 2012; Pennell
et al., 2015; The Tree of Sex Consortium, 2014).

Alternativamente, el rejuvenecimiento del cromosoma Y se puede dar a
través de traslocaciones con otros cromosomas. No todas las traslocaciones
rejuvenecen la region PAR, por lo que éstas no contribuyen a que se presenten
menor cantidad de aneuploidias. Se ha documentado en Drosophila que las
traslocaciones pueden beneficiar al sexo masculino en organismos con genotipo
XO que han adquirido genes masculinizantes, por medio de traslocaciones a
cromosomas autosomicos (llamado cromosoma B). Estos individuos se
convierten en machos fértiles, pues los cromosomas autosémicos suplen la

funcién del cromosoma Y que desaparecio (Carvalho, 2002).
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Figura 10. Destinos del cromosoma Y a través del tiempo. Se espera que las fuerzas
genéticas de las poblaciones conduzcan a una regién PAR cada vez mas pequefa. El
gréfico en la parte inferior representa el hipotético incremento de la frecuencia de la
aneuploidia (pérdida) de los genes del cromosoma Y, que acompafia su degeneracion. El
costo del aumento de la aneuploidia puede aliviarse mediante uno de los tres destinos del
cromosoma Y: arriba, la retencion temporal a través del rejuvenecimiento de la regién PAR;
en medio, la retencidn a largo plazo del cromosoma Y, consecuencia de la pérdida masiva
de genes que genera un cromosoma Y completamente diferenciado y la completa ausencia
de las regiones PAR; abajo, la desaparicion del cromosoma Y, y la transicién hacia un
sistema de cromosomas sexuales XO. Aungue la imagen representa un sistema XY, esta
misma dinamica es visible los cromosomas ZW. Figura tomada de Blackmon y Demuth
(2015).

2.3.7 Transiciones de determinacién sexual

Aunque ciertos grupos de organismos aparentemente poseen cromosomas
sexuales conservados, otros exhiben una rapida evolucion de sus cromosomas
sexuales, como peces (Conover y Heins, 1987; Mank et al., 2006; Ross et al.,
2009), anfibios (Hillis et al., 1990; Furman y Evans, 2016; Miura, 2017), reptiles
(Ezaz et al., 2009; Pokornay Kratochvil, 2009; Gamble et al., 2015, 2017; Acosta,
2019), insectos (Kaiser et al., 2010; Beukeboom y Perrin, 2014; Vicoso y
Bachtrog, 2015) y plantas (Slancarova et al., 2013; Pucholt et al., 2015, 2017).
Asi, se han documentado transiciones de sistemas de determinacion sexual en
diversas especies en donde los cromosomas sexuales con los que éstas
contaban en un inicio regresaron a ser cromosomas autosomicos y el
surgimiento de un nuevo par de cromosomas sexuales reemplazé la funcion de
los cromosomas sexuales ancestrales (White, 1973; Palmer et al., 2019). Este
proceso puede ser una alternativa de las especies para poder escapar de la
aparente “trampa evolutiva” en la que los cromosomas sexuales heteromorficos

se convierten con el paso del tiempo (Pennell et al., 2018).

Un nuevo par de cromosomas sexuales puede surgir cuando el nuevo
sistema de determinaciéon sexual “secuestra” al sistema preexistente de
cromosomas sexuales. Estos eventos de transiciones de determinacion sexual

tienen consecuencias importantes en multiples facetas evolutivas, ya que los
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cromosomas sexuales juegan un papel muy importante en la adaptacion, el
dimorfismo sexual y la especiacion (Palmer et al., 2019). Las transiciones de
cromosomas sexuales pueden conservar el patrén de heterogametos, es decir,
el recambio de cromosomas sexuales es de un XY a otro XY o de un ZW a otro
ZW, y son llamadas transiciones cis-heterogaméticas. Por otro lado, las
transiciones pueden no conservar los patrones de heterogametos, es decir,
puede haber un recambio de cromosomas XY a ZW o viceversa, y son llamadas
transiciones trans-heterogaméticas (Saunders, 2019). Durante el inicio de
transicion y mientras se fija un nuevo sistema de determinacion sexual, las
especies pasaran por una fase poligénica, es decir, hay dos sistemas de
determinacién sexual dentro de una misma poblacién y la transicion se alcanzara
cuando el locus ancestral determinante del sexo se pierda (Saunders et al.,
2018). Las transiciones de cromosomas ZW a XY en peces y anfibios parecen
ser mas comunes que las transiciones de XY a ZW (Pennell et al., 2018; Evans
et al., 2012), mientras que en reptiles parece no haber un tipo de transicion que

surja con mayor frecuencia (Pennell et al., 2018).

Una gran cantidad de trabajos han descrito teGricamente las predicciones
sobre cuando y por qué ocurren transiciones de los cromosomas sexuales,
evaluando aspectos como la deriva génica (Bull y Charnov, 1977; Saunders et
al., 2018), la carga de mutaciones deletéreas (Blaser et al., 2013, 2014), la
seleccién en proporcion de sexos (Jaenike, 2001; Werren y Beukeboom, 1998)
y la seleccion sexual antagonista (van Doorn y Kirkpatrick, 2007, 2010). Sin
embargo, los intentos de explorarlos empiricamente se han limitado a unos
pocos clados de: insectos (Blackmon y Demuth, 2014), ranas (Jeffries et al.,
2018) y peces (Kitano y Piechel, 2012; Wrigh et al., 2017).

2.3.7.1 Deriva génicay transicion de cromosomas sexuales

La deriva génica puede ser un factor importante en las transiciones de sistemas
de determinacion sexual, especificamente cuando surge un nuevo gen
determinante sexual, aunque con la misma adecuacion que el sistema ancestral

(Bull y Charnov, 1977). Es aqui, cuando la deriva génica puede cambiar la
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frecuencia de los alelos, por lo que por puro azar puede fijarse un nuevo sistema

de determinacion sexual en las poblaciones (Veller et al., 2017).

Las transiciones de sistemas de determinacion sexual mediadas por
deriva génica deben ser mas comunes en especies con tamanos efectivos de
poblacidon pequefios, en donde la frecuencia de los alelos en las poblaciones y
el tamafio efectivo de la poblacién juega un papel crucial (Elena y Lenski, 2003;
Hegreness et al., 2006).

En sistemas poligenéticos como propone Saunders et al. (2018) en donde
los tamafios efectivos de poblacion frecuentemente son grandes, si surge un
nuevo genotipo capaz de determinar el sexo que mantuviese el mismo nivel de
adecuacion que el ancestral, o incluso si en el mismo sistema poligénico
ancestral ninguno de los alelos es dominante sobre el otro, el establecimiento de
uno de los dos sistemas puede llegar a ser muy lento. Es aqui cuando la deriva
génica puede jugar un papel importante para establecer cual de los dos sistemas
de determinacidon sexual se fijard en las poblaciones. Lamentablemente muy
pocos sistemas de determinacion sexual de este tipo han descritos y estudiados

lo suficiente para apoyar esta prediccién (Saunders et al., 2018).

2.3.7.2 Carga de mutaciones deletéreas en cromosomas sexuales.

Algunas predicciones de la transicion de cromosomas sexuales surgen de la
hipo6tesis de la acumulacion de mutaciones (Blaser et al., 2014; van Doorn y
Kirkpatrick, 2010; Jeffries et al., 2018; Scott et al., 2018). El primer paso es tener
presente un sistema fijo de determinacién sexual ancestral degenerado, el
segundo paso es la acumulacion de factores asociados a una gran cantidad de
mutaciones deletéreas causantes de la alta degeneracion del cromosomas Y/W.
Estas mutaciones pueden estar vinculadas a heteroquiasma o aquiasma, donde
la recombinacion es reducida o simplemente inexistente en un sexo (el sexo
portador de los cromosomas heteromérficos XY/ZW), lo cual podria evitar que
sean eliminadas mediante recombinacion homdloga y acelerando su

acumulaciéon en el cromosoma Y/W.
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El proceso anterior lleva a la pérdida progresiva de la funcién de los genes
gue se encuentran en la region no recombinante de estos cromosomas con
recombinacion reducida. En mamiferos placentarios se ha observado que los
genes que estan en el cromosoma Y tienen niveles de expresion reducidos
debido, probablemente, a mutaciones ligeramente deletéreas acumuladas en los
promotores y enhancers (Martinez-Pacheco et al.,, 2020). Estos cambios
paulatinos en la expresion de los genes en el Y podrian favorecer una transicion

de sistemas de determinacién sexual (Blaster et al., 2013).

Los patrones en la rapida transicion en los cromosomas sexuales de las
ranas (Jeffries et al., 2018), las cuales tienen regiones no recombinantes que
abarcan casi en su totalidad el cromosoma Y/W incluso en cromosomas jovenes
(el més joven de 3.6 millones de afios en las 28 especies que usaron como
modelos de estudio), podria deberse a un caso de carga de mutaciones

deletéreas.

2.3.7.3 Seleccién en la proporcién de sexos

En la mayoria de las especies, los individuos del sexo heterogamético producen
el mismo nimero de gametos X/Z y Y/W. Por lo tanto, las proporciones de la
descendencia tienden a ser 50% machos y 50% hembras. Sin embargo, en
algunas especies esto no ocurre. Una fraccién de los individuos produce de
manera excesiva sélo uno de los sexos (Jaenike, 2001), sin tomar en cuenta los
mecanismos como partenogénesis, muerte de la descendencia masculina o

feminizacion de machos posterior a la determinacién del sexo.

Estos sesgos se han reportado en moscas del género Drosophila y
Cyrtodiopsis (Magni, 1953; Novitsky et al., 1965; Cavalcanti et al., 1958; Carson,
1956; Wiliamson y Poulson, 1979; Policansky y Ellison, 1970, Cobbs et al., 1991,
Vaz et al.,, 1998; Montchamp-Moreau y Joly, 1997; Cazemajor et al., 2000;
Montenegro et al., 2000; Wilkinson y Sanchez, 2001), en las cuales elementos
‘egoistas” asociados a cromosomas autosomicos generan letalidad en machos
y por lo tanto, las poblaciones naturales tienden a tener un desbalance en las

proporciones del sexo que favorece la sobre produccién de hembras. Por
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ejemplo, en D. willistoni se ha reportado que una especie de Spiroplasma es la

responsable directa de esta sobre produccion de hembras (Hackett et al., 1986).

En ratones, la presencia de un elemento egoista (selfish element)
denominado complejo-t, contenido en el cromosoma 17 con frecuencias entre 6-
25% en poblaciones naturales (Ardlie y Silver, 1998; Dod et al., 2003), distorsiona
la proporcion de machos y hembras. Este elemento es letal o en algunos casos
donde no lo es, genera esterilidad en machos cuando esta en homocigosis,
mientras que los heterocigotos pueden presentar problemas en el desarrollo de
los flagelos en linea germinal. Ademas, los espermatozoides sanos tienen la
posibilidad de pasar el alelo al 50% de su descendencia (Lyon, 1991, 2003;
Carroll et al., 2004). Diversos reportes en aves han demostrado un desbalance
en las proporciones de sexos (Krackow, 1995; Badyaev et al., 2005; Alonzo-
Alvares, 2006; Rutkowska y Badyaev, 2007), y han tratado de explicar como
factores como los estrégenos en las hembras afectan a la linea germinal o como
efectos epigenéticos (Rutkowska y Badyaev, 2007) modifican las proporciones

en los sexos de aves.

Wolbachia, que es una bacteria endosimbidtica que se encuentra en
isépodos e insectos y que es capaz de manipular el citoplasma del huésped
(trasmitida de forma vertical de la madre a las crias), convirtiendo a los machos
genéticos en hembras fenotipicas (Cordaux et al., 2011; Badawi et al., 2018;
Becking et al., 2016; Chebbi et al., 2019; miura, 2007; Leclercq et al., 2016).

La seleccion en proporcion de sexos promueve la invasién de un nuevo
locus capaz de determinar el sexo en las poblaciones con la finalidad de
restaurar el balance entre machos y hembras, este desbalance en la proporcion
de los sexos es llevado a cabo por medio de distorsionadores como son
impulsores meioticos (meiotic drivers), los cuales estdn compuestos por
elementos egoistas o elementos de conflicto genético con interacciones nucleo-
citoplasma, ambos tipos de elementos se pueden encontrar en cromosomas
autosomales o sexuales (Beukeboom y Perrin, 2014; Mank et al., 2014; Helleu
et al., 2015).

Se ha sugerido a partir de analisis usando modelos que los

distorsionadores de la proporcion en las poblaciones, pueden crear presion de
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seleccion. Cuando los distorsionadores llevan al aumento en la proporcion de
hembras. De esta manera, un nuevo gen masculinizante puede surgir e invadir
las poblaciones para llevar al establecimiento de un nuevo sistema de
cromosomas sexuales XY. Si los distorsionadores llevan hacia el aumento en la
proporcion de hembras, un gen nuevo con caracteristicas feminizantes llevara al
establecimiento de un nuevo sistema ZW (Kozielska, 2010). En muchos casos,
el distorsionador inducira a una transicion de sistema de determinacion sexual
que llevara a la pérdida de los distorsionadores de las poblaciones naturales
(Kozielska, 2010).

Se ha demostrado incluso que en casos de transicién de determinacion
sexual impulsados por deriva génica, en donde hay una aparente ausencia en la
diferencia de adecuacion entre un nuevo sistema de determinacion sexual y el
ancestral, no son completamente neutrales, ya que son ligeramente favorecidos
(mutaciones dominantes) o desfavorecidos (mutaciones recesivas) por la
seleccion en proporcion de sexos (principalmente en transiciones trans-
heterogaméticas, es decir, pasan de un tipo de determinacién sexual XY a ZW o
viceversa) (Kozielska et al., 2010; Veller et al., 2017).

Es probable que la seleccion de la proporcion de sexos sea un motor
comun en los eventos de transicion de cromosomas sexuales (Scott et al., 2018).
Sin embargo, es dificil detectar este proceso debido a su naturaleza transitoria.
Cada vez que se fija una nueva region que determina el sexo, se restauran las
proporciones de sexos equilibradas y el locus original que determinaba el sexo
se pierde al ser reemplazado por uno nuevo (Kozielska et al., 2010). Algunos
modelos han sido propuestos para determinar escenarios en los que se podrian
esperar gue la seleccién en la proporcion de sexos podria impulsar la transicion
de sistemas de determinacion sexual (ver Kozielska et al., 2010; Ubeda et al.,
2015).
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2.3.7.4 Transiciones provocadas por seleccion sexual antagonista

El término “seleccion sexual antagonista”, hace referencia a aquellos alelos que
son ventajosos para un sexo, pero son deletéreos para el sexo opuesto y son

conocidos como alelos antagonistas (van Doorn et al., 2010).

Un caso seria una mutacion que cambie un cromosoma X (recesivo a Y)
a un cromosoma W (dominante y feminizante sobre el Y). Este nuevo alelo se
podria correlacionar con alelos antagonistas que mejoraran las caracteristicas
feminizantes y bajo algunas condiciones, este nuevo tipo de cromosomas
sexuales pueden establecerse por medio de seleccion, dando lugar a un

recambio entre un sistema XY a un nuevo ZW.

Otro caso podria ser la transposicién de un gen regulador maestro a un
autosoma. Si la asociacién de este nuevo gen con el autosoma produce una
mayor adecuacion en los machos que portan este nuevo neo-cromosoma Y
comparado con el cromosoma Y original, este puede extenderse y fijarse dentro
de las poblaciones secuestrando la determinacion del sexo de los cromosomas

sexuales originales (van Doom y Kirkpatrick, 2007).

Se ha estimado que especies como D. melanogaster presentan hasta un
8% de genes bajo seleccidén sexual antagonista en condiciones de laboratorio
(Innocenti y Morrow, 2010). Hay algunos estudios empiricos que apoyan a esta
teoria, como es el caso de los ciclidos donde las hembras poseen una coloracion
que las hace mimetizarse con su entorno y pasar desapercibidas a los
depredadores, mientras que los machos tienen colores llamativos y son

depredados con mayor facilidad (Roberts et al., 2009).

2.4 Teoria neutral, casi neutral y deriva génica

La teoria neutral propuesta por Kimura (1968) menciona que s6lo una minoria
de las mutaciones son beneficiosas 0 no beneficiosas y la mayoria son neutras.

Las primeras son fijjadas dentro de las poblaciones, mientras que las segundas
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son eliminadas ambas por efecto de la seleccion natural. Las mutaciones neutras

se pierden o pueden ser fijadas aleatoriamente por deriva génica.

Kimura (1991) realizé algunas observaciones importantes que apoyan su
teoria de la evolucion neutral y que actualmente siguen siendo apoyadas por

diversos trabajos genémicos (Makalowski et al., 1998; Zheng et al., 2007):

e Enlas secuencias de proteinas, los cambios conservadores (sustituciones
de aminoacidos que tienen propiedades bioquimicas similares y por lo
tanto pueden afectar en menor medida al funcionamiento de la proteina)
ocurren con mayor frecuencia que los cambios radicales.

e Las sustituciones de bases sindnimas (aquellas que cambian la secuencia
del DNA, pero no causan cambios en la transcripcion de aminoacidos)
ocurren con mayor frecuencia que las sustituciones no sinénimas.

e Las secuencias no codificantes, como los intrones, evolucionan a una
velocidad similar al de los sitios sinénimos.

e Los pseudogenes evolucionan a un ritmo elevado similar la de las

posiciones de los tres codones.

El trabajo de Kimura (1968) proporciona el marco teorico para el desarrollo
de métodos que detectan la accién de la seleccion dentro de los genomas
(Durent, 2008). Para poder demostrar que una secuencia esta sujeta a presion
selectiva se debe rechazar la hipétesis nula de que esta secuencia evoluciona
de forma neutra. Por ejemplo, una prediccién fuerte de la teoria neutral es que
en sitios selectivamente neutros, la tasa de sustitucién debe ser igual a la tasa
de mutacién (Kimura, 1968). En cambio, la teoria casi neutral, como veremos
abajo, predice que las poblaciones pequefias deberian acumular una mayor
carga genética por mutaciones deletéreas que las poblaciones grandes (Ohta,
1987; Lynch, 2007; Akashi et al., 2012).

El conocimiento de la evolucion de las secuencias neutrales es
importante, porque proporciona informacién sobre los procesos moleculares que

estan implicados en el funcionamiento del genoma (Duret, 2018).

La evolucion neutral puede contribuir en dltima instancia a la evolucién
fenotipica y a la adaptacion de las especies. Kimura (1991) sefial6 que muchas

duplicaciones genéticas se pueden fijar por deriva genética aleatoria, siempre y
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cuando haya una relajacion en la presién de seleccién (sin este efecto serian
contra-seleccionadas). En un inicio, estas duplicaciones son redundantes, pero
con la aparicidbn de mutaciones en una o ambas copias, es posible que alguna
resulte util para la adaptacion de los organismos a su medio ambiente. Pero, si
uno de estos duplicados pierde la funcién que contribuye a la adecuacién de los
organismos, esta sera liberada de la seleccion purificadora que las mantiene
posterior a su fijacion. Una reduccion del tamafio efectivo de la poblacion que
aumenta el efecto de la deriva génica puede permitir la fijacion de mutaciones
débilmente deletéreas para pasar a través del genotipo menos optimo y, por lo
tanto, puede abrir nuevas trayectorias evolutivas hacia genotipos con mayores

ventajas adaptativas (Duret, 2008).

Como mencionamos arriba, la teoria casi neutral de Ohta (1973) predice
gue las poblaciones pequefias deberian acumular mutaciones deletéreas a un
ritmo mas rapido que las poblaciones grandes por efecto de la deriva génica.
Asi, aunque las sustituciones no sindnimas tienen a ser menos frecuentes que
las mutaciones sinénimas, estas Ultimas no siempre tienen efectos
completamente neutrales, ya que puede ser ligeramente deletéreas o casi
neutrales. Se espera que el Ne no solo influya en los aspectos neutrales de la
diversidad genética, sino también en los procesos menos neutrales (Gillespie,
1993).

2.5. Breve resumen del conocimiento actual de laevolucion delos genomas

en vertebrados.

2.5.1 Peces (Cyclostomata, Chondrichthyes y Osteichthyes)

Cyclostomata (Peces sin mandibula)

Surgieron hace aproximadamente 540 millones de afios. Cuatro genomas de
lampreas (Smith et al., 2013, 2018) y uno de peces bruja (Myxinidae) (Yamaguchi
et al., 2020), han sido secuenciados y ensamblados. La longitud total del genoma

de los peces bruja tiene un estimado de 2.4 a 4.5 Gb, mientras que las lampreas
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tienen una longitud de 1.4 a 2.4 Gb. En ambas especies el ensamble ha sido a
nivel scaffold por lo que no se cuenta con el tamafio y nimero cromosomal de

éstas.

Ambas familias son oviparas, pero su sistema de determinacion sexual se
desconoce a la fecha, aunque se sabe que algunas especies presentan
hermafrodismo. Algunos autores proponen la posibilidad de la presencia de
cromosomas sexuales como determinantes del sexo (Docker et al., 2019). Se
sabe que algunas lampreas y peces bruja eliminan cientos de genes durante el
desarrollo temprano en células somaticas, pero se desconoce si esta eliminacion

del genoma juega un papel en la determinacién del sexo (Smith et al., 2021).

Chondrichthyes (peces cartilaginosos)

Aparecieron hace aproximadamente 450 millones de afios. Algunos de sus
genomas han sido secuenciados y caracterizados: seis de tiburones (Hara et al.,
2018), dos rayas (King et al., 2011) y dos quimeras (Venkatesh et al., 2014). La
longitud de sus genomas va de los 2.6 a los 16.6 Gb.

El sistema de determinacion sexual en los condrictios parece ser XY en
tiburones y rayas (Maddock y Schwartz, 1996; Donahue, 1974), aunque parece
ser que en la raya Hypanus americana hay presencia de cromosomas ZW
(Maddock y Schwartz, 1996).

Osteichthyes (peces 0seos)

Son mas de 31 mil especies, y tiene longitudes de genomas que van de 0.4 a los
7.7 Gb. Los sistemas de determinacion sexual en peces 0seos son muy variados.
Podemos encontrar especies con GSD: con cromosomas sexuales
homomorficos o heteromérficos ZZ (Takehana et al., 2018) o XY (Tanaka et al.,
2007), e incluso especies que presentan multiples cromosomas sexuales
(Sember et al., 2021), o sistema de determinacién ambiental (ESD) con sistema
de determinacién por temperatura o por un sistema social (Fricke y Fricke, 1977;

Mugurran, 2005). También, podemos encontrar especies con GSD coexistiendo
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con TSD (Craig et al., 1996; Baraoiller et al., 1995; Patifio et al., 1996; Schultz et
al., 1993; Uchida et al., 2004; Hattori et al., 2007; Yamamoto et al., 2014).

Los genes reguladores maestros del sexo en peces 6seos son variados y
se derivaron de factores de transcripcion como Dmrtl y Sox3, miembros de vias
de sefalizacion Tgf-beta como Amh, Amhr2, Gsdf y Gdf6é o del gen Irf9
relacionado al sistema inmune y cuya cascada de determinacion sexual se
desconoce (caso exclusivo de los salménidos) (Yano et al., 2012). Se han
reportado especies con cromosomas sexuales jovenes altamente degenerados,
con regiones PAR de tan solo 300kb de longitud (Rafati et al., 2020) y

transiciones de determinacion sexual (Ross et al., 2009).

2.5.2 Anfibios

Los anfibios se componen de tres grandes clados: Gymnophiona, Anura y
Urodela. Hace aproximadamente 335 millones de afios el linaje Gymnophiona
(cecilias) divergio del ancestro en comuan entre el clado Anura (ranas y sapos) y
el clado Urodela (Caudata: tritones y salamandras) (Betancur et al., 2013), los
cuales a su vez divergieron uno del otro (Anura y Urodela) 35 millones de afos
mas tarde (Pyron, 2011). La mayoria (88%) de los anuros (Hyloidea,
Microhylidae y Natutanura) se diversificaron entre 66 a 44 millones de afios
(Feng et al., 2017).

Se conoce un total de 8, 260 especies de anfibios, mismos que superan a
los mamiferos (con un total de 6,485 especies). Hasta la fecha solo hay un total
de 19 genomas de anfibios ensamblados de diferentes calidades, éstos incluyen
15 de las 7291 especies de Anura, uno de las 760 de Urodela y tres de las 213
de Gymnophiona (Stéck, 2021). Algunos de éstos se han ensamblado a nivel
cromosoma, pero la mayoria se mantiene solo con un ensamblado a nivel
scaffold. El lento progreso gendmico en los anfibios se debe principalmente a el
enorme tamafo de sus genomas, el cual va de 3.9 a2 9.8 Gb en los Gymnophiona,
de 1.9 a 13.1 Gb en los Anura y los inmensos 16.6 a 78.2 Gb en los Urodela;

todo incluyen largas proporciones de secuencias repetidas (Liedtke et al., 2018).

Todos los anfibios tienen GSD, ya sea un sistema por cromosomas

sexuales XY o ZW o alguna variante (Hillis y Green, 1990; Nakamura, 2010; Ito,
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2018), aunque el 96% presentan cromosomas sexuales indiferenciados, lo cual
sugiere una alta transicion de sistemas de determinacion sexual (Schartl, 2004;
Stock et al., 2011; Miura, 2017). Adicionalmente, se han reportado casos con
especies con hembras WO y machos 00 como sistema de determinacién sexual
(Green, 1988) y algunos casos tienen cromosomas multiples (Roco et al., 2015).

