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Resumen

Titulo: Relacién evolutiva de los intrones con base en el Modelo de Pérdida de ADN para las
familias de neuropéptidos LWamida, APGWamida, Hormona Concentradora de Pigmentos Rojos,
Hormona Adipocinética, Corazonina y Hormona Liberadora de Gonadotropina *

Autor: Maria Alejandra Reyes Tarazona™

Palabras Clave: Intrones, Evolucién de intrones, Fase intron, Sitios Proto-empalme, Evolucion
de neuropéptidos, DNA-LM.

Descripcion: Los mecanismos celulares que regulan la pérdida y ganancia de intrones son
ampliamente estudiados, ya que dan indicios de como se gener0 la diversidad de la vida. Asi,
diversos modelos evolutivos han planteado el origen de genes y sus posibles causas. Ejemplo de
esto, son las hipotesis de intrones o los supuestos formulados para la evolucion de la Hormona
Adipocinética (AKH), Corazonina (CRZ), Hormona Liberadora de Gonadotropina (GnRH) y
precursores hibridos como la Hormona Adipocinética/Corazonina (ACP). Sin embargo, solo el
Modelo de Pérdida de ADN (DNA-LM), describe el origen de genes neuroendocrinos a partir de
perdida de nucledtidos y movimiento de intrones. Aqui determinamos in silico con los principios
del DNA-LM, las posiciones, fases intronicas y sitios de Proto-empalme (Protosplice) de los genes
de las familias de neuropéptidos antes mencionadas junto con la LWamida (LW), APGWamida
(APGW), Hormona Concentradora de Pigmentos Rojos (RPCH) y el precursor hibrido
APGW/AKH, para establecer sus relaciones filogenéticas por medio de la conservacion de intrones
ortélogos y su evolucion por pérdida y/o ganancia de intrones. Los resultados presentaron un intrén
ortologo en casi todas las secuencias, para la LW se cree que lo perdié en su desarrollo. Por otro
lado, se encontrd un patron de distribucion de las fases, los intrones fase 1 y 2 se ubican
mayormente en el extremo 5’°, donde se determinaron nuevos intrones, mientras los de fase 0 que
fueron predominantes, se asentaban en el extremo 3’, en el intrén conservado; lo que sugiri6 que
los nuevos intrones no se integran aleatoriamente. Finalmente, se logrd establecer la relacion
ancestral de estas familias neuropéptidicas por medio del intron ortélogo. Los intrones recientes y
los sitios remanentes de proto-empalme en ORF que no poseen intrones, fueron evidencia de la
evolucidn independiente de cada linaje, lo que contribuy6 a corroborar el DNA-LM.

* Trabajo de Grado

** Facultad de Ciencias. Escuela de Biologia.

Director: Francisco José Martinez Pérez. Doctor en Ciencias.
Co-directora: Laura Rebeca Jiménez Gutiérrez. Doctora en Ciencias.
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Abstract

Title: Evolutionary relationship of introns based on the DNA Loss Model for the neuropeptide
families LWamide, APGWamide, Red Pigment Concentrating Hormone, Adipokinetic Hormone,
Corazonin and Gonadotropin Releasing Hormone *

Author(s): Maria Alejandra Reyes Tarazona™

Key Words: Introns, Intron evolution, Intronic phase, Protosplice sites, Neuropeptide evolution,
DNA-LM.

Description: The cellular mechanisms that regulate the loss and gain of introns are widely studied,
since they provide clues about how the diversity of life. Thus, various evolutionary models have
been proposed on the origin of genes and their possible causes. An example of the above are the
different hypotheses of introns or the assumptions made for the evolution of Adipokinetic
Hormone (AKH), Corazonin (CRZ), Gonadotropin-Releasing Hormone (GnRH) and hybrid
precursors such as Adipokinetic Hormone/Corazonin (ACP). However, only the DNA Loss Model
(DNA-LM) describes the origin of neuroendocrine genes from nucleotide loss and intron
movement. By in silico analysis with the principles of DNA-LM, we determined the positions,
intronic phases and protosplices sites of the genes encoding the neuropeptide families together
with LWamide (LW), APGWamide (APGW), Red Pigment Concentrating Hormone (RPCH) and
the hybrid precursor APGW/AKH, to establish their phylogenetic relationships through the
conservation of orthologous introns and their evolution by loss and/or gain of introns. The results
presented an orthologous intron in almost all the sequences, for LW it was considered that it was
lost in its development. On the other hand, a distribution pattern of the phases was displayed; phase
1 and 2 introns were located mostly at the 5' end, where new introns were observed. Meanwhile
the predominant phase 0 introns were found at the 3’ end in the conserved intron, which suggested
that new introns do not integrate randomly. Finally, it is possible to establish the ancestral
relationship of these neuropeptide families through the orthologous intron. The recent introns and
the remnant sites of proto splicing in ORFs that did not possess introns, was evidence of the
independent evolution of each lineage, which contributed to the DNA-LM corroboration.

* Bachelor thesis
™ Science Faculty. School of Biology.
Adviser: PhD. Francisco José Martinez Pérez.
Adviser: PhD. Laura Rebeca Jiménez Gutiérrez.
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Introduccion

Los genes en las células eucariotas tienen regiones llamadas exones que codifican para
proteinas y segmentos intermedios denominados intrones (Gilbert, 1978). Estos ultimos son
secuencias que en un principio se creia que eran “basura” al ser descartadas por la célula misma.
Sin embargo, diferentes estudios le han atribuido funciones como el almacenamiento de elementos
reguladores (Rogozin et al., 2012), eficiencia en la formacion de proteinas (Jo y Choi, 2015; Lim
etal., 2018), potenciadores en la recombinacion homdéloga (Fedorova et al., 2003); incluso algunos
autores mencionan una probable actividad ancestral, la cual, actualmente ya no es vigente (Chorev
y Carmel, 2012).

A nivel evolutivo los intrones juegan un papel realmente importante, ya que se descubrid
que la posicion de un intron dentro del gen, se heredaba (Rogozin et al., 2012). En este sentido, si
un intrén concuerda en la ubicacién en un coddn y/o regiones no traducidas del ARNm en grupos
aislados y cercanos filogenéticamente, refleja un estado de conservacion que se mantiene y se
hereda, a estos, se les conoce como intrones ortélogos (Rogozin et al., 2012). Por otro lado, si un
intrdbn se encuentra en una posicion solamente para una especie 0 especies cercanas
filogenéticamente se entienden como intrones que no se heredaron de un gen ancestral, sino que
probablemente se han integrado recientemente al genoma (Rogozin et al., 2012). De esta manera
la identificacion de los intrones en los genomas es de gran consideracion, para lo cual, existen
mecanismos de definicion intron y exon, estos han sido descritos a partir del proceso quimico de
reaccion y de reconocimiento por parte del espliceosoma (Jiménez-Garcia et al., 2004). Una de las

caracteristicas intrinsecas de definicidon de un intron es la secuencia candnica |GT...AG|, esta se
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encuentra conservada en un 98% de los intrones en todo tipo de genomas eucariontes, también
existen otras secuencias no candnicas, pero estas se encuentran en porcentajes bajos (Vinogradov,
2006; Poverennaya y Roytberg, 2020).

Los intrones también pueden ser clasificados segun su ubicacion, para esto es necesario
precisar la posicion dentro del codon, en el cual, se encuentra integrado el intrén. Segun lo anterior,
si el intron se encuentra entre el primer y segundo nucle6tido es fase 1, si esta entre el segundo y
tercer nucleédtido es fase 2y, si esta presente entre dos codones es fase 0 (Long et al.,1998). Las
distinciones de las fases han sido estudiadas en correlacién con los limites exon/intron y con la
conservacion en la localizacion de intrones (Long et al.,1998; Nguyen et al., 2006; Poverennaya
et al.,2017).

