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RESUMEN

TITULO: CONTRIBUCION AL MODELO DE PERDIDA DE ADN PARA EL ESTUDIO DE
LA RELACION EVOLUTIVA DE LAS FAMILIAS DE NEUROPEPTIDOS: LWAMIDA,
APGWAMIDA, HORMONA CONCENTRADORA DE PIGMENTOS ROJOS, HORMONA
ADIPOCINETICA, CORAZONINA Y HORMONA LIBERADORA DE GONADOTROPINA*

AUTOR: CRISTIAN ENRIQUE CADENA CABALLERO**

PALABRAS CLAVES: LW, APGW, RPCH, AKH, ACP, CRZ, GnRH, Precursor
neuropeptidico virtual, Modelo evolutivo, Duplicacion de ADN, Pérdida de ADN.

DESCRIPCION:

Los neuropéptidos son una familia de neuromoduladores involucrados en diversos procesos
fisiolégicos. Uno de los modelos propuestos para explicar su evolucion, es el Modelo de Pérdida
de ADN (DNA-LM), el cual postula que la pérdida de codones de la LWamida de hidras y la
APGW de moluscos produjeron precursores virtuales (APGW/RPCH), que originaron a la RPCH
de crustaceos y las AKH 1-4 de insectos. Diversos grupos de investigacion han demostrado la
existencia del péptido hibrido AKH/CRZ-péptido relacionado (ACP) en insectos y crustaceos, asi
como su relacion con la CRZ de insectos y la GnRH de vertebrados. Para validar, el DNA-LM
entre estas familias y el precursor APGW/RPCH, se obtuvieron 9489 secuencias del GenBank. La
implementacién de tres softwares y un codigo de seleccion demostré que 511 secuencias
corresponden a precursores neuropeptidicos. Con estos, se construyd una base de datos que
permitio determinar RPCH, ACP y AHK 1 no caracterizadas. También permitio establecer la CRZ
y la ACP en los transcriptomas de Callinectes arcuatus y C. toxotes, respectivamente. Ademas, se
confirmd que los precursores virtuales APGW/RPCH presentan homologia con sus respectivas
familias y con otros phyla originalmente no asociados al modelo. La concatenacion de las
filogenias de cada familia con los parametros del software Kaling y los del DNA-LM mostraron
una division entre las GnRH de protostomados y deuterostomados. La primera mostr6 un clado de
cefalopodos entre la RPCH y una secuencia AKH 4, mientras que las otras familias se agruparon
en sus respectivos clados. En tanto, la filogenia con DNA-LM mostr6 un clado de GnRH,
principalmente de vertebrados entre los grupos AKH 3 y CRZ, otro de anfibios entre AKH 1y
CRZ, mientras que los demas clados presentaron combinaciones entre las familias. EI DNA-LM
permite correlacionar evolutivamente familias neuropeptidicas por pérdida de ADN.

* Trabajo de Grado
** Facultad de Ciencias. Escuela de Biologia.
Tutor: Francisco José Martinez Pérez. Director del centro: Carlos Jaime Barrios Hernandez.
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ABSTRACT

TITLE: CONTRIBUTION TO THE DNA LOSS MODEL FOR THE STUDY OF THE
EVOLUTIONARY RELATIONSHIP OF NEUROPEPTIDE FAMILIES: LWAMIDE,
APGWAMIDE, RED PIGMENT CONCENTRATING HORMONE, ADIPOKINETIC
HORMONE, CORAZONIN AND GONADOTROPIN-RELEASING HORMONE*

AUTHOR: CRISTIAN ENRIQUE CADENA CABALLERO**

KEY WORDS: LW, APGW, RPCH, AKH, ACP, CRZ, GnRH, Virtual neuropeptide precursor,
Evolutionary model, DNA Duplication, DNA Loss.

DESCRIPTION:

Neuropeptides are a family of neuromodulators involved in various physiological processes.
One of the models proposed to explain its evolution is the DNA Loss Model (DNA-LM), which
postulates that the loss of codons of the LWamide of hydras and the APGW of mollusks produced
virtual precursors (APGW/RPCH), which originated the RPCH of crustaceans and the AKH 1-4
of insects. Several research groups have demonstrated the existence of the hybrid peptide
AKH/CRZ-related peptide (ACP) in insects and crustaceans, as well as its relationship with insect
CRZ and vertebrate GnRH. To validate, the DNA-LM between these families and the
APGW/RPCH precursor, 9489 GenBank sequences were obtained. The implementation of three
softwares and a selection code showed that 511 sequences corresponds to neuropeptide precursors.
With these, a database was built that allowed to determine RPCH, ACP and AHK 1 not
characterized. It also allowed the establishment of CRZ and ACP in the transcriptomes of
Callinectes arcuatus and C. toxotes, respectively. In addition, it was confirmed that APGW/RPCH
virtual precursors have homology with their respective families and with other phyla originally not
associated with the model. The concatenation of the phylogeny of each family with the parameters
of the Kaling software and the DNA-LM showed a division between the GnRH of protostomes
and deuterostomes. The first showed a clade of cephalopods between the RPCH and an AKH 4
sequence, while the other families were grouped in their respective clades. Meanwhile, the
phylogeny with DNA-LM showed a clade of GnRH, mainly of vertebrates between the AKH 3
and CRZ groups, another of amphibians between AKH 1 and CRZ, while the other clades
presented combinations between the families. The DNA-LM allows the evolutionary correlation
of neuropeptide families by loss of DNA.

* Bachelor thesis
** Science Faculty. School of Biology.
Tutor: Francisco José Martinez Pérez. Center director: Carlos Jaime Barrios Hernandez.
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Introduccion

Los neuropéptidos son cadenas peptidicas de 3 a 100 aminoacidos (Merighi, 2009). Son
producidos y liberados por neuronas, mediante la via secretora regulada e interaccionan sobre
diversos sustratos neurales, convirtiéndose en la clase mas diversa de elementos de sefializacion
en el cerebro y de comunicacion en el sistema nervioso central de vertebrados e invertebrados
(Burbach, 2011). Estos se desempefian como reguladores autocrinos o paracrinos, moduladores de
la neurotransmision y al controlar el crecimiento, desarrollo celular, ecdisis, digestion gastrica y
diuresis (Burbach, 2011). De igual forma, son cruciales en el comportamiento alimenticio, el
cortejo, el suefio, el aprendizaje, la memoria, el estrés y desordenes psiquiatricos (Belzung, Yalcin,
Griebel, Surget, & Leman, 2006; Schoofs, De Loof, & Van Hiel, 2017).

El modelo propuesto de biosintesis de los neuropéptidos inicia en el nucleo celular a partir de
la transcripcion del gen que codifica para la formacion del precursor neuropeptidico (Fig. 1). Este
puede llegar a producir uno 0 mas ARN mensajeros (ARNm), por el procesamiento alternativo y
su traduccion genera una 0 mas proteinas denominadas precursores neuropeptidicos también
conocidos como prepropeptidos, compuestos por: el péptido sefal, el péptido activo y el péptido
relacionado (Fig. 1) (Rouillé et al., 1995).

El péptido sefial de los neuropéptidos tiene una secuencia de 16 a 30 aminoacidos que se
subdividen en tres regiones: La region-N de caracteristica preferentemente hidrofilica con carga
positiva, seguida de la region-H hidréfoba ubicada en el segmento central y la region-C terminal
de tamafio corto con la sefial del sitio de escision para la peptidasa en el Reticulo Endoplasmatico
Rugoso [RER] (Steiner, 1998). Estas regiones varian dependiendo de la especie y estado

fisiolégico, encontrandose inclusive regiones-N extendidas o dos regiones-H (Von Heijne, 1990).
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Figura 1. Biosintesis de los precursores neuropeptidicos en neuronas neuroendocrinas. A) Sintesis neuronal de los
precursores neuropeptidicos desde su transcripcion en el ndcleo celular hasta su liberacién en la sinapsis. B)
Interaccién celular del neuropéptido en su liberacidn dentro de los organismos. Los recuadros negros indican los sitios
de correlacién del neuropéptido en la sinapsis neuronal y su liberacion por el torrente sanguineo. C) Procesamiento
neuronal en la biosintesis de precursor neuropeptidico, iniciando en el ntcleo celular, el corte del péptido sefial en el
reticulo endoplasmatico, la adicion de las enzimas, el ensamble postraduccional en el Aparato de Golgi y finalmente

la amidacion y la carboxilacion en la vesicula.
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Ademas, el analisis molecular y bioinformatico del precursor neuropeptidico ha facilitado el
desarrollo de herramientas que permiten predecir con exactitud el tamafio del péptido sefial y los
sitios de corte endoproteoliticos del prepropéptido (Nielsen, Brunak, & Von Heijne, 1999).