2.5.3 Reptiles (Lepidosauria, Squamata y Testudines)

Lepidosauria

Los dos Unicos representantes no extintos de los lepidosaurios son los tuataras
que divergieron hace aproximadamente 250 millones de afios de su taxon
hermano, los Squamata (Zheng y Wiens, 2016). Los tuataras son especies
endémicas de Nueva Zelanda. Recientes estudios de trabajos gendmicos
reportaron la lista de genes que participan en la diferenciacion sexual, asi como
el ensamblado de su genoma (5 Gb de longitud, solo ensamblado a nivel de
scaffolds) (Gemmell et al., 2020). Los tuataras presentan TSD como Unica forma
de determinacion del sexo: los machos se producen arriba de los 22 °C y las

hembras por debajo de esta temperatura (Cree et al., 1995).

Squamata (serpientes y lagartos)

Hay méas de 11 mil especies dentro de Squamata (Uetz,2020), que divergieron
hace aproximadamente 250 millones de afios de Lepidosauria (Zheng y Wiens,
2016), y hace 227 millones de afos de los arcosaurios y tortugas (Gemmell et
al., 2020). Se han ensamblado mas de 35 genomas de diferentes especies de
Squamata, sus tamafos varian entre los 1.3 y 3.7 Gb (Organ et al., 2008). La
mayoria de estos genomas estan ensamblados solo a nivel de scaffolds, pero
tres especies estan a nivel cromosoma: Podarcis muralis (lagartija coman de las

paredes), A. carolinensis (anolis verde) y Naja naja (cobra rey).

El genoma de A. carolinensis es de 1.79 Gb, con un total de 18 pares de
cromosomas, de los cuales 12 pares son microcromosomas (Alféldi et al., 2011).

El cromosoma X tiene una longitud de 3 Mb, y 63 genes, de los cuales 61 son
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codificantes. Aun cuando los analisis de transcriptoma han permitido la
identificacion de los genes relacionados al cromosoma Y (7 totales), este no ha
sido identificado y ensamblado a la fecha (Alféldi et al., 2011; Marin y Cortez et
al., 2017; Howe et al., 2021).

El genoma de P. muralis es de 1.5 Gb con un total de 19 pares de
cromosomas. El par de cromosomas sexuales parece ser homomorfico y el
cromosoma Z tiene un tamafo de 50 Mb con 667 genes codificantes, mientras
que el cromosoma W no ha podido ser reconstruido, aunque estudios sugieren
que tienen casi el mismo tamafio de su contraparte el cromosoma Z y esta

altamente diferenciado (Andrade et al., 2019; Howe et al., 2021).

El genoma de N. naja tiene una longitud de 1.7 Gb, con un total de 19
pares cromosomales, de los cuales 8 son macrocromosomas y 11
microcromosomas. El cromosoma Z pertenece a un macrocromosomas con un
tamafio de 150 Mb, 1643 genes codificantes, 59 genes no codificantes y 16
pseudogenes anotados a la fecha. Analisis de transcriptoma identificaron un total
de 284 genes en el cromosoma W; sin embargo, este cromosoma no ha sido
reconstruido en su totalidad. Analisis de cariotipos indican que sus cromosomas

sexuales son heteromorficos (Suryamohan et al., 2020; Howe et al., 2021).

La mayor parte de las especies estudiadas dentro de cinco de los clados
de Squamata (iguana, lacértidos, varanidos, escincidos y serpientes xenofidias),
los cuales abarcan un aproximado del 60% de las especies en los Squamata,
presentan cromosomas sexuales conservados (Kostmann et al., 2021, Rovatsos
et al., 2014a, 2014b, 2014c, Augstenova et al., 2018), mientras que otros linajes
como los acrodontes (agamidos y camaleones), boas, pitones y geckos exhiben
mayor variabilidad en los sistemas de determinacion sexual (Pokorna y
Kratochvil, 2019, Gamble et al., 2015, 2017; Nielsen et al., 2018).

Entre las diferentes especies de reptiles secuenciadas, se ha observado
mediante analisis genomicos y FISH una alta sintenia entre ellos que se ha
conservado a través del tiempo con los arcosaurios (cocodrilos y aves) (Schield
et al., 2019). Estudios comparativos realizados en N. naja y Crotalus viridis (la
cascabel de la pradera), también revelaron una alta sintenia en bloques entre

macrocromosomas, microcromosomas y el cromosoma Z. Pese que
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filogenéticamente las serpientes (N. naja y C. viridis) y los anolis verdes (A.
carolinensis) estan distanciados, también se observo sintenia entre los
cromosomas autosomales 4, 5y 6 de la cobra con el cromosoma 2 de anolis.
Adicionalmente, el cromosoma 6 de anolis es homélogo al cromosoma Z de la
cobra. Mientras que, por parte de la vibora de cascabel, de los 18 pares de
cromosomas, 16 pares mostraron sintenia con anolis, la excepcion fue el
cromosomas 3 cuyo contenido genético corresponde al cromosomas 4y 5 de las
cascabel, el cromosoma 6 de anolis es homologo al cromosomas Z en las
cascabel (Schield et al., 2019).

Comparando con especies cuyo tiempo de divergencia es aun mas lejano
como el caso de las gallinas (G. gallus), se observo sintenia ente varios micro y
macrocromosomas; el cromosoma 1 y 2 de G. gallus mostr6 alta sintenia en
bloques correspondientes al cromosoma Z y algunos micro y macrocromosomas
(Suryamohan et al., 2020).

Testudines (tortugas)

Con un total de 361 especies (Uetz, 2020), la divergencia entre las tortugas y los
arcosaurios (con quienes estan cercanamente emparentados) fue hace
aproximadamente 320-250 millones de afios. Los tamafios de genoma varian
entre 2y 2.9 Gb. Todas son oviparas y hay especies con cromosomas sexuales
(XY 0 ZW), asi como TSD. Veintidds especies pertenecientes al clado Cryptodira
han sido secuenciadas y cuatro de Pleurodira. Los genomas de dolo dos de las
especies pertenecientes a los Cryptodira han sido ensamblados a nivel
cromosoma. En Gopherus evgoodei, con una longitud de 2.2 Gb, el genoma
cuenta con 24 pares cromosomales, algunos de estos microcromosomas y tiene
TSD (Lee et al., 2020; Howe et al., 2021). Chrysemys picta bellii quien también
tiene un TSD (Lee et al., 2020) con un total de 25 pares de cromosomas, de los
cuales mas de la mitad son microcromosomas. La longitud total de este genoma
es de 2.3 Gb (Howe et al., 2021).
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2.5.4 Arcosaurios (crocodiliay aves)

Crocodilia

Los cocodrilos, con un total de 24 especies (Uetz, 2020), divergieron de las aves
hace 240 millones de afios (Green et al., 2014). En total cuatro especies han sido
secuenciadas (Alligator mississippiensis, Alligator sinensis, Crocodylus porosus
y Gavialis gangeticus), con genomas que varian entre las 2.3 a 2.9 Gb de
longitud (Green et al., 2014; Wan, 2013), ninguno de estos ha sido ensamblado

a nivel cromosoma. Todos son oviparos y tienen un TSD.

Aves

Las aves contienen mas de 10 mil especies (AVIBASE, 2020). El dltimo ancestro
en comun que compartieron con los cocodrilos fue hace 240 millones de afios
(Green et al., 2014), con el cual conservan alta sintenia (Zhang et al., 2018;
O’Connor et al., 2018). Tienen genomas compactos que varian entre 0.9 Gb y
2.1 Gb. Se han publicado cerca de 502 ensambles de genomas de aves (Feng,
2020) y al menos 14 han sido ensambladas a nivel cromosémico, mientras que
el resto se encuentran en contigs y scaffolds. Todas poseen cromosomas
sexuales ZW muy preservados, con una longitud de entre 70 a 80 Mb (Stiglec et
al., 2017).

Pese a que no se ha encontrado un candidato especifico feminizante del
cromosoma W, el cual es exclusivo de hembras, se sabe que en el cromosoma
Z el gen maestro Dmrtl es importante para el desarrollo de testiculos (Smith et
al., 2009; Zhang, 2018). La mayoria de las aves tiene un aproximado de 40 pares
de cromosomas: 10 pares de macrocromosomas (entre ellos los cromosomas
sexuales ZW) y cerca de 30 pares de microcromosomas (Takagi y Sasaki, 1974;
Burt, 2002). Algunas excepciones muy notables son el género Numenius, con un
total de 20 pares de cromosomas, y el martin pescador con un total de 66 pares
de cromosomas (Christidis, 1990).

El genoma de las aves es bajo en secuencias repetidas, que representaan

entre el 15 al 20% del genoma total, comparado con humanos y reptiles que
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presentan hasta el 50% de secuencias repetidas o con el de los anfibios cuyo 50
al 90% del genoma total corresponde a secuencias repetidas (Holmquist, 1989;
Burt, 2002).

2.5.4.1 Aves y sintenia con los reptiles

Se ha observado un alto grado de sintenia entre aves y reptiles debido a un grado
relativamente bajo de reordenamientos cromosomales en estos ultimos (Ezaz et
al., 2009,2017; Matsubara et al., 2006, Kawai et al., 2009; Alfoldi et al., 2011;
Srikulnath et al., 2009, 2013, 2014; O’'Connor et al., 2018; lbney et al., 2020).
Adicionalmente, se ha documentado que los cromosomas sexuales de
vertebrados mantienen sintenia con cromosomas autosomales de G. gallus
(Strakova et al., 2020) (Figura 11). Un estudio de hibridacién entre especies (zoo-
FISH) de dos tortugas (Apalone spinifera y Trachemys scripta) y el anolis verde
(A. carolinensis), demostré que varios cromosomas estan bien conservados
entre aves y reptiles, por ejemplo, 8 microcromosomas de G. gallus
(microcromosomas 10,11,15,17,19,21,23 y 24) estan conservados en 1 solo

microcromosoma de los tres reptiles (O’connor et al., 2018).

Pese que A. carolinensis y G. gallus divergieron hace 280 millones de
afos, se ha observado un alto grado de sintenia. Los 6 macrocromosomas, asi
como 6 de los 12 microcromosomas de A. carolinensis mantienen sintenia con
los cromosomas 7, 8, 9, X y LGh de G. gallus. Adicionalmente, 19
microcromosomas de G. gallus tiene sintenia con un cromosoma de A.
carolinensis. Los microcromosomas de A. carolinensis no tienen un alto
contenido de CG y secuencias repetidas en comparacion con G. gallus, con

guien tiene un alto grado de sintenia (Hillier et al., 2004).

También, se ha podido observar por estudios realizados en 2015, que los
cromosomas Z del dragdn barbudo (P. vitticeps) es homdlogo a los cromosomas
17y 23 de G. gallus (Georges et al., 2015).
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Estudios realizados en 2011 por Pokorna y colaboradores demostraron
una alta conservacion de la region correspondiente al cromosoma Z de G. gallus
contra 17 familias de Squamata, cocodrilos y tortugas. Los cromosomas 3,5y 7,
también mostraron una alta homologia entre al menos 10 familias de Squamata

(Pokorna et al., 2011).
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Figura 11. Descripcion del conocimiento actual sobre la homologia de los cromosomas
sexuales de amniotas y la historia evolutiva sugerida de sus cromosomas sexuales. Cada
color representa la sintenia con los cromosomas los diferentes cromosomas autosomales
de G. gallus (GGA) tal cual indica el indice de colores a la izquierda, los colores compartidos
indican la sintenia en blogues de los sistemas de determinacion sexual en mas de un
cromosoma de G. gallus, posiblemente debido a rearreglos cromosomales propios de cada
especie. La longitud de los triangulos muestra la edad minima estimada de los cromosomas
sexuales. Las letras indican el tipo de determinacién sexual para cada especie/familia, en
donde X corresponde a sistemas XY, Z a sistemas ZW. Los asteriscos indican origen

independiente de cromosomas sexuales. El color negro representa sistemas ESD, mientras
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el color gris indica sistemas GSD no caracterizados y por ende se desconoce si los machos

o las hembras son las determinantes del sexo. Figura tomada de Strakova et al. (2020).

2.5.5 Mamiferos (Monotremas, metatheriay eutheria)

Monotremas

Son cinco especies, que divergieron hace 200 millones de afios de los mamiferos
terios (marsupiales y mamiferos placentarios) (Cortez et al.,, 2014). Las dos
familias representantes Ornithorhynchidae (ornitorrincos: con una sola especie)
y Tachyglossidae (equidnas: con con especies) divergieron entre si hace 50
millones de afios. Los genomas de ambas familias rondan entre 2.7 a 2.8 Gb
(Gregory, 2015). Los monotremas poseen cromosomas sexuales XY, sin
embargo, no son iguales que en el resto de los mamiferos. Los
Ornithorhynchidae tienen un total de 10 pares de cromosomas sexuales (en
machos X5 Y5), mientras que los Tachyglossidae tienen un total de 9 pares (en
machos X5 Y4) (Rens et al., 2007; Grutzner et al., 2004). El gen Sry no se
encuentra dentro de su genoma, pero el gen Dmrtyl de aves se encuentra en
dos copias en hembras en los cromosomas X, mientras que en machos esta una

copia, lo cual es opuesto a las aves (EI-Morharbel et al., 2007).

Metatheria (Marsupiales)

Los marsupiales divergieron hace aproximadamente 180 millones de afios de los
mamiferos placentarios (Eutheria) (Cortez et al., 2004) y contienen un total de
385 especies existentes (Burgin et al., 20018). La longitud de sus genomas es
de un aproximado de 3.9 Gb (Redia y Capanna, 2012). Tiene un par de
cromosomas sexuales heteromorficos XY y comparten el gen regulador maestro

Sry con los mamiferos placentarios.
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Eutheria (mamiferos placentarios)

Con un total de 6,992 especies (Burgin et al., 2018), sus tamafios de genoma
varian entre 2.7 a 7.7 Gb (Evans et al., 2017; Redia y Capanna, 2012). Se ha
ensamblado el genoma de 411 especies (NCBI, 2020). Todos tienen el mismo
sistema XY con cromosomas altamente diferenciados (Bachtrog, 2013). Este
sistema aparecio hace aproximadamente 180 millones de afios en el ancestro

en comun de los placentarios y marsupiales (Cortez et al., 2014).

La diferenciacion de los cromosomas sexuales en mamiferos placentarios
ha provocado una alta degeneracién del cromosoma Y, el cual tiene un bajo
contenido génico. En humanos el cromosoma X tiene una longitud de 156 Mb
con 857 genes funcionales, 663 genes no codificantes y 888 pseudogenes
(Howe et al., 2021). El pequefio cromosoma Y tiene una longitud casi tres veces
menor, con 57 Mb, de los cuales casi dos terceras partes (41 Mb) corresponden
a regiones altamente repetidas, con un un total de 566 genes (lo cual lo hace el
cromosoma con el menor nimero de genes en el ser humano), de éstos 64 son
genes codificantes, 107 son no codificantes, 395 son pseudogenes (Howe et al.,
2021). Varias de los genes codificantes pertenecen a las mismas familias lo cual
nos deja so6lo con un total de 27 genes codificantes distintos (Skaletsky, 2013;
Marin et al., 2014; Hawley, 2003). Es decir, el cromosoma Y ha perdido un 97%

de su material genético original.

En el caso de los mamiferos, el gen Sry dej6 de recombinar con su
gametodlogo, el gen SOX3 (Figura 9), presente en el cromosoma X y que
representa la version ancestral de Sry (Marshall Graves, 2008). SOX3 esta
asociado a la diferenciacion sexual en anfibios y reptiles; comienza a expresarse
en etapas tempranas del desarrollo participando en la formacion del ovario en
Xenopus, en aves participa en el proceso de gonadogénesis tanto en machos
como hembras (Koyano et al.,, 1997), y en peces es primordial para la
diferenciacion de la linea germinal (Yao, et al., 2007). En mamiferos, sélo esta
reportada la expresion de SOX3 en el cerebro y en la embriogénesis, asi como
su expresion en el mantenimiento del sistema nerviosos central (Collignon et al.,
1996). La ausencia de este gen provoca retraso mental, déficit en la hormona del
crecimiento y fallo en la espermatogénesis, pero esto Ultimo no esta asociado a
una reversion del sexo (Raverot et al., 2005). SOX3 se expresa en las gonadas
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indiferenciadas, al menos en humanos y ratones (Raverot et al., 2005; Jiang et
al., 2012). Por lo tanto, es posible que tanto SOX3 y SOX9, que también se
expresa en la génada indiferenciada, tengan que ver con la determinacion del

sexo en mamiferos (Bachtrog et al., 2008).

Por su parte, la expresion de Sry de forma temprana en el desarrollo
embrionario, inicia la diferenciacion de los testiculos al activarse la cascada de
diferenciacion especifica de machos, activandose Sox9, Amh y Dmrtl,
principalmente. Cuando Sry esta ausente, se continla con el desarrollo de

ovarios (sexo por default; Bachtrog et al., 2014).
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3. HIPOTESIS

I. Las transiciones entre los sistemas GSD en reptiles estan asociadas con la
fragilidad del cromosoma Y en aquellos sistemas que presentan una alta

degeneracion en sus cromosomas sexuales.

Il. Se espera que las todas las especies ectotérmicas viviparas tengan un
sistema GSD o pasen por transiciones hacia éste cuando hay una invasion a

climas frios para evitar sesgos en la proporcion de sexos.

[ll. Los cromosomas autosOmicos que antes eran cromosomas sexuales y
presentaron el sesgo de mutacién masculina tienen tasas de mutacion sinénimas
diferentes a los cromosomas autosémicos que nunca fueron cromosomas
sexuales, estas diferencias entre ambas tasas podrian ser utilizadas en modelos
evolutivos que permitan estimar el momento en que surgieron y se perdieron

cromosomas sexuales.
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4. OBJETIVO GENERAL

Demostrar que las transiciones en cromosomas sexuales heteromoérficos

altamente degenerados son una estrategia evolutiva recurrente en reptiles.????

4.1 Objetivos especificos

Caracterizacion e identificacion del sistema de determinacion sexual en
Corytophanidae mediante secuenciacion de transcriptoma y genoma de
B. vitattus y PCRs gendémicas de muestras de tejido de C. hernandesii.
Validar experimentalmente los genes ligados a los cromosomas sexuales
Y.

Analizar las caracteristicas de los cromosomas sexuales en B. vitattus,
para entender su evolucion.

Determinar si las especies del género Eulamprus, Unicas lagartijas
viviparas con posible TSD, presentan cromosomas sexuales cripticos.
Establecer un modelo que permita el uso de las tasas de sustitucion
sinbnimas entre cromosomas ortélogos y el sesgo de mutaciéon masculina

para identificar transiciones de determinacion sexual.
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5. CAPITULO 1: ENSAMBLE DEL TRANSCRIPTOMA Y GENOMA
DE B. VITTATUS, CARACTERIZACION DEL SISTEMA DE
DETERMINACION SEXUAL

Articulo de investigacion: Corytophanids Replaced the Pleurodont XY System
with a New Pair of XY Chromosomes. Armando Acosta, Gabriel Suarez-Varon,
Luis A. Rodriguez-Miranda, Andres Lira-Noriega, Diana Aguilar-Gomez, Mariana
Gutierrez-Mariscal, Oswaldo Hernandez-Gallegos, Fausto Mendez-de-la-Cruz,
and Diego Cortez. Genome Biology and Evolution, Volume 11, Issue 9,
September 2019, Pages 2666—2677, https://doi.org/10.1093/gbe/evz196.

Resumen:

El trabajo realizado por Marin y Cortez et al. (2017) encontré que dos especies,
A. carolinensis y la iguana de Fiji (Braquilophus vitensis), pertenecientes al
infraorden Iguania tenian un cromosoma Y altamente degenerado, con escasos
7 genes. Asimismo, estudios realizados por Rovatsos et al. (2014a) propusieron
la posible pérdida del sistema XY ancestral en la familia Corytophanidae, ya que
se observo que 6 genes ligados al cromosoma X estaban en doble copia en
machos y hembras, a diferencia de las otras especies donde aparecian en una
sola copia en machos y dos copias en hembras. Con estas dos premisas,
decidimos trabajar con el genoma y el transcriptoma de B. vittatus (un
representante mexicano de los coritofanes). Nuestra hipétesis de trabajo fue que
los coritofanes perdieron los cromosomas sexuales ancestrales tipo XY (del
infraorden Iguania), ya que el Y esta altamente degenerado (fragilizado) y
ganaron un nuevo sistema de determinacion sexual que podria ser por
cromosomas sexuales o por temperatura. Mediante la reconstruccién del
transcriptoma, se observé la presencia de un sistema de determinacién XY
presente en B. vittatus, pero cuyos genes no pertenecian al sistema ancestral
compartido por el resto de las especies del infraorden Iguania. A través de la
reconstruccién del genoma pudimos observar que dicho sistema pertenece a un
par de cromosomas sexuales heteromérficos que son ortologos al cromosoma
17 de la gallina. Este nuevo sistema parece tener un sistema de compensacion
de dosis incompleto, ademas de que las funciones de los 12 gametdlogos
encontrados parecieran tener funciones relacionadas con la membrana y el

transporte intermembranas, algo inusual en los cromosomas sexuales.

65


https://doi.org/10.1093/gbe/evz196

Corytophanids Replaced the Pleurodont XY System

with a New Pair of XY Chromosomes

Armando Acostal, Gabriel Suarez-Varon 2, Luis A. Rodriguez Miranda3, Andres Lira-
Noriega*, Diana Aguilar-Gomez !, Mariana Gutierrez-Mariscal®, Oswaldo Hernandez-

Gallegos?, Fausto Mendez-de-la-Cruz®, and Diego Cortez!*

1 Center for Genome Sciences, UNAM, Cuernavaca, Mexico

2Laboratorio de Herpetologia, Facultad de Ciencias, Universidad Autonoma del Estado de Mexico, Toluca,

Mexico

3 Biology Institute, UNAM, Mexico City, Mexico

4“CONACYT Research Fellow, Red de Estudios Moleculares Avanzados, Instituto de Ecologia, Xalapa, Mexico
5 Biotechnology Institute, UNAM, Cuernavaca, Mexico

*Corresponding author: E-mail: dcortez@ccg.unam.mx.

Accepted: September 5, 2019

Data deposition: This project has been deposited at the NCBI database (http://www.ncbi. nim.nih.gov/) under the
accession BioProject PRINA525415. Y-linked sequences from B. vittatus have been deposited at the figshare
platform: https://figshare.com/s/9387c059b18cl14cf42e4. The reconstructed transcriptome of B. vittatus has been
deposited at the figshare platform: https://figshare.com/s/c45f79ac89e17d648619. The reconstructed genomes of
B. vittatus have been deposited at the figshare platform: https://figshare.com/s/b04db76fb38021ee27ed.
Expression data used in the study is listed in the Supplementary table 2, Supplementary Material online.

5.1 Abstract

Almost all lizard families in the pleurodont clade share the same XY system. This
system was meticulously studied in Anolis carolinensis, where it shows a highly
degenerated Y chromosome and a male-specific X chromosome dosage
compensation mechanism. Corytophanids (casque-headed lizards) have been
proposed as the only family in the pleurodont clade to lack the XY system. In this
study, we worked with extensive genomic and transcriptomic data from Basiliscus
vittatus, a member of the Corytophanidae family that inhabits the tropical
rainforests of Mexico. We confirmed that B. vittatus underwent a sex
chromosome system turnover, which consisted in the loss of the pleurodont XY

system and the gain of a new pair of XY chromosomes that are orthologous to
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chicken chromosome 17. We estimated the origin of the sex chromosome system
to have occurred 63Ma in the ancestor of corytophanids. Moreover, we identified
12 XY gametologues with particular attributes, such as functions related to the
membrane and intracellular trafficking, very low expression levels, blood

specificity, and incomplete dosage compensation in males.

Key words: casque-headed lizards, Basiliscus vittatus, XY chromosomes, sex

chromosome system turnovers, sex chromosome evolution.

5.2 Introduction

Reptile species have undergone numerous sex determination systems turnovers,
with lineages shifting more frequently from environmental-dependent sex
determination (ESD) to genotypic sex determination (GSD) (Pennell et al. 2018).
The second most-common transition in reptiles is transitions from GSD to ESD
(Pennell et al. 2018). In general, very few cases of species shifting from one sex
determination system to the same sex determination system, for instance, an XY
system to a new XY system, have been documented (Bachtrog et al. 2014).
Reptiles are an ideal taxon to test predictions on the mechanisms of sex
determination because ESD and various types of GSD are present in closely
related species of the same lineage and sex determination systems can be both
of recent origin (<10-Myr old) or very old (>100Myr old) (Bachtrog et al. 2014).

For example, in the infraorder Iguania, the acrodont clade exhibits a great
variety of ESD and GSD systems (Bachtrog et al. 2014), whereas all but one
family of lizards in the pleurodont clade share the same sex chromosome system,
which comprises a pair of heteromorphic XY chromosomes (Rovatsos, Pokorna,
et al. 2014; Altmanova et al. 2018) (fig. 1). These XY chromosomes originated in
the ancestor of the infraorder Iguania, 160—-170Ma (Marin et al. 2017) (fig. 1). This
sex chromosome system has been studied with great detail in the green anole,
Anolis carolinensis (Dactyloidae family) (Alfoldi et al. 2011; Gamble et al. 2014;
Rovatsos, Altmanova, et al. 2014a, 2014b; Kichigin et al. 2016; Marin et al. 2017;
Rupp et al. 2017). A previous work identified a highly degenerated Y chromosome
in A. carolinensis that has conserved only a handful of genes (seven genes)

(Marin et al. 2017). Additionally, it was also found that in order to maintain
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balanced gene expression levels in both sexes and counterweight the massive
loss of genetic material of the Y chromosome, the X chromosome in A.
carolinensis evolved a male-specific mechanism that triggers the hyper-
acetylation of the lysine 16 on the histone 3, which in turn mediates the global
upregulation of gene expression on the X chromosome (Marin et al. 2017).