El descubrimiento de los intrones en 1977 (Chow et al., 1977), trajo un gran nimero de
cuestionamientos, uno de los que mas se destacan es con base a su origen, el cual, ha generado un
gran debate en el ultimo siglo (Gilbert, 1978; Logsdon, 1998; Koonin, 2006; Rogozin et al., 2012).
Inicialmente, se planted la hipétesis de los “intrones tempranos”, la cual, postula que las células
eucariotas heredaron sus intrones de las procariotas y que la diversidad gendmica entre los
eucariontes se debia a la pérdida de intrones en la historia individual de cada linaje (Gilbert, 1987,
Giovannoni, 2014); en el caso de las procariotas actuales la “racionalizacién del genoma”
(Giovannoni, 2014), fue lo que gener0 la pérdida de sus intrones primordiales y del espliceosoma
(Rogozin et al., 2012).

Posteriormente, surgid la hipotesis de “intrones tardios”, que establecié la integracion de
“nuevos intrones” en posiciones especificas del genoma, llamados sitios de proto-empalme
(protosplice) o limites exon/intron (Dibb y Newman, 1989; Gilbert, 1993; Sverdlov et al., 2004).

Esta hipdtesis propuso que las células procariotas nunca presentaron intrones, siendo una novedad
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eucarionte, en la cual, con el transcurso del tiempo “nuevos intrones” se integraron, ocasionando
las diferencias entre sus genes homologos (Logsdon, 1998; Koonin, 2006; Stoltzfus, 1997). A estas
conjeturas, se le realizaron adaptaciones, por ejemplo, la teoria de los “primeros intrones”, que
indica que los intrones y exones no se originaron simultaneamente, sino que los intrones
precedieron a los exones en el “mundo del ARN”, es decir, los ARNm eran totalmente intrénicos
y comenzaron a llamarse intrones al surgir los limites exonicos (Forsdyke, 2013).

Los postulados de evolucion de intrones sirvieron como uno de los fundamentos para
generar el modelo de origen de genes neuroendocrinos “Pérdida de ADN (DNA-LM)” (Martinez-
Pérez et al., 2007).

En contexto con el modelo es necesario entender la estructura y formacion de
neuropéptidos. La biosintesis de neuropéptidos ocurre de la misma forma que la de proteinas de
secrecion, después de la transcripcion del gen que codifica para el precursor neuropéptidico
(conformado por: péptido sefial - péptido activo - péptido relacionado), se producira una 0 mas
copias de pre-ARNm (Garcia-Lopez et al., 2002), seguidamente se dara inicio al proceso de
maduracion del ARNm o corte y empalme nombrado en inglés splicing. El espliceosoma que es
una ribonucleoproteina, reconocera sefiales claves en el exon y en el intron, las cuales, son
complementarias a sus subunidades e indicaran en donde escindir y que empalmar (Jiménez et al.,
2004). De esta forma, los intrones son desechados y los exones son unidos por la generacion del
enlace fosfodiéster. Finalmente, el ARNm ya maduro seréa traducido por los ribosomas adheridos
al reticulo endoplasmico rugoso y formara los neuropéptidos via aparato de Golgi (Garcia-Lopez
etal., 2002).

Partiendo de lo anterior, en el 2002 se realiz6 un estudio de la relacion entre secuencias de

aminoacidos de tres familias de neuropéptidos: la AKH de insectos, la RPCH de crustaceos y la
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APGWamida de moluscos; los autores concluyeron que a partir de un posible gen ancestral se dio
origen a estas familias (Martinez-Pérez et al., 2002). Los investigadores mencionaron que este gen
podria estar conformado por tres exones y dos intrones, que, con el tiempo, debido al ingreso y
delecion de intrones y a la pérdida de nucledtidos y fragmentos de ADN en el primer exon, dio
origen a la APGW de moluscos. Posteriormente, este proceso se repitié en el segundo exén, lo que
generd la formacion de la RPCH de crustaceos, la cual, se conservé hasta cierto grado en las AKH
de insectos (Martinez-Pérez et al., 2002). Para el 2007, se afiade la familia LW de hidras a la
investigacion, ya que se observo que el triptéfano estructural (W) generaba la actividad bioldgica
en el péptido activo del precursor (Cadena-Caballero, 2020) y que, a partir de los genes de esta y
por medio de duplicacién y pérdida de ADN se generd a la APGW de moluscos. Lo anterior, dio
paso a la postulacion del DNA-LM (Martinez-Pérez et al., 2007).

El DNA-LM, propone que la evolucion de genes de neuropéptidos ocurrié por la
duplicacion de un gen ancestral que codifico para un precursor neuropeptidico hibrido con distinto
numero de copias y, que debido al movimiento de intrones y a la pérdida de codones se generaron
nuevos dominios a nivel molecular (Martinez-Pérez et al., 2002; Martinez-Pérez et al., 2007;
Cadena-Caballero, 2020). EI DNA-LM se planted para familias neuropéptidicas que contienen
aminoacidos homdlogos conservados evolutivamente en los extremos carboxilos, como lo son LW
de hidras, APGW de moluscos, RPCH de crustaceos, AKH de insectos y sus péptidos hibridos.
Estos ultimos, son secuencias intermedias que presentan caracteristicas similares entre dos o mas
neuropéptidos, como lo son la Hormona Adipocinética/Corazonina-péptido relacionado (ACP) de
insectos y crustaceos y las tedricas APGW/RPCH/AKH y APGW/RPCH de moluscos (Martinez-
Pérez et al., 2002; Martinez-Pérez et al., 2007; Hansen et al., 2010). Posteriormente, a partir de los

proyectos gendmicos de Secuenciacion de Nueva Generacion (NGS), se demostro que las familias
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de neuropéptidos CRZ en especies de invertebrados y GnRH en cordados; tienen relacién evolutiva
con las familias de genes APGW de moluscos, RPCH de crustaceos y AKH de insectos (Cadena-
Caballero, 2020).

Los supuestos anteriores han evaluado la evolucion por intrones desde un punto general en
genomas completos (Lynch., 2002; Csuros et al., 2011; Séton et al., 2016; Mukhopadhyay y
Hausner., 2021) o en particular, en genes especificos que codifican para proteinas muy
conservadas (Roesner et al., 2005; Parenteau et al., 2011). Sin embargo, estos no han considerado
la posicion de los intrones, sitios de proto-empalme y fases intrén en grupos aislados y/o cercanos
filogenéticamente para las familias antes descritas. EI DNA-LM es un modelo evolutivo basado
en la pérdida de regiones de ADN, el cual, propone que la influencia y el movimiento de intrones
ha generado la variacion en genes neuroendocrinos. Por otro lado, los estudios de evolucion por
intrones buscan encontrar concordancia entre los arboles filogenéticos de genes especificos y
arboles de especies (Creer, 2007). Previamente el modelo debi6 establecer las relaciones
filogenéticas entre estas familias. Sin embargo, aun falta corroborarlo con el andlisis de intrones,
razon por la cual se desarroll6 este proyecto. De esta manera, el presente estudio con base en el
DNA-LM, de las familias LW de hidras, APGW de moluscos, RPCH de crustaceos, AKHs de
insectos, CRZ de invertebrados, GnRH de cordados y sus precursores hibridos determind:
posiciones, fases intronicas y la homologia de los sitios en los limites exdn/intron, para establecer
su relacion por medio de la conservacion en la posicion de intrones ortélogos y su evolucion en

especies de invertebrados y cordados, a partir de la ganancia o pérdida de intrones.
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1. Objetivos

1.1 Objetivo de la pasantia
Establecer la relaciéon evolutiva de las familias de neuropéptidos LW, APGW, RPCH,
AKH, CRZ, GnRH y precursores hibridos con el DNA-LM por medio de pérdida y/o ganancia de

intrones.

