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RESUMEN 
Nezara viridula es un hemíptero fitófago, plaga de cultivos agrícolas de importancia a 

nivel nacional e internacional. Para su control, como complemento o reemplazo de 

insecticidas neurotóxicos, se plantea el diseño de  mecanismos especie-específicos, de 

manera de disminuir sus consecuencias negativas en el ecosistema y prevenir la 

aparición de resistencias. Para ello, un primer paso es la obtención de información 

genética que aporte conocimiento de secuencia de genes involucrados en la  

supervivencia de este insecto. En este trabajo se propuso obtener un transcriptoma de 

N. viridula, evaluar su cobertura e identificar en el mismo genes involucrados en su 

supervivencia, como neuropéptidos y genes neurales. Para ello, se hicieron 

comparaciones de los ensambles aquí obtenidos con bases de datos de especies 

evolutivamente cercanas, buscando ortología. Habiendo obtenido dos ensambles, éstos 

se compararon según el número de perfiles CEG y BUSCO para evaluar su completitud, 

así como también se contrastó la relación entre el número de bases ensambladas y 

genes de Uniprot encontrados. Tras elegir el transcriptoma que consideramos mejor para 

este trabajo, se hizo una búsqueda para genes implicados en la supervivencia de esta 

chinche, generando así conocimiento genético que resulta valioso para la futura 

investigación sobre este insecto plaga importante para la región. 
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INTRODUCCIÓN 

Nezara viridula 
Los hemípteros fitófagos, conocidos comúnmente como chinches, constituyen una 

amenaza para varios cultivos de la región productora de Argentina, principalmente para 

la soja, dado que se alimentan de vainas durante todo el ciclo de vida post-eclosión 

(Bimboni 1978).  

Las chinches fitófagas causan daños en los cultivos al alimentarse por medio de sus 

estiletes e inyectar enzimas digestivas que licuan las células para poder ingerirlas (Todd 

1982). Son capaces de afectar a la semilla de soja desde los inicios de su crecimiento 

dentro de su cavidad individual en la vaina y hasta el momento mismo de la cosecha, 

donde la gravedad del daño va decreciendo en la medida que nos acercamos al último 

estadio. Esto se debe a que la semilla va incrementando su dureza como consecuencia 

del proceso de deshidratación luego de alcanzar su mayor contenido de materia seca. 

Debido a esto, las posibilidades de penetración del estilete en el interior de las semillas 

son menores, aunque si la picadura de la chinche se produce sobre el eje embrionario, 

expuesto en este cultivo, el daño puede ser igualmente letal para la futura simiente. En 

los últimos años, la ocurrencia de precipitaciones ininterrumpidas resultó en nuevas 

oportunidades de generar daños internos a las semillas, por un nuevo proceso de 

imbibición (Fuentes et al. 2016).  

La presencia de chinches durante el período de maduración de la semilla conduce a un 

menor poder germinativo y a la reducción del vigor de plántulas y de semillas, así como 

a la deformación de los granos y a la susceptibilidad frente a microorganismos 

patogénicos, entre otros daños de gravedad variable (Gamundi & Sosa 2007). Se 

observa un alto grado de asociación entre la incidencia de picaduras de chinches y la 

abundante producción de micelios de patógenos de distintos géneros, que son 

introducidos en los tejidos hidratados de la semilla por medio del estilete (Fuentes et al. 

2016). Las modalidades de tecnología agrícola aplicadas en los últimos años han 

provocado un aumento en la abundancia de poblaciones de chinches, que son la plaga 

más importante en soja en la actualidad (Luna & Iannone 2013). De esta forma, los daños 

causados por chinches conducen a una significativa pérdida económica.  
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Nezara viridula (Hemiptera: Pentatomidae), conocida comúnmente como “chinche 

verde”, es la principal causante de pérdidas económicas dentro de un grupo de chinches 

en el que también se hallan Dichelops furcatus, Piezodorus guildinii y Edessa 

meditabunda (Aragón et al. 1997, Gamundi & Sosa 2007). El impacto de las distintas 

especies está relacionado a su densidad poblacional y al período de permanencia en el 

cultivo, la susceptibilidad del mismo y características del cultivar (Fuentes et al. 2016). 

N. viridula es considerada el mayor pentatómido plaga del mundo. Es cosmopolita y 

marcadamente polífaga, afecta numerosos cultivos; la secuencia trigo-soja le ofrece un 

puente para el aumento de sus poblaciones. Luego de pasar por un período de 

inactividad en el invierno, se traslada desde la corteza de los árboles, arbustos y 

hojarasca hacia cultivos como alfalfa y soja para alimentarse. La disponibilidad y 

accesibilidad de estos hábitats son factores cruciales en la abundancia y dinámica 

temporal de las poblaciones en la primavera siguiente, más allá de los factores de 

mortalidad natural (Fuentes et al. 2016). 

 

Los adultos de N. viridula miden entre 13 y 15 mm de largo y tienen un color verde 

intenso. Las hembras efectúan de 2 a 3 posturas hexagonales, de 80 a 100 huevos cada 

una. Los huevos tienen una coloración amarillenta y se enrojecen hacia el nacimiento. 

Pasan por cinco estadios ninfales hasta alcanzar la adultez unos 35-40 días post-

eclosión. Las ninfas varían de un color rojizo en el primer estadio a negras y verdes con 

manchas blancas en estados avanzados de desarrollo. Permanecen agrupadas sin 

provocar mayores daños hasta el tercer estadio ninfal, cuando comienzan a dispersarse 

gradualmente. Los adultos pueden vivir hasta dos meses 

(http://www.agromeat.com/34440/chinches-fitofagas-en-el-cultivo-de-soja). 