In the pleurodont clade, only the species in the Corytophanidae family (casque-
headed lizards) seem to lack the canonical XY system (Altmanova et al. 2018)
(fig. 1). Two previous studies (Rovatsos, Pokorna, et al. 2014; Altmanova et al.
2018) examined four species of corytophanids (Laemanctus longipes,
Laemanctus serratus, Corytophanes hernandesii, and Basiliscus plumifrons) and
quantified the copy number of six genes that are X-linked in A. carolinensis. The
researchers found that both males and females of corytophanids presented two
copies of these genes. These results could indicate that the orthologous
chromosome to the X chromosome in the closely related species A. carolinensis
IS an autosome in the corytophanids. However, the copy number of so few genes
could also be influenced by X/Y gene conversion or translocations of genetic

material between the X and Y chromosomes.

In this study, we used extensive genomic and transcriptomic data from the
brown basilisk, Basiliscus vittatus, from a population that inhabits the tropical
rainforests of Mexico, to confirm the loss of the pleurodont XY system. In addition,
we identified and characterized a new XY system in corytophanids, which is
based on chromosomes that are orthologous to the chicken chromosome 17. The
corytophanid sex chromosomes originated in the ancestor of the family ca. 63
Ma. We also explored the functions, sex determination candidates, expression

levels, and evolution of the novel sex chromosome system.
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FIG. 1. Sex determination systems in the pleurodont clade. A tree representing the
phylogenetic relationships between the families comprised in the pleurodont clade. The
phylogenetic tree was based on Zheng and Wiens (2016). The estimate of Basiliscus vittatus
and Corytophanes hernandesii divergence was taken from Taylor et al. (2017). Millions of
years ago are denoted by “Ma.” Black and red XY chromosomes represent the pleurodont
sex chromosome system, which originated in the ancestor of the infraorder Iguania. Most
families in the pleurodont clade have conserved the same XY chromosomes; data based on
Altmanova et al. (2018). This sex chromosome system has been well characterized in the
green anole, Anolis carolinensis (highlighted in green), where it shows a highly degenerated
Y chromosome and a male-specific X chromosome expression level upregulation; data
based on Marin et al. (2017). The XY system in the Corytophanidae family originated 62.68
Ma (orange and gray XY chromosomes; results from this study). This corytophanid sex
chromosome system is composed of heteromorphic sex chromosomes with a degenerated
Y chromosome and an incomplete dosage compensation mechanism of the X chromosome

in males.

5.3 Materials and Methods

Genome Data Generation, Assemblies, and Coverage Analyses
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One adult male and one adult female individual of B. vittatus species were
captured from a population that inhabits an open riverbed juxtapositioned to
tropical rainforest habitat at the community of “La Selva del Marinero” in Veracruz,
Mexico (170 m.a.s.l.; SEMARNAT Scientific Collector Permit 08-043). Sex was
determined based on the size of the crests (larger in males), body size (males
are bigger), and body coloration (wider yellow stripes in males). Later, sex was
confirmed by the presence of ovaries or testis during the dissections. Both
individuals were sacrificed using a lethal dose of pentobarbital; this study met
legal regulations and institutional procedures for the investigation of the
University of Mexico. Additionally, blood samples for B. vittatus (n= 6; three males
and three females) and C. hernandesii (n= 6; three males and three females)
individuals were obtained. We generated DNA-seq libraries for the male and
female of B. vittatus from liver tissue using the Illumina TruSeq DNA protocol for
short insert size (400-450nt). The pairedend DNA-seq libraries were sequenced
on lllumina HiSeq 2500 sequencers at the Macrogen facility in Korea (100-nt
paired-end reads). We sequenced both genomes at approximately 6 X of
coverage based on the size of the A. carolinensis genome (1.7 Gb). The quality
of the reads was verified using FastQC
(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/ fastqc; last accessed
September 13, 2019) and the remaining adaptors were removed with
Trimmomatic (Bolger et al. 2014). We then followed a methodology previously
applied to the analysis of sex chromosomes in snakes (Vicoso et al. 2013).
Specifically, the male and female raw genomic reads were assembled into
scaffolds using SOAP de novo (v.2; default parameters) (Luo et al. 2012), and
the resulting scaffolds were aligned against the six assembled chromosomes and
the X-linked scaffolds from the A. carolinensis reference genome using BWA
(bwa-mem) (Li et al. 2009). The selected scaffolds in the male and female B.
vittatus genomes were required to align over 50% of their sequence length and
above 80% of identity against the A. carolinensis genome. We ordered the B.
vittatus scaffolds following the sequence of the chromosomes and X-linked

scaffolds in A. carolinensis. We used bowtie2 (Langmead and Salzberg 2012) to
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align the raw DNA-seq reads from the male and female B. vittatus genomes onto
the reconstructed chromosomes and X-linked scaffolds of B. vittatus. The aligned
reads were sorted using SAMtools (Li et al. 2009) and the coverages for each
chromosome (including the X chromosome) for males and females were
calculated using BEDtools (Quinlan and Hall 2010). To compute the final data
illustrated in the figures, we averaged the coverage using windows of 100,000
nucleotides for the 6 main chromosomes and windows of 10,000 nucleotides for
the X chromosome. The novel X chromosome in B. vittatus was reconstructed
using the sequence of the chicken chromosome 17, because the corresponding
scaffolds in the A. carolinensis reference genome surpass the 100 fragments. We
repeated the same procedure but changed the thresholds for the BWA analysis
given that B. vittatus diverged before from chicken than from A. carolinensis.
Selected scaffolds in the B. vittatus genomes were required to align over 40% of
their sequence length and above 70% of identity against the chicken genome.

Genomic data for A. carolinensis were taken from Marin et al. (2017).

Transcriptome Data Generation and Assembly of Y-Linked Transcripts

We generated strand-specific RNA-seq libraries (using the Illlumina TruSeq
Stranded mRNA Library protocol) for a total of 14 samples obtained from blood
(twice), brain, heart, liver, kidney, and gonads for both a male and a female of B.
vittatus. Each library was sequenced on lllumina HiSeq 2500 platforms at the
Macrogen facility in Korea (100 nucleotides, paired-end). In order to assemble Y-
linked transcripts in B. vittatus we used a subtraction approach we applied
previously in two studies in mammals/birds (Cortez et al. 2014) and A.
carolinensis (Marin et al. 2017). We first assessed the quality of the reads from
the 14 samples with FastQC
(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc; last accessed
September 13, 2019), trimmed the remaining adaptors with Trimmomatic (Bolger
et al. 2014) and removed all reads with ambiguous nucleotides (N). Next, we
collapsed all male RNA-seq reads from B. vittatus into one single file and aligned

these reads onto the de novo reconstructed female genome from B. vittatus using
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Hisat2 (v2.0.2)(Kim et al. 2015); reads not mapping to this genome were selected.
We then used all female RNA-seq data from B. vittatus to build an index of 35bp
k-mers; following a previous procedure (Akagi et al. 2014). We calculated the
frequency of these 35bp k-mers and removed those showing frequencies below
ten; we did not consider rare k-mers as part of the overall signature of the female
transcriptome. We used Bowtie2 (2.1.0) (Langmead and Salzberg 2012) to align
the more abundant 35bp k-mers to the male reads that did not align onto the B.
vittatus female genome (with no mismatches and no indels allowed); we selected
the male reads with no successful alignments. Finally, we assembled a male
transcriptome with Trinity (v2.0.2, default k-mer of 25bp) (Grabherr et al. 2011)
based on the few selected read that passed all the filters. We obtained putative
male-specific transcripts, which were aligned against the raw DNA-seq reads
from the male and female B. vittatus using BlastN (Altschul et al. 1990). We
searched for transcripts having 100% identity over 90% or more of their sequence
length in the male genome and no significant alignments in the female genome.
Twenty-three transcripts were only found in the male genome. To further reinforce
our results, we decided to amplify a subset of six Y linked genes using genomic
PCRs and DNA from B. vittatus blood samples (n= 6; three males and three
females). The primers used were: COL1Al (autosomal/control) forward: TTT
CGT GCA GGG TGG GTT CTT T, reverse: TCT GAA CTG GTG CAG CTT CAC
A. Whereas Y-linked genes were: CAMSAP1, forward: AGT CTC AGT CTG CAC
CAG TGA AAG, reverse: TGA TTT CTG AGC CCA GGC AGT T. GOLGAZ2,
forward: AGG CTG TCA GTC TCA CTC AGT AAG, reverse: CCC CAT ATT CCC
AGG TTC TGT CA. EHMTL, forward: TCT CCC AGG GTT ACG AAC GGA T,
reverse: TGT CTA CGG AAT TGA CGC AGG GAA. RAB14, forward: GTG CCT
TTG GCT GCT TCG TTT T reverse: ATG TGC TAG GCC TGC AAT GAG T.
HSPAS5, forward: TGT TTT GGA AGG CAC GCA GCT A, reverse: TCG TCATCG
TCA GCA AAC ACA C. ZBTB34, forward: TCC TGC CAA ACA GTG ACC AGA
T, reverse: AGC ACC TCA TGG CTG GTT GT. NIBANY/FAM129BY, forward:
AGC CGG GTC ATC GCC TCC TG, reverse: CTC TCG TCC AGG TGC GCT
GAG. CACNAI1BY, forward: GCA CAG TTG GCA ATG ATC AAG T, reverse:
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GGT CAA CAA ACA TCC CTC TGG CA. Gene with unknown function, forward:
CCG CAA CAG CCC TAT CAG CCA, reverse: ACC TGT TGC AGT ATC CTT
CAG CT. MEGF9Y, forward: GCC CTC CTC GAC ATG ACA TCC C, reverse:
AGC CAG TGA TGA TGA ACC TAC AG. AKIY, forward: AGC CAT TCT ACC
CCG CTC CAA, reverse: TCG AGA GCC CAA AAC CAC GTC T. These primers
were designed to specifically amplify Y sequences; accordingly, PCR reactions
with female DNA did not show any amplification. The same PCR procedure was
repeated using purified DNA from C. hernandesii. 0.2-0.5m| of blood was
extracted from the caudal vein with a 1ml needle from 3 males and 3 females of
B. vittatus and C. hernandesii (n= 6 for each species). Blood was immediately
mixed with a buffer containing heparin and conserved a 4C. The wound on the
animal skin was disinfected and the animals were released 24h later at the same
location where they were captured based on the recorded GPS coordinates.
Male/female blood DNA was extracted following the manufacturer’s instructions
using the Kit Blood DNA Isolation Mini de Norgen Biotek (cat. 46300). PCRs were
performed with the Phusion Flash High-Fidelity PCR Master Mix (Thermo Fisher
Scientific; cat. F548S) 30 cycles at 98C for 2s, 66C for 5s, and 72C for 10s. PCR
reactions were run on agarose gels (2%). Initially, we did not know whether B.
vittatus presented XY or ZW chromosomes. So, in parallel, we ran the
methodology starting with female RNA-seq data to determine the presence of
potential W-linked sequences. All potential Wlinked sequences were found in

both the male and female genomes and represented false-positive transcripts.

Search for A. carolinensis Y-Linked Genes

We applied a previously established genomic approach to search for Y genes
using the orthologous genes found in other species (in this case, A. carolinensis)
on the basis of high-throughput genomic sequencing data (Cortez et al. 2014,
Marin et al. 2017). We figured that using orthologous sequences of Y and X
gametologues, one could identify the orthologous genes from the genomic raw

sequencing data in targeted species. Thereby, we used the known Y-linked
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genes from A. carolinensis and searched for their best matching reads (best

identity) in the B. vittatus male and female raw DNA-seq reads using BlastN

(Altschul et al. 1990). We then assembled the best target sequence (higher
identity) and compared the resulting sequences against the sequences obtained
with the same methodology but using the X gametologues from A. carolinensis.
In both cases, using either the Y or the X gametologues, we reconstructed the
orthologous gene to the A. carolinensis X-linked gene. Thus, we ruled out the
presence of any A. carolinensis Y-linked genes that might have escaped the
pleurodont Y chromosome by retrotransposition, transposition, or chromosomal

fusion.

Assignment of Y Gene Names

To establish Y gene identity, we searched NCBI GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank; last accessed September 13, 2019) for
the closest homologs using BlastN and BlastX (Altschul et al. 1990). Transcripts
without any significant match and without clear open reading frame predictions
were considered to be noncoding. We note that the RNA-seq-based Y transcript
reconstructions are expected to usually yield the most frequent isoform for a given
Y gene. Functions of Y-linked genes were obtained from genecards
(http://'www.genecards.org; last accessed September 13, 2019).

Synonymous Substitution Analyses

To estimate the approximate age at which XY gametologues halted homologous
recombination, pairwise alignments of coding sequences of XY gametologues
were obtained using PRANK (Loytynoja and Goldman 2005) based on encoded
amino acid sequences. ds values were then calculated using codeml (pairwise
option) as implemented in the PAML package (Yang 1997). Six XY gametologues
presented ds values above 0.2 and five XY gametologues presented values

below 0.2 that could represent older and younger gametologues, respectively. An
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older (stratum 1) and a younger (stratum 2) strata were later confirmed by a PCR

approach using genomic DNA from C. hernandesii (see main text).

To assess the age at which the novel XY system was originated, we
followed a previous procedure (Cortez et al. 2014). Briefly, we used the codeml
free-ratio model, as implemented in the PAML package (Yang 1997). For each
pair of the six XY gametologues in stratum 1 (see above; table 1) we aligned
using PRANK (Loytynoja and Goldman 2005) the coding sequences of XY genes
in B. vittatus and the coding sequences from one-to-one orthologous genes in A.
carolinensis, chicken, the soft-shell Chinese turtle, opossum, mouse, human, and
Xenopus; orthologous coding sequences were downloaded from the Ensembl
database (https://www. ensembl.org/; last accessed September 13, 2019; v.92).
We concatenated the individual gene alignments and selected random positions
from the concatenation to generate a new alignment with the original length; we
repeated this operation 100 times (100 bootstrap rounds). For each round, we
calculated the synonymous substitutions for all branches of the species tree using
codeml (implemented in PAML; Yang 1997). The average branch lengths from
the 100 bootstraps were calibrated to produce an ultrametric, time-calibrated tree,
using the “chronos” library (from the “ape” package in R). We then retrieved the
branch lengths just before and after the split of the XY gametologues and the time
since corytophanids diverged from A. carolinensis (outgroup species). We
calculated the age of the sex chromosomes based on the individual branch
lengths that together are equivalent to the time that has passed since the
divergence between corytophanids and A. carolinensis. 95% confidence intervals
for the sex chromosome origin estimate were obtained from the estimates of the
100 individual replicates. The divergence time between corytophanids and A.
carolinensis was retrieved from the recent time-calibrated phylogeny for
Squamata reported in Zheng and Wiens (2016) and the weightedmedian of the
divergence estimate reported at TimeTree (http://www.timetree.org/; last
accessed September 13, 2019).
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Table 1

Protein-Coding Y-Linked Genes Identified in Basiliscus vittatus

Y gene Chic
in Coryto Str Anolis | ken Ir—]|uma
Gene Type |ds |phanes Chromo |Chro Function
hernande ata some mos Sl
sii ome |2S°M€
1 |NIBANY/F |Protei |0. |Yes 1 GL3435 |17 9 Family with
AM129BY |n- 42 56 sequence
coding similarity
129 member
B
2 |CAMSAP1 |Protei |0. |Yes 1 GL3436 |17 9 Calmodulin
Y n- 36 25 regulated
coding spectrin
associated
protein 1
3 [Unknown |Protei [0. |Yes 1 NA NA |NA Hypothetical
n- 27 zinc finger
coding
4 |EHMT1Y |Protei |0. |Yes 1 GL3435 |17 9 Euchromatic
n- 26 56 histone
coding lysine
methyltransf
erase 1
5 |CACNAILB |protein|0. |Yes 1 GL3435 |17 9 Calcium
Y - 24 56 voltage-
coding gated
channel
subunit
alphal B
6 | AKIY Protei |0. |No 2 AAWZ0 |17 9 Adenylate
n- 22 2036994 kinase
coding isoenzyme
1
7 |MEGF9Y |Protei |0. [No 2 GL3433 |17 9 Multiple EGF
n- 17 98 like domains
coding 9
8 |RAB14Y Protei |0. |No 2 AAWZ0O |17 9 Member
n- 11 2036218 RAS
coding oncogene
family
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9 | HSPASY Protei [0. |No 2 AAWZ0 |17 9 Heat shock
n- 08 2037731 protein
coding |8 family A
(Hsp70)
member 5
1 | GOLGA2Y |protein|0. |No 2 GL3437 |17 9 Golgin A2
0 - 08 63
coding |3
1 |zZBTB34Y |Protei |0. |[No 2 GL3435 |17 9 Zinc finger
1 n- 06 02 and BTB
coding |9 domain
containing
34
1 |CCDC183 |Protei |N |No 2 NA NA |9 Coiled-coil
21Y n- A domain
coding containing
183

RNA-Seq Read Mapping and Expression Analyses

We concatenated the RNA-seq data from the 12 samples from B. vittatus and
reconstructed a full transcriptome using Trinity (v2.0.2, default k-mer of 25bp)
(Grabherr et al. 2011). Then, RNA-seq reads were mapped to the reconstructed
transcriptome using Kallisto (Bray et al. 2016). We downloaded from the Ensembl
database (https://www.ensembl.org/; last accessed September 13, 2019; v.92)
the transcriptomes of A. carolinensis and chicken. RNA-seq reads reported in a
previous study (Marin et al. 2017) were mapped to the Ensembl transcriptomes
of A. carolinensis and chicken using Kallisto. Gene expression estimates
(transcripts per million or TPM) were calculated by Kallisto (100 bootstraps). For
each gene in the B. vittatus, A. carolinensis, and chicken transcriptomes, we
selected the transcript with the maximum expression level. Normalization across
samples was performed using a previous median scaling procedure (Brawand et
al. 2011) that uses one-to-one orthologous genes expressed in all samples to
obtain correcting indexes. Comparisons of expression levels between genes on
current/ancestral and male/female chromosomes were carried out as previously
described (Julien et al. 2012; Cortez et al. 2014; Marin et al. 2017). Specifically,
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to infer ancestral expression levels, we exploited the fact that current sex
chromosomes are derived from ancestral autosomes and, therefore, have
autosomal counterparts in species with nonhomologous sex chromosomes,
which are informative concerning proto-sex chromosome expression patterns.
We calculated ancestral sex chromosome expression levels as median
expression levels of autosomal one-to-one orthologues of X genes in outgroup
species with different sex chromosomes systems: A. carolinensis and chicken.
Ancestral inferred expression output values were calculated per one gene
copy/allele, that is, the obtained values were divided by 2. The tissue-specificity
index (TSI) for a given gene was calculated as the expression level (TPM) in the
tissue with the highest expression level divided by the sum of expressions values

in all tissues (Julien et al. 2012).

Statistical Analyses

All statistical analyses were performed using the R package, standard libraries.
Data were plotted using the R package, “ggplot2” library
(https://ggplot2.tidyverse.org/; last accessed September 13, 2019).

5.4 Results

Corytophanids Lost the XY System Present in All Other Families of Pleurodonts

We sequenced (6X of coverage given the size of the A. carolinensis genome (1.7
Gb).) and assembled into scaffolds the genomes of one male and one female
individuals of B. vittatus. The scaffolds were identified and ordered based on their
identity to the A. carolinensis reference genome (see Materials and Methods),

assuming general conservation in gene synteny between the two species.

Analyses of the six main autosomes (chromosomes 1-6) resulted in the same
genomic read coverage for males and females (fig. 2a, blue and red lines).
Importantly, we also observed the same genomic read coverage in both sexes

for the orthologous sequences to the X chromosome in A. carolinensis (fig. 2a,
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blue and red lines), hence this chromosome is present in two copies in the male
and female genomes of B. vittatus and it is indistinguishable from any other
autosome. In contrast, in species that harbor heteromorphic XY chromosomes,
such as A. carolinensis, the X chromosome shows half of the genomic read
coverage in males (one X chromosome present; fig. 2a, green line) compared
with females (two X chromosomes present). Scaffolds corresponding to the
pleurodont X chromosome in B. vittatus are described in supplementary table 1,

Supplementary Material online.
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FIG. 2. Analysis of the pleurodont X chromosome in Basiliscus vittatus. (a) Coverage

analyses using either male (blue line) or female (red line) genomic reads for the six main
autosomes and the pleurodont X chromosome. Autosomes and the pleurodont X
chromosome in B. vittatus were assembled on the basis of Anolis carolinensis reference
genome. The expected coverage of an X chromosome in males with heteromorphic XY
chromosomes is exemplified by the genomic coverage of the X chromosome in A.
carolinensis (green line); genomic data for A. carolinensis were taken from Marin et al.
(2017). (b) Boxplots representing the male/female expression ratio of genes located on the
pleurodont X chromosome (n = 218 genes) in somatic tissues. Significant differences (Mann—
Whitney U test): Benjamin—-Hochberg-corrected P < 0.05 of temperatures against a
distribution with fixed median of 0 (i.e., similar expression levels of X genes in males and
females). Gray filled squares denote nonsignificant differences between male/female ratios
of X genes against a distribution with fixed median of 0, whereas pink filled squares denote

significant differences. Error bars, maximum and minimum values, excluding outliers.
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FIG. 3. Analysis of the novel XY chromosomes. (a) Agarose gel showing the PCR products
of the EHMTL1Y and COL1A1 genes. The control gene, COL1A1, was amplified in both males
and females, whereas the exemplified Y-specific gene, EHMTL1Y, was amplified only in
males. (b) Diagram depicting the chromosomal positions in human and in the chicken of the
orthologous genes to the XY gametologues in Basiliscus vittatus. The numbers correspond
to the strata assignments (see Table 1 and main text). (c) Coverage results for the novel X
chromosome in B. vittatus using either male (green line) or female (orange line) genomic
reads. The X chromosome in B. vittatus was assembled on the basis of the chicken
chromosome 17. Green circles denote the approximate location of the X gametologues;
numbers correspond to the genes shown in the figure. (d) Boxplots representing the
male/female expression ratios of genes located on the novel X chromosome (n= 67 genes)
in somatic tissues. Significant differences (Mann-Whitney U test): Benjamin—Hochberg
corrected P< 0.05 of temperatures against distributions with fixed medians of O (i.e., similar
expression levels of X genes in males and females) and 1 (i.e., half the expression levels of
X genes in males compared with females. (e) Boxplots representing the current/ancestral
expression ratio for genes located on the novel X chromosome (n= 67 genes) for female
tissues (light brown) and male tissues (dark brown). Significant differences (Mann—-Whitney

U test): Benjamin—Hochberg-corrected P< 0.05 of temperatures against distributions with
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fixed medians of O (i.e., current and ancestral expression levels are similar) and 1 (i.e., current
expression levels are half of the ancestral expression levels). (d—e) Gray filled squares
denote nonsignificant differences between male/female ratios of X genes and a distribution
with fixed medians (0 or 1), whereas pink filled squares denote significant differences.
Depending on the dispersion of the data, a sample could be either not significant or
significantly different from the two fixed medians. Error bars, maximum and minimum values,

excluding outliers.

Moreover, the old X chromosome in B. vittatus exhibited the same expression
levels in most somatic tissues in males and in females (except for brain that
shows female-bias expression; Benjamini—-Hochberg-corrected Mann—-Whitney U
test against a reference value of “0,” P< 0.05; fig. 2b), indicating that the old X
chromosome shows balanced expression levels between sexes and that the
male-specific X upregulation mechanism described in A. carolinensis (Marin et
al. 2017) is probably lost. Lastly, we searched the male and female genomes of
B. vittatus for A. carolinensis Y-linked genes that could have either escaped the
Y chromosome via retrotransposition or were translocated to a different
chromosome. We could not find traces of any known Y-linked genes from A.
carolinensis, meaning the pleurodont Y chromosome was completely lost from B.

vittatus lineage.

Corytophanids Acquired a New Pair of XY Chromosomes

We applied a subtraction approach to the male and female transcriptomic data of
B. vittatus. We used RNA-seq data from brain, heart, liver, kidney, and gonads of
one male and one female B. vittatus. Briefly, we searched for RNA-seq reads that
were only present in males or females. We then assembled sex-specific
transcriptomes and aligned the resulting transcripts to the male and female
genomic reads to discard those genes with sex-specific expression that are not
truly located on sex chromosomes (see Materials and Methods). Out of 3,185
transcripts with male-biased expression, we found that 23 transcripts were
present in the male genome of B. vittatus and absent from the female genome of

B. vittatus. Of these 23 male-specific transcripts, 12 code for proteins (table 1),
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whereas 11 appear to be long noncoding RNAs (no hits in public databases and
with no obvious open reading frames) or transposable elements. We validated
six protein coding Y genes employing genomic PCRs (see Materials and

Methods), obtaining PCR amplifications only when male DNA was used (fig. 3a).

We noted that the protein-coding Y genes from B. vittatus were not orthologous
to genes located on the X chromosome of A. carolinensis. Instead, they were
orthologous to genes located on various scaffolds in this species with no
chromosomal assignment (table 1). Despite the long evolutionary distance, we
searched the Y-linked genes of B. vittatus in the reference genome of chicken.
We found that all of them are located on chromosome 17, which is also
orthologous to the final segment of the g arm on the human chromosome 9 (g33-
g34; fig. 3b; table 1).