El péptido activo se define como un polipéptido de 2 a 15 aminoacidos, el cual se considera
como la region mas conservada evolutivamente dado que al transmitir el mensaje por la sinapsis
neuronal o al ser liberado en el torrente circulatorio genera la actividad biologica, que actlia en la
célula u organo receptor (Fig. 1) (De Loof & Schoofs, 1990; Steiner et al., 1980). Posterior a la
escision del péptido sefial en el RER, el péptido se transporta al Aparato de Golgi y se encapsula
en vesiculas, las cuales viajan por el axdn neuronal hasta la sinapsis, proceso en donde ocurren las
modificaciones postraduccionales, las cuales dependiendo del neuropéptido pueden ser: la
formacion de enlaces disulfuro, glicosilacion, acilacion, adicion de carbohidratos, fosforilacion,
ubiquitinacién y acetilacion (Eipper, Stoffers, & Mains, 1992).

Otra estructura que se genera en el procesamiento del precursor neuropeptidico ocurre por la
accion de endoproteasas que reconocen secuencias de aminoacidos basicos y generan una
molécula denominada péptido relacionado, la cual no tiene funcion extracelular y corresponde a
la secuencia final del precursor neuropeptidico. Esta, controla y regula la bioquimica de los cortes
proteoliticos que activan al neuropéptido (Steiner et al., 1980) y es degrada con proteasas (Rouillé
etal., 1995).

Los neuropéptidos maduros en el espacio extracelular son reconocidos por los receptores
acoplados a proteinas G (GPCRs), que pertenecen a las familias de receptores rodopsina-p,
rodopsina-y y secretina (Ritschard, Fitak, Simakov, & Johnsen, 2019).

Debido a la importancia de los neuropéptidos tanto en su estructura, sefializacion y funcion

bioldgica de las especies, se requiere la generacion de conocimiento relacionado a describir su
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regulacion molecular, sus mecanismos de control, sus procesos fisiologicos y su origen evolutivo
(Mains & Eipper, 2006). Actualmente, el uso de tecnologias de Secuenciacion de Nueva
Generacion (NGS, por sus siglas en inglés) producen datos gendmicos y transcriptomicos que se
reportan en bases de datos publicas como Nucleotide o Protein en el GenBank del Centro Nacional
para la Informacion Biotecnoldgica (NCBI, por sus siglas en inglés; Sayers et al., 2019). Estas
cuando tienen una correcta caracterizacion se pueden comparar y clasificar, por su similitud
estructural, bioquimica, tamafio, posicion o cantidad de aminoacidos agrupandose en familias
neuropeptidicas para establecer sus relacion evolutiva (Zandawala, Tian, & Elphick, 2018).

Ejemplo de lo anterior, son los neuropéptidos que se emplearon en este estudio, los cuales se
clasifican por su secuencia aminoacidica en las familias LWamida y APGWamida. Mientras que
las demas familias se nombran por su actividad fisiolégica: Hormona Concentradora de Pigmentos,
Hormonas Adipocinética, Corazonina y Hormona Liberadora de la Gonadotropina (Tabla 1).
Ademés, ambas clasificaciones se usan para identificar y nombrar nuevos precursores
neuropeptidicos homdlogos (De Loof & Schoofs, 1990; Nowicki, Bzhalava, & Bata, 2018).

Asi, los neuropéptidos LW y APGW comparten simultdneamente un alto nimero de copias en
su prepropéptido, pero se diferencian porque la APGW en el extremo carboxilo, la Leucina fue
reemplazada por Glicina y se adicionaron Alanina y Prolina (Martinez-Pérez et al., 2007).

La RPCH y algunas AKH tienen un péptido activo de 8 aminoacidos, mientras que otras AKH
contienen de 9 a 12, en donde la cuarta posicion presenta preferentemente una Fenilalanina, el
extremo carboxilo tiene aminoacidos similares a la LW y a la APGW vy difieren en el tamafio del
precursor (Géde, 2009; Martinez-Pérez et al.,2007); la CRZ y GnRH por su parte comparten mas
del 70% de similitud en el péptido activo y se han planteado como parte de la superfamilia

gonadotrépica (Roch, Busby, & Sherwood, 2011; Sakai et al., 2017; Zandawala et al., 2018).
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Tabla 1.
Caracteristicas neuropeptidicas de las familias LW, APGW, RPCH, AKH, CRZ y GnRH.

Ao . NUmero e . -
Neuropéptido Abreviatura de copias Clasificacion Descripcion Referencia
LWamida LW* >11 Secuencia _ Regeneracion tisulary la (Gajewski et al., 1996)

aminoacidica induccion de la metamorfosis
APGWanmida APGW* 10<19 Secuencia Comportamiento sexual y (Ahn etal., 2017)
aminoacidica espermatogénesis
Hormona Ritmo circadiano de (Mart|n_ez-Perez,,Zlnker,
R ! - Aguilar, Valdés, &
Concentradora de RPCH 1 Funcién biolégica  concentracion de pigmentos schi . d
Pigmentos Rojos en retina y cromat6foros Aréchiga, 2005; Mordue &
Stone, 1977)
Hormona B-oxidacion y la glucélisis (Robinson & Goldsworthy,
Adinocinética AKH 1 Funcio6n bioldgica durante)fel vgelo 1976; Stone, Mordue,
P Batley, & Morris, 1976)
Frecuencia cardiaca, jerarquia . .
Corazonina CRz 1 Funcio6n bioldgica social, inicio a la ecdisis y (GO\S/E(;E'SC”ZI ilé’gé())”’
desencadena la pigmentacion '
Hormona . . . .
Liberadora de la GNnRH 1 Funcién biologica Estimulacion para segregar (Stamatiades & Kaiser,

Gonadotropina LHyFSH 2018)

Nota: *Precursores neuropeptidicos descritos por su secuencia particular de aminoacidos.

Por lo anterior, se observa que existe relacion y/o homologia entre ellos, que generalmente
ocurre en el péptido activo y aun cuando los estudios fisioldgicos y evolutivos del precursor
neuropeptidico completo son escasos, el Modelo de Pérdida de ADN (DNA-LM, por sus siglas en
inglés), plantea que la evolucion de genes neuroendocrinos ocurrié mediante la duplicacion de un
gen para un precursor neuropeptidico con distinto nimero de copias y debido al movimiento de
intrones y peérdida de codones se generd un nuevo gen en especies filogenéticamente cercanas
(Martinez-Pérez et al., 2007). Inicialmente se considerd a la AKH y la RPCH como neuropéptidos
independientes (Christensen, Carlsen, & Josefsson, 1978, 1979), sin embargo, por su similitud con
la APGW de moluscos (Kuroki et al., 1990) y LW de hidras (Gajewski et al., 1996) y mediante el
DNA-LM, se demostré que los primeros cuatro aminoacidos y los restantes de la AKH y RPCH
se generaron por la pérdida y fusion de codones de una las copias del prepropéptido LW y APGW,
generando precursores hibridos LW/APGW, APGW/RPCH y RPCH/AKH en especies que aun no
han sido descritas o ya extintas (Martinez-Pérez et al., 2007).

Los neuropéptidos hibridos han sido buscados en invertebrados cuyo plan corporal fuese similar

a especies de la explosion del Cambrico, pero debido las técnicas de extraccion genomica y
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caracteristicas intrinsecas de su secuencia nucleotidica, inicamente con la Reaccion en Cadena de
la Polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés), se originaron amplicones que pudieron ser clonados
mas no secuenciados lo que sugirié que si podian existir los neuropéptidos hibridos. Sin embargo,
con la NGS aplicada a invertebrados marinos y con base a los datos moleculares ya existentes
(Hauser & Grimmelikhuijzen, 2014; Tian et al., 2016; Tsai, 2018; Zandawala et al., 2018), el grupo
de investigacion donde se realzé esta pasantia, confirmo que la posicién de los intrones propuestos
para la APGW de Aplysia californica corresponden al modelo DNA-LM. . En el afio 2014, se
publicd para esta misma especie un precursor similar a la AKH (Johnson, Kavanaugh, Nguyen, &
Tsai, 2014), que pudiese correlacionar con alguno de los péptidos hibridos de APGW/RPCH, como
se propuso en el DNA-LM (Martinez-Pérez et al., 2007). Ademas en este periodo de tiempo
también se caracteriz6 la GnRH en moluscos (Osada & Treen, 2013), por lo que Roch et al., (2011)
y Zandawala et al., 2018, postularon que dada la similitud y posicion de los aminoacidos entre la
RPCH, AKH, CRZ y GnRH, que todas ellas pertenecen a una misma familia evolutiva y cuyo
posible origen fue desde la GnRH, lo cual es opuesto al DNA-LM.