1.2 Objetivo General
Determinar las posiciones intronicas y limites exonicos de los genes que codifican a las
familias de neuropéptidos: LW, APGW, RPCH, AKH, CRZ, GnRH vy precursores hibridos para

contribuir al DNA-LM, al establecer la influencia de la pérdida de ADN en la evolucion.

1.3 Objetivos Especificos

Generar una base de datos de los genes LW, APGW, RPCH, AKH, CRZ, GnRH y
precursores hibridos reportados en el GenBank.

Caracterizar la organizacion de los intrones y exones de los genes LW, APGW, RPCH,
AKH, CRZ, GnRH vy precursores hibridos reportados en el GenBank.

Correlacionar las posiciones de los intrones y limites exdnicos de los genes que codifican

a las familias: LW, APGW, RPCH, AKH, CRZ, GnRH y precursores hibridos con el DNA-LM.
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2. Competencias adquiridas

2.1 Competencias cognitivas

Identifica genes para precursores de neuropéptidos hibridos con bioinformatica.

Comprende los términos intrdn y exon para identificar en genes de neuropéptidos.

Caracteriza intrones y exones para establecer su organizacion.

Correlaciona posiciones de intrones y limites exonicos para la evolucién de intrones de
familias de neuropéptidicas.

Relaciona los intrones de las familias de neuropéptidos para la evolucion de genes con el
DNA-LM.

2.2 Competencias procedimentales

Construye una base de datos de genes de neuropéptidos sustentada en intrones y exones
para las familias: LW, APGW, RPCH, AKH, CRZ, GnRH y precursores hibridos.

Estructura los genes al reconocer los limites intrdn/exdn en genes de neuropéptidos.

2.3 Competencias actitudinales

Comprende la importancia del trabajo en equipo, respetando las diferentes opiniones para
el buen uso de ellas.

Atiende a las criticas constructivas para mejorar su desarrollo como profesional y futura
bidloga.

Genera espacios de respeto y tolerancia para con sus compafieros y directores.
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3. Metodologia

3.1  Generacion de la base de datos de los genes LW, APGW, RPCH, AKH, CRZ,
GnRH y precursores hibridos reportados en el GenBank

Las secuencias de los genes que codifican para precursores de las familias LW de hidras,
APGW de moluscos, RPCH de crustaceos, AKH de insectos, CRZ de invertebrados y GnRH de
cordados fue generada a partir de la base de datos de precursores de neuropéptidos del Laboratorio
de Gendmica Celular y Aplicada (LGCA) del Grupo de Célculo Avanzado y a Gran Escala
(CAGE) de la Universidad Industrial de Santander, esta contiene las secuencias de aminoacidos
para cada precursor y su codigo de acceso; a partir de este codigo se realizé una bdsqueda en la
base de datos publica GenBank del National Center for Biotechnology Information (NCBI)
(Sayers et al., 2020), empleando solo aquellas secuencias que presentaban el gen. Adicionalmente
se utilizé un parametro de descarte con las secuencias que se reportaron en el GenBank como
“Versiones obsoletas” y se renovo la informacion de secuencias que ya habian sido actualizadas
en el GenBank.

En el caso de las secuencias que se identificaron que presentaban gen, fueron descargadas
en formato FASTA del GenBank y se tabuld la informacion de estos en un documento de Microsoft
Excel (2016). Las secuencias de los precursores hibridos, se obtuvieron con un alineamiento tipo
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), respecto a los péptidos tedricos iniciales del DNA-
LM mediante las secuencias de aminoacidos de los precursores en el GenBank, el gen se identificd

como se indicé previamente (Altschul et al., 1990; Martinez-Pérez et al., 2007).
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3.2 Caracterizacion de la organizacion de los intrones y exones de los genes LW,
APGW, RPCH, AKH, CRZ, GnRH y precursores hibridos reportados en el GenBank

Para identificar la forma en la que estaban dispuestos los exones y los intrones en el gen,
se descarg6 el ARNm de cada neuropéptido en formato FASTA, este procedimiento se llevé a
cabo de la misma forma descrita en el punto 3.1. Con la secuencia del gen'y del ARNm, se procedio
a realizar un alineamiento con el programa CLUSTAL W (Larkin et al., 2007) y los parametros de
DNA-LM (Martinez-Pérez et al., 2007), a partir de alli se gener6 un archivo de texto plano. En la
lectura del alineamiento se logro distinguir los exones de los intrones, esto se realizd teniendo en
cuenta el mecanismo de definicion Exon/Intrén, en el cual, se precisé los sitios de unién entre
estos, que a su vez son las sefiales de reconocimiento de corte y empalme por el espliceosoma,
previamente descritos por otros autores (Dibb y Newman, 1989; Vinogradov 2006; Poverennaya
y Roytberg 2020). Posteriormente, se tomé la secuencia del ARNm y se tradujo en la pagina

Translate tool-Expasy (https://web.expasy.org/translate/), para reconocer el aminoacido de cada

codon y se colocd manualmente en el documento del alineamiento del gen con el ARNm.

Se realizd para cada secuencia su clasificacion respecto a las fases intronicas dependiendo
de la posicién del codon en donde se integraba el intron. Es decir, si el intron se insertd entre el
primer y segundo nucleétido de un codon, seria Fase 1, si estaba presente entre el segundo y tercer
nucledtido de un coddn, se llamaria Fase 2 y si se introdujo entre dos codones, se denominaria
Fase 0 (Long et al.,1998). Las regiones que corresponden a los limites exonicos e intronicos de los
genes de las secuencias identificadas fueron tabuladas en un documento de Microsoft Excel
(2016), donde se incluyd: la familia de neuropéptido, la especie, el codigo de acceso del GenBank,
la fase del intrdn, la cantidad de intrones dentro del gen y el aminoacido en donde estaba presente

el intron o0 aminoéacidos en caso de la fase 0. Para este estudio no se tuvieron en cuenta las Regiones


https://web.expasy.org/translate/
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No Traducidas (UTRs), solo se analizo la organizacion de los intrones y exones dentro del Marco

Abierto de Lectura (ORF).

3.3 Correlacion de las posiciones de los intrones y limites exonicos de los genes que
codifican a las familias: LW, APGW, RPCH, AKH, CRZ, GnRH y precursores hibridos con
el DNA-LM

A fin de correlacionar las posiciones intrénicas y los sitios de proto-empalme de estas
familias con el DNA-LM, se emple6 un alineamiento con el programa CLUSTAL W por cada una
de las familias de las secuencias aminoacidicas analizadas en este estudio. Aquellas familias
neuropeptidicas que presentaron solo una secuencia, se alinearon con las secuencias de las familias
mas similares, seguido de esto, cada alineamiento fue editado por el programa GeneDoc (Wenger
y Mathonet, 2002). Posteriormente con el programa Word, se resalt6 la posicidn de los intrones ya
determinados en el paso 3.2, con un color en especifico dependiendo de la fase (0: amarillo, 1: azul
aguamarina y 2: verde). Para precisar la posicion de los intrones en las secuencias, se contd como
ortdlogos aquellos que se encontraron en un rango entre 1 a 5 aminoéacidos, en relacion con los
intrones del resto de secuencias por familia y se tuvo en cuenta el deslizamiento de intrones
descrito por Tarrio et al (2008).

En funcion de la posicion de los intrones mostrados en el alineamiento, a modo de
representarlos esquematicamente se distinguieron los intrones ortélogos de los nuevos intrones a
partir del porcentaje de secuencias por familia que los ubicaban en la misma posicion, en este
sentido, se empled los criterios establecidos por el grupo CAGE, si el intron se localizaba en el

mismo punto para mas del 50% de las secuencias por familia, se consider6 como ortélogo y si se
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encontraba en menos del 50%, se categorizdé como reciente, estos Ultimos representan una forma

de pérdida o ganancia de nucleétidos.