Detailed examination of the scaffolds in B. vittatus that are orthologous to the
chromosome 17 in chicken showed that the genomic read coverage in males is
half (3) of the genomic read coverage found in females (6; fig. 3c). Thus, B.
vittatus shows a fully differentiated pair of XY chromosomes. Importantly, the X
gametologues in B. vittatus are located on the nonrecombinant region (i.e., the
male-specific region) of the sex chromosome (fig. 3c). Of the 287 protein-coding
genes annotated on the chromosome 17 of chicken (https://www.
ensembl.org/Gallus_gallus/Location/Chromosome?r=17; last accessed
September 13, 2019), which could serve as a proxy of the ancestral gene content,
we recovered 95% of the genes on the X chromosome in B. vittatus but only 13
(4.5%) genes on the Y chromosome in B. vittatus. Based on these results, we
inferred that most of the Y content has been lost. Note that the coverage between
males and females is similar (6 of coverage) in three small segments of the
chromosome sequence (fig. 3c; PAR labels). These segments likely represent
the pseudoautosomal region, which appears divided into three segments
probably due to chromosomal rearrangements that occurred following the

divergence of chicken and the corytophanids.
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We found that the expression levels of the corytophanid X chromosome are
biased toward females in blood, brain, heart, and liver tissues (fig. 3d).
Male/female expression level ratios of X-linked genes are different from a
distribution with fixed median of O (i.e., similar expression levels of X genes in
males and females), and are also different from a distribution with fixed median
of 1 (i.e., half the expression levels of X genes in males compared with females).
Therefore, the male/ female expression level ratios for the X chromosome are
placed at an intermediate state. This suggests that the X chromosome in males
is neither fully compensated nor shows the absence of dosage compensation.
Expression level analyses indicate that most X-linked genes are partially
compensated. Data from kidney showed data with larger variance and were not

significant against the reference value of zero.

We decided to compare the current expression levels of the genes on the
corytophanid X chromosome against the estimated ancestral expression. To infer
ancestral expression levels, we exploited the fact that the current sex
chromosomes are derived from ancestral autosomes and therefore have
autosomal counterparts in species with nonhomologous sex chromosomes,
which are informative concerning proto-sex chromosome expression patterns.
We estimated ancestral expression levels using one-to-one orthologues of X
genes in A. carolinensis and chicken. We found that the X chromosome in female
tissues maintained the ancestral levels (except for ovary that shows lower current
expression levels). In males, the pattern exhibited by the X chromosome seems
more complex: brain, heart, and liver show reduced current expression levels,

whereas kidney and testis have higher current expression levels.
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Functions and Gene Expression Patterns of XY Gametologues in Corytophanids

The gene set found on the Y chromosome of B. vittatus is different from those
usually described on the Y chromosomes of mammals (Hughes et al. 2010;
Bellott et al. 2014, 2017; Cortez et al. 2014; Janecka et al. 2018), on the W
chromosome of birds (Zhou et al. 2014), or on the Y chromosome of A.
carolinensis (Marin et al. 2017), where many of the few remaining Y and W-linked
genes have regulatory functions. In B. vittatus, however, only two genes show
clear regulatory functions: EHMTL1Y (transcription regulation) and ZBTB34Y
(transcription repression). The majority of the Y-linked genes in B. vittatus code
for proteins with functions associated with the membranes and intracellular
trafficking (table 1), such as microtubule-organization (CAMSAP1Y), membrane
protein (MEGF9Y), intracellular membrane trafficking (RAB14Y), Golgi-specific
protein (GOLGAZ2Y), voltage-dependent calcium channel (CACNA1BY), and a
member of the axoneme (CCDC183Y). Additionally, we found a regulator of
phosphorylation (FAM129BY), a chaperone (HSPA5Y), and an intracellular
adenine ratio sensor (AK1lY). Associated functions were retrieved from the
GeneCards database (https://www.genecards.org/; last accessed September 13,
2019).

We also found that X gametologues in both females and males, which are not
located in the pseudoautosomal region (fig. 3c), are lowly expressed compared
with the ancestral expression levels (minus 1-fold change; fig. 4a). Moreover, with
the exception of ZBTB34Y, Y-linked genes are very lowly expressed (minus 2.5-

fold change; fig. 4a).
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sequences in other tetrapod species. The age of the sex chromosome system in
corytophanids was obtained by comparing specific branch lengths and the age at specific
nodes (see Materials and Methods). Age estimates for specific nodes are based on Zheng

and Wiens (2016). Millions of years ago are denoted by “Ma.”
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However, the added expression of Y and X gametologues in males is similar to
the expression of X gametologues in females (fig. 4b), meaning selection has
probably acted to maintain a balanced expression level despite the low

expression levels of the Y-linked genes.

Interestingly, EHMT1Y-X, a gene that codes for a protein capable of modifying
the epigenetic landscape of the genome (https://www.genecards.org/; last
accessed September 13, 2019), retained the ancestral expression levels in males
when the expression levels of both gametologues were combined (fig. 4a—b).
Finally, in corytophanids, following Y expression decay, very few genes changed
their tissue-specificity. Most genes were expressed in all tissues at similar levels
(fig. 4c). One gene gained testis specificity (NIBAN/ FAM129BY; fig. 4c), one
gene appears to be unique to the Y chromosome and shows testis specificity
(CCDC183Y; fig. 4c), three genes gained blood specificity (GOLGA2Y, HSPASY,
and ZBTB34Y; fig. 4c), and one gene gained kidney specificity (MYOBY:; fig. 4c).

Origin of the New XY System in Corytophanids

To define the presence of potential strata on the sex chromosomes of B. vittatus,
we first calculated ds values between XY gametologues. Six genes showed ds
values greater than 0.2 and could represent older gametologues (table 1). Five
genes showed ds values smaller than 0.2 and could represent younger
gametologues (table 1). Finally, one gene, CCDC183Y could not be analyzed

because the X gene was absent from our database.

The XY chromosomes in B. vittatus could be unique of the species or could be
present in other species of corytophanids. Previous studies (Rovatsos, Pokorna,
et al. 2014; Altmanova et al. 2018), however, indicate that several species of
corytophanids most likely replaced the pleurodont sex chromosomes by another
sex determination system. However, multiple sex determination systems could
have evolved in the family. To confirm the presence of the XY system in other
corytophanids we sought to amplify by means of genomic PCR the 12 Y-linked
protein-coding genes from B. vittatus in DNA samples from C. hernandesii; this
species belongs to the second major clade in the Corytophanidae family (fig. 1).
The five Y genes with the largest ds values, NIBANY/FAM129BY, CAMSAPL1Y,

86

1202 YoIe|\ GO Uo 1s8nB Aq 2617955/9992/6/1 L /olo1He/eqB/woo"dno-olwepede//:sdpy woly pepeojumod


https://www.genecards.org/
https://www.genecards.org/
https://www.genecards.org/

the gene with unknown function, EHMT1Y, and CACNA1BY showed PCR
amplification specifically in males (table 1; supplementary fig. 1, Supplementary
Material online, for an example), indicating that C. hernandesii shares the XY
system with B. vittatus. According to the fossil record, B. vittatus and C.
hernandesii diverged 61.7Ma (fig. 1) (Taylor et al. 2017). Finally, we classified the
XY gametologues in two strata: five genes in stratum 1, which halted
recombination before the split of B. vittatus and C. hernandesii (>61.7Ma) and
seven genes in stratum 2 that are probably exclusive of the B. vittatus lineage
(<61.7Ma).

Since the split between the Corytophanidae and Crotaphytidae (sister group)
(Zheng and Wiens 2016) families occurred 76.5Ma (fig. 1) (Zheng and Wiens
2016), then the sex chromosome system turnover in corytophanids occurred at
some point over a period of 14.8Myr. In order to obtain a more precise estimate
for the origin of the corytophanid XY system, we performed analyses based on
ds trees. We built the trees using the nucleotide sequences of the XY
gametologues in B. vittatus and orthologous sequences from A. carolinensis,
chicken, mammals, and Xenopus. We compared the branch lengths of the
ultrametric, time-calibrated tree, X and Y sequences against the branch length
just before their divergence. We calibrated the values based on the divergence
time between A. carolinensis and B. vittatus using the most recent time-calibrated
phylogeny of squamates (85.7Ma; Zheng and Wiens 2016; figs. 1 and 4d; see
Materials and Methods). From the concatenated data of stratum 1 gametologues
we estimated that the origin of the corytophanid XY system occurred 61.05Ma
(95% confident intervals: 59.55-63.1 Ma, values derived from 100 bootstrap
rounds; fig. 4d).

The age of the sex chromosomes is based on specific branch lengths in the ds
trees and the most recent time calibrated phylogeny for squamata (Zheng and
Wiens 2016). However, alternative phylogenies may affect the inferences we
draw from evolutionary processes (Title and Rabosky 2017). We, therefore,
repeated the analysis using the time estimate retrieved from the TimeTree
database (http://www.timetree.org/; last accessed September 13, 2019), which
reports the weighted-average divergence estimate from multiple scientific

studies. The A. carolinensis/B. vittatus split reported in Time Tree is of 88Ma. We
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estimated the origin of the XY system to have taken place around 62.68 (61.1—
64.2 Ma; 95% confident intervals).

5.5 Discussion

In this study, we confirmed that corytophanids lost the pleurodont XY system that,
otherwise, has been preserved in all other families of the pleurodont clade (31
species from 12 families of pleurodonts have been examined so far) (Gamble et
al. 2014; Rovatsos, Pokorna, et al. 2014; Altmanova et al. 2018) for 160—-170 Myr.
Moreover, we showed that corytophanids acquired a new pair of XY
chromosomes. The pleurodont Y chromosome was completely lost from
corytophanids after the emergence of a new sex-determining gene able to control

the signaling cascade that triggers the development of gonads.

The pleurodont Y-linked genes were most likely lost because they
conserved functional redundancy with the X gametologues and did not evolve
significant male-specific functions. This hypothesis could be tested in pleurodonts

with the ancestral XY system

We also found that the new sex chromosome system in corytophanids has
several attributes that are unique compared with other sex chromosomes that
have been studied in amniotes. For instance, in mammals, the X gametologues
are among the X-linked genes with the highest expression levels (Cortez et al.
2014), and Y-linked genes show regulatory functions that could be beneficial to
males, for example, in spermatogenesis. In contrast, Y-linked genes in B. vittatus
are very lowly expressed, show membrane or intracellular trafficking-related
functions and particular tissue-specificity gains, such as blood- and kidney-
specific expression. The membrane and transport-related functions of most Y-
linked genes are also at odds with the master regulatory role Y chromosomes are
supposed to play, a process that is generally driven by genes coding for

transcription factors or epigenetic regulators.

After screening the Y-linked catalog of B. vittatus, the gene EHMTL1Y, a
histone lysine methyltransferase, or the gene ZBTB34Y, a transcription
repressor, could be promising candidates for sex determination. The ZBTB34Y
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gene, however, is preferentially expressed in blood, which does not fit well with
activity during sex determination. The EHMT1Y gene shows broad conserved
expression across many somatic tissues, which is also not compatible with a role
as a sex-determining regulator. More experiments would be needed to identify
the sex-determining gene on either the Y or X chromosomes in corytophanids.

In theory, the X chromosome in females should show twice the expression level
compared with males when the Y chromosome has degenerated and there is no
dosage compensation mechanism. We propose that males of corytophanids
exhibit incomplete dosage compensation, that is, most genes are partially
compensated (i.e., relatively lower expression levels in males compared with
females). A similar model was proposed for the sex chromosomes in platypus
and chicken (Julien et al. 2012).

Gametologues are subjected to specific selection forces because males have
maintained an X and Y active alleles that could potentially produce a dosage
conflict. In humans, for instance, because one complete X chromosome is
inactivated in females, the X gametologues tend to escape the inactivation
process (Bellott et al. 2014) to preserve balanced expression levels between
males and females. In B. vittatus, XY gametologues show balanced expression
levels in both sexes, despite their low expression levels. It has been suggested
that Y- and W-linked genes were probably selected due to their haploinsufficiency
(i.e., the quantity of proteins produced by one allele is insufficient to carry out the
biological function) (Bellott et al. 2014; Cortez et al. 2014). Our results suggest
that this hypothesis fits well with the data found in B. vittatus.

We classified the XY gametologues in two strata. Stratum 1 is composed of five
genes that halted recombination before the split of B. vittatus and C. hernandesii
(>61.7Ma).

Using the synonymous substitution rates of these genes we estimated that the
“old-XY system -> new-XY system” transition occurred 62.68Ma in the ancestor
of the Corytophanidae family. Note that this estimate could change as new fossils

of casqued-head lizards are found (Taylor et al. 2017).

We were unable to identify which environmental or genetic factors could have

triggered, 63 Ma, the sex chromosome system transition in corytophanids. New
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methods are therefore required to reconstruct the species’ ancestral geographical
ranges, which could help associate specific sex chromosome system transitions

with past environmental fluctuations.

5.6 Supplementary Material

Supplementary data are available at Genome Biology and

Evolution online.
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6. CAPITULO 2: SISTEMAS DE DETERMINACION SEXUAL POR
CROMOSOMAS SEXUALES EN REPTILES QUE HABITAN EN
CLIMAS FRIOS

Articulo de investigacion: Viviparous reptile regarded to have temperature-
dependent sex determination has old XY chromosomes. Paola Cornejo-
Paramo, Duminda S B Dissanayake, Andrés Lira-Noriega, Monica L Martinez-
Pacheco, Armando Acosta, Ciro Ramirez-Suastegui, Fausto R Méndez-de-la-
Cruz, Tamas Székely, Araxi O Urrutia, Arthur Georges, Diego Cortez. Genome
Biology and Evolution, Volume 12, Issue 6, June 2020, Pages 924-
930, https://doi.org/10.1093/gbe/evaalOA4.

Resumen:

E. tympanum y E. heatwolei son reptiles que viven en ecosistemas con
temperaturas ambientales promedio que oscilan entre 12 y los 15 °C durante su
temporada de reproduccion. Sin embargo, estudios previos encontraron que
estos scincidos tenian un sistema de determinacion sexual por temperatura,
donde elevadas temperaturas (>32 °C) producian 100% de machos. Los
Eulamprus son los Unicos reptiles conocidos que son viviparos (las crias se
desarrollan completamente al interior del tracto reproductivo de la madre) y que
tienen una determinacion sexual por temperatura. Nuestra hipotesis fue que
Eulamprus presentaba cromosomas sexuales no identificados y una reversion
del sexo a temperaturas extremas, que es realidad una caracteristica ancestral
qgque no se ha perdido completamente. Trabajando con transcriptomas y el
genoma de E. heatwolei se identificaron un total de 14 gametdlogos
pertenecientes a un sistema XY. Este estudio demuestra dos cosas 1) que los
reptiles que viven en climas frios evolucionaron cromosomas sexuales para
evitar fuertes sesgos en la proporcion de alguno de los sexos producto de
condiciones climaticas extremas y 2) que todos los reptiles viviparos poseen,

hasta donde se conoce, cromosomas sexuales.
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6.1 Abstract

The water skinks Eulamprus tympanum and Eulamprus heatwolei show thermally
induced sex determination where elevated temperatures give rise to male
offspring. Paradoxically, Eulamprus species reproduce in temperatures of 12-15
C making them outliers when compared with reptiles that use temperature as a
cue for sex determination. Moreover, these two species are among the very few
viviparous reptiles reported to have thermally induced sex determination. Thus,
we tested whether these skinks possess undetected sex chromosomes with
thermal override. We produced transcriptome and genome data for E. heatwolei.
We found that E. heatwolei presents XY chromosomes that include 14
gametologs with regulatory functions. The Y chromosomal region is 79-116 Myr

old and shared between water and spotted skinks. Our work provides clear
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evidence that climate could be useful to predict the type of sex determination
systems in reptiles and it also indicates that viviparity is strictly associated with

sex chromosomes.

Key words: temperature-dependent sex determination, viviparous reptiles,

genetic sex determination systems, water skinks, Eulamprus heatwolei.

6.2 Introduction

Eulamprus tympanum and Eulamprus heatwolei Reproduce in Colder
Conditions Compared with Other Species with Temperature-Dependent Sex
Determination

Vertebrates exhibit two major classes of sex determination systems. Genotypic
sex determination (GSD), where genetic components guide the development of
the gonads, and temperature-dependent sex determination (TSD), where specific
incubation temperatures define the sex of the embryos (Bachtrog et al. 2014).
TSD in reptiles is thought to have evolved when external conditions that enhance
either male or female offspring fitness could influence the sex of the embryos
(Charnov and Bull 1977; Shine 1999). For this reason, the discovery of TSD in a
viviparous skink was patrticularly notable (Robert and Thompson 2001). In
viviparous species, the external conditions have little effect because embryonic
development and hatchling occur inside the mother’'s womb in a relatively stable

environment.

The viviparous water skinks Eulamprus tympanum and E. heatwolei (family
Scincidae) are classified as TSD species (Tree of Sex 2014) because cytogenetic
analyses found no evidence of heteromorphic sex chromosomes and female
Eulamprus skinks give rise to male offspring when they are kept at warm
temperatures (32C) during pregnancy (Robert and Thompson 2001). Three
features, however, make this classification of Eulamprus as TSD suspect: 1)
These two species inhabit alpine habitats in southeastern Australia (Cogger
2000), whereas most reptiles with TSD systems inhabit lowland areas; 2)

Uniquely, although all known viviparous reptiles have genetic sex determination
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systems, E. tympanum and E. heatwolei are the only known viviparous reptiles
classified as TSD; and 3) Several studies have found 1:1 sex ratios in E. heatwolei
at mild temperatures, both in the laboratory and in the field (Schwarzkopf and
Shine 1991; Robert and Thompson 2001; Allsop et al. 2006). Taken together,
these features implied either a GSD system with thermal override or, although

less likely, an atypical TSD system.

We first examined whether ambient temperatures in areas inhabited by E.
tympanum and E. heatwolei during breeding seasons were unusual compared
with reptile species with TSD or GSD. For this, we mapped 30 years of ambient
temperatures onto the geographic ranges of 101 species with TSD and 99
species with GSD during their breeding season (fig. 1). Average ambient
temperatures for E. heatwolei and E. tympanum during their breeding seasons
are 15 and 12.4 C, respectively (fig. 1). Thus, E. heatwolei and E. tympanum are
clear outliers when considered as TSD species, located at 3 and 4 SDs away
from the mean of the distribution, respectively (fig. 1). In contrast, Eulamprus
species are found within the distribution of species with GSD (fig. 1). These
results are suggestive of the presence of previously undetected sex

chromosomes in these two species.
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Fig.1.—Distribution of average ambient temperature in geographical ranges during breeding
seasons for reptile species with TSD (n= 101) and species with GSD (n= 99). Labeled bars
in red correspond to average ambient temperature for Eulamprus heatwolei and Eulamprus
tympanum.

Eulamprus heatwolei Has XY Chromosomes

To test for the presence of previously unidentified sex chromosomes in skinks,
RNAseq data were generated from brain, liver, and gonads of one adult male and
one adult female E. heatwolei. We then applied a subtraction approach (Cortez
et al. 2014; Marin et al. 2017) to the male and female transcriptomic data of E.
heatwolei. Specifically, we assembled a male-restricted transcriptome and used
male and female genomic reads to uncover Y-linked transcripts (see Materials
and Methods). We identified Y-linked transcripts from 14 protein-coding genes
with known orthologous genes located on a single syntenic block on chromosome
5 in Anolis carolinensis and chromosome 1 in chicken (fig. 2a and supplementary
table 3, Supplementary Material online). Additionally, we performed a male and
female genomic read coverage analysis of six chromosomes of E. heatwolei (see
Materials and Methods). We found a region on chromosome 5 where the male
shows only half of the coverage (i.e., one genomic copy, fig. 2b, and
supplementary fig. 1, Supplementary Material online). XY gametologs map to this
specific region on chromosome 5 (fig. 2a and b) and analysis of their genomic
coverage is consistent with two X gametologs in females but one X and one Y
gametolog in males (supplementary fig. 2, Supplementary Material online). Lastly,
we screened the genomes of seven males and seven females using standard
PCRs and found that we could only amplify Y-linked sequences in males (fig. 2c
and supplementary fig. 3, Supplementary Material online). In summary, the

results reveal the presence of sex chromosomes in E. heatwolei.
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Fig. 2.—(a) Synteny of the 14 XY gametologs in other specAiyé:é. (b) Male (blué)"'}an‘a'\: female

eulamprus X

(red) genomic coverage along the chromosome 5 of Eulamprus heatwolei. A syntenic region
shows half of the coverage in males (one copy) but regular coverage in females (two copies).
XY gametologs map to this region. Blue arrows show the matching locations of Y-linked
markers from Niveoscincus ocellatus. (c) PCR screenings of two males and two females
using primers designed to amplify three Y-linked genes (seven males and seven females
were screened in total; see supplementary fig. 3, Supplementary Material online). (d) Time-
calibrated synonymous substitution tree used to estimate the age of the XY chromosomes in

E. heatwolei. Branch lengths represent millions of years.

Functions associated to the identified Y-linked genes (retrieved from the
GeneCards database; www.genecards.org, last accessed May 25, 2020) include
ubiquitination (UBE2H and CAND1), signaling pathways (LEMD3/MAN1 and
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FRS2), cell cycle, cell growth and differentiation (PPP1R12A, E2F7, RAP1B, and
BTG1), transcription regulation (ZNF384), ion transport (ATP2B1), fatty acid
metabolism (ZDHHC17), and DNA replication (NAP1L1). Many of the identified Y
chromosome-linked genes have known regulatory functions. Examining the list of
putative Y-linked genes, PPP1R12A is of particular interest. The protein coded
by this gene is part of the PPP1C protein complex that catalyzes many protein
dephosphorylation reactions in the cell and is essential for male fertility in mice
(Silva et al. 2015). Another member of the PPP1C complex, the PPP1CC gene,
is one of the oldest genes on the Y chromosome of pleurodonts (Marin et al.
2017), a group that diverged from the skink lineage 184.9 Ma (data retrieved from
the TimeTree database; www.timetree.org/, last accessed May 25, 2020). The
convergent co-option of genes forming part of the same molecular pathways
(PPP1R12A and PPP1CC are probably involved in spermatogenesis) on the Y
and W chromosomes is a frequent phenomenon in vertebrates (Marshall Graves
and Peichel 2010; O’Meally et al. 2012).

To obtain an estimate for the origin of the male-specific region on the Y
chromosome (MSY) in the E. heatwolei lineage, we used ds trees based on the
nucleotide sequences of the XY gametologs in E. heatwolei and orthologous
sequences from other species (see Materials and Methods). From the
synonymous substitution rates of the concatenated sequences of the XY
gametologs, we estimated that E. heatwolei sex chromosomes originated 116 Ma
(95% confident intervals: 109.45-119.28 Ma; values derived from 100 bootstrap
rounds; fig. 2d). Moreover, estimates obtained using BEAST resulted in a sex
chromosome age of 93 Ma (supplementary fig. 4, Supplementary Material online).
Next, we retrieved Y-linked markers reported for the spotted skink, Niveoscincus
ocellatus (Hill et al. 2018). These sequences are short (17— 70 bp) and likely
represent repeated, intergenic or intronic regions of the MSY. Only nine Y
markers aligned to the E. heatwolei and A. carolinensis genomes; four mapped
to multiple genomic locations (i.e., likely repeated sequences), one mapped to
chromosome 3, and four mapped to chromosome 5, exactly within the MSY of E.
hetawolei (fig. 2, blue arrows; supplementary table 3, Supplementary Material
online). This association is highly significant (Fisher exact test, P< 0.001) and
indicative that water and spotted skinks likely share a common MSY, which
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originated >79 Ma (divergence time between the two groups of skinks; data

retrieved from TimeTree; http://www.timetree.org/, last accessed May 25, 2020).

6.3 Conclusions

Our work identified the MSY locus in E. heatwolei’s chromosome 5 and,
importantly, it provided evidence that climate could be a good predictor of sex
determination systems in reptiles. We can now reclassify E. heatwolei (and
probably E. tympanum) as a viviparous skink showing GSD with thermally
induced sex reversal at elevated temperatures (Shine et al. 2002; Quinn et al.
2007; Radder et al. 2008; Holleley et al. 2015). In the past, also the viviparous
skink, N. ocellatus was assumed to have TSD on a lowland population (Pen et al.
2010). Here, we found that E. heatwolei and N. ocellatus share Y-linked
sequences. We estimated that the sex-linked locus originated 79-116 Ma. Note
that other species in the Scincidae family also have XY chromosomes
(supplementary fig. 5, Supplementary Material online), so perhaps all skink

species share the same GSD system.

Formerly, reptiles were thought to either have GSD or TSD systems. However,
various studies have shown that in several species, including the viviparous E.
heatwolei (Robert and Thompson 2001) (and this work), the viviparous N.
ocellatus (Hill et al. 2018), the oviparous Pogona vitticeps (Quinn et al. 2007;
Holleley et al. 2015), and the oviparous Bassiana duperreyi (Shine et al. 2002;
Radder et al. 2008), certain incubation temperatures can override the signaling
cascade initiated by sex-linked genes and influence the fate of the embryonic
gonads. These thermally induced sex reversal mechanisms may represent
retained elements of ancestral TSD systems. Further analyses in E. heatwolei

and related species could help answer this question.

We know that viviparity has evolved from oviparity >100 times (Sites et al. 2011;
Pyron and Burbrink 2014) and it is strongly correlated with the colonization of cold
alpine environments (Lambert and Wiens 2013). The Eulamprus species were
the last viviparous reptiles classified as TSD (Tree of Sex 2014). Our results
indicate, for the moment, that viviparity in reptiles is strictly associated with GSD

systems.
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6.4 Materials and Methods

Data Generation

One adult male (Euhea 18 05) and one adult female individual (Euhea_18 03)
of E. heatwolei species were captured from a population that inhabits Woods
Reserve, Corin Road, ACT, Australia (35.480751, 148.940398). Both individuals
were sacrificed by intraperitoneal injection of pentobarbitone following the
standard operating procedures specified by the animal ethics committee of the
University of Canberra. We generated DNA-seq libraries for a male and female
E. heatwolei from liver tissue using the Illlumina TruSeq DNA protocol for short
insert size (400-450nt). We generated strand-specific RNA-seq libraries (using
the lllumina TruSeq Stranded mMRNA Library protocol) for a total of six samples
obtained from brain, liver, and gonads for a male and female E. heatwolei. All
libraries were sequenced on lllumina HiSeq 2500 sequencers at the University of
Canberra. We generated 262—269 million 150-nt pairedend DNAseq reads. We
generated 82-95 million 125-nt paired-end RNAseq reads. Further details in
supplementary table 4, Supplementary Material online. Quality of the reads was
verified using FastQC
(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc, last accessed May
25, 2020) and the remaining adaptors were removed with Trimmomatic (Bolger
et al. 2014).