Dado que no hay en el mercado, productos químicos específicos para chinches, el control 

de estos hemípteros fitófagos se realiza principalmente con insecticidas neurotóxicos. 

Así, se eliminan no solo los insectos plaga sino también benéficos, como enemigos 

naturales y polinizadores (Perotti et al. 2010). Por otra parte, se han reportado casos de 

fallas en los tratamientos químicos, lo que podría atribuirse a la aparición de resistencias, 

si bien esto no ha sido estudiado en profundidad (Toledo et al. 2005).  
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Con el fin de retrasar o eludir la resistencia es necesario alternar insecticidas con 

diferentes modos de acción. Por lo tanto, resulta importante contar con una diversidad 

de opciones y de sitios de acción para nuevos productos, así como aumentar su 

especificidad a fin de preservar a las especies benéficas (Verlinden et al. 2014).  

Se ha propuesto que la intervención en la fisiología de los insectos a través de 

manipulaciones en la expresión de genes determinados, como por ejemplo los sistemas 

de regulación hormonal, puede resultar una dirección productiva hacia la obtención de 

una nueva generación de insecticidas mediados por silenciamiento génico (Verlinden et 

al. 2014). Un primer paso para esto es conocer la secuencia nucleotídica de los genes 

de interés. Llamativamente, a pesar de su importancia económica, hasta el momento no 

se han reportado estudios destinados a conocer la secuencia de genes en la especie N. 

viridula. Las tecnologías de alto rendimiento, como la transcriptómica, pueden permitir 

superar esta falta de información génica en tiempos acelerados, en comparación con 

tecnologías previas.  

 

Transcriptómica 
Hasta la década pasada, los estudios de expresión génica estaban enfocados en el 

análisis de genes candidatos, mediante la reacción en cadena de la polimerasa en tiempo 

real o cuantitativa (qPCR), o dependían de la hibridación inter-específica en los 

microarrays (Boguski et al. 1994; Gerhard et al. 2004). Estos estudios se encontraban 

limitados a la investigación de organismos modelo (Lorenz et al. 1989) y a la genética 

médica (Korinek et al. 1973). 

El desarrollo de la secuenciación de próxima generación (NGS) (Margulies et al. 2005) y 

de herramientas bioinformáticas para el análisis de la gran cantidad de datos generados, 

han permitido cambiar la situación en los últimos años, de forma tal que los análisis 

genómicos y transcriptómicos se han tornado accesibles para estudiar organismos no 

modelo (Ellegren et al. 2012; Lamichhaney et al. 2012; Ekblom & Wolf 2014).  

La secuenciación de un transcriptoma, o “transcriptómica”, se refiere al uso de 

tecnologías de secuenciación de alto rendimiento, para la caracterización del contenido 

y la composición del ARN de una muestra particular. A diferencia del genoma, que es 

una entidad esencialmente estática, el transcriptoma puede ser modulado tanto por 
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factores internos como externos (Velculescu et al. 1997). El conocimiento del mismo es 

esencial para la interpretación de los elementos funcionales de un genoma, así como 

para revelar los constituyentes moleculares de las células, los tejidos y órganos en 

condiciones específicas (Wang et al. 2009). 

La utilización de tecnologías de secuenciación de alto rendimiento para la caracterización 

del contenido y de la cantidad de ARN en una muestra dada se denomina ARNseq. La 

secuenciación paralela masiva de millones de secuencias de ADNc brinda un método 

efectivo y de bajo costo para obtener grandes cantidades de datos transcriptómicos de 

muchos organismos y tipos de tejidos (Birol et al. 2009; Trapnell et al. 2010). En principio, 

esos datos nos permitirían identificar todos los transcriptos expresados, como una 

secuencia de ARN mensajero (ARNm) desde el principio de la transcripción hasta el final, 

aún para los genes que tienen múltiples isoformas debido al splicing alternativo (Guttman 

et al. 2010).  

En el año 2005 comenzaron a desarrollarse estas nuevas tecnologías de secuenciación, 

con la aparición de 454 Sequencing (Margulies et al. 2005) y la secuenciación por síntesis 

(Solexa) (Bentley 2006). A diferencia de los métodos de secuenciación por Sanger, éstas 

generan lecturas cortas (25pb-500pb) de buena calidad. De esta forma fueron 

apareciendo varias plataformas que, con distinta metodología, generaban lecturas 

cortas. Entre ellas, Illumina es la que logró imponerse, dado que ofrece diferentes 

plataformas, mayor cobertura y costos relativamente bajos (Goodwin et al. 2016). 

 

Actualmente, por limitaciones tecnológicas, los sistemas de secuenciación utilizados 

masivamente no permiten obtener la información de secuencias en la forma de 

transcriptos completos, sino que antes de la secuenciación debe fragmentarse al azar el 

ADN para generar una genoteca de ADN simple cadena. A los fragmentos obtenidos, 

deben agregárseles adaptadores universales antes de dispersarlos en un vidrio 

inmovilizado (Fedurco et al. 2006), donde se lleva a cabo la amplificación en forma de 

puente (bridge PCR). El proceso genera grupos de fragmentos idénticos alrededor del 

fragmento original que se amplificó. La secuencia nucleotídica de los fragmentos se 

determina utilizando terminadores reversibles; éstos son nucleótidos bloqueados y 

marcados con un fluoróforo. De esta manera, cuando se agregan los nucleótidos 
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marcados, detienen la síntesis y producen una señal que es detectada por una cámara. 