No obstante, con los datos de estos neuropéptidos se confirmo la evolucion del receptor/ligando,
donde estos se duplicaron en dos 0 mas ocasiones, dando diferencias en la sefializacion dentro de
las familias (Patel, Orchard, Veenstra, & Lange, 2014). Puesto que existe una discrepancia entre
el DNA-LM vy los modelos anteriormente mencionados con relacion a la evolucion de los
neuropéptidos. En esta pasantia, se contribuyd con la generacion de conocimiento para esclarecer
y determinar las relaciones evolutivas entre ellas al crear una base de datos con datos publicados

gendmicos y su asociacion con las secuencias hibridas para validar o refutar el DNA-LM.
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1. Objetivos
1.1 Objetivo de la pasantia

Contribuir al estudio evolutivo con base en el modelo de pérdida de ADN de los neuropéptidos
LWamida, APGWamida, Hormona Concentradora de Pigmentos Rojos, Hormona Adipocinética,
Corazoninay Hormona Liberadora de la Gonadotropina mediante el analisis bioinformatico de sus
precursores reportados en el GenBank.

1.2 Objetivo general

Determinar las caracteristicas de los precursores para la LWamida, APGWamida, Hormona
Concentradora de Pigmentos Rojos, Hormona Adipocinética, Corazonina y Hormona Liberadora
de la Gonadotropina reportados en el GenBank, para ser considerados en la validacion del modelo
pérdida de ADN.

1.3 Objetivos especificos

Establecer las caracteristicas de las secuencias de los precursores para LWamida, APGWamida,
Hormona Concentradora de Pigmentos Rojos, Hormona Adipocinética, Corazonina y Hormona
Liberadora de la Gonadotropina reportados en el GenBank con base en los elementos necesarios
para su procesamiento postraduccional.

Disefiar una base de datos de la LWamida, APGWamida, Hormona Concentradora de
Pigmentos Rojos, Hormona Adipocinética, Corazonina y Hormona Liberadora de Ia
Gonadotropina reportados en las bases de datos del GenBank que correspondan a precursores de
neuropéptidos.

Asociar los precursores de la LWamida, APGWamida, Hormona Concentradora de Pigmentos
Rojos, Hormona Adipocinética, Corazonina y Hormona Liberadora de la Gonadotropina

reportados en el GenBank con base al modelo de pérdida de ADN.
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2. Competencias adquiridas

2.1 Competencias cognitivas

Genera la exploracion y busqueda digital de secuencias precursoras neuropeptidicas en la base
de datos del GenBank para identificar los elementos requeridos en el procesamiento de precursores
de neuropéptidos.

Desarrolla la capacidad analitica durante los procesos de seleccidn de las secuencias precursoras
neuropeptidicas para construir bases de datos bioinformaticas.

Crea cddigos de lenguaje bioinformatico para obtener formatos tipo FASTA de precursores
neuropeptidicos necesarios en la aplicacion de programas computacionales.

Realiza la construccién de bases de datos con precursores neuropeptidicos para identificar e
interpretar resultados evolutivos.

Construye secuencias consenso de precursores neuropeptidicos presentes en especies
filogenéticamente relacionadas para establecer sus regiones constantes y posiciones variables.

Analiza el modelo evolutivo de pérdida de ADN para establecer su capacidad de generar
relaciones filogenéticas entre precursores de neuropéptidos y sus secuencias consenso.

2.2 Competencias actitudinales

Participa activamente en un grupo de investigacion para resolver preguntas dirigidas a validar
0 cuestionar modelos evolutivos.

Integra conocimientos biologicos para tomar decisiones logicas e imparciales.

Establece lineas de accion concretas a partir de su formacion biologica integral para solucionar
problemas cientificos.

Muestra valores éticos y bioéticos para la ejecucion y convivencia en la realizacion de proyectos

de investigacion cientifica.
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3. Metodologia

3.1 Identificacion de LW, APGW, RPCH, AKH, CRZ y GnRH en las bases de datos

Se realizo la busqueda en la base de datos GenBank del NCBI (Sayers et al., 2019) hasta el 4
de enero del 2019, con 10 palabras claves para cada familia neuropeptidica, como criterios de
busqueda se utilizaron: nombre del neuropéptido, abreviatura, nombre completo del precursor,
nombre completo del precursor con la palabra prepropéptido y las combinaciones entre estas. Las
secuencias precursoras neuropeptidicas candidatas se descargaron de la plataforma en formato tipo
FASTA mediante la ruta establecida por el GenBank

3.2 Depuracion de las secuencias precursoras neuropeptidicas

Para la depuracion empled el software BioDataToolKit version 5.0 (Acufia, 2019), de acuerdo,
a los parametros establecidos por el disefiador. Los resultados se corroboraron y depuraron con el
software Proteios version 1.0. Los resultados finales se clasificaron en carpetas office version
18.1910.1283.0 y almacenaron en archivos tipo FASTA para cada palabra clave y por familias.

3.3 Determinacion de estructura primaria de los precursores neuropeptidicos

La estructura primaria se obtuvo con el software ProP Server version 1.0 (Duckert, Brunak, &
Blom, 2004), con la seleccion de generacion de graficos y la inclusion de la prediccion del péptido
sefial (Nakayama, 1997). Los resultados se colocaron en archivos de texto enriquecido.

3.4 Desarrollo del cédigo de identificacion para los precursores neuropeptidicos

Debido a que las bases de datos contienen codigos numéricos en formato FASTA para usos
bioinformaticos para la identificacion de cada precursor en la base de datos se desarrollé con un
cadigo de identificacion que mantenia el formato FASTA y cambio el orden numérico por la
abreviatura del neuropéptido, el género en dos letras, la especie en 4, patrones de obtencion y su

fenotipo, todo separado con guiones bajos.
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3.5 Construccion de la base de datos neuropeptidica

Se cred una hoja de calculo en formato tipo Excel version 1902. En la cual, se agregaron en
forma de tabla cronoldgica y por familias neuropeptidicas: numero total de secuencias, abreviatura
del de precursor, el cadigo generado por bioinformatica y de identificacion del GenBank, la especie
de la cual fue obtenido, grupo taxondmico, el nombre comun y caracteristicas reportadas por los
autores: presencia o ausencia de isoformas, prediccion por computacion, identificacion de las
secuencias similares (like), hipotéticas y/o provisionales. El titulo del articulo y de no encontrarse
se describi6 la informacion presente en la seccion Model Refseq del GenBank.

3.6 Obtencion secuencias precursoras neuropeptidicas por transcriptémica

Se realiz6 la secuenciacion del transcriptoma de C. arcuatus y C. toxotes con la tecnologia de
Illumina MiSeq. Las especies se capturaron en el Océano Pacifico (23° 20"N 106° 30°W) y de estas
se utilizé un stock de tallo ocular, tejido de ovario y hepatopancreas, que representd las etapas de
madurez, la temporada de captura y el ritmo circadiano. EI ARN total se aislé y purificd de todo
el organismo de acuerdo a Jimenez-Gutierrez et al., (2019). Los stocks de ARN de cada especie se
emplearon para la secuenciacion de cada transcriptoma con la tecnologia Illumina MiSeq de
acuerdo con el procedimiento y ensamblaje propuesto por el fabricante. Ambos procesos se
efectuaron mediante la contratacion de los servicios de la empresa Genoma Mayor, Universidad
Mayor de Chile (Jimenez-Gutierrez et al., 2019). Las secuencias de los precursores
neuropeptidicos putativos se corroboraron mediante BLAST (Nowicki et al., 2018).