Assembly of Y-Linked Transcripts

To assemble Y-linked transcripts in E. heatwolei, we used a subtraction approach
based on male and female RNAseq data (Cortez et al. 2014; Marin et al. 2017,
Acosta et al. 2019). Briefly, male RNA-seq reads were aligned onto the de novo
reconstructed female transcriptome from E. heatwolei using Hisat2 (v2.0.2) (Kim
et al. 2015); no mismatches allowed; reads not mapping were selected. We also
removed male RNA-seq reads sharing k-mers with the female transcriptome
(Akagi et al. 2014). The selected reads were passed to Trinity (v2.0.2, default k-
mer of 25bp) (Grabherr et al. 2011) to assemble transcripts that were only present
in male tissues. We obtained 21,249 transcripts that were subsequently aligned
to the male and female genomic reads using BlastN (Altschul et al. 1990); at a
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100-99% identity threshold. We selected those transcripts showing 4-14 of
averaged coverage of male genomic reads and zero averaged coverage of
female genomic reads (supplementary table 3, Supplementary Material online).
To establish Y gene identity, we searched NCBI GenBank (Reptile taxa only;
http://www.ncbi.nlm.nih. gov/genbank, last accessed May 25, 2020) with BlastN
and BlastX for the closest homologs and identified transcripts that coded for 14
proteins (supplementary table 3, Supplementary Material online). BlastX
searches also allowed the identification of CDS regions. For these 14 Y-linked
protein-coding genes, we performed BlastN searches against the de novo
reconstructed female transcriptome from E. heatwolei to find the X gametologs
(best match over the entire sequence; 95-97% identity). We verified the X
gametologs identity using coverage analyses of male and female genomic reads
and GenBank searches (same gene identity as Y gametologs). XY gametologs
in E. heatwolei were searched against the A. carolinensis and chicken genomes
using the sequence search engine at the ENSEMBL webpage (https://www.
ensembl.org/Multi/Tools/Blast, last accessed May 25, 2020) to establish whether
they formed a syntenic block. We validated the presence of a Y chromosome by
PCR screenings using genomic DNA obtained from tails snips of seven males
and seven females. Additional information can be found in the extended Materials
and Methods section in the Supplementary Material online. We retrieved the Y-
linked markers in N. ocellatus (Hill et al. 2018) and used BlastN (evalue < 0.01)
to map these sequences onto the reconstructed E. heatwolei chromosomes and
the A. carolinenesis reference genome downloaded from the Ensembl database
(https:// www.ensembl.org/, last accessed May 25, 2020; v.97). More details in
supplementary table 3, Supplementary Material online.

Genomic Coverage Analyses

We followed a methodology previously published (Vicoso et al. 2013). Briefly, the
male and female genomic reads were assembled into contigs. The contigs were
subsequently aligned and ordered based on the A. carolinensis reference
genome. We used bowtie2 (Langmead and Salzberg 2012) to align the DNA-seq
reads from the male and female E. heatwolei onto the reconstructed
chromosomes. Coverage along the chromosomes was calculated using
BEDtools (Quinlan and Hall 2010), bins of 100,000 nucleotides. Additional
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information can be found in the extended Materials and Methods section in the

Supplementary Material online.
Data Collection

Full list of reptiles with known TSD system was obtained from the Tree of Sex
database (Tree of Sex 2014) and literature searches. We searched the literature
and dedicated databases for the duration and month intervals of the breeding
seasons. We collected information for 101 species with TSD (supplementary
tables 1 and 2, Supplementary Material online). Temperature data from the entire
surface of the planet were downloaded from the Climatic Research Unit
(http://catalogue.ceda.ac.uk/uuid/3df7562727314bab963282e6a0284 {24, last
accessed May 25, 2020; version 3.24.01). Additional information can be found in
the extended Materials and Methods section in the Supplementary Material

online.

Geographical Ranges

Shapefiles for 29 species where downloaded from the RedList database
(http://'www.iucnredlist.org/, last accessed May 25, 2020; version 3;
supplementary table 1, Supplementary Material online). For 72 additional species
(supplementary table 2, Supplementary Material online) we generated
geographic ranges using the ecological niche modeling routines applying the
maximum entropy algorithm in Maxent (Phillips et al. 2006) using the R package
kuenm (Cobos et al. 2019). Additional information can be found in the extended

Materials and Methods section in the Supplementary Material online.
Mapping Climate Data to the Species Distribution

We matched the climate data with the species shapefiles using a dedicated R
package built by Dr Anna Krystalli as part of the Newton Advanced Fellowship
program (https://github. com/annakrystalli/lUCNextractR, last accessed May 25,
2020). We recovered the median temperature (ambient temperature) of all
months comprised in the breeding season. Additional information can be found in
the extended Materials and Methods section in the Supplementary Material

online.
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Synonymous Substitution Analyses

To assess the age at which the XY system was originated in E. heatwolei, we
followed a previous procedure (Cortez et al. 2014; Marin et al. 2017; Acosta et al.
2019). Briefly, we aligned using PRANK (Loytynoja and Goldman 2005) the
coding sequences of XY gametologs in E. heatwolei and coding sequences of 1—
1 orthologous in other reptiles, mammalian and Xenopus species downloaded
from the Ensembl database (https://www.ensembl.org/, last accessed May 25,

2020; v.97). We obtained the species’ tree from the

TimeTree database (http://www.timetree.org/, last accessed May 25, 2020). We
concatenated the alignments and calculated synonymous substitution rates (ds)
using codeml (Yang 1997) and a bootstrap approach. Branch lengths on the
species’ tree were used to obtain an ultrametric, time-calibrated, tree using the
chronos library (ape package in R, v5.0) (Paradis and Schliep 2019). The age of
the sex chromosomes was obtained from the calibrated branch lengths just
before and after the split of the XY gametologs and the time since E. heatwolei
diverged from the Snake—Pogona—Anolis lineage (divergence data retrieved from
TimeTree; http://www.timetree.org/, last accessed May 25, 2020). We also
calculated the age of the sex chromosomes using BEAST v1.10.4 (http:/
beast.bio.ed.ac.uk/), which resulted in an age estimate of 93 Ma. We used the
relaxed clock and calibrated the tree based on the reptile/mammalian divergence
time. We ran the analyses two independent times for 100,000,000 generations,
sampling every 1,000 generations. Additional information can be found in the

extended Materials and Methods section in the Supplementary Material online.

6.5 Supplementary Material
Supplementary data are available at Genome Biology and Evolution online.
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7. CAPITULO 3: CALCULO DE LA EDAD DE APARICION DE LOS
CROMOSOMAS SEXUALES EN PLEURODONTES BASADO EN
ANALISIS DEL SESGO DE MUTACION MASCULINA

Articulo de investigacion: Deciphering Ancestral Sex Chromosome Turnovers
Based on Analysis of Male Mutation Bias. Armando Acosta, Ménica L Martinez-
Pacheco, Karina Diaz-Barba, Niccole Porras, Mariana Gutiérrez-Mariscal, Diego
Cortez. Genome Biology and Evolution, Volume 11, Issue 11, November 2019,
Pages 3054—-3067, https://doi.org/10.1093/gbe/evz221.

Resumen:

En los vertebrados, los cromosomas autosomales tienen tasas de substitucion
similares, mientras que los cromosomas sexuales muestran tasas diferentes.
Esto se debe a que después de la aparicion del gen que determina el sexo, los
cromosomas sexuales (el cromosoma X y el cromosoma Y) dejaron de
recombinar entre si en machos, pero los cromosomas X siguieron recombinando
en hembras. Por otro lado, sabemos que existe una diferencia en las tasas de
mutacion por errores de replicaciéon en la linea germinal masculina con respecto
a la femenina. Es decir, mientras son necesarias dos divisiones celulares para
obtener un 6vulo maduro, se requieren mas de 40 divisiones para obtener un
espermatozoide maduro. Esta diferencia en el numero de divisiones celulares
hace que los machos transfieran mayor nimero de mutaciones a las siguientes
generaciones. A este fendmeno se le conoce como sesgo de mutacién masculina
(male mutation bias 0 MMB, en inglés). Este sesgo afecta por igual a los
autosomas, porque éstos pasan el mismo tiempo en machos y en hembras. Sin
embargo, el cromosoma X pasa 2/3 partes de su tiempo en hembras y sé6lo 1/3
parte de su tiempo en machos. Por ende, el cromosoma X se ve menos afectado
por el sesgo de mutacion masculina y tiene una tasa de mutacion mas baja. Caso
contrario le sucede al cromosoma Y, el cual pasa todo su tiempo en los machos
y esta sujeto a la maxima tasa de mutacién. Nuestra hipétesis en este trabajo
fue la siguiente: si un linaje tuvo un recambio de cromosomas sexuales en el

pasado, es decir, si en el ancestro se perdid, por ejemplo, un sistema sexual del
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tipo XY, entonces es posible que las secuencias que estuvieron en ese
cromosoma X ancestral todavia muestren sefiales de una menor tasa de
mutacion, aunque en la actualidad ese cromosoma sea un autosoma. Este
andlisis es muy util para saber si ciertos grupos compartieron cromosomas
sexuales en el pasado. Se realizaron los analisis trabajando con tasas de
substitucion sinbnimas de secuencias ortdlogas en mamiferos (como control
positivo, ya que los monotremas nunca compartieron el sistema XY con
plancentarios y marsupiales) y para comprobar la hipotesis de que los
acrodontes y pleurodontes compartieron un mismo sistema XY ancestral. Se
crearon una serie de modelos donde se evolucionaron secuencias artificiales
bajo diferentes niveles de sesgos de mutacibn masculina. Después, se
compararon los datos de las simulaciones con los datos obtenidos de las
secuencias de las especies. En el caso de los mamiferos, y en concordancia a
estudios previos, se confirmd que los monotremas no compartieron el sistema
XY con los mamiferos placentarios. En el caso de los reptiles, se observé que
los pleurodontes si compartieron el mismo sistema de determinacion sexual con
los acrodontes durante muchos millones de afios, antes de que estos ultimos
transitaran -- por razones aun desconocidas-- a otros sistemas de determinacion

sexual.
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iguana) and a female leopard-lizard (Gambelia wislizenii). Genomic sequences for a male Anolis carolinensis and
a male Fiji-banded iguana (Brachylophus fasciatus) are available on the NCBI-SRA database, BioProject
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Supplementary table 2, Supplementary Material online, summarizes the data used in this study.

7.1 Abstract

The age of sex chromosomes is commonly estimated by comparing the
substitution rates of XY gametologs. Coupled with phylogenetic reconstructions,
one can refine the estimate of the origin of a sex chromosome system relative to
specific speciation events. However, these approaches are insufficient to
determine the presence and duration of ancestral sex chromosome systems that
were lost in some species. In this study, we worked with genomic and
transcriptomic data from mammals and squamates, and analyzed the effect of
male mutation bias on X-linked sequences in these groups. We searched for
signatures indicating whether monotremes shared the same sex chromosomes
with placental mammals or whether pleurodonts and acrodonts had a common
ancestral sex chromosome system. Our analyses indicate that platypus did not
share the XY chromosomes with placental mammals, in agreement with previous
work. In contrast, analyses of agamids showed that this lineage maintained the

pleurodont XY chromosomes for several million years. We performed multiple
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simulations using different strengths of male mutation bias to confirm the results.
Overall, our work shows that variations in substitution rates due to male mutation
bias could be applied to uncover signatures of ancestral sex chromosome

systems.

Key words: synonymous substitution rates, sex chromosomes, sex chromosome

system turnovers, male mutation bias.

7.2 Introduction

Current evolutionary models recognize that sex chromosomes evolved from a
pair of autosomes, following the emergence of a sex-determining gene and the
arrest of homologous recombination around this locus (Bachtrog 2013). The
synonymous substitution rates of XY (or ZW) gametologs, together with specific
speciation events, are used to trace the origin of sex chromosomes. A previous
study applied this approach to date the origin of sex chromosomes in therian and
monotreme mammals (Cortez et al. 2014). The XY chromosomes in placental
mammals and the YsXs sex chromosomes in monotremes originated 181-175
Ma. However, another study (Lahn and Page 1999) suggested that the therian
XY chromosomes originated 300 Ma, and thus, monotremes might have
maintained the placental sex chromosomes for a period of time before their split
from placental mammals (167— 192 Ma; data retrieved from Timetree database;
http://www. timetree.org/; last accessed October 16, 2019) and the origin of the

current YsXs chromosomes.

Contrary to mammals, reptiles show both old and recent sex chromosomes
(Tree of Sex 2014; Gamble et al. 2015; Sabath et al. 2016; Pennell et al. 2018).
For example, pleurodonts, anguimorpha, and many snakes have conserved their
sex chromosomes for >100 Myr (Marin et al. 2017; Altmanova et al. 2018;
Augstenova et al. 2018; Rovatsos et al. 2019), whereas boas and chameleons
exhibit recently acquired sex chromosomes (<50 Myr old) (Rovatsos et al. 2015;
Gamble et al. 2017; Augstenova et al. 2018). Furthermore, transitions between
sex determination systems show a higher frequency in reptiles compared to

mammals, birds, and amphibians (Pennell et al. 2018).
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Additionally, a recent study dated the XY chromosome system in the green
anole, Anolis carolinensis, which originated 170-160 Ma (Marin et al. 2017). The
sex chromosomes arose around the time pleurodonts and acrodonts diverged
(Zheng and Wiens 2016). In the pleurodont clade (i.e., iguanas, anoles, spiny
lizards, etc.) most species share the same pair of XY chromosomes (Rovatsos,
Pokorna et al. 2014; Altmanova et al. 2018). Moreover, ancestral state
reconstructions of squamate sex determination systems indicate that the sex
determination system in the ancestor of pleurodonts and acrodonts (i.e., agamids
and chameleons) was probably temperature-dependent (Gamble et al. 2015).
However, phylogenetic analyses of the oldest XY gametologs from two
pleurodont species, A. carolinensis and the Fiji-banded iguana (Brachylophus
fasciatus), showed that the XY chromosomes could have originated prior to the
divergence of pleurodonts and acrodonts (Marin et al. 2017). This result is
relevant, since extant species of agamids and chameleons show either a great
variety of sex chromosomes or thermally induced sex-biased offspring (Tree of
Sex 2014). These results suggest that acrodonts may have undergone an
ancestral sex determination system turnover that consisted in the loss of the
pleurodont XY chromosomes (fig. 1). Pleurodonts and acrodonts offer a unique
opportunity to test methods to estimate the age of ancestral sex chromosomal
losses, which, for the moment, can only be indirectly inferred using phylogenetic-

based analyses.

In species with XY chromosomes, sex-linked sequences have distinctive
mutation rates compared to autosomal sequences (Wilson Sayres and Makova
2011). In numerous vertebrates, male gametes go through a higher number of
replication cycles than female gametes, leading to a male-biased mutation rate
linked to replication errors. This phenomenon is known as male mutation bias
(MMB) and its strength is reflected in the values taken by a; a is defined as the
ratio of male to female mutation rate. Hence, when MMB is present in a given
lineage, a values are >1 (Drost and Lee 1995; Hurst and Ellegren 1998; Makova
and Li 2002). MMB was first described in rodents and primates (Wolfe and Sharp
1993; McVean and Hurst 1997; Makova and Li 2002; Sandstedt and Tucker 2005;

Venn et al. 2014) and later observed in most mammals (Wilson Sayres et al.
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2011; Link et al. 2017), birds (Bartosch-Harlid et al. 2003), snakes (Vicoso et al.
2013), and fish (Ellegren and Fridolfsson 2003).

When MMB is present (a > 1), the male-specific Y chromosome is expected to
be the fastest evolving chromosome, followed by the autosomes, which spend
half their time in males and a half in females. Finally, the X chromosome, which
spends only one-third of its time in males is expected to be the slowest evolving
chromosome (Wilson Sayres and Makova 2011). In species with ZW
chromosomes, the expected pattern is that Z-linked sequences would evolve
faster than W-linked and autosomal sequences (Wilson Sayres and Makova
2011). The strength of a is relative to the general mutation rate in the germ-line
and the generation time of the species (Amster and Sella 2016). MMB has a larger
effect in species with extended lifespans and late sexual maturity such as
primates (Amster and Sella 2016). Nevertheless, in theory, one could use the
effect of MMB on the mutation rates of ancient sex-linked sequences and exploit

this information to trace ancestral sex chromosomal losses.

In this study, we show that the analysis of MMB is useful to find signatures of
ancestral sex chromosomes. We tested our approach under two scenarios. We
first hypothesized that monotreme mammals (platypus) shared the XY
chromosomes with placental mammals for a period of time (fig. 1a). We then
tested a second hypothesis in which agamids maintained the pleurodont XY
chromosomes for a number of million years (fig. 1b). In this second hypothesis,
we specifically tested whether hypothetical former X-linked sequences in three
agamid species (Pogona vitticeps, Ctenophorus decresii, and Phrynocephalus
vlangalii) showed traces of MMB. Presently, these three agamid species appear
to harbor three different sex determination systems: P. vitticeps shows ZW
microsex chromosomes (Ezaz et al. 2005) as well as thermally induced sex
reversal (Li et al. 2016), C. decresii shows temperature-dependent sex
determination (Harlow 2000) and finally, Phr. vlangalii has differentiated ZW

chromosomes (Zeng et al. 1997).

In both hypotheses (fig. 1a and b), when the ancestral XY chromosomes were
replaced by a new sex chromosomal system, the Y chromosome disappeared
from the population, whereas the X chromosome was restored as an autosome

(fig. 1a and b). However, owing to MMB, the mutation rate on former X-linked
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Mutation rate (Mr)
influenced by MMB

seqguences in agamids and monotremes decreased during the time these species
conserved the ancestral XY chromosome system (fig. 1a and b). In contrast, X-
linked sequences in pleurodonts and therians have been differentially affected by
MMB since the origin of the XY chromosome system, whereas orthologous
sequences from outgroup species should not show traces of MMB (fig. 1a and b).

Hypothesis 1 (b) Hypothesis 2
outgroup monotremes placental mammals outgroup acrodonts pleurodonts
N
g 8
2 -~ =
g Aiinked, § = g Adlinked,
= no effect B’ = S no effect
B Y lost =y B Y lost
% Xto A c % ;- X to A
< S e <
T o
3 <8 3
A = E V4
320 mya 184.6 mya

FIG. 1. The hypotheses tested in the study. (a) In the first hypothesis, the XY chromosomes
present in placental mammals were shared by monotremes during an unknown amount of
time before they were replaced by the current Xs—Ys chromosomes (Ezaz et al. 2005). (b) In
the second hypothesis, acrodonts and pleurodonts shared the same XY chromosomes
during an unknown amount of time before they were replaced in acrodonts by other sex
determination systems. In both hypotheses, synonymous substitution rates of X-linked
sequences were differentially affected by male mutation bias, whereas synonymous
substitution rates of orthologous sequences in outgroup species, located on autosomes (A-
linked), were not differentially affected by male mutation bias. In platypus and acrodonts,
synonymous substitution rates of former X-linked sequences were only differentially affected
by male mutation bias during the time they remained X-linked. Once the ancestral XY
chromosome systems were lost, the X chromosomes became autosomes and their

synonymous substitution rates were no longer differentially affected by male mutation bias.

We found that platypus does not show signatures of sharing the sex
chromosomes with placental mammals. Furthermore, we found that pleurodont
species probably exhibit a strong MMB (a = 6). Consistently, former X-linked
seqguences in three agamid species showed substitution rates that are higher than
the substitution rates from three pleurodont species but lower than the

substitution rates from five snake species. These observations suggest that
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agamids conserved the ancestral XY chromosome system for several million
years. Numerous simulations confirmed the results and helped establish that the
Pogona/Ctenophorus and Phrynocephalus lineages conserved the ancestral XY
chromosomes for 110-160 and 80-100 Myr, respectively. Our method will surely
be refined as we learn more about the germ-line mutation rates in pleurodonts

and we obtain more accurate a values.

7.3 Materials and Methods

Data Collection

Mammalian species were selected based on two criteria: having the maximum
number of one-to-one orthologous genes to the human X genes and defined male
mutation bias. The threshold was set to 144 one-to-one orthologous genes. CDS
sequences for human, rat, mouse, rabbit, dolphin, dog, elephant, and armadillo,
as well as CDS sequences from outgroup species, opossum, platypus, chicken,
Chinese softshell turtle, and Xenopus, were obtained from the ENSEMBL

database (release 90; www.ensembl.org; last accessed October 16, 2019).

For reptiles, our aim was to analyze the potential sex chromosome transition in
acrodonts. We searched in public databases for genomic and transcriptomic data
for acrodont species and their sister groups: pleurodonts, anguimorpha, and
snakes. The species were selected based on the maximum number of X-linked
genes (and orthologous sequences) with complete or almost complete CDS. The
threshold was set to 77 one-to-one orthologous genes. Lack of pleurodont
species with sufficient genomic or transcriptomic data, besides A. carolinensis,

persuaded us to produce dedicated data for the study.

We generated strand-specific RNA-seq libraries (using the lllumina TruSeq
Stranded mRNA Library protocol) for five tissues (brain, heart, liver, kidney, and
ovaries) from a female green iguana (Iguana iguana) and five tissues (brain,
heart, liver, kidney, and ovaries) from a female leopard-lizard (Gambelia
wislizenii); BioProject accession number PRINA490698. Both individuals were

sacrificed using a lethal dose of pentobarbital; this study met legal regulations
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and institutional procedures for the investigation of the University of Mexico. The
project was reviewed and approved by the Ethical Committee of the University

(approval project No. 369).

RNA quality was assessed using a Fragment Analyzer machine from Advanced
Analytical. Each library was sequenced on lllumina HiSeq 2000 platform at the
Massive Sequencing Unity of the University of Mexico (UNAM). At least 17 million
sequencing reads (100-nt, paired-end) were produced for each library. The
female green iguana and the female leopard-lizard were bought from authorized

pet shops.

We downloaded the complete chromosomal sequences and coding sequences
(CDS) from the reference genomes of A. carolinensis available on the ENSEMBL
database (release 90; www.ensembl.org; last accessed October 16, 2019). We
downloaded the CDS sequences for P. vitticeps from the Pogona Genome
Project (Georges et al. 2015). Similarly, we downloaded from the SRA database
(www.nchi.nlm.nih.gov/sra; last accessed October 16, 2019) RNA-seq data for C.
decresii, Phr. vlangalii (Yang et al. 2014), Deinagkistrodon acutus (Yin et al.
2016), and Echis coloratus, Pantherophis guttatus, and Opheodrys aestivus
(Hargreaves et al. 2014). RNA-seq data for Thamnophis elegans were
downloaded from the Reptilian Transcriptomes v2.0 database (Tzika et al. 2015).

Transcriptomic sequences were produced using an lllumina Hiseq 2000 or
Hiseq 2500 machines and showed a minimum of 20 million reads of 100nt long.
Additionally, we collected the genomic sequences for a male A. carolinensis and
a male Fiji-banded iguana (B. fasciatus) from ref. (Marin et al. 2017). Libraries
were DNA-seq, sequenced on Illumina HiSeq 2500 sequencers (100-nt paired-

end reads).

Assessing Chromosomal Substitution Rates at X-, Y-Linked, and Autosomal
Intronic Sequences from A. carolinensis and B. fasciatus

We estimated X-linked, Y-linked, and autosomal substitution rates as proxies of
mutation rates. We worked with intronic sequences from the green anole, A.

carolinensis, and the Fijibanded iguana (B. fasciatus). We applied an approach
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we had previously used in mammals (Link et al. 2017) where we compared
aligned sequences between two species to calculate the chromosomal
substitution rates. Briefly, we assembled the genomic raw reads from the Fiji-
banded iguana into scaffolds with SOAP-de novo (Luo et al. 2012) (kmer = 31).
We selected all scaffolds in the A. carolinensis reference genome and Fiji-banded
iguana assemblies that mapped using BlastN (Altschul et al. 1990) to known Y-
and X-linked genes in A. carolinensis; others and us have previously identified
the Y-linked genes (Marin et al. 2017) and X-linked genes in this species (Alfoldi
et al. 2011; Rovatsos, Altmanova et al. 2014; Marin et al. 2017).

To limit the risk of including nonorthologous positions in the alignments, we
considered only the intronic sequences that were located in the same scaffolds
as conserved one-to-one orthologous exons in A. carolinensis and the Fiji-
banded iguana. Then, we used Lagan20 (Brudno et al. 2003), an alignment
program designed to work on noncoding sequences, to align the concatenated
exonic and intronic sequences from A. carolinensis and the Fiji-banded iguana.
We then removed ambiguous positions using Gblocks (Talavera and Castresana
2007) and excluded the first intron of all genes from the alignments because these
introns often contain various regulatory elements (Chamary and Hurst 2004). We
further removed potentially hidden exons from the alignments and the first 20
intronic nucleotides flanking the exons in order to remove regulatory sites such
as splicing sites and splicing enhancers (Pink and Hurst 2010). We also removed
all detectable C,G sites from our alignments, because CpG sites could cloud the

effect of male mutation bias (Taylor et al. 2006).

Finally, only those genes showing intronic alignments >1,000bp were
considered for the analyses, since shorter sequences could produce more
extreme values. In order to minimize uncertainties in the substitution rate
estimates of X- and Y-linked sequences, we applied a nonparametric double
bootstrap approach (Axelsson et al. 2004), which bootstraps the intronic
alignments by both introns and sites. We repeated this procedure 1,000 times,
and for each new alignment, we calculated the substitution rate using the
Tamura—Nei model with the baseml program, implemented in the PAML44

package (Yang 1997).
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The a value for pleurodonts species was calculated using the median values of
X, Y, and autosomal substitution rates and Miyata’s three equations (Miyata et al.
1987): 1) a (YIX) = 2/[(3X/Y)1], 2) a (Y/A) = 1/[(2A/Y)1], and 3) a (X/A) =
[4(3XIA)J[(BXIA)2].