Luego de la detección, se clivan los grupos terminales y fluoróforos, permitiendo que 

continúen la síntesis y la lectura (Turcatti et al. 2008).   

La reconstrucción de un transcripto completo a partir de las lecturas cortas generadas 

durante la secuenciación es un desafío técnico, teniendo en cuenta que ocurren errores 

en el proceso de síntesis. Por ejemplo, no todos los transcriptos tienen un mismo nivel 

de cobertura, dadas las diferencias de expresión. Incluso dentro de un mismo transcripto, 

puede haber regiones con distinta cobertura por errores de secuenciación. Las lecturas 

con errores de secuenciación correspondientes a transcriptos altamente expresados 

pueden ser más abundantes que lecturas correctamente sintetizadas de transcriptos con 

baja expresión. Los mensajeros codificados por loci adyacentes pueden solaparse, 

formando transcriptos quiméricos. Las secuencias repetidas provenientes de distintos 

genes, introducen ambigüedad. Todas estas dificultades deberían ser superadas por un 

método eficiente, capaz de reconstruir transcriptos variables en tamaño, nivel de 

expresión e isoformas (Haas & Zody 2010). 

 

La reconstrucción de un transcriptoma puede hacerse utilizando un genoma como 

referencia al que se mapean las lecturas, o bien mediante un ensamble de novo. Esta 

última alternativa permite ensamblar cuando no se cuenta con un genoma, o el mismo 

se encuentra fragmentado (Conesa et al. 2016), por lo que es altamente utilizada en el 

estudio transcriptómico de organismos no modelo. El ensamble sin referencia es también 

importante para realizar anotación génica. A pesar de que en los últimos años se 

multiplicaron los esfuerzos de secuenciación de genoma, para la mayoría de las especies 

la secuenciación genómica no ha sido completada. Incluso muchos genomas que se 

categorizan como finalizados contienen sitios sin secuencia, errores de ensamble y  

regiones no asignadas a cromosomas (Salzberg & Yorke 2005). Por lo anterior, las 

lecturas transcriptómicas pueden no mapear al genoma de referencia, por más que 

pertenezcan a un transcripto particular.  

Una importante herramienta computacional para la estrategia de reconstrucción sin 

referencia es la utilización de los grafos de De Brujin. En este tipo de gráficos, se define 

un nodo por una secuencia de un largo fijo de k nucleótidos (“kmero”, siendo k 
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considerablemente más corto que el largo de la secuencia). Los nodos se conectan por 

sus bordes, si éstos se solapan perfectamente con un largo de k-1 y los datos de 

secuencia avalan esta unión, se van construyendo las secuencias más largas (Figura 1). 

En el caso de construcción de transcriptomas, cada camino en el gráfico representa un 

posible transcripto. En este punto se puede apreciar la importancia de la limpieza por 

calidad del conjunto total de datos previo al ensamble, ya que lecturas con errores 

pueden resultar en falsos nodos, llevando al gráfico por caminos falsos (De Brujin 1946; 

Good 1946). 

 

Figura 1: Gráfico de De Brujin con un alfabeto compuesto por los caracteres 0 y 1 (Pevsner 2009). 

 

Hay varios programas para generar ensambles de novo, de los cuales, el más utilizado 

actualmente es Trinity (Grabherr et al. 2011). El mismo está compuesto por tres partes: 

Inchworm, Chrysalis y Butterfly: 

 

- En una primera instancia, Inchworm construye un diccionario de kmeros de todas 

las lecturas (k=25) y elimina del diccionario los que pueden tener errores. Del 

diccionario se selecciona el kmero más frecuente y se utiliza como iniciador de un 

fragmento más largo, llamado contig, que luego se extiende hacia ambos 

extremos con kmeros que se solapan en k-1 bases. Cada secuencia utilizada se 
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elimina del diccionario, de forma que no pueda volver a usarse. Este proceso se 

lleva a cabo hasta que ya no hay más kmeros en el diccionario que solapen con 

el contig en extensión, momento en el que se reporta el contig lineal. Con los 

kmeros restantes en el diccionario se inicia nuevamente el proceso hasta finalizar 

con el diccionario vacío (Figura 2a). 

- A continuación, Chrysalis toma grupos de contigs solapantes y los convierte en 

componentes conectados, construyendo gráficos de De Brujin para los 

componentes. Esta tarea se realiza en tres etapas, donde la primera es la 

conexión de los contigs, la segunda es la construcción de los grafos y la última 

consta de la asignación de lecturas a cada componente (Figura 2b). 

- En última instancia, Butterfly media la reconstrucción de los transcriptos 

completos, considerando los gráficos formados en la etapa anterior, así como la 

información pair end de las lecturas cuando la misma está disponible. De esta 

forma, se resuelven isoformas y genes parálogos en el transcriptoma (Figura 2c).  
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Figura 2: (a) Inchworm ensambla el set de datos de reads (líneas cortas, arriba) buscando distintos 

caminos en un grafo k-mero con un algorítmo voraz. Esto resulta en una colección de contigs (líneas de 

distintas longitudes, abajo) con cada k-mero presente una sola vez en los contigs. (b) Chrysalis junta los 

contigs si éstos comparten al menos un k-mero y lee a lo largo de la unión, a partir de eso construye grafos 

de de Brujin individuales de cada grupo. (c) Butterfly toma cada uno de los grafos formados en Chrysalis, 

y corta los ejes y compacta los caminos lineales (medio). Luego, completa los grafos utilizando los reads 

limpios. La salida de de ésto es una secuencia lineal para cada forma de splicing y/o transcripto parálogo 

reflejado en el grafo. (Grabherr et al. 2011). 