4. Resultados

4.1 Base de datos de los genes de LW, APGW, RPCH, AKH, CRZ, GnRH y sus
precursores hibridos

De las 877 secuencias que conforman la base de datos de precursores de neuropéptidos del
LGCA adjunto al grupo CAGE, solo 252 presentaron su gen correspondiente en el GenBank. En
este sentido, para cada familia neuropeptidica, fueron pocas las secuencias confirmadas de acuerdo
al numero total de secuencias reportadas: LW de hidras (27/37), APGW de moluscos (1/12), RPCH
de crustaceos (3/18), AKH1 (79/172), AKH2 (3/15), AKH3 (23/73), AKH4 (1/4), CRZ de
invertebrados (10/62), GnRH de cordados (76/436) y del precursor hibrido ACP (29/48). La
cantidad de especies resultantes de la filtracidn de la base de datos inicial fue de 178, donde en su
mayoria estaban representadas por las familias AKH de insectos y GnRH de cordados con 97 y 41
respectivamente, seguidas de 17 por parte de la ACP y 10 de la LW de hidras; el resto de las
familias quedaron con menos de 10 especies.

Por otro lado, en total 32 especies presentaron empalme alternativo, 6 fueron actualizadas
por los autores originales en la base de datos del GenBank, 9 se descartaron por ser versiones
obsoletas y se encontrd 14 especies que tenian mas de una secuencia que daban para genes
diferentes. En este sentido, se observo que casi todas las especies pertenecientes a las AKHs de
insectos constaban de un solo ARNm, mientras que en muchas de las especies de las familias

GnRH de cordados y ACP poseian mas de una variante o mas de un gen.
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El alineamiento tipo BLAST de los precursores hibridos propuestos en el DNA-LM en
2007 mostrd homologia con una secuencia perteneciente a la especie Brachionus plicatilis. Esta
secuencia presenta similaridad en su péptido activo con el de las AKHs de insectos, ademas de
poseer dos copias de APGW de moluscos. Tales caracteristicas que comparte con estas dos
familias le confieren el nombre de precursor hibrido APGW/AKH (VP- APGW/AKH = HyPro-
BpHYR1_030954). Esta secuencia fue agregada a la base de datos de precursores neuropeptidicos
quedando con 878 secuencias y a la base de datos de genes con un total de 253 secuencias. La
depuracidn de la base de datos de precursores neuropeptidicos con el parametro de presencia del
gen, generd un bajo numero de secuencias para las familias APGW de moluscos y RPCH de
crustaceos. Esto podria catalogarse con un sesgo hacia las familias AKH de insectos y GnRH de

cordados, las cuales tuvieron una mayor representacion en este estudio (Apéndice Ay J).

4.2 Organizacion de los intrones y exones en los genes LW, APGW, RPCH, AKH,
CRZ, GnRH y sus precursores hibridos.

De las 253 secuencias analizadas pertenecientes a 179 especies, el 48.62% presentaban dos
intrones, con una mayor presencia en las secuencias de GnRH de cordados. La familia AKH de
insectos fue la que presentd mas secuencias con un solo intron y la familia LW de hidras mostro
mas secuencias con un solo exén. La secuencia del precursor hibrido APGW/AKH poseia 3
exones y 2 intrones. Solamente 2 secuencias de GnRH de cordados poseian hasta 5 intrones,
mientras que el resto de las secuencias analizadas poseian 3 intrones o menos (Tabla 1. Apéndice

B).
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Tabla 1

Numero de intrones presentes en cada familia neuropeptidica.

APGW/AKH

APGW 1 0 1 0 0 0 0 1

Nota: Se muestra el numero de especies y secuencias por familia. Ademas de la cantidad y el

porcentaje de secuencias que presentaban un nimero determinado de intrones.

La mayoria de las secuencias analizadas contenian intrones de fase 0 (79.47%). Dado el
sesgo en la cantidad de secuencias superior por parte de las AKHs de insectos y de las GnRHs de
cordados en comparacién con las demés familias, estas son las familias con mas intrones en total.
Con excepcion de la familia LW de hidras que todos sus intrones fueron fase 2, la mayoria de las
familias neuropeptidicas present6 principalmente intrones en fase 0. La secuencia APGW/AKH
presentd 2 intrones, uno fase 0 y el otro en fase 1. La familia ACP fue la que presentd6 mayor
namero de intrones en fase 2 y a su vez la familia GnRH de cordados fue mayoritaria en intrones

fase 1 (Tabla 2 y Apéndice B).
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Tabla 2

Porcentaje de las fases intronicas para cada neuropéptido

- Fase Intron Total
Neuropeptidos Intrones
0 1 2
APGW/AKH 1 1 0 2
LW 0 0 7 7
APGW 1 0 0 1
RPCH 3 0 0 3
AKH 116 2 16 134
CRZ 7 1 3 11
GnRH 139 17 4 160
ACP 35 0 27 62
Total 302 21 57 380
% 79.47% 5.53% 15.00% 100.00%

Nota: La tabla muestra la cantidad de intrones que se encontraron por familia y el nimero de
intrones por fase.

En cuanto a los limites de los exones con los intrones, el sitio de proto-empalme Exon |
Intrén que mas fue conservado entre las secuencias fue G|GT (74.14%) y para el caso de los
porcentajes de los limites Intron | Exdn estos fueron mas heterogéneos, sobresaliendo solamente
el limite: AG|A (44.59%), lo que denota un claro porcentaje mayor de purinas entre estos limites.

(Tabla 3, Apéndice B).
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Tabla 3

Sitios de proto-empalme para las familias neuropeptidicas

Neuropéptidos Intron | Exén

AGIC AGIG AG[T

AG|A

N N O PP O O O O

77 96 37
% 4459% 20.32% 25.33% 9.76%
Nota: Los sitios de Proto-empalme Exon | Intron hacen referencia al ultimo nucledtido del exon

donador y a los dos primeros nucleotidos del intrén. Los sitios de Proto-empalme Intrén | Exon
hacen referencia a los dos Ultimos nucle6tidos del intrén y al primer nucleétido del exdn aceptor.

El porcentaje de los sitios de Exdn | Intrdn se tomaron independientes a los de Intrén | Exén.

Los alineamientos de cada uno de los ARNm con los genes de las familias de neuropéptidos
mostraron que, en LW de hidras las 7 secuencias que presentaron el intron, este se localizaba al
inicio en el extremo 5’. Estas secuencias mostraban nucledtidos adicionales a diferencia de los 20
restantes que no contenian intrones y contaban con una segunda metionina seguida al intrén
(Apéndice C).

En las secuencias de AKHSs de insectos habia un numero significativo de secuencias del
género Drosophila, todas estas presentaron junto con otras pocas secuencias de especies de
insectos, un intron entre el primer y segundo aminoacido del péptido activo (Apéndice D). En 19
secuencias de AKHs de insectos y en 1 de RPCH se evidencid que el gen presentaba una

modificacion en el coddn de la metionina inicial y que se formaba en su mayoria una sefial de



RELACION EVOLUTIVA DE LOS INTRONES DEL DNA-LM 26

AG|G, este cambio provocé que, al alinear el ARNm con el gen, la lectura se originara en otro
punto (Apéndice I). Sin embargo, dado que donde se aline6 la metionina no existia una sefial
completa de corte y empalme, no fue posible establecerlo como un limite Exén | Intron. Debido a
la importancia de este resultado, estas secuencias fueron demarcadas dentro de la base de datos
con una tonalidad morada para su facil identificacion (Apéndice A, B y K).

