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RESUMEN

El polimorfismo de coloracion es un sistema de gran utilidad para estudiar procesos evolutivos y de
desarrollo. No obstante, el estudio de este rasgo se ha sesgado a organismos modelo y la coloracion
en ardcnidos no ha sido bien estudiada. La arafia Gasteracantha cancriformis es una especie
neotropical que presenta polimorfismo de coloracion abdominal con al menos 16 morfos conocidos
distribuidos desde el sur de Estados Unidos hasta el norte de Argentina. A la fecha, las bases genéticas
que controlan dicho polimorfismo son desconocidas. En este estudio implementé RNAseq para
ensamblar el transcriptoma de Gasteracantha, y evaluar expresion génica diferencial asociada a la
coloracién abdominal en hembras de color blanco, amarillo y naranja. A partir de las secuencias de
los transcritos hice analisis nucleotidicos y estadisticos para establecer si existe una relacion entre
coloracion y polimorfismos de ADN (SNPs) en el transcriptoma. En general, el perfil de expresion
génica fue muy similar entre los fenotipos amarillo y naranja, quienes difirieron del fenotipo blanco.
En los morfos amarillo y naranja dectecté mayor expresion de genes relacionados a astacina y
vitelogenina, lo cual sugiere que estas coloraciones en G. cancriformis son producto de carotenoides.
A nivel nucleotidico encontré que los transcritos diferencialmente expresados muestran sefial
asociada a fenotipo de color, pero esto no sucede a nivel de transcriptoma completo. Los datos
obtenidos en este estudio proporcionan un recurso genético valioso para futuras investigaciones en
arafas neotropicales y constituyen un paso fundamental hacia la identificacion de las bases genéticas

del polimorfismo de color en estos animales.

Palabras clave: Gasteracantha cancriformis, transcriptoma, expresion diferencial de genes,

polimorfismo de color.
ABSTRACT

Color polymorphism in animals is a useful system to study evolutionary and developmental
processes. However, the study of this trait is biased towards model organisms, while coloration in
arachnids is less explored. Gasteracantha cancriformis is a neotropical spider that displays color
polymorphism with at least 16 known morphs distributed from the southern United States to northern
Argentina but, to date, the genetic basis underlying such polymorphism is unknown. In this study, |
used RNAseq to generate a transcriptome assembly for Gasteracantha and assess differential gene
expression between three different color morphs: white, yellow and orange. | also explored whether
single nucleotide polymorphism (SNPs) across the transcriptome display any association with
coloration. Overall, the gene expression profile of the yellow and orange morphs was similar, and

they both differed from the white morph. Consistently, at nucleotide level | found that SNPs in the



differential expressed transcripts cluster orange and yellow morphs together while the white morph
appears more differentiated. Also, | detected higher expression levels of astacin and vitellogenin
genes in the yellow and orange morphs, suggesting that these colorations in G. cancriformis are due
to carotenoids. The data obtained in this study provide a valuable genetic resource for future studies
on neotropical spiders and constitute a step towards the identification of the genetic basis of color

polymorphism in these animals.

Key words: Gasteracantha cancriformis, transcriptome, differential gene expression, color
polymorphism.

INTRODUCCION

El entendimiento de varios procesos evolutivos ha sido en gran parte gracias a los estudios de
coloracién en multiples organismos (White & Kemp, 2015). Se sabe que la coloracion cumple un
papel fundamental en procesos como seleccion sexual, camuflaje, fotoproteccion, resistencia
microbiana y termorregulacion (Kronforst et al., 2012; Orteu & Jiggins, 2020). En particular, los
polimorfismos de coloracion adaptativos han sido de gran utilidad para investigar las bases
moleculares de la adaptacion, ya que sus patrones de herencia suelen ser simples y sus frecuencias
son facilmente observables (Gray & McKinnon, 2007; Kronforst & Papa, 2015; Nachman et al.,
2003). A pesar de esto, el estudio de los polimorfismos de color se ha sesgado a organismos modelo
en evolucién y desarrollo (evo-devo), especialmente insectos, ratones, y peces (Gross & Wilkens,
2013; Hoekstra et al., 2006; Linnen et al., 2013; Reed et al., 2011; Streelman et al., 2007; P. J.
Wittkopp et al., 2011). Aun asi, muchas especies de arafias presentan variantes polimorficas en el
color, posiblemente por su actividad depredadora (Oxford & Gillespie, 1998). Sin embargo, los
patrones de coloracion en aracnidos no han sido bien estudiados, y la informacion sobre la base

genética de la coloracién en este grupo es muy limitada.

A la fecha se han identificado cinco clases de pigmentos en arafias: ommocromos, bilinas, guanina,
carotenoides y pteridinas (Croucher et al., 2013; Oxford & Gillespie, 1998). Los ommocromos son
los pigmentos mas comunes y son responsables de una amplia gama de colores, desde amarillo a
marron (Croucher et al., 2013). Las bilinas son pigmentos azules o verdes que se han encontrado en
la hemolinfa, los tejidos intersticiales y el vitelo de los ovocitos de algunas arafias (Hsiung et al.,
2017; Oxford & Gillespie, 1998). La guanina es un producto excretor importante en todos los
aracnidos pero se ha demostrado su uso como pigmento en varias familias, lo que sugiere que la
capacidad de acumularlo se ha ganado (o perdido) varias veces (Oxford & Gillespie, 1998). Los

carotenoides parecen estar asociados con la pigmentacién de tonos verdes y rojos (Croucher et al.,



2013; Hsiung et al., 2017), pero la informacion al respecto aun es muy escasa. Finalmente, las
pteredinas que parecen contribuir a la coloracion de morfos de tonos marrén, naranja y rojo (Croucher
et al., 2013). Interesantemente, a pesar de que las melaninas son pigmentos comunes en la mayoria
de animales, no existen reportes de la presencia de estos pigmentos en arafias (Patricia J. Wittkopp &
Beldade, 2009).