 

En este trabajo final de grado, se propuso el uso de herramientas bioinformáticas y del 

ensamblador Trinity para obtener el transcriptoma de una especie que, aunque posee 

una gran importancia agronómica y económica, no ha sido prácticamente estudiada en 

cuanto a su genética y fisiología. De esta manera, generamos información valiosa para 

su futuro estudio genómico e información de secuencia de genes de interés, lo que 

constituye una herramienta imprescindible para estudios genéticos y moleculares en la 

especie, aplicables a un eventual desarrollo de mecanismos de control. 

 

HIPÓTESIS 

N. viridula tiene genes conservados que codifican péptidos y receptores involucrados 
en procesos neurohormonales. 

 

OBJETIVO GENERAL 
Aportar información de secuencia génica de utilidad en futuros estudios genéticos, 

moleculares y fisiológicos en N. viridula, con aplicabilidad en estudios de fisiología de 

insectos, y en el desarrollo de mecanismos de control de próxima generación.  

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
a) Secuenciar el transcriptoma de adultos de N. viridula 

b) Evaluar distintas aproximaciones de ensamblado a fin de seleccionar la mejor para 

los datos obtenidos.  

c) Identificar y caracterizar familias génicas implicadas en la supervivencia de 

chinches fitófagas, en base a ortologías con otras especies. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 
 

Obtención y mantenimiento de la colonia de N. viridula 
La colonia se estableció a partir de individuos de N. viridula recolectados a campo por 

medio de paño, red entomológica y muestreo manual, en cultivos de soja y arveja, en el 

partido de Pergamino, Provincia de Buenos Aires. Con los insectos obtenidos, se 

estableció una colonia mantenida en el insectario del Centro de Bioinvestigaciones 

(CeBio) a 25 °C, con un fotoperiodo de 16h luz: 8h oscuridad. Se les proporcionó papel 

absorbente para el desove, vainas como alimento y algodones húmedos como fuente de 

agua (Marco et al. 2014). Los huevos fueron mantenidos por separado en las mismas 

condiciones que los adultos y al alcanzar el estado adulto, los individuos se incorporaban 

a la colonia.  

 

Extracción de ARN 
Para obtener ARN total, se realizaron extracciones de cuerpo completo a partir de 10 

adultos (5 machos y 5 hembras) mediante el protocolo del tiocianato de guanidinio 

disuelto en fenol 50%, con el reactivo comercial TRIZOL (Thermofisher). El mismo fue 

modificado de manera que mantuvimos el ARN a 4º C durante todo el procedimiento y 

todos los pasos de centrifugación se llevaron a cabo con la velocidad máxima. La 

precipitación en isopropanol se hizo durante toda la noche a -20º C.  

El ARN obtenido se resuspendió en 100 µl de agua ultrapura estéril (Sartorius). Para 

determinar la calidad y cantidad del ARN, se sembró 1 µl en gel de agarosa 1% con 2 µl 

del agente intercalante, Bromuro de etidio (EtBr). Se sembró utilizando Formamida para 

minimizar las estructuras secundarias del ácido ribonucleico. Se realizó una corrida 

electroforética a 80V durante 40 minutos. La cuantificación se hizo a partir del gel, 

utilizando el programa Image J (Rueden et al. 2017). 

 

Secuenciación 
La genoteca fue preparada en el servicio de secuenciación, fragmentando el ARN y 

sintetizando cADN a partir de los fragmentos. Previo a la PCR, los fragmentos de cADN 

sufrieron la ligación de adaptadores (Figura 3).  
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Figura 3: El ARN mensajero se fragmenta para realizar la síntesis del cADN por retrotranscripción. Se ligan 

los adaptadores en los extremos de los fragmentos para iniciar la PCR (Novogene). 

 

Las muestras fueron secuenciadas con una plataforma HiSeq-2000 Ilumina (paired end 

reads, 300 millones de reads, 100bp de largo) en el servicio de secuenciación Novogene 

(China), el cual presentó las mejores condiciones de calidad y precio del mercado.  

 

Análisis bioinformático 

Limpieza de datos 
La calidad de las lecturas crudas se determinó utilizando el programa FastQCtoolkit 

(www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). Con el mismo programa, se 

eliminaron todas las secuencias de calidad menor a Q30 y adaptadores. 

http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/
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La búsqueda de secuencias contaminantes, como vectores y primers, se realizó 

mediante una comparación de los datos con la base de datos de UniVec del NCBI 

(ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/pub/UniVec), utilizando la herramienta BLAST (Altschul et al. 

1990) para llevarlo a cabo. Las lecturas que dieron hit utilizando un E-value menor o igual 

a 1 x 10-5 fueron eliminados del conjunto de datos por considerarse secuencias 

contaminantes. Debido a que los datos eran paired end, todas las secuencias eliminadas 

de una corrida fueron eliminadas también de la otra, a fin de favorecer el correcto 

ensamble de las lecturas. 

Se utilizó un script codficado en el lenguaje python para eliminar las secuencias no 

deseadas del total de reads (Anexo I). 

 

Ensamble 
Los reads limpios se ensamblaron con el programa Trinity (Grabherr et al. 2011), 

especificando que la información a utilizar era pair end y utilizando un máximo de 500 

Gb de memoria por medio de acceso remoto a un servidor presente en el instituto Max 

Planck de Göettingen, Alemania. Se ensamblaron dos transcriptomas con este 

ensamblador, modificando el parámetro de cobertura mínima de k-mer (min_kmer_cov). 