El alineamiento de la familia CRZ de invertebrados mostrd que 9 secuencias contenian un
solo intron y solamente 1 secuencia presentaba 2 intrones y 3 exones. De las 10 secuencias en total
7 concordaron en la posicién del intrén siendo fase 0 y hacia el extremo 3’ y 3 secuencias ubicaron
el intron en el centro del alineamiento. En cuanto a la secuencia que presentaba 2 intrones era de
una de las variantes de la especie Bombyx mori que presentaba empalme alternativo, la otra
variante posee un solo intron. El intron que se encuentra ubicado en la posicién que no coincide
con el resto de secuencias, se podria inferir que es reciente. Sin embargo, se necesitaria de mas
informacion experimental y molecular para corroborar y validar esta conjetura. Por otro lado,
podria ser solo artefacto del ensamble a nivel gendmico o resultado del empalme alternativo.

Adicionalmente, se observo que las 9 secuencias de CRZ de invertebrados se alinearon a
partir del segundo exon en relacién con la Gnica secuencia que poseia 2 intrones, es decir que para
esta variante el primer exon es indicio de una ganancia de ADN a partir del intron nuevo (Apéndice
E).

Con respecto a la GnRH de cordados, esta presentd 76 secuencias y logrd poseer la mayor
cantidad de intrones con 160 en diferentes fases. Es de resaltar su alto nimero de intrones dentro
de las secuencias a diferencia de otras familias como la AKH de insectos que tenia una mayor
cantidad de secuencias 106, pero el nimero de intrones fue menor con 134 (Tabla 1y 2, Apéndice

H).
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La ACP fue la familia que méas presentd intrones en fase 2, al considerar el nimero
relativamente bajo de ORFs que se obtuvo en total 29, poseia un poco mas del doble de intrones
con 62 (Tabla 2). De manera general, la mayoria de sus secuencias presentaron dos intrones y solo
algunas hasta 3 (Apéndice B y F). También se encontrd indicios de sefializacion de corte y
empalme incompletos dentro de exones en secuencias que estaban distribuidas en todas las familias

(Apéndice K).

4.3 Correlacion de las posiciones de los intrones y limites exonicos de los genes que
codifican a las familias: LW, APGW, RPCH, AKH, CRZ, GnRH y sus precursores hibridos
con el DNA-LM

Se logré correlacionar con base en los principios y parametros del DNA-LM, las posiciones
de los intrones, los limites exdn donador, exdn aceptor, fase y nimero de exones e intrones de las
familias LW de hidras, APGW de moluscos, RPCH de crustdceos, AKH de insectos, CRZ de
invertebrados, GnRH de cordados y los precursores hibridos ACP y APGW/AKH (Apéndices C-
Hy K). De esto, se realizd una representacion esquematica sintetizada de todas las secuencias que
habia por familia (Figura 1). La caracterizacion de la organizacion de los exones e intrones
evidencio que la secuencia del precursor hibrido APGW/AKH (VP-APGW/AKH = HyPro-
BpHYR1_030954) contenia 3 exones y 2 intrones, los péptidos activos se ubican en el exén 1y
las 2 copias de la APGW en el exdn 2, el primer intron que se encuentra en sentido 5’ a 3’ es fase
1y el segundo intrén fase 0. De las 27 secuencias que se obtuvieron de la LW de hidras, solo 7
presentaron intron, el cual en todas fue fase 2, este estaba ubicado muy cerca al codon de inicio en
casi todas las secuencias, de esta manera se observo que las copias de la LW se encontraban en el

segundo exon. La Unica secuencia disponible de la APGW de moluscos y las 3 de RPCH de
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crustaceos presentaron un solo intron en fase 0. Por otro lado, las copias de la APGW como el
péptido activo de la RPCH de crustaceos se encontraron en el primer exén. Cabe aclarar que,
aungue se haya indicado un solo punto figura 1, en donde, se encuentran las copias de la APGW
de moluscos y también de las LW de hidras, estas estan distribuidas a lo largo de todo el exdn, el
punto sefialado es una referencia de en qué exdn se encuentra.

Con respecto a la familia AKH de insectos y sus variantes, se observo que todas comparten
la ubicacién de un intrén, el cual es fase 0. En la AKH1 y la AKH4 hay un intrén integrado entre
el primer y segundo aminoacido del péptido activo; ademas, la AKH1 y la AKH3 poseen hasta 3
intrones, teniendo 2 ubicados en la misma posicién, uno de ellos fase 2 y el otro es el comun a
todas. La AKH2 es la Unica que present6 un solo intron y su ordenamiento es similar al antes
descrito para la APGW de moluscos y la RPCH de crustaceos. En el caso la CRZ de invertebrados,
se evidencio una estructura parecida a la del precursor hibrido APGW/AKH, aunque el primer
intron que se lee es fase 2 y esté en sentido 5’a 3.

La GnRH de cordados fue la familia con mas ganancia de intrones, en su esquema se puede
visualizar que 3 de estos son recientes y la conservacion de 2 de ellos en méas del 50% de las
secuencias, estos ultimos se localizan muy cerca el uno del otro, en el punto exacto donde se
comparte la ubicacion del intron conservado con el resto de las familias; por otra parte, el péptido
activo se encontraba en el exon 4. En cuanto a la ACP, fue la Unica familia con intrones fase 0 a
inicio de la secuencia, aungue fue en un porcentaje menor, como también fue la Gnica que mostrd
que en la mayoria de sus secuencias habia un intron conservado fase 2, su péptido activo se
encontraba en el tercer intron. En general, se obtuvo que todas las familias a excepcion de la LW
de hidras compartian un intron conservado en la misma posicidn, este se ubica hacia el extremo

3’, cerca al péptido relacionado, este intrén en todas las secuencias fue fase 0. Con respecto a los
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limites Exon | Intrén en su mayoria fueron: G|GT y en los limites Intron | Exon fue: AG|X. La
AKH3 fue la unica que presentd un intron fase 2 en el extremo 3’ y en la ACP se observo, que
tenia un intrén conservado fase 2. En conjunto se observa una relacion entre la conservacion de la
posiciony la fase del intron, de esta manera los intrones conservados tienden a ser fase 0 y ubicados
hacia el extremo 3’, mientras que los intrones que son recientes tienden a ser fase 1 0 2 y estar

localizados cerca al extremo 5° (Figura 1).
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Figural
Representacion esquematica de la posicion de los exones y de los intrones de las familias LW,
APGW, RPCH, AKH, CRZ, GnRH y los precursores hibridos ACP y APGW/AKH.
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Nota: La linea negra representa al gen y el cuadro rojo es indicador de en donde empieza la lectura
de la secuencia con la Metionina en sentido 5* a 3’. Los cuadros azules contienen los sitios de
proto-empalme, estos fueron posicionados seguln el porcentaje que presentaron en cada familia. El
cuadro gris sefiala la ubicacion del péptido activo, (en el caso de las diferencias en el péptido activo
dentro de la familia de las AKHs de insectos, se decidid seleccionar la secuencia del género
Drosophila a modo de representacion general en todas las variedades). Cada color en los intrones
atafie a la fase del intron y el porcentaje de las secuencias que lo presentan en esa posicion (la
longitud de los exones y de los intrones solo es una representacion grafica sintetizada generada a
partir de los alineamientos).

Figura 2

Posibles rutas de evolucion de las familias
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Nota: Se muestra las posibles formas en las que pudieron evolucionar las familias LW de hidras,
APGW de moluscos, RPCH de crustaceos, AKH de insectos, CRZ de invertebrados, GnRH de

cordados y los precursores hibridos ACP y APGW/AKH a partir de la relacién de sus intrones.