La arafia Gasteracantha cancriformis es una especie neotropical de tela orbicular que se distribuye
desde el sur de los Estados Unidos hasta el norte de Argentina abarcando asi la region neotropical y
subtropical del continente americano (Levi, 1978). Esta arafia exhibe dimorfismo sexual (Muma,
1971), donde los machos son pequefios (0.2-03 cm de longitud) y poco conspicuos, mientras que las
hembras son mas grandes (0.5-0.7 cm de longitud), tienen un abdomen de respaldo espinoso con
espinas duras y esclerotizadas y presentan polimorfismo de color con al menos 16 morfos conocidos
(Figura 1; (Levi, 1978; Salgado, 2019). Sin embargo, las causas que mantienen esta variacion de color
en la naturaleza adin son desconocidas, aunque se hipotetiza que pueden ser coloraciones aposematicas
(i.e coloraciones de advertencia para depredadores; (F. M. Gawryszewski & Motta, 2012). A pesar
de que la coloracion de G. cancriformis constituye un sistema interesante para estudios en evolucion,
biologia del desarrollo y ecologia, la mayoria de estudios sobre esta especie se han enfocado en su
biologia basica, en particular en su comportamiento (Muma, 1971; Muma & Stone, 1971),
mecanismos de reproduccion (Bukowski et al., 2001), y métodos de depredacion (Muma & Stone,
1971; Yoshida, 1989). Si bien se han desarrollado recientes estudios moleculares en G. cancriformis,
éstos so6lo han investigado la filogeografia de la especie (Chamberland et al., 2020; Salgado-Roa et
al., 2018). Asi, a la fecha no existen estudios que investiguen molecularmente su polimorfismo de
color (Felipe M. Gawryszewski & Motta, 2008) y, por ende, no existe informacion sobre las bases
genéticas que controlan la coloracion en la especie. El desarrollo de este tipo de estudios se ha visto
limitado en gran medida por la poca disponibilidad de recursos genéticos en G. cancriformis. Por
ejemplo, a junio de 2020 existen 526 registros nucleotidicos para esta arafia en el genbank, de los
cuales 247 corresponden al gen citocromo oxidasa, 87 al gen hsp90, 95 al gen ITS, 100 al gen 28S
ARNr y 104 al gen 16S ARNr. Es decir, no hay ninguna secuencia asociada a genes candidatos de
coloracidn. Por otra parte, si bien existe un transcriptoma de la especie (Prosdocimi et al., 2011), su
analisis se enfoca en genes asociados con tela orbicular, y su ensamblaje no estd disponible

publicamente (ni siquiera bajo solicitud directa a los autores).



Figura 1. Morfotipos de color reportados en G. cancriformis (Salgado, 2019). En una misma localidad

pueden presentarse hasta 8 morfotipos.

El presente estudio caracteriza de novo el transcriptoma de G. cancriformis y evalta la expresion
diferencial entre tres morfotipos de coloracion (blanco, amarillo y naranja) simpatricos en Ibagué
(Tolima, Colombia). Asi, busqué identificar transcritos asociados a coloracion sin tener sefiales de
“ruido” debidas a estructura poblacional y también analicé si habia diferencias a nivel nucleotidico
entre los distintos morfotipos de coloracion. Los datos de este estudio seran un valioso recurso
genético de referencia para futuras investigaciones sobre arafias y constituyen un paso fundamental
hacia la identificacidn de las bases genéticas del polimorfismo de color en estos animales. Esto sera
fundamental para desarrollar y entender futuros estudios en evolucién, biologia del desarrollo y

ecologia en arafias Neotropicales.
METODOS
Recoleccion de muestras, extraccion de ARN y secuenciacion

Colecté hembras adultas de G. cancriformis entre los meses de mayo y junio del 2019, en Ibagué-
Tolima (4°26°24”N - 75°10°48”W). En dicha poblacién se encuentran hembras de tres colores
diferentes: amarillo, naranja y blanco. La colecta se hizo siguiendo protocolos estandar de busqueda
visual (Coddington et al., 1991), y las arafias se depositaron en tubos con RNAlater que se

almacenaron a -80°C.