Por default, el programa utiliza un valor de 1 para este parámetro. En el segundo 

ensamble, se utilizó un valor de 2, recomendado en Grabherr y colaboradores (2011) 

para los conjuntos de datos grandes. Esto evitaría que se agreguen los kmers únicos, 

ricos en errores de secuenciación.  

 

Métricas 
-CEG y BUSCO. Para evaluar el grado de completitud de los ensambles generados, se 

calculó el porcentaje de representatividad de los genes codificantes de proteínas. Para 

esto, se tradujo el ensamble en los seis posibles marcos de lectura, con la herramienta 

transeq (http://emboss.sourceforge.net/apps/cvs/emboss/apps/transeq.html). Se realizó 

una búsqueda por Hmmer de los transcriptos traducidos con el perfil de CEG (core 

eukaryotic genome) (Parra et al. 2007), compuesto por 458 proteínas, con el comando 

hmmscan y eliminando aquellas secuencias con puntaje menor a 40, tal como se 

describe en Martínez-Bernetche  y colaboradores (2012).  

ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/pub/UniVec
http://emboss.sourceforge.net/apps/cvs/emboss/apps/transeq.html
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El mismo procedimiento se llevó a cabo con el perfil de BUSCO (Benchmarking Universal 

Single-Copy Orthologs) (Simão et al. 2015)⁠ de artrópodos, el cual está compuesto por 

2676 proteínas. De acuerdo a los resultados obtenidos en base a la completitud y al 

número de genes de cada transcriptoma, se eligió uno de los dos ensambles para 

continuar el análisis.  

 

-Uniprot: A fin de evaluar la calidad del ensamble, se comparó el transcriptoma 

ensamblado con la base de datos de proteínas de Uniprot-Swissprot (Suzek et al. 2007). 

Se realizó una búsqueda en la base de datos UNIPROT mediante el programa  BLASTx 

(Altschul et al. 1990) con parámetro de E-value de 1x10-5 y obteniendo el mejor hit para 

cada transcripto. 

 

-Búsqueda de ortólogos. El transcriptoma se contrastó con bases de datos de genes 

neurales de Rhodnius prolixus y de neuropéptidos de R. prolixus y otros insectos 

relacionados, como D. melanogaster, Bombyx mori y Tribolium castaneum (Mezquita et 

al. 2015; Ons et al. 2011; Ons 2017) para observar presencia o ausencia de expresión 

de estos grupos génicos. Esto se hizo utilizando la herramienta BLASTx del NCBI 

(Altschul et al. 1990) y con un E-value de 1x10-5, obteniendo el mejor hit únicamente. 3 

neuropéptidos conocidos, no fueron hallados en Uniprot para los organismos aquí 

utilizados y por lo tanto, no se añadieron a la base de datos generada. 

Los neuropéptidos hallados en el transcriptoma fueron clasificados de acuerdo a la 

función que cumplen, siguiendo el trabajo de Ons (2015). 
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RESULTADOS 

Extracción de ARN 
A partir de 10 individuos adultos, 5 hembras y 5 machos, se realizó eficientemente la 

extracción de ARN. Las muestras fueron sometidas a electroforesis en gel de agarosa y 

en base al resultado del gel (Figura 4), se utilizaron las muestras sembradas en las calles 

1 y 4, las cuales tenían una concentración de 0,267 µg/µl de ARN y mostraban el menor 

grado de degradación. Ambas muestras fueron enviadas al servicio de secuenciación, 

donde después de un análisis de calidad se seleccionó la muestra correspondiente a la 

calle 4.  

 

 

 

Figura 4: Gel de agarosa 1%, revelado con BrEt. Las calles 1 y 4 son las que muestran una mayor 

concentración. 

 

Secuenciación 
Cada corrida de secuenciación (paired end) resultó en 280443227 reads, donde el 

96,72% de las secuencias tuvieron una calidad igual o mayor a Q30. La secuenciación 

se realizó con un 0,01% de error y una efectividad del 99,69%. El porcentaje de GC fue 

del 36,34% (Tabla 1). 

 

Limpieza de datos 
Se eliminaron 2009838 secuencias en total de ambas corridas, teniendo en cuenta las 

secuencias de baja calidad, los adaptadores y las secuencias contaminantes, 

correspondientes a vectores y primers, para ambos extremos de la corrida paired end. 

M   1           2           3               4             5 
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Ensamble 
A partir de los datos limpios, se generaron dos ensambles por medio del programa Trinity, 

cada uno de ellos con un kmer mínimo distinto, donde se denominó DN2 al transcriptoma 

generado con un min_kmer_cov=1 y DN3 al realizado con el parámetro 

min_kmer_cov=2. De esta manera, se obtuvieron transcriptomas diferentes, con número 

variable de genes (260.318 para DN2 y 221.206 para DN3), bases ensambladas 

(219.003.449 para DN2 y 193.263.233 para DN3), total de transcriptos (343.745 para 

DN2 y 299.148 para DN3) y longitud promedio de contig (324 para DN2 y 329 para DN3), 

entre otros valores (Tabla 2). 

 

Métricas 
La completitud observada en ambos ensambles para el CEG (458 para DN2 y 457 para 

DN3) y el BUSCO (2.652 para DN2 y 2.527 para DN3) nos demuestra que los dos 

transcriptomas generados tienen una cobertura alta, siendo el ensamble DN2 el que 

presenta una mayor cobertura, con una diferencia de 4,7% en genes BUSCO hallados 

(Tabla 2). 