Assessing Chromosomal Synonymous Substitution Rates at X-Linked and One-

to-One Orthologous Genes

We downloaded from the ENSEBML database (release 90; www.ensembl.org;
last accessed October 16, 2019) the lists of one-to-one orthologous genes across
A. carolinensis, human, mouse, elephant, opossum, platypus, chicken, the
Chinese soft-shell turtle, and Xenopus, and selected only the orthologous genes
to the X-linked genes in A. carolinensis (Xlinked genes found in Marin et al. 2017).
RNA-seq reads for five snakes (D. acutus, E. coloratus, Pantherophis guttatus,
O. aestivus, and T. elegans), three agamids (P. vitticeps, C. decresii, and Phr.
vlangalii) and two pleurodonts (l. iguana and G. wislizenii) were assembled using
Trinity (v2.0.2) (Grabherr et al. 2011) and one-to-one orthologous sequences to
the A. carolinensis X-linked genes were identified using best-bidirectional BlastN
(Altschul et al. 1990) searches.

X genes from different strata have the potential to affect the substitution rates
since genes found in younger strata or in the pseudoautosomal regions should
show a similar mode of inheritance to the autosomes. Therefore, we focused the
analyses on genes located on scaffolds of the X chromosome that in A.
carolinensis exhibit only one copy in males (data taken from Alfoldi et al. 2011,
Rovatsos, Altmanova et al. 2014; Marin et al. 2017).

Although detailed information about chromosomal strata or pseudoautosomal
regions on the X chromosome of pleurodonts is not known, the Y chromosomes
in this group has highly degenerated since it conserves only 2% of its original
gene content (Marin et al. 2017), and analyses of various X-linked genes in many
families of pleurodonts consistently show amplifications corresponding to a single
copy in males (Rovatsos, Pokorna et al. 2014; Altmanova et al. 2018); except for
corytophanids. The information available, therefore, suggests that the majority of
X-linked genes in pleurodonts have likely not recombined with the Y

chromosomes for >110 Myr (estimated divergence time between the two studied

117


http://www.ensembl.org/
http://www.ensembl.org/

species: A. carolinenesis and B. fasciatus), and most likely, many of them
stopped recombination when the sex chromosomes originated 170-160 Ma
(Marin et al. 2017).

Next, we built codon-based concatenated and individual alignments using
PRANK (Loytynoja and Goldman 2005) for the 77 X-linked genes in A.
carolinensis with one-to-one orthologous sequences in all other 17 species of
amniotes (supplementary table 1, Supplementary Material online). We then
performed a bootstrapping approach by sampling random codons from the
concatenated alignment until we obtained the same number of sites as in the
original concatenate. We repeated this procedure 100 times, and for each new
concatenated alignment, we calculated a ds tree using the codeml program,
implemented in the PAML44 package (Yang 1997). This bootstrap approach was
used to reduce potential biases introduced by individual genes and/or positions.
We obtained a consensus ds tree by taking the median values for each branch
from the 100 individual (bootstrapped) ds trees. We repeated this procedure 100
times for autosomal genes in A. carolinensis and their one-to-one orthologous
sequences in the other 17 species of amniotes. For each round, we randomly
selected 77 autosomal genes from the reference genome, aligned the nucleotide
sequences of the selected genes, and constructed a ds tree. In order to obtain
comparable estimates for snakes, agamids, and pleurodonts, we added all
branch lengths from the individual species’ branch length until the ancestral
branch length corresponding to the ancestor of snakes or the ancestor of
agamids/pleurodonts; thus, each species’ estimate would be composed of ds
values representing the same amount of time (from the last common ancestor of

shakes/pleurodonts until the present).

Next, in order to correct for potential biases introduced by fast or slow evolving
groups, we corrected the X-linked synonymous substitution rates using averaged
autosomal synonymous substitution rates, which served as proxies of the overall
genomic mutation rate in each lineage. We worked with the ds tree’s branch
lengths as proxies of synonymous substitution rates. So, for snakes, agamids,
and pleurodonts, we used the added branch lengths (from the last common
ancestor of snakes/pleurodonts until the branches of the individual species) of the

autosomal consensus tree to calculate the differences across median values of
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squamates species. We used the differences across the species’ individual
medians and the average value of all species from the autosomal consensus ds
tree in order to correct the branch lengths for pleurodonts, agamids, and snakes
in the X-linked consensus tree. For example, if a given lineage presented a long
branch in the autosomal consensus dstree (i.e., a lineage with high substitution
rate), the difference with the average value of all species in the autosomal
consensus ds tree would result in a large positive number and, therefore, we

would reduce the species’ branch length in the X-linked tree by a larger value.

On the other hand, if a given lineage presented a particularly short branch in
the autosomal consensus dstree (i.e., a lineage with low substitution rate), the
difference with the average value of all species in the autosomal consensus ds
tree would result in large negative number and, therefore, we would increase the
species’ branch length in the X-linked tree by a larger value. We only corrected

the branches of snakes, agamid, and pleurodonts.

In order to further reduce the uncertainties within groups, we averaged the
estimates of snakes and pleurodonts, separately. We repeated the autosomal-
based correction using 100 random sets of autosomal sequences as a substitute
for the X-linked sequences. We reckon that the complete gene set of the ZW
chromosomes in Pogona and Phrynocephalus is not known and some genes we
considered as autosomal could be sex-linked in these species. However, we
expect that the average signal from hundreds of randomly selected genes will
reflect the average autosomal rate rather than a rate from a minority of sex-linked
genes. Moreover, since chromosome 6 from A. carolinensis is orthologous to the
Z chromosome in snakes (Vicoso et al. 2013) genes from this chromosome were

avoided in the analyses.

We downloaded from the ENSEBML database (release 90; www.ensembl.org;
last accessed October 16, 2019) the lists of one-to-one orthologous genes across
human, rat, rabbit, dolphin, dog, elephant, armadillo, platypus, chicken, A.
carolinensis, and Xenopus, and selected only the orthologous genes to the X-
linked genes in human. For all selected species MMB was previously estimated
(Wilson Sayres et al. 2011). We worked with 114 X-linked genes in human that
are one-to-one orthologous in all other amniote species (supplementary table 1,

Supplementary Material online). We reconstructed both the individual ds trees for
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the 114 X-linked genes and the concatenated ds tree. We worked with the oldest
genes on the X chromosome. That is, X-linked genes from the oldest strata (X-
conserved region; Pandey et al. 2013) were considered for the analyses. Most of
these genes stopped recombination with the Y chromosome 180 Ma when the
sex chromosomes originated (Cortez et al. 2014). We built codon-based
alignments using PRANK (Loytynoja and Goldman 2005) and performed the
individual and bootstrapped sampling of random codons from the concatenated
alignment 100 times using the codeml program, implemented in the PAML44
package (Yang 1997). We also selected random subsets of 104 autosomal genes
to obtain the overall genomic substitution rates in order to perform the substitution
rate correction (see above) to prevent potential biases introduced by fast or slow

evolving groups.

Simulations

We generated random sequences of 3,000 nucleotides-long and evolved these
sequences following the species’ tree using GenSeq (version 1.3.4) (Rambaut
and Grassly 1997). We used the same species used in the previous ds-based
analyses. The species’ tree was downloaded from the Timetree database
(http://www.timetree.org/; last accessed October 16, 2019). The squamate tree
was reshaped based on ref. (Zheng and Wiens 2016). We transformed the
resulting branch lengths (representing millions of years) to substitution rates
using a value of 2.22e-09 mutations per million years, which is an averaged
substitution rate derived from a wide number of mammalian genomes (Kumar
and Subramanian 2002); a similar estimate is not yet available for pleurodonts;
we considered the mammalian substitution rate as a proxy of the amniote
substitution rate. We reckon that mutation rates may be affected by different
variables such as extended generation times and late sexual maturity. Generation
times among the selected reptiles, except for A. carolinensis that has a
generation time of 1 year, are similar: 2—3.5 years in agamids and pleurodonts,
and 3—4 years in snakes. We modeled nucleotide evolution under 16 scenarios.
Under the first scenario, the null hypothesis, agamids never had the XY
chromosomes, their branches were not affected by MMB and their lengths were
equivalent to those from snakes. In this null scenario, sequences from snakes

and agamids were evolving at a rate of 2.22e-09 mutations per million years.
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Then, we modeled nucleotide evolution under 15 alternative scenarios
under four different strengths of a, 1.8 (a reported in snakes; Vicoso et al. 2013),
2.4 (ain most mammals 2.46 0.26 95% Cl—Wilson Sayres et al. 2011; Link et al.
2017 and birds 2.476 0.2 95% Cl—BartoschHarlid et al. 2003), 4, and 6 (values
of a reported for primates; Makova and Li 2002; Venn et al. 2014 and pleurodonts;
this study). GenSeq (Rambaut and Grassly 1997) uses two different models
(GTR and HKY) and, based on the branch lengths, it applies a particular
substitution rate. Thus, by modifying the branch lengths, we were able to simulate
the effect of MMB.

For each of the 15 alternative scenarios, we gradually shortened the
branch lengths in the agamid clade (or in specific branches) by 0.00683, 0.0091,
0.0151, and 0.0227, which represented the substitution rates occurring over a
period of 10 Myr under a values of 18, 2.4, 4, and 6, respectively. The higher the
strength of MMB, the more rapidly the branch lengths will be reduced. In other
words, by shortening the branch lengths of agamids by the indicated values, the
species in this lineage were no longer evolving at a rate of 2.22e-09 mutations
per million years for 170 Myr (approximate age of the sex chromosomes), and
the differences in lengths were equivalent to the substitution rate owing to MMB

during the amount of time the sequences were X-linked.

GenSeq (Rambaut and Grassly 1997) is a high-speed program and it can
be run with multiple processes in parallel. We repeated the process with 100
different randomly generated nucleotide sequences for each simulation. During
the simulations, snake sequences were not differentially affected by MMB,
whereas pleurodont sequences were always affected by a = 6. Finally, for each
set of evolved sequences, we calculated a ds tree using the codeml program,
implemented in the PAML44 package (Yang 1997).

For placental mammals, we performed simulations as described above
with few changes. The species’ tree was downloaded from the Timetree database
(http://www.timetree.org/; last accessed October 16, 2019). We transformed the
resulting branch lengths (representing millions of years) to substitution rates using
a value of 2.22e-09 mutations per million years, which is an averaged substitution
rate derived from a wide number of mammalian genomes (Kumar and

Subramanian 2002). Prior to the simulations, we modified the branch lengths on
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the tree to simulate the effect of MMB in placental mammals reported in ref.
(Wilson Sayres et al. 2011). That is, we shortened the branch lengths in the
placental clade by 0.122 when a = 1.6-2 (rat, dog, and armadillo); by 0.198 when
a =2.9-3.3 (rabbit and elephant); by 0.27 when a = 3.9—-4 (dolphin); by 0.39 when
a >6 (human). The internal nodes were modified following the tree structure and

averaging the a values of the tips or the previous branches.

We modeled nucleotide evolution under 18 scenarios. Under the first
scenario, the null hypothesis, platypus never had the placental XY chromosomes
and its branch was not affected by MMB and the length was equivalent to those
from the outgroup species. Then, we modeled nucleotide evolution under 17
alternative scenarios; two additional scenarios compared to reptiles since the
placental sex chromosomes are 10—-20 Myr older than the sex chromosomes in
pleurodonts/acrodonts (Cortez et al. 2014; Marin et al. 2017). In these alternative
scenarios, we considered that platypus shared the placental XY chromosomes
for increasing periods of time. Thus, platypus’ branch was shortened by 0.0113
every 10 Myr based on the averaged a value of 2.9 reported in ref. (Link et al.
2017) for monotreme mammals. Finally, we ran 100 times each hypothesis using
a different set of randomly generated sequences and every time we calculated a
ds tree using the codeml program, implemented in the PAML44 package (Yang
1997).

The values plotted in figures 2, 6, and 5, and supplementary figures 1 and 2,
Supplementary Material online, were taken from the dstrees. All simulations were
run using balanced compositions of nucleotides due to the specificities of GenSeq
(Rambaut and Grassly 1997). Therefore, when plotting the data we adjusted the
scale of the simulated data to match the scale of the observed data to account

for changes in GC content in the species’ sequences.

Statistical Analyses and Graphics

Statistical tests were performed using the R package, standard libraries. Data

were plotted using the R package, “ggplot2” library.
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Synonymous substitution rate (ds)

7.4 Results

Monotreme Mammals Did Not Share the Same XY Chromosome System with

Placental Mammals

We assessed the evolution at neutral sites using branch specific rates of

synonymous substitutions (ds trees) from114 genes that are X-linked in placental

mammals but are autosomal in platypus and outgroup species. We generated

100 bootstrapped ds trees based on the concatenated alignment of the 114 X-

linked genes and one-to-one orthologous sequences in platypus and outgroup

species. To correct for potential biases introduced by fast or slow evolving

lineages, we corrected the X-linked substitution rates using autosomal

substitution rates (see Materials and Methods), which can be used as proxies of

the overall genomic mutation rate in each lineage. Figure 2a summarizes the

autosomal-corrected X linked substitution rates. We observed that platypus and

the outgroup species showed similar values significantly higher compared to the

substitution rates exhibited by placental mammals.
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FIG. 2. Synonymous substitution rates of X-linked genes in placental mammals and

orthologous genes in platypus and outgroup species. (a) Boxplots of autosomal-corrected

synonymous substitution rates of X-linked sequences in placental mammals and orthologous

sequences in platypus and outgroup species obtained from the concatenated alignment of

114 genes analyzed by 100 bootstrap rounds (see Materials and Methods). MED indicates
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the median value within placental or outgroup species. The shaded purple area marks values
covered by placental mammals. Benjamini—Hochberg-corrected P values, Welch two sample
t-tests. Error bars, maximum and minimum values, excluding outliers. Black dots represent
the values from 100 bootstrap rounds. The species tree specifies the relationships among
the analyzed species. (b) Platypus sequences were simulated as X-linked for different
amounts of time and under a = 2.9 (see Materials and Methods). In the first scenario (the
null hypotheses; red label), platypus sequences were modeled as X-linked sequences for 0
Myr and then modeled as autosomal sequences for 180 Myr. In the 17 alternative scenarios,
platypus sequences were modeled as X-linked sequences for an increasing number of
millions of years (by steps of 10 Myr) and then modeled as autosomal sequences for a
decreasing number of millions of years (by steps of 10 Myr). Outgroup sequences were
evolved in the absence of male mutation bias, whereas placental sequences were always
evolved under specific a values (see Materials and Methods). MED indicates the median
value within placental or outgroup species. Error bars indicate the Welch’s 95% confident
intervals and the brown dots represent the mean values from 100 simulations. The shaded
orange area highlights the pattern followed by the simulated data. The potential ages when
the XY chromosome system loss would occur is given by the overlap between the observed
and the simulated data (green horizontal bar). The overlap is also highlighted by the green

dotted vertical line and the colored label on the x axis (light green).

Finally, we ran simulations (see Materials and Methods) using a set of randomly
generated sequences, the GTR substitution model, following the species’ tree,
and using the known (Wilson Sayres et al. 2011; Link et al. 2017) male mutation
bias intensities (a values) for each group. Each simulation tested a specific
scenario in which platypus maintained the placental sex chromosomes for an
increasing number of million years. We then compared the simulated and the
observed data (from fig. 2b). We found that the observed data overlapped the
simulated data only when the tested scenario specified that platypus never
shared the placental XY chromosome system (fig. 2c). These results strongly
indicate that platypus most likely did not share the sex chromosomes present in

placental mammals.

Male Mutation Bias in the Green Anole and the Fiji-Banded Iguana

In order to apply the same approach in squamates, we first needed to determine
whether these species presented male mutation bias. Therefore, we analyzed the
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substitution rates at neutral sites of intronic sequences from X-linked, Y-linked,
and autosomal genes between two pleurodont species, A. carolinenesis and the
Fiji-banded iguana (B. fasciatus), and found that Y-linked sequences have
evolved faster than both the X-linked and autosomal sequences (Welch two
sample t-test, P< 2e-16; fig. 3). The observed pattern is consistent with the
presence of MMB (Link et al. 2017) in squamates. We applied Miyata’s equations
(Miyata et al. 1987) to the median values of X, Y, and autosomal substitution rates
and calculated the strength of MMB (a) in pleurodonts. We obtained an a value
of 6 (95% confident intervals: 5.7—7) for the Y/X comparison, an a value of 5 (95%
confident intervals: 3.2—7) for the X/A comparison, and an a value of 7.5 (95%
confident intervals: 7-11) for the Y/A comparison, corresponding to a strong MMB
in pleurodonts. The a values are similar and the confident intervals overlap in the
three comparisons, which is consistent with MMB being the primary force shaping

the chromosomal substitution rates (Link et al. 2017) in these species.

Substitution Rates in X-Linked Sequences in Pleurodonts and Orthologous

Genes in Agamids and Snakes

We estimated the substitution rates at neutral sites across distant taxa by building
ds trees with the coding sequences of X-linked genes in pleurodonts and one-to-
one orthologous sequences in agamids, snakes, and other amniote species (see
Materials and Methods). We produced 100 individual bootstrapping ds trees
based on the concatenated alignment of the 77 X-linked genes and one-to-one
orthologous sequences in other species. We corrected the X-linked substitution
rates using autosomal substitution rates to reduce the effect of fast or slow
evolving lineages. The results indicated that the snake orthologous sequences
(i.e., sequences that were not X-linked) have evolved faster than the sequences
from pleurodonts (i.e., sequences that have been X-linked for 170— 160 Myr;
Benjamini—-Hochberg corrected P< 0.001, Welch two sample t-test; fig. 4a and b).
Importantly, the sequences from the three species of agamids (P. vitticeps, C.
decresii, and Phr. vlangalii) showed branch lengths that were significantly larger
than those from pleurodonts, but significantly shorter than those from snakes
(Benjamini—Hochberg corrected P< 0.001, Welch two sample t-test; fig. 4a and
b). We could not find significant differences when random subsets of autosomal

genes were taken as a substitute for the X-linked genes (Benjamini-Hochberg
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corrected P> 0.05, Welch two sample t-test; fig. 4c). These results were
consistent with the presence of male mutation bias in agamids and strongly
supported the hypothesis that agamids shared the XY chromosome system with
pleurodonts during a number of million years. Lastly, the clear differences in
substitution rates between P. vitticeps/C. decresii and Phr. vlangalii could indicate
that the XY chromosome system was conserved longer in the
Pogona/Ctenophorus lineage or, alternatively, that the Pogona/Ctenophorus and

Phrynocephalus lineages experienced different strengths of MMB.
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FIG. 3. Synonymous substitution rates for sex-linked and autosomal sequences in
pleurodonts. Violin plots of synonymous substitution rates obtained from the comparison of
Y, X, and autosomal intronic sequences between two pleurodont species, the green anole
Anolis carolinenesis and the Fiji-banded iguana. P value, Welch two sample t-test. N= 1,000

bootstrap rounds. Error bars represent 1 SD from the mean.

Simulated Data in Squamates

We evolved nucleotide sequences considering 16 different scenarios. The first
scenario (i.e., the null hypothesis; figs. 5 and 6, red labels) considered that
agamids did not share the ancestral XY chromosome system with pleurodonts.
In addition, we modeled 15 alternative scenarios in which we assumed that

agamids maintained the ancestral XY chromosome system for an increasing
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number of million years (fig. 5 and supplementary fig. 1, Supplementary Material
online; see Materials and Methods). Since a values are not available for agamids
due to scarce sequencing data, we decided to use different intensities of male
mutation bias (fig. 5 and supplementary fig. 1, Supplementary Material online). In
the simulations, the branch lengths of snakes and pleurodonts were not different
between the observed values and simulated values (Mann—Whitney U test, P>
0.05; fig. 5 and supplementary fig. 1, Supplementary Material online, grey
horizontal bars). This result indicates that the simulations can correctly
recapitulate that autosomal sequences in snakes have not been differentially
affected by MMB, whereas X-linked sequences in pleurodonts have been under
a strong MMB. On the other hand, the longer the sequences in agamids were
modeled as X-linked, and were differentially affected by MMB, their branch
lengths became shorter, moved away from the snake values and approached the
values exhibited by pleurodonts (fig. 5 and supplementary fig. 1, Supplementary
Material online, shaded areas). Importantly, the simulations supported the
hypothesis that agamids conserved the ancestral XY chromosome system for
several million years. In other words, when we assumed that agamids did not
share the ancestral XY chromosome system with pleurodonts (fig. 5 and
supplementary fig. 1, Supplementary Material online, the red “null H.” label on the
X axis), regardless of the intensity of MMB, the results were incompatible with the
observed data for the three species (no overlap between the observed values
and the simulated values; fig. 5 and supplementary fig. 1, Supplementary Material

online, horizontal light and dark green bars).

We further explored the simulated data to infer the approximate time at which
agamids lost the XY chromosome system. To do so, we matched the observed
values and the simulated values for Pogona/Ctenophorus as a single lineage,
given their close phylogenetic relationship (Zheng and Wiens 2016), and
Phrynocephalus as another lineage (fig. 5 and supplementary fig. 1,
Supplementary Material online, horizontal light and dark green bars). We initially
assumed that these lineages were affected by similar intensities of MMB. The
results obtained with low values of a (1.8 and 2.4) were incompatible with the
observed data for Pogona/Ctenophorus (no overlap between the observed values

and the simulated values; fig. 5a and b and supplementary fig. 1, Supplementary
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Synonymous substitution rate (ds)

Material online). In addition, the results obtained using a high value of a (a = 6)
implied that Phrynocephalus lost the XY chromosome system in the ancestor of
both groups, but Pogona/Ctenophorus lost the XY chromosome system after the
speciation event (fig. 5d and supplementary fig. 1, Supplementary Material online,
vertical pink line), which would mean that Pogona/Ctenophorus lost the sex
chromosomes twice. Only the simulations using a medium value of a (a = 4)
provided sounded results. In this scenario, the Pogona/Ctenophorus lineage lost
the XY chromosome system 20-50 Ma (fig. 5¢c and supplementary fig. 1,
Supplementary Material online), whereas the Phrynocephalus lineage lost the XY
chromosome system 70-110 Ma (fig. 5c and supplementary fig. 1,
Supplementary Material online), which coincides with the time it diverged from
Pogona/Ctenophorus (105.5 Ma; 79 Myr after the common ancestor of Pogona
and Phrynocephalus lineages; Zheng and Wiens 2016).

G

0.74

0.54

Synonymous substitution rate (ds)

FIG. 4. Synonymous substitution rates of X-linked genes and autosomes in pleurodonts and
orthologous genes in agamids and snakes. (a) Boxplots of autosomal-corrected synonymous
substitution rates for X-linked sequences in pleurodonts and orthologous sequences in
acrodonts (agamids) and snakes obtained from the concatenated alignment of 77 genes
analyzed by 100 bootstrap rounds (see Materials and Methods). MED indicates the median
value within placental or outgroup species. The shaded yellow area marks values covered

by agamids. Benjamini-Hochberg-corrected P values, Welch two sample t-tests. Error bars,
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maximum and minimum values, excluding outliers. Black dots represent the values from 100
bootstrap rounds. The species tree specifies the relationships among the analyzed species.
(c) Same as in (b) but for autosomal-corrected synonymous substitution rates of random

subsets of autosomal sequences.