Posteriormente extraje el ARN total de nueve individuos para tener tres réplicas biolGgicas por cada
morfotipo de color La extraccion de ARN se realizd con el kit RNeasy (Qiagen), siguiendo las
instrucciones del fabricante. La calidad e integridad del ARN se verificé por medio de electroforesis
en gel de agarosa, y luego el ARN se cuantificd con Nanodrop. Una vez confirmadas la cantidad y

calidad del ARN, éste se envio a Novogene (Corea) para preparacion de las librerias cDNA y



secuenciacion por la plataforma Hiseq de Illumina (Paired-End — PE — de 150 bp). De acuerdo a las
recomendaciones de Illumina (lllumina, n.d.), se sabe que para proyectos de ensamblaje de
transcriptoma y anotacion usualmente se requiere entre 100 y 200 millones de lecturas. Asi, secuencié
6 Gb por muestra, que corresponden a 400 millones de lecuras (cantidad mas que suficiente para

garantizar un buen ensamblaje).
Verificacién de calidad y generacion de transcriptoma de novo

Todo el procesamiento de secuencias y pasos computacionales se desarrollaron en el HPC de la
Universidad del Rosario. Primero, verifiqué la calidad de las lecturas usando el programa FastQC
(Andrews, 2010). Posteriormente, usé el programa Trimmomatic (Bolger et al., 2014) para remover
los adaptadores remanentes y para descartar las lecturas de baja calidad (quality score cutoff = 25) o
baja longitud (menores a 36bp). Usé las lecturas depuradas de los nueve individuos (3 réplicas x 3
colores) vy las lecturas de transcriptomas generadas en estudios previos para Gasteracantha arcuata
y Gasteracantha hasselti (Haas et al., 2013) para ensamblar un transcriptoma de novo que sirva como
referencia para todo el género Gasteracantha. Este ensamblaje se construyé con el software Trinity
v2.8.6 usando los parametros por defecto (kmer = 25) (Haas et al., 2013). La calidad del ensamblaje

se verifico usando el script TrinityStats.pl.
Mapeo de lecturas y expresion diferencial de genes

Usé el script align_and_estimate_abundance.pl de Trinity con dos prop6sitos. Primero, usar bowtie2
(Langmead et al., 2009) para mapear las lecturas de cada individuo de G. cancriformis contra el
ensamblaje de novo previamente generado. Segundo, estimar la abundancia de cada transcrito (i.e.
nivel de expresion) en cada individuo usando RSEM (B. Li & Dewey, 2011). Con estos datos construi
una matriz de conteos y de valores de expresion normalizados por individuo implementando el script

abundance_estimates_to_matrix.pl de Trinity.

Posteriormente, hice el analisis de expresion diferencial con tres réplicas por cada fenotoipo de color
en tres comparaciones: (i) amarillo vs. naranja, (ii) naranja vs. blanco, y (iii) amarillo vs. blanco. Para
ello implementé el script run_DE_analysis.pl con edgeR (Robinson et al., 2010). Identifiqué como
transcritos diferencialmente expresados (TDE) aquellos que tuvieran valores p ajustados de false
discovery rate (FDR) < 0.01 y log2 fold-change > 2. Esto lo hice con el script analyze_diff_expr.pl.
Finalmente agrupé los TDE de acuerdo a su similitud de expresidn entre fenotipos de color usando la

funcion de R heatmap.2.



Anotacion funcional de los transcritos diferencialmente expresados

Los 10 TDE con mayores diferencias de expresion identificados en cada una de las comparaciones
fueron anotados funcionalmente en el programa Blast2GO PRO (Conesa et al., 2005). Para ello,
cargué en el programa un archivo fasta multiple que contiene la secuencia de los 10 TDE top. Con
este archivo hice un BLASTX contra la base de datos de proteinas no redundantes del NCBI (nr),
usando los pardmetros por defecto. Aquellos transcritos que encontraron hits de BLASTX fueron
mapeados a términos de ontologia génica (GO) y se les asigné anotacion funcional (Conesa et al.,
2005). Finalmente, las categorias GO identificadas (proceso bioldgico, funcién molecular y

compartimento celular) fueron visualizadas graficamente.
Identificacion de SNPs asociados al fenotipo

Con objetivo de identificar si en los TDE existian diferencias a nivel nucleotidico entre los fenotipos
comparados, llamé los ‘Single Nucleotide Polymorphisms’ (SNPs) totales y los SNPs de los TDE en
cada individuo usando samtools v1.8 (H. Li et al., 2009). Los 102,411 SNPs extraidos se almacenaron
en un archivo VCF que se filtr6 con vcftools v0.1.16 (Danecek et al., 2011) buscando variantes que
estuvieran presentes en al menos 70% de los individuos, SNPs con recuento de alelos menor a 3 'y
eliminando variantes que son indeles 0 que no son bi-alélicas. Posterior a esto, converti el archivo
VCF a formato Phylip para crear un arbol de maxima verosimilitud para todos los SNPs concatenados
y para los SNPs correspondientes s6lo a los TDE. Con éstos, construi arboles con RAXML v8.2.11
bajo el modelo GTR + Gamma, usando la correccion de sesgo de adquisicion de Lewis. El soporte se

evaluo utilizando 1000 pseudoreéplicas de bootstrap.

Adicionalmente, para identificar la relacién entre individuos segun su polimorfismo en ADN, hice un
analisis de componentes principales (PCA) para todos los SNPs y para los SNPs correspondientes a
los TDE. Este analisis se hizo usando el paquete de R v3.6.3 adegenet. Del mismo modo construi un
arbol de distancias, convirtiendo los archivos VCF con plink (Purcell et al., 2007). Usé el software
ngsDist (Vieira et al., 2016) para calcular distancias genotipicas segun las diferencias de frecuencias
alélicas para las comparaciones: (i) color (naranja + amarillo) vs. no color (blanco) y (ii) amarillo vs
naranja, con 500 pseudoréplicas bootstrap. La significancia estadistica de los valores de distancia
promedio se calculé con una prueba t-student. Partiendo del archivo de distancias utilicé FastME
v2.1.6.1 (Lefort et al., 2015) para construir los arboles de topologia nearest-neighbor interchange

(NNI), bajo el método Neighbor Joining y evaluando el soporte con 1002 réplicas bootstrap.