Entre ambos transcriptomas, hay una diferencia de 34.000 transcriptos (343.745 para 

DN2 y 299.148 para DN3), que se traduce solamente en una pérdida de 1500 hits de 

Uniprot (15.880 para DN2 y 14.375 para DN3) y de pocos perfiles BUSCO (2.652 para 

DN2 y 2.527 para DN3). Por el otro lado, DN3 presenta un número superior de contigs 

N50 (1.093 contra 1.061 de DN2), así como un contig promedio (646,05 contra 637,11 

en DN2) mayor (Tabla 2). 

En base a los resultados, consideramos que el ensamble más apropiado para estudios 

genéticos posteriores es DN3, puesto que si bien el grado de cobertura de ambos es alto, 

consideramos de mayor importancia la eliminación de kmers únicos (que presentan 

frecuentemente errores de secuenciación) y de secuencias redundantes, así como la 

incorporación de contigs más largos.  

Los genes de interés y de baja expresión involucrados en la supervivencia de N. viridula 

se encuentran en ambos ensambles generados, lo cual es un indicio de la calidad de 

ambos. 
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Tabla1: métricas de secuenciación 

Muestra NV1_2 

reads crudos 280.443.227 

reads limpios 279.564.558 

Datos crudos(G) 56.088.645.400 

Datos limpios(G) 55.912.911.600 

Efectividad(%) 99,69 

Error(%) 0,01 

Q20(%) 98,63 

Q30(%) 96,72 

GC(%) 36,34 

 

 
Tabla2: métricas de los transcriptomas obtenidos 

Ensamble  DN2 Trinity 
(min_kmer_cov=1) 

DN3 Trinity 
(min_kmer_cov=2) 

Porcentaje de GC 32,47 32,53 

Longitud prom. 
Contig 

324 329 

Contig promedio 637,11 646,05 

N50 1.061 1.093 

Total de genes 
trinity 

2603.18 221206 

Total de 
transcriptos 

343.745 299.148 

Bases ensambladas 219.003.449 193.263.233 

Contig más largo 16.931 15.451 

Perfiles CEG 458/459 457/459 

Perfiles BUSCO 2652/2676 2527/2676 

BLASTx vs Uniprot 15.880 hits únicos 14.375 hits únicos 

Neuropéptidos 39/40 39/40 

Genes neurales 70/103 69/103 
 

 
En el caso de los genes precursores de neuropéptidos (Tabla 3), hemos podido inferir la 

identidad de todos los genes precursores presentes en R. prolixus, con excepción de la 
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hormona de la eclosión. Además, se identificaron precursores de PTTH, de la hormona 

adipokinética II y de IMF-amida, los cuáles no se encontraron en R. prolixus.  

La trisina no fue hallada en el transcriptoma generado, mientras que el resto de los 

neuropéptidos ausentes (Inotocina, Long Neuropeptide F2 y Neuropeptide-like precursor 

2), no se encontraban en la base de datos, dado que sus secuencias no se encuentran 

disponibles en Uniprot.  

 

Tabla 3: Neuropéptidos presentes en el transcriptoma de N. viridula y en otras especies 

  

Neuropéptidos  
Bombyx 

mori 
Drosophila 

melanogaster 
Rhodnius 
prolixus 

Tribolium 
castaneum 

Nezara 
viridula 

ACP + - + + + 

Hormona adipokinética 1 + + + + + 

Hormona adipokinética 2 + - - + - 

Alatotropina + - + + + 

AST-CC + + + + + 
Hormona diurética simil-
calcitonina + + + + + 

CAPA  + + + + + 

Péptido CCH-amida  + + + + + 

Péptido CNM-amida  - + + + + 

Corazonina + + + - + 

Hormona diruética simil-CRF + + + + + 

Péptido cardioactivo crustaceo + + + + + 

Hormona de eclosión + + + + + 

Elevenina - + + + + 

ETH + + + + + 

FLP + + + + + 

AST FGL-amida  + + + - + 

IMF-amida + - - - - 

Inotocina - - - + - 

Kinina de insectos + + + - + 

Péptidos simil-Insulina  + + + + + 

Transporte Iónico. Péptido A + + + + + 

Símil-ITG + - + + + 

Neuropéptido Largo F1 + + + - + 

Neuropéptido Largo F2 + - - - - 

Péptido mioinhibidor + + + + + 

Miosupresina + + + + + 

Natalisina + + + + + 
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Neuroparsina A + - + + + 

Precursor símil-neuropéptido 1 + + + + + 
Precursor símil-neuropéptido  2 
to 4 - + - - - 

Símil-NVP (Prohormona 2) - - + + + 

Orcokinina A + + + + + 

Orcokinina B + + + + + 

PBAN  + + + + + 

Factor dispersante de pigmento  + + + - + 

PISCF AST + + + + + 

Proctolina + + + + + 

PTTH + + - + - 

RYamida + + + + + 

Neuropéptido corto F + + + + + 

SIF-amida + + + + + 

Sulfakininas + + + + + 

Taquikininas + + + + + 

Trisina  + + - + - 
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Figura 5: clasificación funcional de los neuropéptidos hallados en el ensamble 

 

En cambio, para los genes nerviosos(Tabla 4), hallamos una menor cantidad que la 

reportada en R. prolixus. El gen hallado en el ensamble DN2, ausente en DN3 

(_FMRFamide_receptor_RPRC001551) se encuentra anotado en R. prolixus como un 

receptor acoplado a proteína G (GPCR), similar al GPCR de la rodopsina. 

Se observó también la presencia del receptor del péptido sexual 

(sex_peptide_receptor__RPRC000605), no así la del péptido sexual. 