3.7 Alineamiento de secuencias neuropeptidicas

Se realiz6 el alineamiento con el software Kaling version 2.0 (Lassmann, Frings, &
Sonnhammer, 2009), en la pagina del Instituto Europeo de Bioinformatica (EMBL-EBI) (Madeira

et al., 2019), con los parametros del DNA-LM (Martinez-Pérez et al., 2007).
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3.8 Generacion de secuencias precursoras consenso
Las secuencias precursoras consenso, se obtuvieron con el software DNAMAN versién 10.0,

mediante un alineamiento rapido por pares (https://www.lynnon.com/index.html).

3.9 Validacion in silico de péptidos virtuales del DNA-LM en el GenBank

Se realizaron alineamientos BLAST con los 6 precursores hibridos APGW/RPCH vy
APGW/RPCH/AKH propuestos en el DNA-LM (Martinez-Pérez et al., 2007).

3.10 Relaciones filogenéticas entre las familias neuropeptidicas

Los arboles se generaron con el software 1Qtree version 1.6.12. (L. T. Nguyen, Schmidt, Von
Haeseler, & Minh, 2014). Se establecié automaticamente el modelo de sustitucion con
ModelFinder (Kalyaanamoorthy, Minh, Wong, Von Haeseler, & Jermiin, 2017), el tipo de
particion Edge-linked con heterogeneidad FreeRate (+R), con 4 tipos de categorias y estado de
frecuencia empirica. El analisis de soporte de rama se obtuvo con Bootstrap Ultrafast (Minh,
Nguyen, & Von Haeseler, 2013), con numero fijo de 1000 alineaciones y 0.99 de coeficiente
minimo de correlacion con la prueba de rama Unica de 1000 réplicas (SH-aLRT) y el test
aproximado de Bayes (aBayes) (Anisimova, Gil, Dufayard, Dessimoz, & Gascuel, 2011; Guindon
et al., 2010). De igual forma, se utilizo perturbation strength de 0.5 y 1Q-Tree stopping rule de
100. Para la concatenacion de los arboles, se evaluaron los modelos de sustitucion aminoacidica
con ModelFinder. Los alineamientos de cada familia realizados con Kaling se modelaron con
Mesquite version 3.61(Maddison & Madisson, 2018) y se utilizd -bsam GENESITE para
remuestrear las particiones y luego los sitios dentro de particiones, con el fin de verificar y reducir
los falsos positivos (Gadagkar, Rosenberg, & Kumar, 2005). Para la visualizacion de los resultados

se utiliz6 el software Itol version 5.0 (Letunic & Bork, 2019).


https://www.lynnon.com/index.html
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4. Resultados

4.1 ldentificacion de los precursores neuropeptidicos

La busqueda en el GenBank con los criterios de seleccién identifico un total de 9489 secuencias,
consideradas por esta base de datos como posibles secuencias precursoras neuropeptidicas. De
estas, la menor cantidad correspondio a la APGW con menos de 100, en tanto la LW, RPCH y
CRZ presentaron 420, 644 y 763 secuencias, respectivamente. Las secuencias mayoritarias
correspondieron a la AKH con 2167 y mas del doble para GnRH con 5399 (Apéndice A).

4.2 Depuracion de las secuencias precursoras neuropeptidicas

El software BioDataToolKit mostré un listado de 7208 secuencias candidatas de las 9489
iniciales. Muchas de las cuales correspondieron a secuencias: utilizadas en patentes con especies
no determinados (unknown), informacién faltante (empty), marcadoras tipo flag, receptores,
especies no correlacionadas con el DNA-LM y microorganismos. Por lo anterior, dichas
secuencias se descartaron (Apéndice B).

Al verificar la depuracion con el software Proteios, se obtuvieron 722 secuencias similares a
precursores neuropeptidicos (Apéndice C). Al comparar los resultados con ambos softwares
respecto a la cantidad inicial (Apéndice D), se observo una disminucion en el nimero de secuencias
candidatas para cada familia. BioDataToolKit mostré que las familias APGW, CRZ y LW
obtuvieron la menor cantidad, las familias RPCH, AKH tuvieron el doble y la GnRH fue 18 a 20
veces mayor. Por su parte, Proteios indicd que la APGW es la familia con menor cantidad, la
RPCH, la LW y la CRZ fueron intermedias con menos de 50 secuencias y la AKH y la GnRH
fueron mayoritarias. Ademas, con los criterios de seleccion se identifico la familia hibrida ACP en

artropodos propuesta por (Hansen et al., 2010). Es de resaltar que los miembros de esta familia
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presentaron las caracteristicas de organizacion de los precursores neuropeptidicos como se propuso

por el DNA-LM para los precursores hibridos APGW/RPCH (Tabla 2 y Apéendice E).

Tabla 2.

Secuencias precursoras hibridas identificadas como AKH/CRZ-péptido relacionado (ACP).
N° Neuropéptido Cadigo de identificacion Cédigo del GenBank Especies Taxonomia
1 ACP Int_ AKH_CRZ_Ma_rose* ANT96502 Macrobrachium rosenbergii Crustacea
2 ACP Int_AKH_CRZ_Ca_maen* AVA26881 Carcinus maenas Crustacea
3 ACP Int_AKH_CRZ_Na_vitr NP_001161199 Nasonia vitripennis Hymenoptera
4 ACP Int_AKH_CRZ_Rh_prol AKO62855 Rhodnius prolixus Hemiptera
5 ACP Int. AKH_CRZ_He_vire ADW77572 Heliothis virescens Lepidoptera
6 ACP Int_ AKH_CRZ_Tr_cast NP_001159497 Tribolium castaneum Coleoptera
7 ACP Int_AKH_CRZ_Pe_vann_1* XP_027229238 Penaeus vannamei Crustacea
8 ACP Int_AKH_CRZ_Pe_vann_2* ROT69296 Penaeus vannamei Crustacea
9 ACP Int_AKH_CRZ_Di_citr XP_008480698 Diaphorina citri Hemiptera
10 ACP Int_AKH_CRZ_Ne_norv* QBX89024 Nephrops norvegicus Crustacea

Nota: *Las secuencias precursoras AKH/CRZ-péptido relacionado (ACP) obtenidas de especies de Crustaceos,
también pueden nombrarse RPCH/CRZ por cuestiones de nomenclatura (Zandawala et al., 2018). Para efectos de
evitar confusiones en este estudio seran nombradas AKH/CRZ.

Se observd que las secuencias precursoras neuropeptidicas obtenidas de las familias LW,
APGW, RPCH y ACP representaron menos del 10% de los neuropéptidos evaluados en este
estudio, mientras que las familias AKH, CRZ y GnRH presentan méas del 90% de especies aqui

evaluadas (Fig. 2).

Familias neuropeptidicas en el GenBank
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Figura 2. Porcentaje de las secuencias presentes en la base de datos del GenBank para las familias neuropeptidicas
LW, APGW, RPCH, AKH, ACP, CRZ y GnRH.
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4.3 Determinacion de la estructura primaria de los precursores neuropeptidicos

La determinacion de la estructura primaria con la prediccion del software ProP Server version
1.0 genero resultados incongruentes, respecto a los otros sitios de corte endoproteoliticos. Aun
cuando el software esta disefiado para el reconocimiento de los sitios Arginina/Lisina (R/K) en
ocasiones Unicamente reconocié un sitio y no identifico a los otros.

Ademas, por su disefio no permitio el reconocimiento de los sitios de corte K/R — R/K — K/K —
R/R, de los precursores neuropeptidicos evaluados y considero Prolina/Arginina (P/R) y
Glicina/Serina (G/S) como sitios de corte (Apéndice F).

Debido a estos resultados se realizo la identificacion y comparacion manual con los sitios de
corte R/K, producidos por el software (Apéndice G). Los precursores de la GnRH y la CRZ
tuvieron una cantidad superior respecto a los identificados por el software. Ademas, las familias
LW, APGW, AKH 1 y ACP fueron predichas con mayor nimero de cortes por el software. La
familia AKH 3 con el software y en la depuracion manual, mostro la misma cantidad y las familias
RPCH, AKH 2 y AKH 4 generaron resultados falsos positivos, ya que el software mostro sitios de
corte, pero la revision manual mostré la ausencia de los sitios (Apéndice H).