RESULTADOS
Secuenciacion y ensamblaje de novo del transcriptoma de G. cancriformis

Obtuve un total de 186°910,575 lecturas pareadas de 150bp producto de la secuenciacion de nueve
hembras adultas de G. cancriformis (Tabla 1). De estas lecturas, 186°910,522 (99%) pasaron los
filtros de calidad. Estas fueron usadas para la construccion del transcriptoma de novo.

Tabla 1. Informacién los individuos respecto a su morfotipo, ndmero de lecturas y porcentaje de lecturas

mapeadas a la referencia.

Numero de lecturas

o ) NUmero total de ) Porcentaje de lecturas
Individuo (ID) Morfotipo gue cumplen filtros
lecturas ) mapeadas
de calidad
PTURO001 Naranja 24°604,985 24°604,970 97,91%
PTUR002 Naranja 23°328,078 23°328,064 98,16%
PTUR003 Naranja 17°935,961 17°935,949 97,92%
PTUR004 Blanco 20°789,871 20°789,871 98,08%
PTUR005 Blanco 19°030,792 19°030,792 97,71%
PTUR006 Blanco 21°435,557 21°435,545 97,99%
PTURO007 Amarillo 21°073,664 21°073,664 98,19%
PTUR008 Amarillo 21°408,370 21°408,370 98,29%
PTUR009 Amarillo 17°303,297 17°303,297 98,27%
Total 186°910,575 186°910,522

La combinacion de estos datos, junto con otros dos transcriptomas previamente disponibles para el
género Gasteracantha, produjo un transcriptoma de novo que se compone de 519.150 ‘Trinity
Transcripts’ que se agrupan en 350.375 ‘Trinity Genes’. Estos Ultimos tienen una longitud total de
463.665.181 pares de bases (pb), longitud promedio de 893,19 pb, longitud N50 de 1679 pb y
contenido de GC de 32,06%. La longitud mas comun entre los transcritos identificados fue entre 100
y 500 bp (Figura 2).
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Figura 2. NUmero de transcritos por longitud identificados en le transcriptoma ensamblado de novo de

Gasteracantha.
Mapeo y analisis de expresion diferencial de genes

El porcentaje de lecturas mapeadas por individuo al transcriptoma de referencia previamente
ensamblado fue consistente entre los 9 individuos, con un promedio de 98.05% + 0.2% (Tabla 1).
Para la comparacién naranja vs. blanco encontré 2.345 TDE de los cuales 1.240 estan
sobreexpresados y 1.105 subexpresados en el fenotipo naranja respecto al blanco (Fig. 3a y 3b).
Encontré un patron muy similar en la comparacion amarillo vs. blanco donde detecté 2.187 TDE de
los cuales 1.109 estan sobreexpresados y 1.078 subexpresados en el fenotipo amarillo respecto al
blanco (Fig. 3e y 3f). En contraste, la comparacion naranja vs. amarillo revel6 un menor nimero de
TDE (1256) de los cuales 718 estan sobreexpresados y 583 subexpresados en el fenotipo naranja
respecto al amarillo (Fig. 3c. y 3d). En concordancia con estos nimeros, el PCA construido con los
perfiles de expresion revela que el fenotipo blanco se diferencia transcripcionalmente de los fenotipos
naranja y amarillo, quienes son mucho mas similares entre ellos (Fig. 4a). Este patron es confirmado
por el heatmap donde todos los individuos de los fenotipos naranja y amarillo se agrupan en un dnico
cluster, mientras que los individuos de fenotipo blanco aparecen lejanos a este clsuer, excepto por

una muestra (Fig. 4b).



249241 * NotSig
8-
* Down
4378116
g 4
=
7 & g
g 2
o ? oA
s 8
|
? g g
o
e | T
© 1 =3
< 4
T T T T T T I T T T
-15 -10 -5 0 5 10 0 5 10 15
Log2 Fold Change Average log CPM
Cc - Sag 182612 D ) . - NotSig
- | Nt 5 3
. * Down
v |
0 4
7] 204753 .’
135419 g
14294 o) 300 e 4
o _|av6691 A
& emers %«we
(262672 155
3 JJes 7 § -
g o ¥ 50k 1 65 2
a ~ 7 26 411609  gmagery i
e % o
> T
g 3
£ °
=
o |
i
m °
.
2
= i
T T T T
-5 o 5 10 15
Log2 Fold Change
E. Fo_.
G [\ 204753 - NotSig
- 24924 . Up
* Down
108650 140890694
30289616
31046
134768 =
T &
2 2
:
% =2 =]
% £
g g
o]
v
.
T T T T T 1 T T T T
-10 -5 0 5 10 15 0 5 10 15
Log2 Fold Change Average log CPM

Figura 3. Transcritos Diferencalmente expresados (TDE) para cada una de las tres comparaciones
entre fenotipos de color de G. cancriformis. Ay B: naranja vs. blanco. C y D: naranja vs. amarillo Ey F:
amarillo vs. blanco. Los paneles A, Cy E son graficas volcano donde los TDE con un valor p ajustado
FDR<=0.01 se muestran en azul. Los paneles B, D y F son gréaficos de diferencia de medias (MD) donde los
transcritos sobreexpresados en el primer fenotipo de la comparacion estan en rojo y los subexpresados en
azul. Los puntos negros corresponden a los transcritos con nivel de expresion similar entre los dos fenotipos

comparados.
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Figura 4. Similitud en perfil transcripcional entre los fenotipos de color de G. cancriformis. A. Principal
Component Analysis (PCA) de los transcritos entre fenotipos de color. B. Heatmap que muestra la expresion
relativa de los 100 transcritos con mayor diferencia de expresion (filas) entre los fenotipos y sus réplicas

(columnas). Las filas y columnas estan agrupadas jerarquicamente.