En el lado izquierdo se encuentra la hipotesis inicial de DNA-LM (Martinez-Perez, 2007), en este
modelo se propuso un péptido tedrico que compartia informacién entre moluscos y artrépodos.
Este péptido podria ubicarse entre la APGW de moluscos y la RPCH de crusticeos o entre la
APGW de moluscos y la AKH de insectos. Con el péptido hibrido APGW/AKH se corrobora esta
hipétesis al ser encontrado en la naturaleza en la especie B. plicatilis. En el modelo del centro se
muestra una evolucién a partir del precursor hibrido APGW/AKH, indicando una evolucion a
partir de los primeros eucariontes, en este se observa que la LW de hidras se formo
independientemente de la APGW de moluscos. La LW DE HIDRAS se desarrolla a partir del exon
2 con la pérdida de los intrones ancestrales, mientras que la APGW de moluscos pierde uno y
conserva otro en la posicion 3’ que hereda al resto de familias; ademas de que se visualiza la
variacion de las AKHs de insectos a partir del movimiento de intrones, en esta hipotesis la CRZ
de invertebrados, la ACP provienen de la AKH1 y la AKH4. El tercer modelo muestra una
evolucion mas ramificada, el precursor hibrido APGW/AKH se genera a partir de la APGW de
moluscos, junto a las RPCH de crustaceos y AKH de insectos, estas ultimas aumentaron el ingreso

de intrones, dando al resto de familias.
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5. Discusiones

En esta pasantia se contribuyd al conocimiento del DNA-LM mediante el anélisis de
intrones en genes que codifican para los precursores neuropéptidicos, lo cual, es uno de los dos
elementos que sustentan el modelo evolutivo. En un principio la investigacion de Cadena-
Caballero (2020), realizé6 un estudio filogenético entre las familias de neuropéptidos LW de hidras,
APGW de moluscos, RPCH de crustidceos, AKH de insectos, CRZ de invertebrados, GnRH de
cordados y sus precursores hibridos empleando una base de datos que contenia 878 secuencias
aminoacidicas, un gran porcentaje de estas fueron obtenidas por medio de su ADN
complementario (ADNC) a partir de proyectos de transcriptomas en el LGCA. Sin embargo, dado
que la investigacion tenia un enfoque a nivel aminoacidico, no se tuvo en cuenta el gen
correspondiente para cada secuencia. Por lo tanto, al realizar la depuracion con el paramento de
secuencias que presentaban el gen en la base de datos del GenBank y del descarte de versiones
obsoletas, Unicamente se obtuvo un 28.8% de la base original correspondiente a los genes y
genomas reportados. Aun con la falta de secuencias de genes de todos los neuropéptidos reportados
a nivel de ADNC, en esta pasantia se logrd contribuir al DNA-LM desde la perspectiva de los
acidos nucleicos y aportar en especial relevancia al movimiento de intrones para su evolucion. No
obstante, a consecuencia de la desigualdad en el nimero de genes reportados que se presenté entre
familias, lo cual, es generado a que una gran cantidad de las especies empleadas en proyectos de
investigacion son modelos de estudio bioldgico dado el interés comercial o de otras indoles,
conlleva que para este trabajo los resultados fueran sesgados hacia familias con mayor nimero de

secuencias de estas especies como, por ejemplo, la AKH de insectos y la GnRH de cordados.
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A pesar de esta limitante se establecié que los dinucleétidos presentes en los bordes del
intron, en su mayoria corresponden a las secuencias canénicas |GT...AG|, de acuerdo con lo
previamente mencionado por otros autores (Parada et al., 2014; Pucker y Brockington 2018), lo
que sugiere que no solo se estd heredando la posicion de los intrones, sino también los limites
intronicos. De lo anterior, podria inferirse una posible correlacion entre la conservacion de la
posicion y la de los limites intrénicos (Pucker y Brockington 2018).

En cuanto al porcentaje minoritario de los limites intronicos |GC...AG| que hace referencia
a 4 intrones que estaban dentro de secuencias de GnRH de cordados (1 de Oncorhynchus mykiss
y 3 dentro de 3 secuencias de la especie Salmo salar), y también de 2 intrones que estaban en ACP
(en 2 secuencias de la especie Bicyclus anynana), esta secuencia no canoénica se encontrd que
también es reconocida como una sefial de corte de intrones por la subunidad U2 del espliceosoma,
solo que es menos frecuente encontrarla (Poverennaya y Roytberg, 2020). El porcentaje en los
limites |GT...TG| en 2 secuencias de ACP de lepiddptero Helicoverpa armigera, fueron grandes
hallazgos dado que esta secuencia no candnica ha sido reportada en algunos genomas de
mamiferos, y aungue los autores obtuvieron igualmente un bajo porcentaje, concluyen que debido
a las imperfecciones en las anotaciones realizadas en genomas tan amplios, el porcentaje
minoritario en mamiferos estaba siendo subestimado y que habia una gran probabilidad de que
fuera mayor (Alioto, 2007; Poverennaya y Roytberg, 2020), lo cual, lleva a cuestionar si su
presencia en grupos aislados se deba a algun grado de conservacion o si este resultado es de un
proceso aleatorio.

Asi, se analizd en qué posicion se encontraban estos dos intrones y se encontrd que
coincidian con la ubicacion del intron ort6logo de la mayoria de secuencias en todas las familias.

Sin embargo, esta idea se contrarresta a la posible correlacion entre la conservacion del sitio de
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proto-empalme y la de la posicién del intron, ya que se esperaria que intrones conservados en su
ubicacién mantuvieran a su vez la secuencia canénica |GT...AG| (Parada et al., 2014; Pucker y
Brockington 2018). De esta forma, se considerd que era mas probable que su bajo porcentaje se
tratase de una mutacion de la purina A por la pirimidina T, sin embargo, esta secuencia sigue
siendo reconocida por el espliceosoma como un corte intrénico, lo que sugiere que puede estar
mediada por mecanismos y/o variantes genéticas que generan sitios no canonicos (Riepe et al.,
2021).

En cuanto a los limites exdnicos, se determind que en general los nucle6tidos variaban en
sus bordes. Lo que entra en contraste con lo que sugieren Long et al (1998), donde expresan que
existe un grado de conservacion en los nucleotidos del exdn que flaguean con el intron, y que es
resultado de la remanencia de sitios de proto-empalme en eucariotas ancestrales que sirvieron para
el ingreso de nuevos intrones. De ser asi, deberia existir una secuencia candnica establecida para
los limites exdnicos, en cambio, lo que se observa en los estudios de andlisis de intrones es que
existe una tendencia en los sitios de proto-empalme a mantener conservado los limites intronicos
en vez de los limites exdnicos (Lynch., 2002; Roesner et al., 2005; Csuros et al., 2011; Parenteau
et al., 2011; Séton et al., 2016; Mukhopadhyay y Hausner., 2021), a ejemplo de esto, resulta la
secuencia canonica de intrones |GT...AG|, ya establecida y que se encuentra en el 98% de las
secuencias conservada (Parada et al., 2014; Pucker y Brockington 2018).

La conformacion de los intrones y exones dentro de las familias fue indicio del movimiento
de intrones en su evolucion. La secuencia del precursor hibrido APGW/AKH (VP- APGW/AKH
= HyPro-BpHYR1 030954), pertenece a la especie Brachionus plicatilis, un rotifero cuya
organizacion intron/exon coincide con la de uno de los genes ancestrales propuestos hace 20 afios

por Martinez-Pérez et al (2002), quienes postularon un gen con una copia de algiin miembro de la
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AKH de insectos 0 RPCH de crustaceos con copias de APGW de moluscos. Es decir, un gen
neuropéptidico hibrido de moluscos y artropodos. En esta pasantia, se demuestra que el gen si esta
presente en la naturaleza y esta conformado por 2 intrones y 3 exones, la posicion del intron que
estaba hacia el extremo 3’ coincide en la ubicacion del intron conservado del resto de familias, lo
que afirma mas la relacidn ancestral que hay entre las familias evaluadas.