La determinacién manual de los sitios de corte endoproteoliticos mostré un total de 1465. La
mayoria correspondieron a los sitios K/R, sitios R/K y R/R con valores similares y el sitio K/K fue
minoritario. Las familias GhnRH, APGW y AKH 1 tuvieron la mayor cantidad; laCRZ, laLW y la
AKH 3 se consideraron intermedios respecto a la ACP y la RPCH; la AKH 2 y la AKH 4 que
fueron minoritarias. Asi mismo, la GnRH presento los 4 cortes, seguida por la APGW, AKH 1,
CRZ, LW y AKH 3; mientras que la familia RPCH present6 solo los sitios K/R, K/IK 'y R/R; la

familia AKH 4 presento K/R y K/K'y, la AKH 2 mostro solo K/R (Apéndice 1).
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Pese a lo anterior el software ProP Server, si permitio calcular el tamafio promedio de los
precursores neuropeptidicos y el péptido sefial. La longitud promedio de los precursores fue de 65
a 282 aminoacidos, observandose que LW y APGW correspondieron a los mas extensos; mientras
que ACP, CRZ y RPCH fueron intermedias, y las familias con los cortos son GnRH y AKH.
Ademas, el péptido sefial no presentd variaciones significativas entre las familias, ya que la
longitud minima y méaxima fue 17 - 26 aminoacidos en promedio (Apéndice J).

Al corroborar de forma manual las secuencias precursoras resultantes de los tres softwares se
confirmé que se obtuvieron 511 precursores donde: LW, APGW, RPCH y ACP, fueron
minoritarias, CRZ fue intermedia con mas del triple respecto a las anteriores y las 4 AKHs
aumentaron 10 veces mas y la GnRH cerca de 30 veces mas (Apéndice K). En este sentido la
mayor cantidad de cortes proteolitico correspondié a la LW y a la APGW, en tanto que el alto
namero de sitios para las AKHs y GnRH, fue debido a que el nimero de precursores fue mayor
(Apéndice L).

4.4 Construccion de la base de datos y codigo de identificacion

La base de datos de las 7 familias neuropeptidicas, tuvo las 511 secuencias neuropeptidicas
distribuidas en 260 especies dentro de 70 grupos taxondémicos. Estas contuvieron los criterios
indicados en la metodologia. Ademas, se incluyd las 60 palabras claves utilizadas en el proceso de
seleccion. También se mostro: a las 239 secuencias depuradas que se establecieron como idénticas
con diferente codigo de acceso, parte del proceso de depuracion y eliminacion con la
ejemplificacion de 2268 codigos generados en la corroboracion manual, que mostré que no son

precursores neuropeptidicos y que 10 secuencias publicadas en articulos (Apéndices M, N y N).
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4.5 Secuencias precursoras obtenidas por transcriptomica

El analisis del transcriptoma de C. toxotes y C. arcuatus mostrd las secuencias precursoras
neuropeptidicas: la ACP y la CRZ, respectivamente. La secuencia del primer precursor
neuropeptidico presento en total 690 pb, donde la region 5’ no traducida (UTR) tuvo 18 pb, el ORF
fue de 306 pb compuesto por los codones para la secuencia de direccionamiento al RER, el péptido
activo y el relacionado; la region 3’ UTR fue de 366 pb (Fig. 3A). Por su parte, la secuencia de
ADNCc de C. arcuatus mostr6 un total de 234 pb. Cuyo extremo 5’ UTR fue de 81 pb y el ORF
mostro Unicamente a la sefial de direccionamiento al RER el péptido activo y parte del relacionado.

No se determino el codon de paro y la region 3 UTR (Fig. 3B).

A) Int. AKH_CRZ Ca toxt

ctcaaaccaacaagtgcaATGGCGAGCTGGATGTTGACGGCCCTGATGGTGTCCTGTGTGCTGGTGGGCAGCGTGACTCC 080
M A S W M L T AL MV s CV L V G S V T P 021
TCAGATCACCTTCTCCAGGTCCTGGGTGCCACAGGGGAAGAGGTCCCCCTCCCCTAGCGACATCCCCGAGCCACTGGACG 160

Q I T F S R S WV &PQGIZ KU RS UP S P S DTIUPETZPTLD 047
CCTGCAGGGATGCCAGAGCGGCTACTCTCACGTCCCTCGCTGGTCACCTCTTGGATATGATGAACGACCTGGCCGCAGCT 240
A C R DAURIA AATTLT S LAGU HTULILDMMNTUDIL A A A 074

GACCACCGCCCCCTGCCCGACGATGGCACCACGTCACTGAGGCTCAGGAACGCCATGATGGACAGGCGTCGCCACGTGGC 320
b H R PL P DDGTT S L RIL RN AMMMU DI RI RIRH V A 101
TTAGaagggaaccaaagctctcttgactcaacgcctcgectcactececctgectggggagtagecggectcactcaacacacctg 400

- 102
ggtacccaacacacacccaccgcggggacaggaagtgctcacctctataactattttgccacaaaaaaacatgagaggaa 480
gactgaaagaaaaacatggaaatctatagaagtctaatgtgcatgtaagggttaactctggtatttgaaaaagagttatg 560
ataaatgcagtactgtgtgtgtagatcattattttctttaaccacgtattcatataacaatattttacttcatgaaatat 640
tttctttcgatactttttttttatcattattctattgtcatcaagaaaca 690

B) CRZ _Ca_arcu

cggcaagcacacagtgaacatctcccgtgeccggecttgtcttecgttcteccactaccactacttctagtcagcagecgecage 080
CcATGGTCCGCCGAGTGACAGTCGTGGTGCTCATCGCCTCTCTCGCCCTGGCCGCCTGTCAGACCTTCCAGTACAGCAGAG 160

M VvV R RV T Vv v v L I A S L A L A A C QT F Q Y S R 026
GCTGGACGAACGGGCGAAAAAGGTCCGCTGAGCTGAGTGGCGTGGTGGGCGTGACCAGCGGGCGGCGTGCGGGC 234
G W T NG R KU R S A EL S GV V GV T S G R R A G 051

Figura 3. Secuencia hibrida AKH/CRZ (ACP) de C. toxotes y Corazonina (CRZ) de C. arcuatus. Se observa el codigo
generado para los analisis bioinformaticos y en negrita el péptido activo subrayado inserto dentro del precursor
neuropeptidico, en mindsculas las regiones no traducidas.

El alineamiento BLAST confirmé que la ACP de C. toxotes mostr6 una identidad del 76%

respecto a la ACP de Carcinus maenas y del 37,0% al 44,6% con otros crustaceos. Mientras que

el precursor de la CRZ de C. arcuatus tuvo homologia con lepiddpteros, dipteros, himenopteros y
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quelicerados. Ademas, con secuencias reportadas sin caracterizar o hipotéticos de CRZs de los
tardigrados Ramazzottius varieornatus, Hypsibius dujardini, y de los gasteropodos Pomacea
canaliculata y Biomphalaria glabrata (Apéndice O). Ambas secuencias seran publicas GenBank
en el afio 2020.

4.6 BLAST péptidos virtuales APGW/RPCH

El alineamiento tipo BLAST mostr6 similitud para los seis péptidos virtuales APGW/RPCH
descritos por el DNA-LM (Martinez-Pérez et al. 2007). Se obtuvieron 40 neuropéptidos en
diferentes especies. La busqueda con los precursores virtuales APGW/RPCH de A. californica se
determiné que las regiones presentaron homologia con el péptido activo y péptido relacionado del
precursor de RPCH de M. rosenbergii. En tanto, que los precursores virtuales APGW/RPCH de
Lymnaea stagnalis reportado de Molusco-Crustaceo fueron homoélogos con la AKH 1 de los
hemipteros Plautia stali, Nezara viridula, Laodelphax striatellus, Nilaparvata lugens, y en el
tardigrado H. dujardini. Mientras que, el precursor Molusco-Crustaceo-Insecto mostrd homologia
con las copias APGW. En tanto que los peptidos virtuales de Mytilus edulis y las copias de APGW
de los precursores neuropeptidicos virtuales presentaron identidad con moluscos (Apéndice P).

El porcentaje de identidad de los 6 precursores virtuales fue mayor para las clases Gastropoda
y Bivalvia junto con los 6rdenes Hymenoptera y Hemiptera; el phylum Platyhelminthes y el orden
Lepidoptera mostro la mitad de la cantidad, mientras que los drdenes Blattodea y Passeriformes,
el subphylum Crustacea y los phyla Rotifera y Tardigrada fueron minoritarios (Apéndice Q). Los
péptidos virtuales APGW/RPCH completos no se determinados lo que sugiere que aun no han sido

validados experimentalmente o no se ha reportado la especie que realiza su biosintesis.
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4.7 Alineamiento de secuencias y generacion de secuencias precursoras Consenso

Se realizaron 42 alineamientos de las secuencias precursoras neuropeptidicas que incluyeron
las 6 secuencias de péptidos virtuales. La mitad correspondiéo al DNA-LM y la otra a los
establecidos por el software Kaling (Lassmann et al., 2009) (Apéndice R). Los resultados
corroboraron las secuencias consenso y mostraron que la LW y APGW comparten homologia en
sus peptidos activos, como postula el DNA-LM donde la Leucina que caracteriza a la LW no
estuvo en APGW.