 

Tabla 4: genes neurales en los transcriptomas de N. viridula 

Genes neurales de Rp DN2 DN3 

>5hydroxytryptamine_receptorlike__RPRC008923 + + 

>ACP_I_receptor_Armado_(RPRC000057+RPRC004783) + + 

>ADIPORlike_receptor_(RPRC012657) - - 

Diruéticos y 
antidiuréticos

Desarrollo post-
embrionario

Péptidos RF-amida

Percepción sensorial 
y comportamiento

AKH, ACP y 
corazonina

Alatostatinas

Función desconocida

ProctolinaInsulin-like

CLASIFICACIÓN FUNCIONAL DE NEUROPÉPTIDOS
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>AKH + + 

>CCAP_receptor_Armado_(RPRC000969+RPRC012063) - - 

>CCAP_receptor_RPRC001248 + + 

>CCHa/_gastrinreleasing_peptide_receptor__RPRC000608 + + 

>CCHa__gastrinreleasing_peptide_receptorlike_II_[Nasonia_vitripennis] - - 

>ETHr_(RPRC008652) - - 

>ETHr__RPRC000848 - - 

>Gprotein_coupled_receptor_moodylike_RPRC011268 + + 

>Octopamine_receptor_beta1R_armado_(RPRC001507+_RPRC005349) + + 

>Opsin_armado_(RPRC001049+RPRC001048) + + 

>PDF_receptor_RPRC009680 + + 

>Proctolin/FMRFa_receptor_(rp_asb64986) + + 
>Prolactinreleasing_peptide_receptor_RPRC002266+RPRC002268+RPRC00226
9 + + 

>RPRC003273 + + 

>RPRC010865 - - 

>RPRC012816 - - 

>SK_receptor_Armado + + 

>TK2__(RPRC001687) - - 

>TK_receptor_armado + + 

>TRHlike_receptor_Armado - - 

>Trace_amineassociated_receptor_4_RPRC002007 - - 

>UVopsin2__RPRC002621 + + 

>_5hydroxytryptamine_receptor_1A_RPRC010656 + + 

>_ACP_II/Gonadotropinreleasing_hormone_II_receptor_RPRC000523 + + 

>_ALS_C/somatostatin_receptor_type_2like_RPRC013486 + + 

>_Activin_receptor_type2B_rp_asb18166_(RPRC008684) + + 

>_CG13597like_amine_receptor_RPRC004409_rp_asb31126 + + 

>_FMRFamide_receptor_RPRC001551 + - 

>_FMRFamide_receptor_rp_asb64986 - - 

>_Gprotein_coupled_receptor_52__RPRC014528 + + 

>_Gprotein_coupled_receptor_moody_RPRC004128 + + 

>_Lowdensity_lipoprotein_receptorrelated_protein_2_RPRC000281 + + 

>_Lutropinchoriogonadotropic_hormone_receptor_RPRC001663 - - 

>_Neuropeptide_FF/SIFa_receptor_2_RPRC013738 - - 

>_Neuropeptide_FF_receptor_2_RPRC004565 - - 

>_Octopamine_receptor_beta2R_RPRC011545 + + 
>_Parathyroid_hormone/parathyroid_hormonerelated_peptide_receptor_RP
RC011083 - - 

>_RPRC015285_diuretic_hormone_receptor_(DH44)_ - - 
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>_Sortilinrelated_receptor_RPRC000270 + + 

>_adenosine_receptor_A2b_RPRC006842 + + 

>_alpha1D_adrenergic_receptorlike_RPRC011623 + + 
>_class_A_rhodopsinlike_Gprotein_coupled_receptor_GPR5ht3_RPRC007788
+RPRC001792 + + 
>_class_A_rhodopsinlike_Gprotein_coupled_receptor_GPRadr1__RPRC01545
6 - - 

