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En el afo 2010, justo acabada la tesis doctoral en la Universitat de Barcelona (a la que me mudé tras
licenciarme en Biologia por la Universidad de Malaga), empecé mi estancia post-doctoral en el Centro
de Biologia del Desarrollo del RIKEN, en el laboratorio del Dr. Shigeru Kuratani, probablemente el in-
vestigador mas destacado de la ultima década en Japon en el campo de la evolucion del desarrollo, y
uno de los mdas importantes del mundo en el campo de la embriologia comparada.

El laboratorio del Dr. Kuratani estudia los cambios morfolégicos que se han producido durante la
evolucion de los vertebrados, prestando especial atenciéon a aquellas innovaciones que suponen unos
cambios drasticos en el bauplan de estos. Por ejemplo, la aparicidon de la mandibula, el origen de la
cabeza (y al mismo tiempo estructuras clave relacionadas como la cadera anterior y el cuello) y, sobre
todo, el origen del caparazédn de la tortuga han sido algunos de los ejemplos estudiados en profundi-
dad en su laboratorio.

Como es bien sabido, la evolucion consiste en descendencia con modificacién, lo cual implica un
hecho muy importante en el marco evolutivo: que todo lo nuevo deriva de algo viejo. Sin embargo,
esto no esta tan claro para ciertas estructuras, las que se denominan innovaciones verdaderas; es de-
cir, que no aparecen claramente a partir de la modificacién de una estructura que estaba presente an-
teriormente. Una de estas estructuras es el caparazén de la tortuga.

En el aflo 2005, el laboratorio del Dr. Kuratani publicé un trabajo sobre genes que se expresan es-
pecificamente en la cresta ectodérmica del caparazén (CR, del inglés carapacial ridge), la estructura
embrionaria que derivara en el caparazén, descubriendo la implicacién de genes clave como LEF1, un
factor de transcripcién que se activa al final de la via de sefalizacién de WNT [1]. La expresion de estos
genes, junto con la similitud histolégica entre la CRy la cresta apical ectodérmica de los primordios de
las extremidades llevaron a pensar que el origen de la CR se encuentra asociado a la co-opcién de re-
des génicas ya establecidas en el desarrollo de las extremidades [2]. Sin embargo, este trabajo estaba
limitado a la poca cantidad de informacion genética que se tenia entonces sobre las tortugas. Y este
fue el principal motivo que llevé al grupo a plantearse un proyecto de secuenciacién de genoma, bajo
la coordinacién del Dr. Naoki Irie, de la tortuga china de caparazén blando (Pelodiscus sinensis), mode-
lo con el que trabajamos. El trabajo ha sido recientemente publicado en Nature Genetics, y es de acce-
so libre [3], y en los siguientes parrafos explicaré brevemente la historia del proyecto, los resultados
mas importantes y, sobre todo, mi participacién cientifica en él.

En el aflo 2010 el proyecto empezé mediante la concesién de financiacién para su realizacién por
parte del gobierno japonés. Tras varios contactos con algunos proveedores, llegamos a la conclusion
de que aunque las nuevas técnicas de secuenciacion han abaratado mucho los proyectos de genémi-
ca, el presupuesto no llegaba para hacer todo lo que queriamos solos. Asi pues, en enero de 2011 fui-
mos a la XIX conferencia internacional “Plant and Animal Genome” en San Diego, California (EEUU). Y
fue alli donde entablamos los contactos para asociarnos al Beijing Genome Institute (BGI) de China y al
Instituto Europeo de Bioinformdtica (EBI, de sus siglas en inglés). El enorme esfuerzo que supone la se-
cuenciacidon de un genoma de novo (no la secuenciacion de genomas de individuos para los que existe
ya un genoma de referencia, como el caso del ser humano), no sélo econémico, sino de recursos hu-
manos, hizo que el nimero de instituciones participantes aumentara durante los siguientes seis me-
ses, englobando finalmente a nueve centros de investigacion en total.
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Ademas, dentro del BGl ya habia otro grupo que habia empezado a secuenciar el genoma de la tor-
tuga verde marina (Chelonia mydas) y decidimos unir esfuerzos con el objetivo de presentar un trabajo
mas completo con dos genomas que diera ideas sobre el grupo de las tortugas en general y no solo
sobre una especie en particular. Queda de manifiesto por tanto la importancia de establecer fructiferas
colaboraciones para la realizacion de proyectos de esta envergadura.

Asi pues, el trabajo a realizar quedoé repartido principalmente entre el RIKEN, el BGl y el EBI de la
siguiente manera: el BGI se encargaria de la secuenciacién y ensamblaje del genoma, asi como de la
realizacion de una anotacién (descripcion estructural del genoma: coordenadas génicas de los diferen-
tes elementos génicos: genes, elementos repetitivos, RNAs no codificantes, etc...) preliminar; el EBI se
encargaria de la realizacién de una pagina web donde se daria un soporte grafico para analisis asi
como de una anotaciéon mas profunda utilizando RNA-seq (secuencias de RNA producidas mediante
técnicas de ultima generacion de secuenciaciéon a partir del RNA mensajero que producen millones de
“lecturas” que luego se alinean frente al genoma para establecer asi el origen genémico de los transcri-
tos); y en el RIKEN nos encargariamos de un analisis funcional del genoma.