Dicho patrén continud al incluir en el alineamiento a los precursores de la RPCH, AKH 1y la
AKH 2. Es de resaltar, que la Leucina no se determind en la APGW y en las tres familias antes
mencionadas. Ademas, se observé que los 3 primeros aminoacidos y la Fenilalanina se localizé en
otra regidn rio abajo, mientras que los Gltimos 4 y el Triptéfano de la posicién 8, que genera la
actividad con su respectivo receptor RPCH o AKH, tuvieron posiciones comunes con una de las
copias de los precursores LW y APGW. Por lo tanto, los resultados confirman el DNA-LM.

La inclusion de la AKH 3y la AKH 4 en el alineamiento, mostrd dos tipos de extremos amino;
el primer grupo constituido por ambos precursores neuropéptidos y se caracterizé por mostrar 4
aminoacidos antes de la primera Glicina del peptido activo y fue mayoritario respecto al segundo
que contuvo 6 en esta misma region. Las posiciones dos, tres y cuatro del péptido activo se
compartieron con laRPCH y AKH 1, estando ausentes en la LW y APGW, lo cual ratifica el DNA-
LM. Ademas, los ultimos 4 aminoacidos presentaron un patron similar al antes expuesto en algunas
AKH 3 que mostraron un primero grupo que conservo sus posiciones respecto a la RPCH, AKH 1
y AKH 2, el segundo presento tres aminoacidos posteriores al triptofano y anteriores a los sitios

de corte. Todo lo anterior confirmé nuevamente el DNA-LM.
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La distribucion de aminoacidos para el péptido activo se conservo con la inclusion de la CRZ,
ACP y GnRH. Todos los precursores junto con los péptidos virtuales APGW/RPCH, mostraron
que estos Gltimos comparten una de las copias de APGW las posiciones en el extremo carboxilo
con todas las familias mas no con la region de RPCH virtual. En tanto, esta Ultima no presento
identidad con respecto a la region de todas las familias. La region posterior a la sefial de
internalizacion al RER de los precursores virtuales fue diferente respecto a todas las familias y uno
de los precursores virtuales de M. edulis que no presenté homologia en esta region (Fig. 4).

A partir de los alineamientos de cada familia neuropeptidica se generaron 20 secuencias
consenso, 10 con el software DNAMAN, con los pardmetros del software y las otras empleadas
como control con el formato ClustalW. El resultado mostr6 que la regién del péptido activo y sus
sitios de corte son mas conservados respecto los a las demas partes del precursor neuropeptidico.
La regién mas variable correspondi6 a la sefial de direccionamiento de internalizacion al lumen

del RER y que el extremo carboxilo fue menos conservado (Apéndice S).

Posiciones aminoacidicas del péptido activo
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Figura 4. Representacién gréafica de los alineamientos de la region del péptido activo generados por el DNA-LM. El
alineamiento muestra en recuadros azules la variacién de las posiciones en el extremo amino entre las familias. La X
roja representan la ausencia de las posiciones 1 a 4 de la LW y APGW que corresponden al péptido relacionado y que
generaron el extremo N terminal de las familias. La Leucina que se perdié para dar origen a la APGW vy el triptéfano
que da la actividad se indican en rojo y negritas. Los péptidos activos se indican en cajas rojas.



MODELO DE PERDIDA DE ADN 32

4.8 Relaciones filogenéticas

Se realizaron 13 arboles filogenéticos que correlacionan las 7 familias neuropeptidicas. De
estas, 11 corresponden a el agrupamiento por familia neuropeptidica y 2 con arboles concatenados,
uno con los parametros del software Kaling y el otro con los pardmetros DNA-LM (Apéndice T).
Los detalles de las filogenias de las familias LW, APGW, RPCH, AKHs CRZ y GnRH se detallan
en el Apéndice U. Las relaciones de las familias ACP, péptidos virtuales APGW/RPCH y las dos
filogenias concatenadas se describen a continuacion.

La relacion filogenética entre los péptidos virtuales APGW/RPCH confirmé la homologia que
presentaron respecto a otras especies (Fig. 5). A partir del tercer internodo se agrupé un clado
APGWI/RPCH virtual de M. edulis con las APGW de bivalvos y gasterdpodos, es de resaltar, que
estos precursores virtuales no presentan a la RPCH. En el cuarto internodo se generd un clado con
APGWI/RPCH virtual para gasterépodos, en los cuales si se presentaban la RPCH dentro de sus
respectivos precursores. A partir de este se generd un quinto internodo en donde se agruparon las
AKHs y RPCHs de platelmintos, rotiferos y tardigrados y en el sexto se agruparon los clados para
las AKHs y RPCHs de himendpteros, lepidopteros, hemipteros, un crustaceo y un blatodeo.

Al concatenar las filogenias, con los parametros del software Kaling y los del DNA-LM. Se
determindé que ambas filogenias presentaron un clado para la mayoria de las GnRHs de
deuterostomados y protostomados. La diferencia entre ellas es que la filogenia obtenida con los
parametros del software Kaling, se obtuvo un clado para 3 cefalopodos entre las AKH 1y laRPCH,;
mientras que con el modelo DNA-LM se genero un clado compuesto por deuterostomados para
las GnRH de Anfibios y otro entre las AKH 3y las CRZ. Por otra parte, se observo una diferencia
entre el patron de distribucion de ambas filogenias, ya que los nodos y clados para los

protostomados, con los parametros por defecto mostraron que en la raiz del arbol la familia LW
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estuvo en un solo clado, la CRZ en otro el cual incluyé la AKH 2 y una AKH 4. El tercer clado
correspondio a la AKH 1 que presenté a los péptidos virtuales APGW/RPCH. Posterior a este se
encontré el clado de las RPCH que contuvo una AKH 3y dos APGW; mientras que el Gltimo clado
mostré a las ACP una AKH 1, AKH 4y AKH 3 (Fig. 6A). En tanto, la filogenia con los parametros
del DNA-LM, cuatro LW se encontraron al inicio de la filogenia y posteriormente se generé un
segundo clado compuesto por: cuatro LW, RPCHs, AKH 2-3, ACP y CRZ. El tercer clado estuvo
formado por dos LW y AKH 2-3-4 y se insertd las GnRH de mamiferos. El cuarto clado fue
compuesto por péptidos virtuales APGW/RPCH, AHK 2, y CRZ. El quinto contuvo AKH 1-3, una
AKH 4y una CRZ. El sexto clado mostré a los péptidos virtuales APGW/RPCH, AKH 1, CRZ,
una ACP. Posteriormente, el séptimo nodo mostrd6 APGW, AKH 1, una AKH 4, RPCH y CRZ,
mientras que el octavo y Ultimo nodo fue exclusivo de RPCH, AKH 1, CRZ y las GnRH de anfibios

(Fig. 6B).
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Figura 5. Arbol filogenético realizado con el software 1Qtree para las secuencias precursoras neuropeptidicas de los
péptidos virtuales APGW/RPCH descritos por Martinez-Pérez et al. (2007) y las secuencias encontrados mediante
BLAST. Se utiliz6 como outgroup el precursor neuropeptidico RFamida de Anthopleura elegantissima, los resultados

se visualizaron mediante el software Itol.
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Figura 6. Arboles filogenéticos concatenados realizados mediante el software IQtree para las familias neuropeptidicas LW, APGW, péptidos virtuales
APGW/RPCH, RPCH, AKHs, ACP, CRZ y GnRH. A) Muestra las relaciones filogenéticas con los pardmetros del DNA-LM. B) Muestra las relaciones
filogenéticas con los parametros de alineamiento del software Kaling. Se utiliz6 como outgroup el precursor neuropeptidico RFamida de A. elegantissima, los
resultados se visualizaron mediante el software Itol. Para ver detalles en alta resolucién Apéndice V.
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5. Discusion