Anotacion funcional de transcritos diferencialmente expresados

Seleccionamos los 10 TDE mas diferenciados en cada una de las comparaciones y los reportamos en
la tabla suplementaria 1. Interesantemente, 50% de estos TDE top eran comunes en las comparaciones
naranja vs. blanco y amarillo vs. blanco, y estaban fundamentalmente anotados como Astacin-like
metaloproteasas o como Vitellogenin (Tabla spp. 1). En la comparacion naranja vs. blanco los TDE
top estan implicados en 39 términos de ontologia génica (GO) que incluyen 7 procesos bioldgicos, 3
componentes celulares y 12 funciones moleculares (Tabla spp. 1). En la comparacion amarillo vs.
blanco los TDE top se clasificaron en 45 términos GO, que incluyen 8 procesos biolégicos, 3
componentes celulares y 12 funciones moleculares (Tabla spp. 1). Finalmente, para la comparacion
naranja vs. amarillo los TDE se clasificaron en 19 términos GO, incluidos 4 procesos bioldgicos, 1

componente celular y 7 funciones moleculares (Tabla spp. 1)
Analisis de estructura basado en SNPs

Los valores de distancia calculados para todos los SNPs revelan que no hay diferencias significativas
a nivel nucleotidico entre los fenotipos comparados (p-value= 0,172 > 0,05). El valor de distancia

promedio para la comparacion color vs. no color fue de 0,486 y para la comparacion amarillo vs.

11



naranja de 0,476 (Fig. 6a). En contraste, las distancias calculadas con los SNPs de los TDE revelan
que la distancia promedio para la comparacion color vs. no color (d=0,458) es significativamente
mayor al valor de distancia promedio obtenido para la comparacion amarillo vs naranja (d=0,416, p-
value= 0,016 < 0,05) (Fig. 6b).

Tanto los PCA como los arboles de maxima verosimilitud corroboran esta informacion. EI PCA'y el
arbol de maxima verosimilitud construidos para todos los SNPs revelan agrupacion no asociada a
fenotipo de color (Fig. 5a y 6¢), mientras que el PCA y el arbol de maxima verosimilitud construidos
con los SNPs de los TDE muestran que los individuos de fenotipo blanco se agruparon
monofiléticamente en un cluster aparte de los fenotipos naranja y amarillo (Fig. 5b y 6d). Estos
resultados indican que para los SNPs correspondientes a los TDE existe una diferenciacion mayor
entre los individuos de fenotipo incoloro (blanco) y los individuos de fenotipo de color (naranja y
amarillo), lo cual concuerda con el patron observado previamente en el analisis de agrupacion

transcripcional (Fig. 4.).

A. B.
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Figura 6. Arboles filogenéticos construidos con los SNPs totales y los SNPs de los TDE entre los fenotipos blanco,
amarillo y naranja. A y C: SNPs totales. B y D: SNPs correspondientes a los TDE. Los paneles de A y B
corresponden a los arboles por distancias y los paneles C y D corresponden a los arboles de maxima verosimilitud.
Los valores de los soportes se ubican en los nodos de cada arbol.
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DISCUSION

En este trabajo presenté el primer andlisis de transcriptoma para la arafia G. cancriformis y report6
519.150 transcritos y 350.375 genes. Asi mismo, report6 que en hembras adultas de esta arafia existe
expresion diferencial de genes asociada a fenotipo de coloracién, y que esta sefial se confirma en
términos de polimorfismos de ADN.