La presencia de la APGW/AKH en el genoma de B. plicatilis reconstruye una
representacion innovadora a los procesos evolutivos de genes neuroendocrinos sobre la ocurrencia
en la transicion de genes de especies eucariotas simples a otras con mayor complejidad (Martinez-
Pérez et al., 2007). En este sentido, es de resaltar que debido al bajo porcentaje de secuencias que
posee el intron fase 2 al inicio de la secuencia en LW de hidras, la cual, se propuso en el DNA-
LM que perdié el coddn de Leucina para generar a la APGW de moluscos (Martinez-Pérez et al.,
2007); en funcion de los resultados obtenidos ahora se podria proponer que este hecho es una
evidencia de ser un intrén reciente y dado que las secuencias que lo presentan mostraron un
aumento de nucledtidos, se deduce que se genera ganancia de ADN en el extremo 5.

En cuanto a la ausencia del intron ort6logo en las secuencias de LW de hidras, presente en
el resto de las familias y a la falta de factores de empalme dentro del ORF, se podria proponer que
la evolucion independiente de esta familia se formo a partir del segundo exdn, el cual, contiene las
copias de APGW, en este sentido se habria perdido dominios del primer y tercer exon. A partir de
esto se podria postular que, aun cuando la LW de hidras comparte homologia con estas familias,
la formacion de la APGW de moluscos no necesariamente provino de la LW de hidras, como se
afirma en uno de los principios del DNA-LM (Martinez-Pérez et al 2007), sino que evolucionaron

separadamente. Sin embargo, el hecho de que el precursor AKH/APGW tenga los péptidos activos
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en cada uno de sus exones abre la posibilidad de proponer diversas hipotesis, las cuales deberan
ser validadas con los precursores de neuropéptidos de otros eucariontes y de manera experimental.

En el caso de la APGW de moluscos esta perdié dominios del primer exon a causa de la
delecion del primer intron, los fragmentos del primer exdn se unieron al segundo, lo que generd
un aumento de las copias de APGW y una conservacion del tercer exon (Martinez-Pérez et al.,
2002). Posteriormente, se formé la RPCH de crustaceos a través de pérdidas del ADN en lo que
seria ahora su primer exon, estructura que se conservo hasta cierto grado en las AKHSs de insectos,
se cree que la variedad que se ha dado en esta familia esta dada por el movimiento de intrones,
esto coincide con lo propuesto inicialmente en el DNA-LM que indica que la diferencia de
posiciones de los intrones dentro del gen pudo dar estas diversificaciones dentro de la familia AKH
de insectos (Martinez-Pérez et al., 2002; Martinez-Pérez et al., 2007). La presencia de un segundo
intrén fase O integrado en medio del péptido activo en un gran porcentaje de AKH1 y AKH4 puede
deberse a una mejora en el proceso de recombinacién homoéloga (Fedorova et al., 2003). O dado
que la mayoria de las especies de la AKH1 que lo presentaban eran del género Drosophila, las
cuales, no presentaban el intrén ortlogo en la ubicacion que concuerda con el resto de las familias,
se postula que podria darse un “deslizamiento de intrones”, lo que produjo que el intron conservado
se situara aguas arriba hacia el extremo 5’ y que esto fuera replicado en especies cercanas
filogenéticamente o heredado de la AKH1 a la AKH4 (Lehmann et al., 2010).

El porcentaje de ganancia de intrones presente en GnRH de cordados, podria estar
relacionado con la longitud de sus genes, algunos autores explican que genes que contienen
abundancia en sus pares de bases, tienen una relacion directamente proporcional con el nimero de
intrones por secuencia (Hadrill et al., 2005; Keane y Seoighe, 2016). La presencia del intron

conservado en la GnRH de cordados y que comparte con el resto de familias favorece la hipétesis



RELACION EVOLUTIVA DE LOS INTRONES DEL DNA-LM 39

del DNA-LM, ya esta se separ0 evolutivamente antes de la formacion de la APGW de moluscos
(Cadena-Caballero, 2020), lo que resulta interesante teniendo en cuenta que comparten este intrén,
lo que sugiere que si existe una relacion ancestral entre estas familias al comparar las relaciones
filogenéticas con nuestros resultados (Hauser y Grimmelikhuijzen, 2014; Plachetzki et al., 2016).
Un punto a destacar a consecuencia del ingreso de intrones, es el movimiento del péptido activo,
si bien en la mayoria de familias este se ubica en el exon 1, al observarse familias como GnRH de
cordados y ACP que presentan mas intrones a lo largo de la secuencia y teniendo en cuenta que
los intrones recientes se observaron en su mayoria hacia el extremo 5’, el péptido activo tendria
unatendenciaa irse hacia el extremo 3’ para estas dos familias, estudios experimentales posteriores
son necesarios para validar si hay alguna repercusion a nivel funcional o evolutivo sobre este.

El intron conservado fase 2 que posee las ACP, se encuentra ubicado en la misma posicion
que el intrén conservado fase 0 de la AKH1, la AKH4 y el intron reciente fase 2 de la CRZ de
invertebrados, el péptido activo en ACP se encuentra similar al del péptido activo de la GnRH de
cordados, lo que afirmaria la relacién filogenética entre estas familias, dado que la ACP es un
precursor hibrido que presenta caracteristicas provenientes de la AKH de insectos, CRZ de
invertebrados y GnRH de cordados (Hansen et al., 2010).

La presencia de sitios remanentes de proto-empalme distribuidos dentro del ORF en
algunas secuencias, permite inferir una posible pérdida de intrones en esas ubicaciones, Martinez-
Pérez et al (2002) explica que la disposicién de potenciadores de empalme en secuencias de genes
que carecen de intrones es indicio de un posible intron presente en un gen ancestral que con él
tiempo se perdi6. Sin embargo, no se observé un patron en la ubicacion de estos, ni tampoco fue
significativa el nimero de secuencias que los poseian, por lo que se descarta la idea de que fueran

intrones ortélogos. A partir de esto se deduce para este estudio que se debe a una posible falla en
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el proceso de integracion de nuevos intrones que no logran establecerse del todo y que se terminan
perdiendo, esto podria darse por una mutacion en el codén en el cual esta insertado el intrén (Riepe
etal., 2021).

La recombinacion homdloga también podria ser responsable, ya que durante el
apareamiento de los cromosomas en la fase de zigoteno, el cruce podria interferir en las sefiales
que definen al intrén, por consiguiente, el espliceosoma no lograria identificarlo y escindirlo. Asi
generaria una ganancia de fragmentos de ADN, una sefializacion de corte y empalme defectuosa
(Fedorova et al., 2003). No obstante, esta idea es poco probable ya que la recombinacion homoéloga
ha sido asociada con el splicing para generar un proceso mas eficiente (Fedorova et al., 2003).

Dado los resultados obtenidos, se logro relacionar la fase y posicion del intrén con el DNA-
LM en secuencias que presentaron bajos porcentajes de intrones al inicio de la lectura y también
de las secuencias demarcadas en tono morado de las AKHs de insectos y RPCH de crustaceos
(Figura 1, Apéndice B y 1), en este sentido se observé una cantidad muy baja de secuencias que
presentaban algunos intrones hacia el extremo 5’ y que estos estaban parcializados a ser fase 1 o
2. Mientras que el intrén ortdlogo presente en la mayoria de secuencias en todas las familias se
encontraba hacia el extremo 3’ siendo en todos los casos fase 0. Baulin et al (2020), explica que la
presencia de intrones fase 1 al inicio de la secuencia no es aleatoria, especialmente en genes
relacionados con el cerebro y que esta fase esta relacionada con la péptida sefial y la longitud del
intrén. Sin embargo, ese estudio no tuvo en cuenta los intrones de fase 2 y 0 ni su posicién y si
coinciden con la de intrones fase 1.