It is, however, very likely that the Pogona/Ctenophorus and Phrynocephalus
lineages experienced different intensities of MMB after their divergence. Changes
in MMB intensities have been seen in placental mammals (Wilson Sayres et al.
2011) and have the potential to affect the results. Therefore, we explored
combinations of low, medium, and high values of a, both in the ancestor and in
the specific branches leading to Pogona/Ctenophorus and Phrynocephalus. In
agreement with the first round of simulations (results in fig. 5), we found that a
combination of low values of a (a < 4) were incompatible with the observed data
in Pogona/Ctenophorus, and a combination of high values of a (a > 6) resulted in
Pogona/ Ctenophorus losing the XY chromosome system twice. Ultimately, only
four scenarios were compatible with the observed data, as well as with the
evolution of the species (i.e., divergence time; fig. 6 and supplementary fig. 2,
Supplementary Material online). In the first scenario (fig. 6a), the ancestor and
Phrynocephalus lineage experienced low MMB, but Pogona/Ctenophorus
specifically experienced an acute increase in a. In this scenario, Pogona/
Ctenophorus and Phrynocephalus lost the XY chromosome system very recently
(20-30 Ma). Other plausible scenarios included (i) an independent increase of a
in agamids (fig. 6b), (ii) an increase of a in Pogona/Ctenophorus coupled with a
decrease of a in Phrynocephalus (fig. 6¢), and (iii) an increase of a specifically in
Pogona/Ctenophorus coupled with moderate a in Phrynocephalus (fig. 6d).
These three scenarios provided similar results, meaning Pogona/Ctenophorus
consistently lost the XY chromosome system in recent times, 20— 60 Ma, whereas
Phrynocephalus lost the XY chromosome system around the time the Pogona
and Phrynocephalus lineages split (105.5 Ma; 79 Myr after the common ancestor

of Pogona and Phrynocephalus lineages; Zheng and Wiens 2016).
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FIG.5.Simulations in squamates using the GTR model. Agamid sequences were simulated
as X-linked for different amounts of time. Phrynocephalus and Pogona/Ctenophorus lineages
were subjected to constant intensities of a: (a) a = 1.8, (b) a =2.4, (c) a =4, and (d) a = 6.
In the first scenario (the null hypotheses; red labels), agamid sequences were modeled as
X-linked sequences for 0 Myr and then modeled as autosomal sequences for 170 Myr. In the
15 alternative scenarios, agamid sequences were modeled as X-linked sequences for an
increasing number of millions of years (by steps of 10 Myr) and then modeled as autosomal
sequences for a decreasing number of millions of years (by steps of 10 Myr). Snake
sequences were evolved in the absence of male mutation bias, whereas pleurodont
sequences were always evolved under strong male mutation bias ( a = 6). The trees in the

lateral boxes summarize the strength of a applied to the different groups; sna is snakes, pog
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is pogona, cte is ctenophorus, phr is phrynocephalus, and pleu are pleurodonts. Error bars
indicate the Welch’s 95% confident intervals and the brown dots represent the mean values
from 100 simulations. The green shaded areas highlight the patterns followed by the
simulated data. The potential ages when the XY chromosome system loss would occur are
given by the overlap between the observed and the simulated data (green horizontal bars,
light and dark green for Phrynocephalus and Pogona/Ctenophorus lineages, respectively).
These overlaps are also highlighted by the dotted vertical lines and the colored labels on the
x axis (light green and magenta for Phrynocephalus and Pogona/ Ctenophorus lineages,
respectively). The pink vertical bars indicate the Pogona/Phrynocephalus speciation event

(79 Myr after the last common ancestor of the two lineages; taken from Zheng and Wiens
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FIG.6.Simulated data in squamates using the GTR model. Agamid sequences were
simulated as X-linked for different amounts of time. Phrynocephalus and
Pogona/Ctenophorus lineages were subjected to variable intensities of a: (a) low-strong, (b)

low-medium-strong, (c) medium-lowstrong, and (d) medium-strong. In the first scenario (the
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null hypotheses; red labels), agamid sequences were modeled as X-linked sequences for 0
Myr and then modeled as autosomal sequences for 170 Myr. In the 15 alternative scenarios,
agamid sequences were modeled as X-linked sequences for an increasing number of
millions of years (by steps of 10 Myr) and then modeled as autosomal sequences for a
decreasing number of millions of years (by steps of 10 Myr). Snake sequences were evolved
in the absence of male mutation bias, whereas pleurodont sequences were always evolved
under strong male mutation bias ( a = 6). The trees in the lateral boxes summarize the
strength of a applied to the different groups; sha is snakes, pog is pogona, cte is
ctenophorus, phr is phrynocephalus, and pleu are pleurodonts. Error bars indicate the
Welch’s 95% confident intervals and the brown dots represent the mean values from 100
simulations. Shaded areas highlight the patterns followed by the simulated data (blue for
Phrynocephalus and purple for Pogona/Ctenophorus). The potential ages when the XY
chromosome system loss would occur are given by the overlap between the observed and
the simulated data (green horizontal bars, light and dark green for Phrynocephalus and
Pogona/Ctenophorus lineages, respectively). These overlaps are also highlighted by the
dotted vertical lines and the colored labels on the x axis (blue and purple for Phrynocephalus
and Pogona/Ctenophorus lineages, respectively). The pink vertical bars indicate the Pogona/
Phrynocephalus speciation event (79 Myr after the last common ancestor of the two lineages;
taken from Zheng and Wiens 2016).

7.5 Discussion

Overall, our work showed that by tracing the effects of male mutation bias on a
specific group of sequences we could hint at former X chromosomes. Specifically,
we first showed that monotremes did not share the sex chromosomes with
placental mammals. A number of studies support this result since phylogenetic
analyses of both monotreme XsYs and therian XY gametologs indicated an
independent origin for the sex chromosomes in these two groups (Cortez et al.
2014). Furthermore, we showed that pleurodonts and acrodonts probably shared
the same sex chromosomes, and that acrodonts conserved the pleurodont XY

chromosomes for several millions of years.

In the majority of the scenarios we tested, either with fixed or variable a values,
we obtained similar results. That is, the Pogona/Ctenophorus lineage probably
lost the XY chromosome system in more recent times than the Phrynocephalus
lineage, which seemed to have probably lost the XY chromosome system around
the time it diverged from Pogona. This result entails an interesting possibility since
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a sex determination system turnover could have been a key factor promoting the
speciation of the Phrynocephalus lineage. At this stage, we cannot know which
genetic or environmental factors triggered the sex chromosome turnover in
acrodonts and whether this event responded to either selection pressures or
genetic drift (Saunders et al. 2018).

So far, the Tree of Sex database contains information regarding the sex
determination systems in 27 species of agamids and 3 species of chameleons
(Bachtrog et al. 2014). Additional studies have added a few extra species to the
list (Rovatsos et al. 2015; Hansson and Olsson 2018; Nielsen et al. 2018).
However, there are 500 extant species in the acrodont clade. We should,
therefore, continue with the characterization of the sex determination systems in
this group since some species may have maintained the ancestral XY

chromosome system we still observe in pleurodonts.

We note that the reported age estimates for the sex determination system
turnovers in acrodonts should be taken with prudence. At this stage, our method
could hint at whether a particular group of species shared specific sex
chromosomes during an approximated range of time before undergoing a sex
determination system turnover. We note, however, that although the general
patterns are robust, the variation in synonymous substitution rates is high within
groups, particularly in snakes. This could be due to species specific variations in
the mutation rates or the strength of MMB. But also due to the heterogeneity in
synonymous substitution rates among autosomes of the same species.
Therefore, we cannot exclude that all agamid groups lost the pleurodont XY
system in a single ancestral event. Our results will surely be refined as we learn
more about the mutation rates and X chromosome strata in reptiles. More
accurate estimates will require knowing the strength of MMB in a larger number
of species of pleurodonts, acrodonts, and snakes, and for this, further sequencing
data will be required. However, simulations offer a good alternative since they
present direct estimates that derive from the sole effect of MMB, regardless of

any confounding factor.

The method described in this work could be suitable to study a broad number
of groups where sex turnovers are suspected but the obvious genomic signatures

have been eroded owing to the loss of the Y chromosome and the present
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autosomal nature of the former X chromosome***OK. The method could also be
applied in species with ZW chromosomes. Male mutation bias would make the Z
chromosome to evolve faster because it spends more time in the male germline
(Wilson Sayres and Makova 2011). The simulations should be modified
accordingly. We note that the only prerequisites to apply the method are sufficient
sequencing data and presence of MMB in the groups of interest. Snakes are a
potential candidate group to test the method. One could test whether pythons and
boas shared the canonical ZW system before evolving specific XY systems
(Gamble et al. 2017; Augstenova et al. 2018). Another example could be
amphibians and their recently described panoply of sex chromosome transitions
(Jeffries et al. 2018).

7.6 Supplementary Material
Supplementary data are available at Genome Biology and
Evolution online.
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8. DISCUSION

Las tecnologias de secuenciacién han permitido estudiar mas a fondo y desde
una perspectiva mas amplia los sistemas de determinacion sexual, comparadas
con la limitada informacion obtenida anteriormente con las técnicas de cariotipos
0 gPCRs. La secuenciacion del genoma y transcriptoma me permitio estudiar en
detalle eventos evolutivos a través del tiempo en los sistemas de determinacién
sexual de B. vitattus (Acosta y Cortez et al., 2019a) y Eulamprus (Acosta y Cortez
et al., 2020), asi como la caracterizacion de estos sistemas. El presente trabajo
refleja la importancia de la eleccion correcta de los modelos de estudio que nos
permitan comprender mas acerca de la evolucion de los sistemas de

determinacion sexual.

Evoluciéon de los cromosomas sexuales en Corytophanidae

En términos generales, la conservacion de los sistemas de determinacion sexual
durante millones de afios de antigliedad se puede observar en reptiles (160-170
millones de afios; Marin y Cortez et al., 2017), mamiferos (180 millones de afios
con el mismo sistema XY; Cortez et al., 2014), en aves (120 millones de afios
con un sistema ZW; Mank y Ellegren, 2007) e insectos (210 millones de afios en
Lepidoptera/Trichoptera; Misof et al., 2014; 240 millones de afios en Hemiptera,
Paly Vicoso, 2015). Pero diversos estudios han demostrado que organismos con
cromosomas Y/W altamente degenerados frecuentemente tienen descendencia
con cariotipos celulares XO/ZO (Raudsepp et al., 2012; Halkka, 1960; Manna,
1982; Papeschi y Bressa, 2006) y en casos extremos como los mamiferos del
género Ellobius y Tokudaia, insectos del género Nemophora y los reptiles de la
familia Corytophanidae se ha observado una pérdida completa del sistema de
determinacion sexual de la especie (Bakloushinskaya et al., 2018; Koroiwa et al.,
2010; Washio, 2019; Fraisse et al., 2017; Acosta y Cortez et al., 2019a).

Ha sido bien documentado que algunas especies usan estrategias como
el rejuvenecimiento a través de fusiones o traslocaciones de cromosomas
autosémicos para la conservacion de los cromosomas sexuales degenerados

(Blackmon y Demuth, 2015). En dos especies de género Tokudaia (roedores),
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se ha perdido el gen que determina el sexo en mamifeors, Sry, pero otros genes
del Y saltaron por transposicion a los autosomas, lo que tal vez quiera decir que
estos genes juegan un papel importante en el nuevo sistema de determinacion
sexual en la especie (Koroiwa et al., 2010; Washio, 2019). Por otro lado, una
tercera especie de Tokudaia agregd material genético a sus cromosomas
sexuales por medio de la fusion de éstos con autosomas (Murata et al., 2012).
Nuestro trabajo demuestra que los Corytophanidae no recurrieron al
rejuvenecimiento como estrategia evolutiva, pues realicé una busqueda de los
genes determinantes del sexo ancestrales presentes en Anolis a nivel genomay
transcriptoma, y mis resultados mostraron una completa usencia de éstos
(Acosta y Cortez et al., 2019a). De haber existido un proceso de
rejuvenecimiento mediante traslocacion o fusion de cromosomas autosémicos
con el degenerado cromosoma Y del sistema ancestral, los genes determinantes
del sexo seguirian presentes dentro del genoma de B. vittatus. Los resultados
del presente trabajo demuestran que el caso de los Corytophanidae se asemeja
a la transicion de determinacion sexual observada en los roedores del género
Ellobius (Just et al., 1995; Bakloushinskaya et al., 2018), en donde hay una
ausencia completa de los antiguos genes que determinantes del sexo y un nuevo
sistema de determinacion sexual ha suplido su funcién (Acosta y Cortez et al.,
2019a).

Estudios previos realizados por Marin y Cortez et al. (2017), han
demostrado que especies del infraorden Iguania como A. carolinensis posee solo
un total de 7 genes en el cromosoma Y (0.46% del contenido original) y
Bachilophus fasciatus, parece solo tener un total de 4 genes totales. Estos
resultados indican que el cromosoma Y en el infraorden Iguania esta altamente
degenerado, lo que ademas sugiere que estas especies presentan las
caracteristicas necesarias para que ocurran transiciones entre cromosomas
sexuales, tal sefiala la hipotesis de la fragilidad del cromosoma Y propuesta por
Blackmon y Demuth (2015): los sistemas de determinacion ancestral altamente
degenerados se convierten en una carga evolutiva para sus portadores,
permitiendo que si aparece un nuevo sistema de determinacion sexual que
proporcione menos desventajas (menor cantidad de mutaciones deletéreas

acumuladas, secuencias repetidas y pérdida de funcién de genes) éste sea fijado
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dentro de las poblaciones. Aunque los cromosomas sexuales se consideran
“trampas evolutivas” de las que es casi imposible salir, mecanismos como las
transiciones de determinacion sexual presentan una alternativa ante la inminente

degradacion y pérdida de los cromosomas Y/W (Pennell et al., 2018).

Una de las mejores técnicas para la reconstruccion de cromosomas
completos es el uso de mapas genéticos, construidos con datos de pedigri o
cruzas (Ellegren, 2012). Sin embargo, algunas especies protegidas que
generalmente no se pueden usar para cruzas artificiales o disefios de
reproduccion de medios hermanos (half-sib breeding) requieren esfuerzos
adicionales en el genotipado: en la mayoria de los sistemas es dificil encontrar
genealogias profundas con un numero suficiente de eventos de meiosis
(Romanov et al., 2009).

Como alternativa a la reconstruccion de cromosomas putativos, se puede
usar informacion en el orden de sintenia de especies relacionadas, teniendo en
cuenta que puede haber reordenamientos cromosomicos, incluso en especies
emparentadas (Ekblom y Wolf, 2014). Tomando en cuenta que la conservacion
de la sintenia de genes ort6logos puede permitir la reconstruccion de cariotipos
ancestrales de diferentes especies (Schartl, 2015), durante el primer esfuerzo
hacia la caracterizacion del sistema de determinacion sexual en Corytophanidae
usé como referencia el genoma de A. carolinensis. Mediante el uso de analisis
de cobertura, los cuales nos permiten identificar cromosomas sexuales
homomorficos (Vicoso y Bachtrog, 2011, 2013; Vicoso et al., 2013; Darolti et al.,
2019), traté de identificar la presencia de un sistema GSD en B. vittatus.
Desafortunadamente, los resultados no mostraron diferencias en las coberturas
de los cromosomas reportados en A. carolinensis, lo que podria deberse a que
los nuevos cromosomas sexuales de los Corytophanidae tienen rearreglos
diferentes a sus equivalentes cromosomales en A. carolinensis. Sin embargo, la
reconstruccién del antiguo sistema de cromosomas sexuales concuerda con los
estudios de Rovatsos et al. (2014), en donde se observaban dos copias de los
cromosomas X ancestrales en ambos sexos de los Corytophanidae.
Adicionalmente, realicé un analisis de expresion diferencial de los cromosomas
X ancestrales que demuestran que los niveles de expresiéon son los mismos en

ambos sexos (Acosta y Cortez et al., 2019a). Lo anterior se debe a que cuando
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un sistema de determinacion sexual se pierde, los cromosomas X/Z regresan a
ser cromosomas autosomales (White, 1973; Palmer et al., 2019) y por ende sus

niveles de expresion vuelven a ser iguales en machos y hembras.

Tomando como referencia el alto grado de sintenia documentado entre G.
gallus y varios reptiles, resultado del grado relativamente bajo de
reordenamientos en ambos grupos (Ezaz et al., 2009,2017; Matsubara et al.,
2006, Kawai et al., 2009; Alfoldi et al., 2011; Srikulnath et al., 2009, 2013, 2014;
O’connor et al., 2018; Ibney et al., 2020), decidi hacer la reconstruccion de los
cromosomas de Corytophanidae basados en los cromosomas de G. gallus,
esperando que la sintenia en bloques con esta especie fuera lo suficientemente
alta para permitir identificar los cromosomas sexuales mediante analisis de
cobertura genética. Este segundo esfuerzo para la detecciébn de cromosomas
sexuales por medio de las coberturas me permitié observar diferencias en
cobertura en el cromosoma correspondiente al microcromosoma 17 de G. gallus
en B. vittatus, mostrando la mitad de la dosis génica en machos, algo que se
espera de cromosomas sexuales heteromorficos. En este nuevo cromosoma
heteromorfico pude identificar los 12 genes del nuevo sistema XY de
Corytophanidae, confirmando de esta manera que la diferencia en cobertura se
debe a que éstos son cromosomas sexuales. Esto posiblemente significa que los
rearreglos del actual par de cromosomas sexuales de Corytophanidae y su
equivalente en A. carolinensis, se dieron posterior a la divergencia entre ambos
grupos, mientras que los rearreglos entre G. gallus y los Corytophanidae no han
sido lo suficientemente grandes y ha permitido la conservaciéon de una alta

sintenia en bloques.

Aplicando el método de sustraccién de transcriptoma desarrollado por
Marin y Cortez et al. (2017) corroboré la presencia de 12 genes especificos del
macho propios de un nuevo sistema XY de origen independiente y el uso de la
técnica de PCR gendmica me permitid dilucidar que estos genes sélo estan
presentes en machos. Aplicando la misma técnica con muestras de sangre de
C. hernandesii pude documentar la presencia de al menos cinco de los 12 genes
de este nuevo sistema XY de B. vittatus. Estos resultados sugieren que el resto

de los genes del cromosoma Y de B. vittatus surgieron mediante duplicaciones
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ylo traslocaciones posteriores a la divergencia entre ambos grupos, 0 que

eventualmente C. hernandesii perdio los genes Y.

Lo anterior indica que al menos dos de los tres géneros de la familia
Corytophanidae pasaron por una transicion de determinacion sexual que ocurrié
previo a la divergencia de estos dos grupos (Acosta y Cortez et al., 2019a). Los
estudios de Rovatsos et al. (2014) que registran un par de cromosomas X del
sistema ancestral de Iguania para machos y hembras en el género Laemanctus
podrian indicar que comparten el mismo sistema XY reciente de C. hernandesii
y B. vittatus, pero para poder corroborarlo es necesario tomar muestras de tejido
de al menos un ejemplar de cada sexo y corroborar mediante PCRs que los

genes del nuevo cromosoma Y estén presentes.

Una de las limitantes de las técnicas de caracterizacion mediante el uso
de transcriptémica y gendémica usadas en el presente trabajo es que aun cuando
se pueden identificar genes propios del sexo heterogamético, y por ende saber
si éstos pertenecen a un sistema XY o ZW, el ensamblaje de los cromosomas
usando como referencia a organismos modelos representa soOlo una
aproximacion a lo que podria ser la estructura real de los cromosomas de los
organismos de estudio. Hay que tener en cuenta que aun cuando las especies
estén cercanas filogenéticamente, puede haber rearreglos especificos que
surjan después de la divergencia entre ambas, cambiando la disposicién de los

genes a través de los cromosomas (Ekblom y Wolf, 2014).

Sin embargo, el uso de especies de referencia filogenéticamente cercanas
para la reconstruccion de cromosomas en ensambles de novo y la identificacion
de sintenia en bloques puede darnos una perspectiva mas amplia acerca de la
disposicion de los genes a lo largo de los cromosomas de una especie (Ekblom
y Wolf, 2014; Ellegren, 2014; O’connor et al., 2018; Ibney et al., 2020). Diversos
trabajos empiricos recientes (Georges et al., 2015; Pokorna et al., 2011; Ezaz et
al., 2009,2017; Matsubara et al., 2006, Kawai et al., 2009; Alfoldi et al., 2011;
Srikulnath et al., 2009, 2013, 2014; O’'Connor et al., 2018; Ibney et al., 2020),
incluyendo el presente (Acosta y Cortez et al., 2019a), apoyan el uso de G. gallus
en la reconstruccion de regiones cromosomales en ensambles de novo gracias
a su enorme sintenia con reptiles. Debido a que con el uso de estas técnicas no

es posible saber si los genes determinantes del sexo forman parte un
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microcromosoma 0 macrocromosoma, han sufrido fusiones o traslocaciones con
cromosomas autosomales, o algun otro tipo de rearreglos. Trabajos posteriores
con el uso de BAC-FISH podrian ayudar a identificar y corroborar la exacta
ubicacion de los genes que determinan el sexo y los cromosomas sexuales en
Corytophanidae, dandonos la respuesta de si pertenecen a macro o
microcromosomas sexuales, tal como se ha hecho en estudios recientes con
reptiles (Giovannotti et al., 2017; Alam et al., 2020; Lee, et al., 2020). Esta técnica
es (til para el mapeo fisico de genes, marcadores y otras secuencias de copia
Unica o baja frecuencia, usa el mismo principio base de FISH, pero con la
construccion de una biblioteca parcial de cromosomas artificiales bacterianos
(BAC) que permite insertos de mayor tamafio que la técnica de FISH tradicional,
el mapeo fisico de secuencias de copia Unica o baja frecuencia que es util para
correlacionar mapas genéticos y fisicos (Lee et al., 2020).

Como mencioné anteriormente, los diferentes estudios enfocados a la
identificacion del sistema de determinacién sexual en Corytophanidae previos a
este trabajo se basaban principalmente en la observacion de cariotipos
(Schwenk et al., 1982; Gorman et al., 1967; Viets et al., 1994). En estos estudios
nunca se pudieron identificar cromosomas sexuales. Gorman et al. (1967)
identific6 un total de 6 pares de macrocromosomas y 12 pares de
microcromosomas, tanto en Corytophanidae como en algunas otras especies de

Iguania.

Segun los antecedentes que indican la presencia de microcromosomas
en B. vitattus y alta sintenia en bloques con el microcromosoma 17 de G. gallus
con los cromosomas sexuales (Acosta y cortez et al., 2019a) existe la posibilidad
de que los nuevos cromosomas sexuales de los Corytophanidae correspondan
a microcromosomas. Es importante destacar que en reptiles como Anolis
gingivinus (Gorman y Atkins, 1996), Anolis blanquillanus (Gorman, 1975), P.
vitticeps, Pogona barbata, Amphibolurus nobbi (dragén nobbi) y Ctenophorus fordi
(dragon militar mallee) (Ezaz et al., 2005, Ezaz et al., 2009) se han logrado
identificar microcromosomas sexuales, por lo que la presencia de éstos en

Corytophanidae es algo factible.

En B. vittatus las regiones donde se encuentran los genes determinantes

sexuales estan altamente diferenciadas, pero cabe la posibilidad de que el resto
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del cromosoma no lo esté, por lo tanto, sean cromosomas homomorficos. Estas
razones explicarian el por qué en el pasado no se pudo identificar mediante

cariotipos cromosomas sexuales heteromorficos en los Corytophanidae.

Esta falta de degeneracion se asocia a menudo con una transicion de
determinacidn sexual, ya que estos cromosomas son jovenes y no han tenido el
tiempo suficiente para que la pérdida de genes sea tan masiva (Volff et al., 2007;
Perrin, 2009). Diversas especies de peces ((Mank y Avise, 2009; Mank et al.,
2006; Volff et al., 2007) y ranas (Miura, 2007; Ogata et al., 2008, 2021; Furman
y Evans, 2018) con frecuente nimero de transiciones parecen apoyar esta
hipétesis. Como muestro en los resultados del capitulo 1, usando las tasas de
mutacion sinénimas de las secuencias de los cromosomas sexuales pude
estimar que el nuevo sistema de determinacion sexual surgié hace
aproximadamente 61 millones de afios, dicho sistema aln es joven en
comparacion de los cromosomas sexuales de Iguania de 160 - 170 millones de
afos (Cortez et al., 2014) o los 240 millones de afios en Hemiptera (Pal y Vicoso,
2015), entre otros. Lo anterior podria explicar la ausencia de cromosomas

sexuales heteromorficos en Corytophanidaes (Acosta y Cortez et al., 2019).

Aun cuando pude identificar los genes del nuevo sistema de cromosomas
sexuales XY en Corytophanidae, una de las limitantes del método de sustraccion
de transcriptomas es que no permite conocer el verdadero rol en la cascada de
determinacién del sexo para los genes del machos. Sin embargo, mediante el
alineamiento con las secuencias ortélogas de los genes del nuevo cromosoma
Y compartidos entre C. hernandesii y B. vittatus, y las bases de datos de
vertebrados podemos tener una primera aproximacion de la funcion de éstos.
Por lo que una busqueda en la base de datos de NCBI Gene Bank mediante la
herramienta de alineacién BlastN y BlastX me permiti6 identificar los genes
ortélogos en reptiles y la funcion reportada para éstos en bases de datos como
GeneCards. Los resultados apuntan a EHMT1Y-X, un gen codificante para para
una proteina capaz de modificar epigenéticamente el genoma, como el principal
candidato a un gen regulador maestro. Sin embargo, es necesario confirmar
mediante métodos experimentales alternativos si este gen u otro de los 11
restantes pertenecen a un gen regulador maestro. El uso de técnicas como

CRISPR-Cas9, en donde la mutacion EHMT1Y-X mediante esta técnica podria
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proporcionar la informacion necesaria que verifique si este gen es el regulador
maestro dentro del nuevo sistema XY de Corytophanidae, esta técnica ya ha sido
usada antes en mamiferos, en donde mutaciones sobre el gen Sry genera
descendencia hermafrodita o inhibe el desarrollo de gonadas en machos
genéticos (Imaimatsu et al., 2018, Song et al., 2018).

Ohno (1967), propuso que en cromosomas heteromorficos altamente
diferenciados debido al tamafio tan pequefio del cromosoma Y/W y a la
monosomia del cromosoma X/Z en el sexo heterogamético, era necesaria la
presencia de un sistema de compensacion de dosis que igualase los niveles de
expresion de los cromosomas sexuales en el sexo homogamético. Algunas
especies documentadas como mamiferos (Gupta et al., 2006; Nguyen y
Disteche, 2006; Julien et al., 2015; Pessia et al., 2012; Lin et al.,, 2012),
nematodos (Ercan et al., 2007; Reinke et al., 2004), insectos (Baker et al., 1994,
2011; Franke y Baker, 1999; Prince et al., 2010; Hahn y Lanzaro, 2005; Wilkinson
et al., 2013), reptiles (Marin y Cortez et al., 2017) y plantas (Muyle et al., 2012)
cumplen con esta regla de compensacion de dosis completa. Sin embargo,
algunas especies de aves (Itoh et al., 2007; Ellegren et al., 2007; Uebbing et al.,
2013; Arnold et al., 2008; Moghadam et al., 2013; Naurn et al., 2011; Wolf y Bryk,
2011), insectos (Walters et al., 2015; Harrison et al., 2012), platelmintos (Vicoso
y Bachtrog, 2011; Zha et al., 2009; Arunkumar et al., 2009), reptiles (Schield et
al., 2019; Acosta y Cortez et al., 2019a) y peces (Leder et al., 2010) mantienen
sistemas de compensacién de dosis incompletos. A través de andlisis de
expresion diferencial de genes del cromosoma X en diferentes tejidos somaticos
de machos y hembras, he observado que el nuevo sistema de cromosomas
sexuales XY en Corytophanidae parece tener un sistema de dosis parcialmente
compensado por lo menos en B. vittatus, pues los niveles de expresion génicos
en machos son mas bajos que en hembras. Muyle et al. (2012) argumenta que
los mecanismos de compensacion de dosis comienzan a aparecer en los
sistemas de determinacion sexual tan pronto como la expresién del cromosoma
Y/W disminuye. En el caso de los mamiferos, los estratos mas antiguos tienen
una compensacion de dosis mas optimizada y los estratos mas jovenes tienen
una mayor proporcion de genes que escapan a la inactivacion del cromosoma X

(Carrel y Willard, 2005). Este mismo caso parece corresponder a lo que he
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documentado B. vittatus quienes, al tener cromosomas sexuales mas recientes,
en comparacion al sistema ancestral de A. carolinensis (con un sistema de
compensacion de dosis completo) (Marin y Cortez et al., 2017), es posible que
estén pasando por un estado transitorio hacia un sistema de dosis completo, en
lugar de presentar un sistema de compensacion de dosis incompleto o deficiente.
Una segunda hipotesis es que los genes que presentan una expresion diferencial
en machos sean genes haplosuficientes (necesitan solo una copia para su
correcto funcionamiento) (Makino y MCLysaght, 2010). Los analisis de expresion
diferencial en los cromosomas sexuales nos permiten identificar como es la
dindmica del sistema de compensacién de dosis actual en las especies. Sin
embargo, no es posible determinar mediante esta técnica cuales son los factores
asociados que ayudan a mantener dosis equivalentes en ambos sexos. El uso
de técnicas como el método de conformacion de captura Hi-C podria ayudarnos
a dilucidar el mecanismo asociado en la dosificacidén de la expresién de los genes
en los cromosomas sexuales de Corytophanidae. Con Hi-C se pueden identificar
los dominios estructurales de la cromatina, llamados TADs, que permiten tener
una vision de la organizacién del genoma y la regulacién de los genes (Belton et
al., 2012; Fang et al., 2019).