La congruencia evolutiva entre protostomados y deuterostomados (Sherwood & Parker, 1990;
Tsai & Zhang, 2008). ha planteado diversas hipotesis para el origen de los neuropéptidos (Derst et
al., 2016; Semmens & Elphick, 2017), no obstante, cualquiera de ellas debera de considerar la
estructura y organizacion de los precursores neuropeptidicos y con ello poder comprender los
eventos evolutivos que pudieron generar a sus familias. Por esta razon, en esta pasantia se
contribuyé a la validacion del DNA-LM con las familias neuropeptidicas LW, APGW, RPCH,
AKHs, ACP, CRZ y GnRH mediante la confirmacién de los precursores hibridos en especies de
moluscos y crustaceos in silico junto a su identificacion en el transcriptoma de las especies marinas
C. arcuatus y C. toxotes, tal como se postul6 en el afio 2007 (Martinez-Pérez et al., 2007). El éxito
de este estudio es debido a las tecnologias de NGS que permiten generar datos gendmicos y
transcriptdmicos de especies que habitan distintos ecosistemas y que son reportadas en bases de
datos publicas (Levy & Myers, 2016; Sayers et al., 2019). Esto ha permitido solucionar algunas de
las incognitas evolutivas en relacion a: las caracteristicas de los precursores de neuropéptidos
inconclusos, la organizacion estructural de aquellos prepropéptidos que Unicamente se conocian
por su actividad o composicion de aminoacidos y los que muestran una posible correlacion
evolutiva (Semmens & Elphick, 2017; Semmens et al., 2016; Zandawala et al., 2018).

Sin embargo, hay que destacar que no toda la informacion descrita en las bases de datos publicas
son precursores de neuropéptidos con las caracteristicas requeridas para su identificacion (Rouillé
et al., 1995; Steiner et al., 1980). Lo anterior, sumado a un desconocimiento de los neuropéptidos
y SUS precursores en nuevas especies, ha generado una incorrecta interpretacion biologica y por
ende analisis evolutivos cuestionables. Una de estas causas es el establecimiento inexacto de los

parametros bioinformaticos para el ensamble de las secuencias obtenidas por NGS, los cuales, no
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permiten una correcta identificacion de las caracteristicas de los precursores neuropeptidicos
(Foulkes et al., 2017; Kremer, Schneider, & Terstappen, 2005). Por lo tanto, es necesario generar
nuevos enfoques para el almacenamiento y el intercambio de datos gendmicos de precursores
neuropeptidicos, para evitar que las bases de datos pierdan la capacidad de estructurar y almacenar
la caracterizacion de nuevos prepropéptidos (Ekblom & Galindo, 2011). De mantenerse esta
tendencia continuara el aumento de secuencias: descritas de baja calidad, incorrecta identificacion
y déficit en su caracterizacion (Pible, Hartmann, Imbert, & Armengaud, 2014). Por lo tanto, se
incrementa el fracaso de recuperacion de secuencias neuropeptidicas ocurrio con las relaciones
evolutivas de los genes ACP, AKH, CRZ y GnRH (Plachetzki, Tsai, Kavanaugh, & Sower, 2016).

Al implementar los softwares BioDataToolKit y Proteios en la depuracion de las secuencias
precursoras obtenidas del GenBank con las palabras claves se garantizd un manejo eficiente y
rapido de las 9489 identificadas y las generadas en la secuenciacion transcriptomica de C. arcuatus
y C. toxotes. Los resultados de la busqueda en el GenBank con los criterios empleados, concuerdan
con Hauser & Grimmelikhuijzen, (2014), sin la inclusion de receptores acoplados a proteinas G.

El software BioDataToolKit que se evaluo por Acufia et al. (2019) y en esta pasantia corroboré
su funcionalidad, pero como indico este autor, requiere optimizar el script y la reestructuracion de
comandos para acceder a una mayor cantidad de secuencias completas.

El software Proteios mostr6 una mayor eficiencia respecto al anterior para depurar las
secuencias, debido a que su interfaz grafica es mas amigable y permitio observar paso a paso el
filtrado mediante los sitios de corte proteoliticos. Proteios al igual BioDataToolKit plantean una
solucion eficaz de busqueda y depuracion de secuencias para usuarios sin conocimientos en

programacion.
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La validacion de los resultados de ambas herramientas con el software ProP Sever, el cual
identifica a precursores neuropeptidico con los posibles sitios de escision sitios K/R que reconoce
la Furina (Duckert et al., 2004) pero su disefio no incluye a K/K, R/K y/o R/R indico que era
necesario la verificacion manual. Con ello se demostro que, de las 9489 secuencias obtenidas,
unicamente el 5,4% correspondieron precursores neuropeptidicos. Esta diferencia ocurrié porque
la identificacion de secuencias gendmicas y/o transcriptomicas es en funcion de un genoma de
referencia o con las bases de datos disponibles. Por lo tanto, si la nueva secuencia presenta
identidad y similitud con alguna de las regiones de un precursor neuropeptidico ya descrito sera
denominada con un nombre que indique su similitud mas no implica que sea un precursor.

Por otra parte, los codigos de tipificacion de secuencias aminoacidicas que se desarrollaron e
implementaron en esta pasantia permitieron la correcta identificacion de las secuencias precursoras
neuropeptidicas, por ejemplo, la secuencias del GenBank contienen nimeros de identificacion y
las versiones de las secuencias previamente implementadas. Ambos son los més usados en la
identificacion, pero al diferir en formato e implementacion no cumplen con el papel fundamental
facilitar la caracterizacion y la rapida identificacion de las secuencias. Por el contrario, el codigo
neuropeptidico disefiado en esta pasantia permite observar claramente las caracteristicas del
precursor, el tipo de neuropéptido, la especie y/o las caracteristicas genotipicas.

Ademas, con la depuracion de las secuencias, el cambio de la nomenclatura del GenBank a los
codigos desarrollados en esta pasantia y su implementacion en la hoja de célculo de Excel, se
confirmd que la mayor cantidad de precursores correspondid a organismos relacionados de forma
directa o indirecta con actividades de investigacion y/o comerciales (Sajwan et al., 2015; Steven
et al., 2003). Lo anterior se demostro al establecer que la mayor cantidad de GnRH correspondi6

a mamiferos y peces. Mientras que la AKH y CRZ pertenecieron principalmente a insectos como
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se demuestra en la gendmica de especies del género Drosophila (Audsley, Down, & Isaac, 2014)
y en las obtenidas en esta pasantia.

Este patrén de cantidad de precursores no se determiné para las especies marinas ya que la LW,
la APGW y la RPCH fueron minoritarias respecto a las anteriores. En este sentido, la investigacion
y caracterizacion gendmica y transcriptomica se ha centrado preferentemente en algunas especies
modelo (Larhammar, 2009; Sajwan et al., 2015; Steven et al., 2003), que han acelerado la
generacion de conocimiento. Sin embargo, los estudios comparativos de especies ho modelo
complementaran la investigacion de especies modelo e incluso llegaran a producir estudios mas
rigurosos con especies silvestres alin no descritas, como se corroboré en esta pasantia al demostrar
que la expresion de la secuencia precursora hibrida AKH/CRZ-péptido relacionado (ACP) de C.
toxotes, que habita de forma silvestre en el Océano Pacifico y que fue considerada en su momento
exclusiva de insectos (Hansen et al., 2010), es expresada en crustaceos (Alexander et al., 2018;
Suwansa-ard et al., 2016). Ademas, se ha descrito que los sistemas de sefializacion de AKH y ACP
son paralogos, al surgir por una duplicacion de genes en el linaje de artropodos (Hauser &
Grimmelikhuijzen, 2014). Sin embargo, después de esta duplicacion, el sistema de sefializacion de
ACP se ha perdido de forma independiente en otros artrépodos (Zandawala et al., 2018).

También se confirmo la importancia de la verificacion in silico y la correlacion de los grupos
taxonomicos de sus familias neuropeptidicas, ya que al igual que lo reportado (Sakai et al., 2017;
Tian et al., 2016) ciertos neuropéptidos se consideraban exclusivos de algunas especies estan en
grupos taxondémicos que no habian sido correlacionados. Por ejemplo, la GnRH del subphylum
Vertebrata esta en el subphylum Tunicata y los phyla: Echinodermata, Arthropoda, Mollusca y
Platyhelminthes (Adams et al., 2003; Collins et al., 2010; Hasunuma & Terakado, 2013; Semmens

et al., 2016; Suwansa-ard et al., 2016; Zhang, Tello, Zhang, & Tsai, 2008). Otro ejemplo, es la
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CRZ que se considerd exclusiva de insectos, pero la transcriptdmica de C. arcuatus confirmo su
expresion como en otros crustaceos (T. V. Nguyen, Cummins, Elizur, & Ventura, 2016).