El andlisis de expresion diferencial revelé que el perfil de expresion genética es muy similar entre
fenotipos amarillo y naranja comparados con el fenotipo blanco (es decir, se encontré una diferencia
de expresion entre tener color y no tenerlo). Alun asi, el fenotipo blanco mostré una importante
dispersion lo cual puede ser debido a variacion individual. Por ende, seria ideal incluir un mayor
namero de individuos blancos para descartar este sesgo, o incluir réplicas técnicas para cada individuo
de forma que se controle por variacion individual. Ademas, los TDE asociados con fenotipo amarillo
y naranja estaban fundamentalmente anotados como metaloproteasas Astacin-like o como
Vitellogenin (Tabla spp. 1). Las astacinas son metaloproteasas dependientes de zinc que se encuentran
en diversos organismos, desde bacterias a mamiferos (Bond & Beynon, 1995) y estan presentes en
los fluidos digestivos de las arafias, cumpliendo un papel importante en la digestién de presas
extraorales (Foradori et al., 2006; Walter et al., 2017). Ademas, estas enzimas se han reportado como
componentes fundamentales del veneno de las arafias de género Loxosceles (Medina et al., 2019;
Prosdocimi et al., 2011) pero, mas interesante adn, es su rol en artropodos (crustaceos) y en peces
donde la astacina se ha identificado como un pigmento rojo derivado de la oxidacidn del carotenoide
astaxantina (Liang et al., 2012; Xing et al., 2018). Por otra parte, la vitelogenina es una
fosfolipoglicoproteina precursor principal de la produccion de vitelina (vn), proteina del vitelo de los
ovocitos en animales oviparos (Khalaila et al., 2004). Se ha demostrado que la vitelogenina esta
relacionada con la defensa inmune del huésped (Lourenco et al., 2009) y que posee propiedades
hemaglutinantes y antibacterianas (Z. Li et al., 2008). Adicionalmente, varios estudios han
demostrado que en insectos, crustaceos y peces esta proteina contiene un alto porcentaje de lipidos,
conjugados invariablemente con carotenoides (Ando et al., 1986; Bazyar Lakeh et al., 2010; Garcia
& Lara, 2013; Khalaila et al., 2004; Krishnan et al., 2008). Del mismo modo, Lubzens et al., en el
2003 demostraron que la vitelogenina esta principalmente implicada en el transporte de astaxantinas

en peces (Lubzens et al., 2003).

De esta manera la sobreexpresion de transcritos de tipo astacina y vitelogenina en los morfotipos
naranja y amarillo respecto al morfotipo blanco pueden indicar que estas coloraciones son producto
de la presencia de carotenoides, y por ende que los carotenoides son causales de las tonalidades

rojas/naranjas/amarillas en G. cancriformis. Si este es el caso, este trabajo es el primero en reportar
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cual es la base molecular del color en esta especie. Sin embargo, existe una explicacion alternativa.
Debido a la funcion reportada de la astacina en la composicion del veneno de las arafias Loxosceles
(Medina et al., 2019; Prosdocimi et al., 2011), es posible que la mayor expresion de esta molécula en
los fenotipos con color esté relacionada con aposematismo, es decir, que los fenotipos de color mas
conspicuo (amarillos y naranjas) son los mas venenosos. Sin embargo, probar esta hipdtesis implicaria
caracterizar quimicamente el veneno de estos morfotipos, detectar la presencia de astacina, y verificar
si su concentracion es mayor en fenotipos aposematicos. Este es un tema para futuras investigaciones.
Adicionalmente, se podria argumentar que la expresion de la vitelogenina esté asociada a la presencia
de huevos en las hembras secuenciadas (en caso de que éstas sean gravidas, lo cual se desconoce).
Sin embargo, esto no explicaria la asociacion de la expresion de la vitelogenina con fenotipo de
coloracién y es poco probable que sélo las hembras de color naranja y amarillo hayan sido gravidas,

y las blancas no.

Por otra parte, si bien al analizar la sefial de polimorfismos de ADN (SNPs) a nivel de todo el
transcriptoma no se observé agrupacion asociada a fenotipo de color, cuando analicé Gnicamente los
SNPs de los TDE confirmé la mayor cercania entre fenotipos de color versus el blanco (Fig. 5y 6).
Esto indica que la diferenciacion en color en G. cancriformis posiblemente no es Ginicamente a nivel
transcripcional, sino que tal como se ha demostrado en otros organismos, el polimorfismo de color
puede estar dado por variantes alélicas o incluso mutaciones individuales que controlen la expresion
en genes de forma que se produzcan pigmentos (Orteu & Jiggins, 2020). Del mismo modo, no se
descarta la posibilidad de que la variacion de color en G. cancriformis tenga, al igual que en gran
cantidad de casos, una base de arquitectura poligénica (Orteu & Jiggins, 2020). Por ello es importante
realizar estudios posteriores de asociacion de genoma completo (GWAS) en poblaciones méas grandes
y con mayor variacion en polimorfismo de color para analizar con mas detalle la arquitectura genética

que influye en la variacion de pigmentacion abdominal en esta especie.

La mayoria de las investigaciones actuales sobre los patrones de coloracion en arafias se centran en
estudios conductuales y/o ecoldgicos. Sin embargo, el enfoque para comprender la base genética de
la coloracion que se describe en este trabajo es de gran utilidad para investigar las interacciones
reciprocas entre los procesos evolutivos y de desarrollo que dan forma a la variacion fenotipica. El
transcriptoma ensamblado en este estudio no esta completo en términos de los genes e isoformas
totales de la especie, pero constituye un excelente primer recurso para posteriores estudios. La no
completitud de este transcriptoma se debe a que la deteccidn de transcritos depende de la expresion
de éstos y solo colecté individuos adultos, implicando que no se han muestreado transcritos de

expresion exclusiva en estados inmaduros. Ademas, en este estudio solo se incluyeron hembras (las
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cuales son coloridas), y por ende no se interrogd el transcriptoma de los machos. Aun asi, el hallazgo
de expresion del pigmento rojo astacina en los individuos de morfotipo naranja y amarillo que
previamente habia sido encontrado en crustaceos, podria ayudarnos a comprender el origen evolutivo
de tonos de color similares en los artrépodos. Igualmente, comprender los mecanismos de produccion
de color también puede revelar posibles funciones no visuales como la composicidn del veneno,
digestion, defensa inmune, etc. Es necesario realizar estudios posteriores con mayor nimero de
muestras referentes a poblaciones mas grandes y mas morfotipos de coloracién, lo cual serd
fundamental para futuros estudios en evolucién, biologia del desarrollo y ecologia en arafias