Auln con la tecnologia actual, los datos que se tienen de las especies y
como funcionan los mecanismos de compensacion de dosis es todavia dificil
evaluar si una especie con compensacion de dosis incompleta: 1) esta en
proceso de establecer tasas 6ptimas de transcripcion de cada gen en los
cromosomas X/Z del sexo homogamético para igualar la expresion del sexo
heterogamético o, 2) si este Ultimo, es quien debe alcanzar la dosis en el sexo
homogamético (Mank, 2013). Por ejemplo, las aves no demuestran signos de
una seleccion a favor de los mecanismos de compensacion de dosis en los
estratos mas jovenes ni en los mas antiguos, por el contrario, los niveles de
expresion en el sexo homogamético (machos) aumenta en los estratos mas
antiguos (Wright et al., 2012).

Pasar de un GSD degenerado a un nuevo GSD puede ser favorable
cuando el sistema de determinacion ancestral que esta altamente degenerado -
- como seria el caso de la familia Corytophanidae (Acosta y Cortez et al., 2019)

-- ya que lo que en un inicio es una ventaja evolutiva, el tener cromosomas
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sexuales en ambientes cambiantes, pasa a ser una carga genética, lo que se
conoce como la “toxicidad del cromosoma Y”. Esta toxicidad del cromosoma Y,
inicia cuando la falta de recombinacion homodloga entre los cromosomas
sexuales permite la duplicacién descontrolada de elementos transponibles, lo
cual puede provocar el silenciamiento de genes dentro del cromosoma Y. Dada
la aleatoriedad de los mecanismos de multiplicacién de los transposones, éstos
pueden o no silenciar genes de importancia para la determinacién del sexo,
adicional a la ausencia de los mecanismos para corregir las mutaciones
ocasionadas por los transposones. Dentro del cromosoma Y, los transposones
se convierten en un riesgo constante, ademas de acumular muchas secuencias
repetidas con el paso del tiempo, provocan un silenciamiento masivo de los

genes funcionales del cromosoma Y (Bachtrog et al., 2020).

En andlisis preliminares de transcriptomica dentro de nuestro laboratorio
con Urusaurus bicarinatus (lagartija de arbol del Pacifico) y Gambelia wislizenii
(lagartija leopardo de nariz larga), pude identificar en Urusaurus ocho transcritos
especificos del macho contra 20 de las hembras, mientras que para Gambelia
encontré un total de tres transcritos especificos de machos contra 12 de la
hembra. Estos resultados podrian indicar la presencia de un sistema ZW en
ambas especies y, por lo tanto, una transicion de sistema XY ancestral de
Iguania al igual que los Corytophanidae. Cabe destacar que es necesario aplicar
la metodologia completa empleada en Corytophanidae (Acosta y Cortez et al.,
2019a) y Eulamprus (Acosta y Cortez et al., 2020), en donde la secuenciacion
de genoma de ambas especies nos permitird tener una visibn mas amplia a
través de la reconstruccion del genoma, el analisis de cobertura de los
cromosomas reconstruidos y aplicar el método de sustraccion de transcriptoma
para identificar los genes propios del sexo heterogamético, asi como analisis de
expresion del nuevo sistema que nos brindara mas informacion sobre el sistema
de compensacion de dosis de un posible sistema ZW. El estudio de éstas y otras
especies, nos dard mas detalles sobre el destino evolutivo de los cromosomas
sexuales altamente degenerados, no solo en el infraorden Iguania, sino también
en diversos grupos de vertebrados como mamiferos, aves y anfibios quienes

presentan cromosomas sexuales ancestrales altamente degenerados.
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Caracterizacion del sistema de determinacion sexual en el género

Eulamprus

Recientes estudios basados en evidencia citogenética y molecular demostraron
gque especies de camaleones (Giovannotti et al., 2017), varanidos (lannucci et
al., 2019), lacértidos (Rovatsos et al., 2016) y scincidos (Acosta y Cortez et al.,
2020) que se aseguraba tenian TSD, realmente presentan cromosomas
sexuales. Es aqui cuando las herramientas moleculares, citogenéticas,
transcriptdbmicas y gendmicas actuales pueden permitir la caracterizacion de
sistemas de determinacion sexual con cromosomas cripticos dificiles de
detectar, ya sea por la presencia de cromosomas sexuales homomorficos o de

microcromosomas.

Hasta el presente trabajo, diversos estudios trataron caracterizar el
sistema de determinacion sexual del género Eulamprus mediante el uso de
cariotipos e incubacion de huevos (Ota y Lue, 1994; O’ Connor et al., 2003;
Shine, 2004). Ambos resultados parecian apuntar a la ausencia de cromosomas
sexuales y una marcada presencia de TSD bajo temperaturas de incubacién
superiores a 32°C (Robert y Thompson, 2001). Debido a que las especies
pertenecientes este género viven en climas frios (12 — 15°C) es dificil pensar que
TSD fuese el Unico tipo de determinacion sexual en estos organismos. Por lo
anterior decidimos realizar la caracterizacion del sistema de determinacion
sexual del género Eulamprus siguiendo la metodologia empleada previamente

en B. vittatus (Acosta y Cortez et al., 2019a).

El primer esfuerzo hacia la caracterizacion del sistema de determinacién
sexual en Eulamprus consistié en el uso del genoma de A. carolinensis como
referencia y mediante el uso de andlisis de cobertura identifique la presencia
cromosomas sexuales heteromorficos, a diferencia de los resultados obtenidos
con B. vittatus (Acosta y Cortez et al., 2019a), en donde los machos presentan
la mitad de cobertura con respecto a las hembras en el cromosoma 5, esta
diferencia de coberturas es propia de un sistema XY. Lo anterior puede significar
que, a diferencia de los Corytophanidae, en Eulamprus los equivalentes
cromosomales al cromosoma X en su sistema de determinacion actual siguen
manteniendo una alta sintenia en bloques. Adicionalmente, pudimos ubicar los

ortélogos de los genes Y en G. gallus con ayuda de la base de datos Ensembl
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(Yates et al., 2020) los cuales demostraron una alta sintenia en bloques con el

cromosoma 1 de esta especie.

Aplicando el método de sustraccion de transcriptoma desarrollados por
Marin y Cortez et al. (2017), mismo que fue utilizado previamente
Corytophanidae (Acosta y Cortez et al., 2019a), pudimos corroborar la presencia
de 14 genes especificos del macho propios de un nuevo sistema XY y mediante
el uso de la técnica de PCR gendémica pudimos elucidar que estos genes solo
estan presentes en machos (Acosta y Cortez et al., 2020).

Lo anterior puede significar que los cromosomas sexuales en Eulamprus
son jovenes o simplemente no han tenido una pérdida de genes lo
suficientemente considerable para que éstos pasen a ser cromosomas
heteromorficos, aun cuando las regiones donde se encuentran los genes
determinantes del sexo en Eulamprus estan bien diferenciadas (Acosta y Cortez
et al., 2020), lo cual explicaria la falta de deteccion de este tipo de cromosomas

en los cariotipos (Ota y Lue, 1994; O’ Connor et al., 2003).

Como he propuesto anteriormente, el uso de técnicas como BAC-FISH
podrian ser empleadas en un futuro para identificar y corroborar la exacta
ubicacion de los genes que determinan el sexo y los cromosomas sexuales en
Eulamprus, ayudandonos a dilucidar si estos realmente pertenecen a

cromosoma sexuales homomorficos.

Mediante el alineamiento con las secuencias ortélogas de los genes del
nuevo cromosoma Y de Eulamprus y las bases de datos del NCBI Gene Bank
los genes ortélogos en vertebrados, y la funcion reportada para éstos en la base
de datos de Genecards. Los resultados apuntan a PPP1R12A, un gen codificante
para para un complejo proteico esencial para la fertilidad en ratones (Silva et al.,
2015), como el principal candidato a un gen regulador maestro. Sin embargo, es
necesario confirmar mediante métodos experimentales alternativos si este gen

realmente es un gen regulador maestro.

La transicién de oviparidad a viviparidad ha ocurrido a través de diversos
linajes como peces (Goodwin et al., 2002; Reynolds et al., 2002; Reznick et al.,
2002), anfibios (Duellman y Trueb, 1986), reptiles (Fitch, 1970; Shine, 1985; de
Fraipont et al., 1996; Blackburn, 2000) y mamiferos (Hodges, 2004). En reptiles,
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en Squamata (serpientes y lagartos) ha evolucionado al menos 95 veces (Shine,
1985; Sities, 2011; Pyron y Burbrink, 2014) en eventos independientes. Las
causas Yy factores que han llevado a la evolucion de la viviparidad en reptiles ain
se desconocen (Hodges, 2004). Sin embargo, la teoria mas aceptada es el
modelo del clima frio (Tinkle y Gibbons, 1977), que establece que la viviparidad
evolucion6 como una respuesta adaptativa a los climas frios, que se

correlacionan con las latitudes y altitudes elevadas.

La hipotesis del clima frio se basa en tres principios: 1) que las especies
viviparas comprenden una mayor proporcion de todas las especies registradas
a grandes altitudes, 2) que los origenes de la viviparidad puede haber surgido
COmMo una respuesta adaptativa de especies que comenzaron a invadir regiones
cada vez mas elevadas, y 3) que entre mayor latitud y altitud las temperaturas
se vuelven cada vez mas frias (Tinkle y Gibbons, 1977; Shine y Bull, 1979;
Blackburn, 1982; Shine, 1985; Andrews, 2000).

Como propone Robert (2003), las especies viviparas, al presentar
temperaturas relativamente estables durante la gestacién, incluso viviendo en
climas templados, no se espera que presenten TSD ya que pueden presentar
sesgos en las proporciones de sexos. Por lo que Eulamprus habia sido
documentada como la Unica especie vivipara ectoterma con TSD viviendo en
climas frios, con latitudes y altitudes grandes (Shine, 2004). Sin embargo, en
nuestro trabajo (Acosta y Cortez et al., 2020) demostramos que Eulamprus tiene
TSD y un sistema GSD con cromosomas sexuales XY, mismo que le permite
vivir en condiciones climaticas extremas sin que se vea afectada su proporcion

de sexo.

Nuestro estudio (Acostay Cortez et al., 2020) corresponde con la hipétesis
del clima frio, en donde la viviparidad en Eulamprus pudo surgir en respuesta
adaptativa de la especie a invadir regiones de climas frios, y como adicion a esta
teoria en especies ectotermicas como los reptiles la transicion de un TSD a GSD
es la respuesta para evitar la aparicion de sesgos en las proporciones de sexos.
Por lo tanto, la temperatura, latitud y altitud a la que viven los reptiles puede servir
como indicador para determinar si las especies poseen un sistema de

determinacién por cromosomas sexuales o TSD, asi como si son 0 ho viviparas.
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La familia de los genes Dmrt, genes involucrados en las vias de
determinacidén sexual se mantiene ampliamente conservada en vertebrados e
invertebrados de todo el reino animal (Kopp, 2012; Wexler et al., 2014; Picard et
al., 2015, 2021). Los miembros de la familia Dmrt fueron descubiertos por
primera vez en C. elegans y D. melanogaster, y posteriormente se encontré en
diversas especies de Cnidaria (medusas), lo cual sugiere que esta familia de
genes se origind en el ancestro en comun de los Eumetazoa, y mas tarde se
diversifico independientemente en animales bilaterales y no bilaterales (Wexler
et al., 2014). Adicionalmente, un homodlogo del gen Dmrtl en humanos ha sido
descrito en la esponja Corticium candelabrum, como el gen mas antiguo de la
familia Dmrt (Riesgo et al., 2014). Los miembros de esta familia no solo se han
descrito como genes especificos del sexo en vertebrados, si no también, en
diversas especies de metazoos (Kopp, 2012; Picard et al., 2015). En crustaceos
como Daphnia magna, han sido descritos como un gen regulador maestro, e
incluso en especies hermafroditas como los platelmintos Schmidtea
mediterranea forman parte del desarrollo de la gébnada masculina (Chong et al.,
2013).

Aungque menos estudiados, los genes de la familia Sox, fem-1 y
Amh/Amhr2, genes involucrados en las cascadas de determinacion sexual, se
han encontrado en diferentes especies de vertebrados (Picard et al., 2021). La
mayor parte de los trabajos con estas familias de genes estan enfocados en
organismos modelos como C. elegans y algunos insectos (Herpin y Schartl,
2015).

Se ha documentado que en algunas especies de reptiles con GSD,
incluyendo especies del género Eulamprus, cuando los embriones son
sometidos a temperaturas extremas (>30°C), genes determinantes del sexo
termosensibles se activan cambiando el destino genético marcado por lo
cromosomas sexuales, generando sesgos hacia solo machos o hembras (Quinn
et al., 2007; Holleley et al., 2015; Shine et al., 2002; Radder et al., 2008; Robert
y Thompson, 2001; Hill et al., 2018).

Es posible que los genes involucrados en la determinacién del sexo en los
sistemas TSD, al igual que las familias Dmrt, Sox, fem-1 y Amh/Amhr2, estén

bien conservados dentro de las especies de reptiles y solo mediante la
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incubacion de los huevos a temperaturas extremas se active la expresion de
estos genes; es posible que mas de un sistema TSD/GSD falte por ser reportado.
Estudios futuros enfocados en especies del género Eulamprus u otras especies
con sistemas TSD y GSD compartidos, asi como la incubacién de huevos en
especies cercanas a las mismas, podrian darnos mas informacién sobre la
evolucion de los sistemas de determinacion sexual en reptiles. Un primer
esfuerzo para tratar de detectar la presencia de los sistemas TSD compartidos
con GSD, esta siendo llevado a cabo con ejemplares de embriones de B. vittatus,
en colaboracion con el Dr. Oswaldo Hernandez del laboratorio de herpetologia
de la Facultad de Ciencias de La UNAM. Sin embargo, los resultados
preliminares no son conclusivos como para ser incluidos en el presente trabajo

de tesis.

Esta bien documentado que los genes reguladores maestros una vez que
aparecen suelen conservarse a través de las especies, por ejemplo, el gen Sry
es comun a casi todos los mamiferos placentarios y marsupiales (Sinclair et al.,
1990), en monotremas es el gen AMHY (Cortez et al., 2014), en aves es el gen
y Dmrtl (Sinclair et al., 1990) y en reptiles el mejor candidato es el gene
PPP1CCY gue se encuentra en los Pleurodontes (Martin y Cortez et al., 2017).
Otro buen candidato es PPP1R12A que se encuentra en los scincidos (Acosta y
Cortez et al., 2020; Thépot, 2021). Futuros trabajos enfocados en CRISPR-Cas9
podrian dilucidar si PPP1CCY o PPP1R12A son genes reguladores maestros del

SeXxo.

¢ Cudles son los factores que pueden estar involucrados en la transicion

de un sistema de determinacidn sexual a otro?

Existen diversas fuerzas y mecanismos evolutivos que se piensa pueden estar
involucrados en las transiciones de determinacién sexual. Por ejemplo, en
poblaciones con tamafios efectivos pequefios, es posible que un nuevo par de
cromosomas sexuales se fije por deriva genética (Saunders et al.,, 2018). En
poblaciones con sesgos entre los sexos, la seleccion natural favorecera el

establecimiento de cromosomas sexuales que incrementen la produccion del
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sexo en menor cantidad dentro de las poblaciones (Veller et al., 2017). O una
mutacion de cambio de sexo que surja en los cromosomas autosomales cerca
de un locus bajo seleccion sexual antagonista puede llevar a que se forme un
neo-cromosoma sexual y provocar el reemplazo del sistema de determinacion
sexual vigente (van Doorn et al., 2010). Sin embargo, cuél de estas fuerzas es la
gue influye realmente o tiene mayor peso durante las transiciones es todavia un

tema de discusion (Saunders et al., 2018).

Dado a que sélo podemos ver una pequefia fraccion en el tiempo evolutivo
en los sistemas de determinacion sexual y sus dinamicas a través del tiempo,
hay muchos detalles de estos procesos que aun no conocemos (Roberts et al.,
2009). Saunders et al. (2018) propuso el analisis de especies poligenéticas para
tratar de dilucidar esta probleméatica, ya que son especies que tienen dos
sistemas de determinacion sexual dentro de sus poblaciones, y que pueden
brindar informacién de cdmo los sistemas de determinacion sexual se fijan en las
poblaciones durante el proceso de transicion. Sin embargo, la poca informacion
y entendimiento de los estos sistemas poligénicos, ademas del reducido nimero

de especies que los presentan, dificulta el uso de este modelo.

Célculo de la edad de los cromosomas sexuales

La existencia de multiples mecanismos de determinacion sexual a lo largo del
arbol de la vida implica que estos sistemas no son estables y pueden sufrir
transiciones. En los sistemas de determinacion sexual genotipicos, la edad de
los cromosomas X y Y se pueden estimar comparando las tasas de sustitucion
sindnimas entro los cromosomas sexuales, ya que alguna vez fueron homologos.
Sin embargo, cuando hay eventos de transicién de determinacion sexual pude
ser dificil estimar el tiempo de los cromosomas sexuales jovenes (McGrath,
2019).

En muchos vertebrados, los gametos masculinos experimentan mas
ciclos de replicacion que los gametos femeninos, lo que lleva a una tasa de
mutacion mas alta en el cromosoma Y. Mientras que, en hembras la tasa de
mutacion de los cromosomas X es mas baja (Hurst y Ellegren, 1998; Makova y

Li, 2002). Por lo que la tasa de mutaciébn de los cromosomas sexuales
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ancestrales puede permitirnos fechar la pérdida y aparicion de los cromosomas

sexuales (Acosta y Crotez et al., 2019b).

Al comparar las tasas de sustitucion neutras de los genes autosémicos de
los que antes eran cromosomas sexuales ancestrales, deberia ser mas baja en
comparacion con los cromosomas autosémicos que nunca han sido
cromosomas sexuales. Para comprobar nuestra hipoétesis, utilizamos el modelo
en mamiferos placentarios (que tienen un sistema XY) usando como grupo
externo a los monotremas (que tiene un sistema XsYs). Los resultados
demostraron que las tasas de sustitucion sindnimas eran significativamente mas
bajas en los genes ligados al cromosoma X que los genes ortélogos a éste en el
ornitorrinco y el resto de las especies ajenas a los mamiferos. Nuestras
simulaciones son consistentes con los estudios previos basados en otros
meétodos (Cortez et al.,, 2014), en donde se demuestra que los ornitorrincos
nunca compartieron el mismo sistema XY de los placentarios y que este sistema

es de origen independiente (Acosta y Cortez et al., 2019b).

Usando tres especies de pleurodontes y los ortélogos autosémicos de tres
especies de acrodontes, los resultados demostramos que las tasas de mutacién
de los genes del cromosoma X de los pleurodontes son mas baja que los
cromosomas autosémicos del grupo externo (especies de serpientes que nunca
han compartido el sistema XY de pleurodontes), lo cual concuerda con los
supuestos del sesgo de mutacibn masculina. En cambio, los acrodontes
presentan tasas de mutacion intermedias entre los genes ligados a los
cromosomas X de los pleurodontes y los genes autosémicos del grupo externo.
Estos resultados sugieren que los acrodontes compartieron el sistema XY de los
pleurodontes durante algin tiempo antes pasar por una transicion de
determinacion sexual (Acostay Cortez et al., 2019b). Es importante destacar que
aun cuando nuestros resultados son solidos y nos permiten conocer si dos
grupos compartieron el mismo sistema de determinacion sexual y/o pasaron por
transiciones, la falta de datos de secuenciacién no nos permite estimar de forma
mas precisa la fuerza del sesgo de mutacion masculina, por lo que las
estimaciones en los tiempos en que surgieron dichos procesos evolutivos
pueden ser poco precisas. Sin embargo, obteniendo mas datos de secuenciacion

de estos grupos poco documentados puede aumentar la resolucion de las
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estimaciones de nuestro modelo, haciendo cada vez mas precisa la estimacion

de las transiciones.

A pesar de estas limitaciones, es importante destacar que este método
ofrece una gran promesa para los analisis futuros de los sistemas de
determinacidn sexual. Este novedoso método puede ser muy util en linajes que
presentan sesgo de mutacion masculina, donde se sospecha han ocurrido una
transicion de terminacién sexual. Los resultados obtenidos pueden ayudar a
reconstruir la historia evolutiva de los sistemas de determinacion sexual y la
velocidad a la que los cromosomas sexuales aparecen o desaparecen.
Adicionalmente, mediante el uso de este método en otras especies podria
conducir en Ultima instancia a respuestas sobre cuanto duran los cromosomas
sexuales y si estos tienen una fecha de vencimiento, proporcionando asi nuevos
conocimientos sobre los procesos evolutivos que impulsan a las transiciones de

determinacion sexual.
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9. CONCLUSIONES

1. Los estudios de linajes con variabilidad en los sistemas de determinacion
sexual ofrecen una excelente oportunidad para el estudio de las transiciones y
merecen especial atencion en los estudios evolutivos referentes a los sistemas

de determinacién sexual.

2. Los Corytophanidae poseen cromosomas sexuales XY, que se
originaron después de una transicion del sistema de determinacién sexual
ancestral altamente degenerado de Iguania. Este estudio empirico va acorde con
los supuestos de la “hipétesis de la fragilidad del cromosoma Y” propuesta por
Blackmon y Demuth (2015). Estudios parciales en Urusaurus bicarinatus y
Gambelia wislizenii indican puede haber mas transiciones que aun no han sido

reportadas.

3. Los sistemas de determinacion sexual jovenes, como los de los
Corytophanidae, suelen presentar sistemas de compensacion de dosis
incompletos, mientras que los sistemas mas viejos han evolucionado a sistemas

de compensacion completos.

4. El sistema de determinacién sexual en Corytophanidae surgié hace
aproximadamente 62 millones de aflos y se mantiene en al menos dos de los

tres géneros actuales de esta familia: Basiliscus y Coritophanes.

5. Los reptiles viviparos del género Eulamprus cuenta con un par de
cromosomas sexuales XY compartido con un sistema TSD. Este sistema de
cromosomas sexuales surgio hace aproximadamente 93 a 116 millones de afos.
Este estudio realizado en Eulamprus (Acosta y Cortez et al., 2019b) afirma la
idea de que las especies viviparas ectotérmicas necesitan la presencia de un

sistema GSD para la determinacion del sexo en ambientes con climas frios.

6. Los acrodontes compartieron el mismo sistema de determinacion

sexual que los pleurodontes (Iguania) pero éstos sufrieron una transicion de GSD
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a TSD y actualmente la comparten este sistema de determinacion sexual con un
sistema GSD.

7. Con el uso de las tasas de sustitucion sinénimas, el sesgo de mutacion
masculina y el modelo desarrollado en el presente proyecto (Acosta y Cortez et
al., 2019b) podemos estimar el tiempo en el que surgieron y se perdieron
cromosomas sexuales. Adicionalmente, podemos identificar transiciones a

través de la historia evolutiva de las especies.
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10. PERSPECTIVAS

Comprobar mediante incubaciones a diferentes temperaturas, la
presencia o0 ausencia de determinacion sexual por temperatura
compartida con cromosomas sexuales en las diferentes especies del
infraorden Iguania.

Determinar los factores que participan en la compensacién de dosis
incompleta de los cromosomas sexuales en B. vittatus mediante el uso de
Hi-C.

Hacer uso de BAC-FISH para identificar los cromosomas sexuales de
Corytophanidae 'y Eulamprus para dilucidar si pertenecen a
microcromosomas 0 macrocromosomas homomaorficos.

Implementar el método de calculo de edad usando el sesgo de mutacion
masculina en diferentes especies o0 vertebrados para examinar
potenciales transiciones entre sistemas de cromosomas sexuales.
Secuenciar los genomas de U. bicarinatus y G. wislizenii para poder
realizar la caracterizacion e identificar si los resultados corresponden a la
aparente transicion de sistema de determinacion sexual a cromosomas
del tipo ZW.

Ampliar los estudios en el infraorden Iguania a través de la caracterizacion
de los sistemas de determinacién sexual de diferentes especies que, al

igual que en Corytophanidae, podrian haber seguido transiciones.
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