Se demostré que los péptidos virtuales reportados en afio 2007 obtenidos por el DNA-LM
(Martinez-Pérez et al., 2007), presentaron homologia con especies que fueron consideradas en su
momento y otras inesperadas, pero debido a: la accesibilidad de su habitat, las caracteristicas
intrinsecas de sus secuencias nucleotidicas y/o aminoacidicas y los sistemas de secuenciacion de
ese entonces que hacian imposible validar el modelo. Lo anterior, se confirmd en esta pasantia con
los precursores virtuales APGW/RPCH de A. californica y L. stagnalis (Martinez-Pérez et al.,
2007), ya que la secuencia del RPCH virtual presenté homologia con la proteina hipotética
BV898 10396 del tardigrado H. dujardini, las RPCHs de crustaceos y algunas AKHs. Mientras
que la regién correspondiente a las copias de APGW fueron homologas con el péptido activo e
inclusive con el péptido sefial y péptido relacionado de moluscos, lo que sugiere fuertemente que
el modelo corresponde a un mecanismo evolutivo para la generacion de precursores
neuropeptidicos aun cuando el péptido virtual APGW/RPCH aun no ha sido descrito.

Las filogenias obtenidas para cada precursor confirmaron las relaciones entre los motivos de
cada uno de ellos e inclusive la filogenia obtenida con los péptidos virtuales. Sin embargo, al
concatenar todas las familias de neuropéptidos LW, APGW, péptidos virtuales APGW/RPCH,
RPCH, AKHs, ACP, CRZ y GnRH en unasolo filogenia, sea bien con los pardmetros del programa
Kaling o con DNA-LM. Se observo una marcada diferencia en el orden de los nodos para cada
familia como lo propuso Tsai (2018), quien postuld la hipotesis de la superfamilia GnRH que
presenta dos variantes: 1) La AKH de moluscos, artropodos y nematodos dio origen a las GnRH
de moluscos y vertebrados junto con la CRZ de artropodos. 2) La GnRH de vertebrados dio origen

a la CRZ de artrépodos, esta a su vez genero la GnRH de moluscos dividiéndose en la AKH de
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moluscos y la AKH de artropodos. Otra propuesta similar la realiz6 Plachetzki et al. (2016), al
postular una superfamilia neuropeptidica compuesta por ACP, AKH, CRZ y GnRH (Plachetzki et
al., 2016).

A diferencia de lo propuesto por estos autores el DNA-LM se fundamenta en la correlacion de
codones que generan motivos funcionales neuropeptidicos mientras que los alineamientos con los
parametros propuestos por el software Kaling son producto de la similitud aminoacidica. Por lo
tanto, al no incluir los pardmetros del DNA-LM para generar la matriz de alineamiento
aminoacidica no es posible determinar la variacion de los precursores a nivel de los motivos
funcionales entre precursores que son aparentemente diferentes y han variado desde
aproximadamente 500 millones en la explosion de Cambrico.

Por lo anterior, los resultados de esta pasantia mostraron que lo alineamientos y las filogenias
obtenidas con el DNA-LM y con los pardmetros establecidos por el software Kaling son similares
en la division entre protostomados y deuterostomados con respecto a la GnRH, como lo
propusieron Plachetzki et al., (2016) y Tsai, (2018). Sin embargo, es de resaltar que las
conclusiones de ellos no incluyeron a: La LW, la APGW, la RPCH, los cuatro tipos de AKH y los
péptidos virtuales APGW/RPCH que se generan a partir de la perdida de codones de los
precursores LWy APGW. Puesto que los alineamientos y las filogenias realizadas en esta pasantia
se generaron Unicamente con las secuencias aminoacidicas de los precursores neuropeptidicos,
para poder afirmar o postular cualquier hipotesis y/o relacion filogenética entre los neuropeptidos
este estudio, se hace necesario e indispensable realizar el analisis de los genes de las especies de
cada familia, ya que esto permitiria observar la perdida de codones de los precursores LWy APGW
para establecer cual de las copias del péptido activo pudiese haber generado a la ACP, AKH 2

exclusiva de lepiddpteros, AKH 3, AKH 4, CRZ y GnRH o inclusive si estas se originaron de la



MODELO DE PERDIDA DE ADN 42

misma copia del péptido activo u alguna otra, tal como se corroboré en esta pasantia observar la
relacion LW/APGW/RPCH/AKH 1, que se propuso originalmente en el DNA-LM.

Por lo tanto, se requiere la aplicacion del DNA-LM para obtener los péptidos virtuales entre
LW/AKH 3/CRZ/GnRH o diferentes alternativas que permitan observar la pérdida de codones las
regiones y copias del péptido activo de la LW u otro precursor neuropeptidico que permita
determinar la relacion de origen entre la GnRH de protostomados y deuterostomados. Ya que los
precursores neuropeptidicos muestran un alto grado de divergencia en sus secuencias
aminoacidicas, y solo en pequefias regiones de los genes como el péptidos activos 0 motivos
especificos dentro de la secuencia de péptidos presentan actividad bioldgica las cuales son

altamente conservadas (Liu, Baggerman, Schoofs, & Wets, 2006).
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6. Conclusiones

La caracterizacion de las familias de neuropeptidos LW, APGW, APGW/RPCH, RPCH, AKH,
ACP, CRZ y GnRH en especies filogenéticamente relacionadas y/o con otras sin interés comercial
a partir de bases de datos publicas y de secuenciacion gendmica contribuye a la generacion de
nuevo conocimiento para establecer los procesos evolutivos en relacion con los neuropéptidos que
participan en la comunicacion celular de protostomados y deuterostomados por medio del DNA-
LM.

La aplicacion de los elementos requeridos para el procesamiento postraduccional de los
precursores neuropeptidicos que generan el péptido activo de las familias son imprescindibles para
su correcta identificacion y seleccion a partir de bases de datos publicas con palabras claves y de
proyectos de transcriptomica para la validacion del DNA-LM y otros modelos evolutivos.

El cambio de cdodigos numéricos con formatos FASTA de secuencias de bases de datos por
cddigos que lo incluyen por otro cddigo disefiado en funcidn de: principios moleculares, celulares
y procesamiento de precursores neuropeptidicos de las familias genera bases de datos confiables,
accesibles y eficientes para el uso de la informacion reportada en el GenBank y/o de proyectos de
transcriptomica aplicados a la generacion de conocimiento evolutivo.

Los peptidos virtuales del precursor APGW/RPCH que dio origen al DNA-LM comparten
homologia con secuencias de moluscos y artrépodos, lo que indica su presencia en alguna especie
no determinada u otra ya extinta.

El DNA-LM permite establecer las relaciones filogenéticas de los dominios funcionales
aminoacidicos de los precursores neuropeptidicos entre las familias LW, APGW, RPCH, AKHs,
ACP, CRZ y GnRH, pero es necesaria la inclusion de sus genes para establecer la pérdida o

ganancia de codones que corroboren la evolucidn entre estas familias.
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7. Recomendaciones

Aun cuando existen otras herramientas bioinformaticas que permiten el acceso y descarga de
secuencias reportadas en bases de datos publicas, se recomienda que se empleen programas como
BioDataToolKity Proteios en la depuracidn de secuencias relacionadas a neuropéptidos para evitar
el sesgo y la mala interpretacion de los resultados.

El empleo de los codigos de identificacion neuropeptidica desarrollados en esta pasantia en
proyectos de mineria de datos y estudios que involucren precursores neuropeptidicos para un mejor
manejo, desarrollo y rendimiento de los metadatos.

La secuenciacion masiva del transcriptoma de especies ain no correlacionadas con el DNA-
LM generara una mejor comprension de sus precursores neuropeptidicos y establecera la presencia
de los precursores para péptidos virtuales que se generan por la pérdida de codones.

El analisis filogenético de los genes de los precursores empleados en este estudio para
consolidar o refutar el DNA-LM vy las hipdtesis propuestas por otros investigadores en relacion

con evolucion de AKH, CRZ, ACP y GnRH o las propuestas en esta pasantia.
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