Por otra parte, la inclinacion por un porcentaje mayor de intrones fase 0 ha sido explicada
de diferentes aspectos, uno de ellos expone una relacion con el sitio de proto-empalme mas

frecuente G|G, alegando que es mas probable encontrar esta secuencia entre codones que dentro
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de los mismos (Ruvinsky et al., 2005). La hipdtesis de intrones tempranos explica tal cuestion,
argumentando que los intrones ancestrales eran fase 0 y que estos provienen de fracciones de genes
de procariotas que los heredaron a los eucariotas y que a lo largo del tiempo solo se ha aumentado
su proporcidn (de Sousa et al., 1998; Roy, 2003). Mas aln, ninguna de estas propuestas explica la
relacion de las fases con su patron de disposicion. Sin embargo, aquellos autores que apoyan la
hipotesis de intrones tardios, expresan que la falta de uniformidad de la distribucién de las fases
se debe a que no es aleatoria la integracion de nuevos intrones (Nguyen et al., 2006). Nuestros
resultados concuerdan con esta ultima premisa siendo clave.

En relacion con los intrones recientes de las familias se evidencié cierto grado de
“inestabilidad” en el codon de la metionina, ya que este tiende a cambiar su segundo nucleétido
de una Timina por una Guanina. De esta forma, se desarrolla una sefial de corte y empalme AG|G
y se observa que la mayoria de los intrones recientes fueron fase 1 y/o 2, y que el cambio se ve
dentro del codon lo que produce la sefializacion, y asi mismo una insercién entre el primer y
segundo nucledtido (fase 1) o segundo y tercer nucleétido (fase 2).

No obstante, se cree que los intrones fase 1 0 2 no logran establecerse del todo, esto
considerando que los intrones que son conservados en grupos filogenéticamente lejanos y cercanos
son de fase 0, lo que se cree que puede haber una tendencia a volverse a esta fase. Esto es apoyado
por Nguyen et al (2006), donde afirma que no existe una uniformidad en la proporcion de las fases,
con una frecuencia mayor de intrones fase 0.

Continuando con la idea de la propension de los intrones a volverse fase 0, se cree que en
intrones fase 1 y 2 se generaria un “movimiento” en la secuencia, en otras palabras, cuando un
intrén logra establecerse entre dos codones, se vuelve méas estable en su posicion, y por

consiguiente es mas probable a que se conserve (Nguyen, 2006). Este movimiento puede estar
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relacionado con el Ilamado “deslizamiento de intrones” (Intron sliding), basicamente es el
desplazamiento de los limites exonicos e intronicos en una distancia corta, esto ocurriria por medio
del empalme alternativo, originalmente esta idea surgio por parte de los partidarios de la hipétesis
de intrones tempranos (Tarrio et al., 2008), a modo de explicar porque variaron las posiciones de
los intrones ortdlogos, posteriormente, los que apoyan la hipétesis de intrones tardios, no negaron
la posibilidad de esta idea, sin embargo declararon que si ocurre, no tendria un efecto relevante en
la diversidad de la posicion (Tarrio et al., 2008). Para nuestros resultados creemos que las
posiciones de los intrones ort6logos pueden variar, pero en una distancia poco significativa. En
cuanto a las fases, se alude que el deslizamiento de intrones podria influenciar el cambio de una a
otra; lo que se observa en las secuencias de Homo sapiens y de Macaca mulatta de GnRH que
presentan un deslizamiento del intron entre 3 a 6 aminoacidos hacia el extremo 3’ siendo fase 1,
en comparacion con la ubicacion del intron conservado fase 0 del resto de secuencias.

Este argumento esta respaldado por el trabajo de Poverennaya et al (2017), donde se
describe una posible conexion entre el cambio de fase y el deslizamiento de intrones. Esto es
corroborado también en un estudio comparativo de la ubicacion de intrones en genes de familias
diferentes y se asegura que es muy posible el evento evolutivo en que el intrdn se desplace de a un
solo nucleédtido (Rogozin et al., 2000).

A partir de lo anterior, se puede inferir que la modificacion en la metionina ocasiona que
el inicio de la lectura ya no se produzca a partir de ese punto, en tal caso puede ocurrir una de dos
situaciones: en la primera, que exista otra metionina rio abajo, en este punto, se cree que habria
una pérdida de fragmentos de ADN. En tanto, si sucede la segunda situacion donde la lectura
empiece con una metionina aguas mas arriba, bajo este caso, esta metionina deberia presentar una

sefializacion Exon|Intron para que sea reconocido por el espliceosoma y asi se genere un exén
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demas, con esta condicion, habria ganancia de nucleétidos. En cualquiera de los dos casos, dicha
modificacion afectaria la secuencia, cuyos efectos formarian nuevos dominios, siendo indicio de
la evolucion de estas familias de neuropéptidos como lo postula DNA-LM.

Finalmente, estos resultados son cruciales para redefinir los principios, parametros y
alcances del DNA-LM ya que se observd que la evolucion de estas familias neuropeptidicas no
solo estuvo dada por la pérdida de ADN, sino que el ingreso de nuevos intrones genera también
una ganancia de acidos nucleicos como se observo en algunas familias. Es decir, el resultado del
movimiento de intrones en las familias neuropeptidicas permite el desarrollo de nuevos dominios
moleculares que pueden darse tanto por pérdida como por ganancia de intrones. Por otra parte, la
presencia de intrones dentro de la secuencia APGW/AKH del rotifero B. plicatilis abre la
posibilidad de estudiar el modelo desde especies con una organizacion celular mas sencilla y no
solo en nuevas especies de invertebrados como se habia descrito inicialmente en el DNA-LM

(Martinez-Pérez et al., 2002; Martinez-Pérez et al., 2007; Cadena-Caballero, 2020).
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6. Conclusiones

La organizacion y caracterizacion de los intrones y exones en las secuencias permite tener
un indicio de como se esté dando la evolucion de las familias LW de hidras, APGW de moluscos,
RPCH de crustaceos, AKH de insectos, CRZ de invertebrados, GnRH de cordados y precursores
hibridos, a través del movimiento de intrones, tal como lo postula el DNA-LM.

La visible conservacion de los limites intronicos y la variedad en los limites exonicos, pone
en relevancia la prevalencia de las secuencias candnicas de los intrones en el proceso de
reconocimiento del espliceosoma, efectuando una importancia mayor en el mecanismo de
definicién del intrén que en el de definicion del exon.

El patron de distribucion de las fases, posicionando al intron conservado, siendo fase 0 en
el extremo 3’ y a los intrones nuevos siendo fase 1y 2, ubicados en el extremo 5’, permite apoyar
la idea propuesta de origen de intrones tardios, afirmando que esta correlacion se debe a que los
sitios de proto-empalme no se forman aleatoriamente, y por ende tampoco el ingreso de nuevos
intrones.

La conservacién de un intron en la mayoria de las familias logra establecerlo como
“ortélogo”, lo que deja ver la relacion ancestral que existe entre estas, en el caso de la LW de
hidras pudo haberlo perdido en su formacién.

La presencia de intrones en proporciones bajas en las secuencias, integrados en su mayoria
en el extremo 5’, y del notable desplazamiento del péptido activo por familia, fue evidencia de la

evolucion independiente en cada linaje.
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7. Recomendaciones

Se recomienda mayores estudios en torno a la evolucién de neuropéptidos con mayor
namero de genes que permita generar resultados mas certeros. Asi mismo ampliar el apoyo a
sistemas de secuenciacién de nueva generacion para obtener transcriptomas de especies no solo
modelo sino de la vida silvestre o de interés comercial. Se propone aplicar el DNA-LM a
organismos aun inexplorados como parte del proceso de evaluacion y caracterizacion de las
diversas hipdtesis. Adicionalmente, de la creacion y el desarrollo de software bioinformaticos
aplicado a la supercomputacién, el cual, permite analizar de manera facil, rapida y certera
conjuntos de datos masivo de genes que codifican para neuropéptidos con la identificacion de sus

intrones y exones.
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