Neotropicales.
CONCLUSIONES

El ensamblaje de novo del transcriptoma de G. cancriformis me permitid identificar genes candidatos
no descritos previamente que pueden estar involucrados en la pigmentacion abdominal de la especie.
Los resultados del analisis comparativo del transcriptoma respaldaron la idea de que hay una relacion
entre la expresion génica y la coloracion abdominal de la arafia G. cancriformis. Del mismo modo,
los resultados del analisis de diferencias a nivel nucleotidico revelaron que el patrén de coloracion
puede estar dado por variantes alélicas o incluso por mutaciones individuales que controlen la
expresion en genes involucrados en la produccion de pigmentos, pero es necesario comprobar esto en
futuras investigaciones. La posible participacién de carotenoides como causales de las tonalidades
rojas/naranjas/amarillas en G. cancriformis es un hallazgo novedoso sobre la base molecular del color
en esta especie. Sin embargo, los genes encontrados aqui también pueden estar principalmente
involucrados en funciones no visuales como la composicién del veneno, digestion, defensa inmune,
etc. Este estudio ha facilitado una descripcion inicial del mecanismo molecular de la pigmentacion y
el polimorfismo de color en G. cancriformis, de la misma forma que proporciona informacion
gendmica que es de gran utilidad para futuros estudios en esta especie y especies estrechamente

relacionadas.
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ANEXOS

Tabla suplementaria 1. Listado de los 10 Transcritos Diferencialmente expresados (TDE) con mayor diferencia de expresion en cada una de las comparaciones.
Se reporta su identidad de acuerdo con hit con BLAST y los términos de ontologia génica (GO) identificados para cada transcrito. Los GO pueden ser de proceso
biolégico (P), Funcién (F), o Componente celular (C).

Transcrito diferencialmente p

Comparacion expresado ajustado

Descripcion segun BLAST ID de ontologia génica (GO) Nombre de GO

8,07e- Hypothetical protein

TRINITY_DN1405_c0_g2_i2 112 AVEN_ 259965_ 1

—NA-- ~NA--

P:G0:0001172; P:GO:0006351;
P:G0:0006508; P:G0:00396%4;
F:G0:0003723; F:G0:0003724;

TRINITY_DN3491_c0_g1_i1 3,16e-56  Polyprotein F:G0:0003968; F:GO:0005198;
F:G0:0005524; F:G0:0008234;
C:G0:0016020; C:G0:0019028;
C:G0:0033644

P:transcription, RNA-templated; P:transcription, DNA-templated;
P:proteolysis; P:viral RNA genome replication; F:RNA binding;
F:RNA helicase activity; F:RNA-directed 5'-3' RNA polymerase
activity; F:structural molecule activity; F:ATP binding; F:cysteine-
type peptidase activity; C:membrane; C:viral capsid; C:host cell
membrane

P:G0:0006351; P:G0:0006869; P:transcription, DNA-templated; P:lipid transport; F:DNA-

Naranja vs. . ) - . F:G0:0003899; F:G0:0005319; directed 5'-3' RNA polymerase activity; F:lipid transporter
blanco TRINITY_DN4547_ 0 g1.19  1,12e-67  Vitellogenin-iike protein F:G0:0046983; C:GO:0016020; activity; F:protein dimerization activity; C:membrane; Cintegral
C:G0:0016021 component of membrane
TRINITY_DN5822_c0_g2_i1 6,57e-86  -—NA-- —NA--- —NA---
TRINITY_DN6584_c1_g1_i1 9,01e-63  Hypothetical protein AVEN_28772_1  —NA-- —NA---

P:G0:0006259; P:G0O:0006974; P:DNA metabolic process; P:cellular response to DNA damage
P:G0:0051276; F:G0:0000166; stimulus; P:chromosome organization; F:nucleotide binding;
F:G0:0004386; F:GO:0008237; F:helicase activity; F:metallopeptidase activity; F:metal ion
F:G0:0046872 binding

TRINITY_DN7077_c0_g2_i1 6,01e-66  Astacin-like metalloprotease toxin 1

4,68e-

TRINITY_DN11959_c0_g1_i1 131

Protein P1 F:G0:0003824 F:catalytic activity
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P:G0:0006351; P:G0:0006869;

P:transcription, DNA-templated; P:lipid transport; F:DNA-

TRINITY_DN12039_c0_g1_i1 8,22e-65 Vitellogenin-like protein F:G0:0003899; F:G0:0005319; directed 5'-3' RNA polymerase activity; F:lipid transporter
F:G0:0046983 activity; F:protein dimerization activity
P:G0:0006351; P:GO:0006869; P:transcription, DNA-templated; P:lipid transport; F:DNA-

TRINITY_DN12039_c0_g1_i8 1,84e-56  Vitellogenin-like protein F:G0:0003899; F:G0:0005319; directed 5'-3' RNA polymerase activity; F:lipid transporter
F:G0:0046983 activity; F:protein dimerization activity

TRINITY_DN15094_c0_g1_i7 1‘1017: i Putative polyprotein F:G0:0016787 F:hydrolase activity

TRINITY_DN1111_c0_g1_i1 9,59-78  RNA-dependent RNA polymerase P:G0:0008152; F:GO:0016787 P:metabolic process; F:hydrolase activity