Entre los diferentes andlisis a realizar, el mas importante era aprovechar la ingente cantidad de in-
formacién que puede proporcionar un genoma para establecer definitivamente la posicién filogenéti-
ca de las tortugas, posicion que siempre ha sido dudosa usando tanto datos morfolégicos como mole-
culares. Las tortugas han sido clasificadas como (i) una rama temprana de los reptiles (andpsidos) colo-
candolos a la base de los didpsidos, (ii) como grupo hermano de arcosaurios (cocodrilos y aves) o (iii)
como grupo hermano de lepidosaurios (lagartos, serpientes y tuataras), y no sélo basandose en aspec-
tos morfoldgicos, sino también moleculares (genes que codifican para proteinas, microRNAs o incluso
elementos no codificantes conservados). En nuestro caso usamos la secuencia encadenada de 1113
genes de las dos tortugas estudiadas asi como de otros diez genomas de vertebrados secuenciados
(pollo, diamante mandarin, cocodrilo marino, aligator americano, lagarto anoles, perro, humano, orni-
torrinco, la rana Xenopus tropicalis y el medaka comun). Los diferentes andlisis filogenéticos usando
este set de datos, el mayor hasta la fecha, emplazan inequivocamente a las tortugas como grupo her-
mano de arcosaurios (Figura 1). El tiempo de divergencia estimado para las tortugas, ajustado median-
te el uso de fésiles, es de aproximadamente 260 millones de aio. Este periodo coincide con el final del
Pérmico y el inicio del Tridsico, momento que en el que se produce una gran extinciéon y que podria
estar asociado con la aparicién y éxito posterior de las tortugas.
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Figura 1: Posicion filogenética y tiempo de divergencia de las tortugas respecto a otros
vertebrados, usando la secuencia encadenada de 1113 genes. Imagen cedida por el
Dr. Naoki Irie, coordinador del proyecto.
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Como objetivos del proyecto se encontraban ademas identificar rasgos gendmicos especificos de
las tortugas, por un lado, e intentar aprovechar la excelente herramienta que supone un genoma para
identificar elementos moleculares del desarrollo embrionario especificos para la tortuga. Respecto al
primer objetivo, es resefiable la expansion de genes que codifican para receptores de odorantes que
ha ocurrido en tortugas, especialmente en P. sinensis que llega hasta niveles similares o incluso supe-
riores a los de mamiferos. Esta expansion es especifica e independiente de tortugas (sobre todo de

receptores tipo a) y queda mejor reflejado en el grafico de la figura 2.

Tortuga de
caparazén ’
blando

Tortuga
verde marina
T

Diamante
mandarin l
Lagarto anoles/.*

Humano

Perro

Xenopus

Figura 2: Grdafico que muestra la expansién de los genes que codifican para los receptores
de odorantes en diferentes genomas de vertebrados. En azul, receptores fipo «; en verde,
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En el segundo objetivo es donde se enmarcé mi funcién dentro del proyecto. Mi participacion se
basé en identificar los aspectos moleculares relacionados con el desarrollo del caparazéon. Como he
explicado antes, en un trabajo anterior se habia identificado un posible papel de la via de sefializacién
WNT en el desarrollo del caparazoén, pero sin embargo no se habia identificado hasta la fecha la expre-
sion asociada de ningun ligando WNT. Asi pues, decidi buscar todos los genes que codifican para li-
gandos WNT en el genoma de las tortugas, y analizar su expresiéon durante el desarrollo. En total pude
anotar 20 genes que codifican para WNT, incluyendo WNT170B, que parece haberse perdido en el linaje
de las aves, y WNT11B, perdido en mamiferos. Tras analizar la expresién de los 20 genes, observamos
que WNT5A era el tnico expresado en la CR. Sorprendentemente, WNT5A también se encuentra activo
en el desarrollo de las extremidades, lo que da fuerza a las hipotesis anteriores que sugieren una co-
opcion de las redes génicas de las extremidades a la CR. Por otro lado, decidi también investigar el pa-
pel de un tipo de moléculas cuyo rol en el desarrollo embrionario es ain bastante desconocido: los
microRNAs. Los microRNAs son unas moléculas de RNA pequeias, de entre 21-23 nucleétidos que re-
gulan la traduccién de los genes a proteinas mediante mecanismos de represién en los que no entraré
en detalle. Se separd la fase de RNAs pequefos de una extraccion de RNAs de tres tejidos diferentes (la
CR, las extremidades y la pared lateral del cuerpo) de embriones en el estadio en el que la CR empieza
a desarrollarse. Luego, esta fase de RNAs pequefios fue secuenciada masivamente por técnicas de
small RNA-seq (igual al RNA-seq, pero con las moléculas pequenas), y por ultimo, mediantes técnicas de
bioinformatica pude predecir, usando los resultados del small RNA-seq y el genoma, microRNAs que
posiblemente estan expresados en estos tejidos. Finalmente, comparando la presencia o ausencia de
microRNAs entre los tres tejidos, se pueden identificar microRNAs especificamente detectados en un
tejido y no en los demas. En total, pude identificar la presencia de 212 microRNAs especificos de la CR,
y que podrian tener algin papel en su desarrollo.

En conclusion, lo que es mas valioso de este trabajo es la obtenciéon de unas herramientas tan im-
portantes como los genomas de dos tortugas: una muy utilizada en estudios de desarrollo, P. sinensis, y
la otra que es primordial en programas de conservacion de la bioesfera, como es la tortuga verde ma-
rina, C. mydas, en peligro de extincién. Aunque en nuestro trabajo ya presentamos algunos resultados
sorprendentes y que podrian estar relacionados con algunos de los rasgos mas llamativos de las tor-
tugas como el caparazon, estoy seguro que los resultados mas importantes en el campo estan aun por
llegar y en ellos la utilizacién de estos genomas jugardn un papel fundamental.
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