TRINITY_DN1405_c0 g2 2 1,35e-g6 /pothetical protein —NA-— —NA-

- G0 ' AVEN_259965_1 -
P:G0:0006351; P:G0:0006869; P:transcription, DNA-templated; P:lipid transport; F:DNA-
. : . . . F:G0:0003899; F:G0:0005319; directed 5'-3' RNA polymerase activity; F:lipid transporter

TRINITY_DNA547_c0_g1.10 4:26e-73  vitellogenin-like protein F:G0:0046983; C:G0:0016020; activity; F:protein dimerization activity; C:membrane; C:integral
C:G0:0016021 component of membrane

TRINITY_DN5822_c0_g2_i1 2,42e-60 —NA--

Amarillo vs P:G0:0006259; P:G0:0006974; P:DNA metabolic process; P:cellular response to DNA damage
: . 8,81e- o . P:G0:0051276; F:G0:0000166; stimulus; P:chromosome organization; F:nucleotide binding;
blanco TRINITY_DN7077_c0_g2 it 1o7  Astacin-like metalloprotease toxin 1 .50 004386 F-G0:0008237:  F-helicase activity; F:metallopeptidase activity; F:metal ion
F.G0:0046872 binding
. 4,46e- , g

TRINITY_DN11959_c0_g1_i1 130 protein P1 F:G0:0003824 F:catalytic activity
P:G0:0006351; P:GO:0006869; P:transcription, DNA-templated; P:lipid transport; F:DNA-

TRINITY_DN12039_c0_g1_i1 1,61e-66  Vitellogenin-like protein F:G0:0003899; F:G0:0005319; directed 5'-3' RNA polymerase activity; F:lipid transporter
F:G0:0046983 activity; F:protein dimerization activity
P:G0:0006351; P:GO:0006869; P:transcription, DNA-templated; P:lipid transport; F:DNA-

TRINITY_DN12039_c0_g1_i8 2,42e-60  Vitellogenin-like protein F:G0:0003899; F:G0:0005319; directed 5'-3' RNA polymerase activity; F:lipid transporter

F:G0:0046983

activity; F:protein dimerization activity
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TRINITY_DN12039_c0_g1_i13

TRINITY_DN12062_c1_g1_i1

3,45e-57

1,21e-54

Vitellogenin-like protein

Polyprotein

P:G0:0006351; P:G0:0006869;
F:G0:0003899; F:G0:0005319;
F:G0:0046983

P:G0:0001172; P:G0:0006351;
P:G0:0006508; P:G0:0039694;
F:G0:0003723; F:GO:0003724;
F:G0:0003968; F:G0:0005198;
F:G0:0005524; F:G0:0008234;
C:G0:0016020; C:G0:0019028;
C:G0:0033644

P:transcription, DNA-templated; P:lipid transport; F:DNA-
directed 5'-3' RNA polymerase activity; F:lipid transporter
activity; F:protein dimerization activity

P:transcription, RNA-templated; P:transcription, DNA-templated;
P:proteolysis; P:viral RNA genome replication; F:RNA binding;
F:RNA helicase activity; F:RNA-directed 5'-3' RNA polymerase
activity; F:structural molecule activity; F:ATP binding; F:cysteine-
type peptidase activity; C:membrane; C:viral capsid; C:host cell
membrane

Naranja vs.
amarillo

TRINITY_DN864_c0_g1_i20

TRINITY_DN3719_c0_g1_i23

TRINITY_DN5242_c0_g1_i8

TRINITY_DN49334_c0_g1_i14

TRINITY_DN1132_c0_g2_i1

TRINITY_DN11004_c0_g2_i1

TRINITY_DN3343_c0_g1_i1
TRINITY_DN15094_c0_g1_i7

TRINITY_DN2648_c0_g3_i1

TRINITY_DN1111_c0_g1_i1

6,91e-34

4,11e-30

6,12e-30

6,33e-29

2,24e-47

2,83e-32
5,72e-50

3,6%-
116

2,85e-41

6,35e-49

Adult-specific rigid cuticular protein
15.7

Adult-specific rigid cuticular protein
15.7

hypothetical protein
AVEN_250603_1

—NA—

polyprotein

polyprotein

putative polyprotein
putative polyprotein

RNA-dependent RNA polymerase

RNA-dependent RNA polymerase

F:G0:0016740; F:G0:0042302

F:G0:0042302

—NA—

—NA—

P:G0:0006807; P:GO:0043170;
P-G0:0044238; F:G0:0000166;
F:G0:0004386; F:G0:0008233,;
F:G0:0016740; F:GO:0140098;
C:G0:0019012

F:G0:0016787

F:G0:0016787

F:G0:0016787

P:G0:0008152; F:GO:0016787

P:G0:0008152; F:GO:0016787

F:transferase activity; F:structural constituent of cuticle

F:structural constituent of cuticle

—NA-—
—NA-—

P:nitrogen compound metabolic process; P:macromolecule
metabolic process; P:primary metabolic process; F:nucleotide
binding; F:helicase activity; F:peptidase activity; F:transferase
activity; F:catalytic activity, acting on RNA; C:virion

F:hydrolase activity

F:hydrolase activity
F:hydrolase activity

P:metabolic process; F:hydrolase activity

P:metabolic process; F:hydrolase activity
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