>_class_B_secretinlike_Gprotein_coupled_receptor_GPRmth1_rp_asb12126 + + 

>_diuretic_hormone_receptor_(DH44)_RPRC000578 + + 

>_dopamine_D2like_receptor_RPRC000473 + + 

>_dopamine_receptor_2_RPRC013708 + + 

>_dopamine_receptor__RPRC011175 - - 

>_growth_hormone_secretagogue_receptor_type_1_RPRC001428 + + 

>_insulinlike_receptor_(Falta_Aminoterminal) + + 

>_lowdensity_lipoprotein_receptor_RPRC000060 + + 

>_muscarinic_acetylcholine_receptor_gar2like_RPRC010907 + + 

>_myosuppressin_receptor_GL563092 - - 

>_neuropeptide_FF_receptor_(SIFa)(_RPRC000835) + + 

>_neuropeptide_GPCR_A23_RPRC000494 + + 

>_neuropeptide_GPCR_A37_RPRC004793 + + 

>_neuropeptide_GPCR_A47_RPRC014721 + + 

>_neuropeptide_Y_receptor_type_2__RPRC008364_ + + 

>_neuropeptide_Y_receptor_type_2like_RPRC00203 + + 

>_neuropeptide_Y_receptor_type_2like_RPRC008894 + + 

>_nicotinic_acetylcholine_receptor_alpha9_subunit_precursor_rp_asb25893 + + 

>_octopamine_receptor_RPRC001341 + + 

>_opsin,_ultravioletsensitivelike_RPRC015283 + + 

>_oxidized_lowdensity_lipoprotein_receptor_1__rp_asb62172 + + 

>_ryanodine_receptor__RPRC013986 + + 

>_sex_peptide_receptor__RPRC000605 + + 

>_thyrotropin_receptorlike_rp_asb14748 + + 

>_tyramine_receptor_2_RPRC008712 - - 

>_vitellogenin_receptor_RPRC000551 + + 

>allatostatin_A_receptor_RPRC004705 + + 

>allatostatin_A_receptor_RPRC004706 - - 

>allatostatin_A_receptor_RPRC004708 - - 

>calcitoninlike_diuretic_hormone_receptor_DH31_GL561032 - - 

>dopamine_receptor_1___RPRC014093 + + 
>gi|295684930|gb|ADG27752.1|_CAPA_receptor_variant_A_[Rhodnius_proli
xus] + + 
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>gi|295684932|gb|ADG27753.1|_CAPA_receptor_variant_B_[Rhodnius_proli
xus] + + 
>gi|398314269|gb|AFO73269.1|_pyrokinin1_receptor_variant_A_[Rhodnius_
prolixus] + + 
>gi|398314271|gb|AFO73270.1|_pyrokinin1_receptor_variant_B_[Rhodnius_
prolixus] + + 
>gi|398314273|gb|AFO73271.1|_pyrokinin1_receptor_variant_C_[Rhodnius_
prolixus] - - 
>gi|564583205|gb|AHB86317.1|_calcitoninlike_diuretic_hormone_receptor_
variant_B_[Rhodnius_prolixus] + + 
>gi|564583207|gb|AHB86318.1|_calcitoninlike_diuretic_hormone_receptor_
variant_C_[Rhodnius_prolixus] + + 
>gi|564583824|gb|AHB86571.1|_calcitoninlike_diuretic_hormone_receptor_
2_[Rhodnius_prolixus] + + 
>hormone/parathyroid_hormonerelated_peptide_receptor_like_isoform_X2_
rp_asb27633_RPRC011086 + + 

>lowdensity_lipoprotein_receptor__RPRC000138 + + 
>muscarinic_acetylcholine_receptor_DM1_armado_(RPRC001750+RPRC0017
51+RPRC007566) + + 

>neuropeptide_F_receptor_RPRC008140 - - 

>neuropeptide_GPCR_A27_GL548735 - - 

>neuropeptide_GPCR_A6a_GL559380 + + 
>neuropeptide_receptor_(neuropeptide_Y_o_neuromedinK_receptor_o_LK)_
RPRC008570 - - 

>octopamine_alpha_receptor_GL561185 + + 

>octopamine_receptor_beta3R_armado_(RPRC014610+RPRC001054) + + 

>oxidized_lowdensity_lipoprotein_receptor_1 - - 

>pheromone_biosynthesisactivating_neuropeptide_RPRC008528 - - 

>putative_diuretic_hormone_receptor_II_(DH44)_GL563066 - - 

>putative_diuretic_hormone_receptor_I_(DH44)_GL562334 - - 

>pyroglutamylated_RFamide_peptide_receptor_(rp_asb67882) + + 

>serotonin_receptor_2_alpha_armado_(RPRC005858+RPRC001892) + + 

>serotonin_receptor_RPRC010931 + + 

>sulfakinin_receptor_GL545664 - - 

_>_Opsin1_RPRC010623 - - 
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DISCUSIÓN 

Secuenciación 
La utilización de RNA-Seq como herramienta para obtener conocimiento genético de N. 

viridula fue particularmente beneficiosa, principalmente porque esta tecnología no 

requiere conocimiento genómico previo. Dado que la especie aquí estudiada no 

constituye un organismo modelo, sus secuencias genómicas son actualmente 

desconocidas. Sin embargo, los datos que se generaron en el transcruso de este trabajo 

pueden proveer información sobre variaciones de secuencia, localización de límites de 

transcripción y relaciones entre exones (Wang et al. 2009).   

Una decisión clave a tomar es la elección de la plataforma de secuenciación a utilizar. Al 

tratar con un organismo cuyo genoma no se encuentra disponible, se debió recurrir a un 

ensamble de novo, teniendo las consideraciones necesarias para elegir la modalidad de 

secuenciación. La divergencia genética dentro de un mismo orden de la clase Insecta es 

demasiado grande (Zdobnov & Bork 2007) ⁠ para que un genoma específico pueda ser 

usado como referencia para otros del mismo orden (Ewen-Campen et al. 2011). 

Por lo tanto, dado que en los últimos tiempo el costo por base secuenciada ha decaído 

a valores accesibles, la tecnología de elección debe ser la que mejor se adapte a los 

resultados que se busca obtener. En este trabajo se utilizó un equipo Illumina HiSeq 

2000, que permitió obtener cerca de 600 millones de reads pair end de 100 pb de 

longitud. De esta manera, la profundidad de secuenciación alta y la longitud de los reads, 

sumado a la secuenciación pair end, fue suficiente para poder realizar un ensamble de 

novo de buena calidad (Garber et al. 2011; Katz et al. 2010). Además, en el caso de otras 

plataformas, como PacBio, que producen reads más largos, el error de secuenciación es 

mayor y deben completarse los experimentos con reads más cortos de Illumina (Au et al. 

2012)⁠.  

De esta forma, consideramos las condiciones óptimas de secuenciación en función de 

alcanzar los objetivos particulares propuestos. Los resultados obtenidos confirmaron que 

la metodología de secuenciación seleccionada fue adecuada.  

 

Ensamble 
Múltiples trabajos previos demuestran que la mejor estrategia o el mejor programa de 

ensamblado, está relacionada directamente con el conjunto de datos particular y con el 
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objetivo de la investigación (Schulz et al. 2012; Wang & Gribskov 2016). Es decir, ningún 

programa de ensamblado es superior al resto, sino que cada uno tiene ventajas y 

desventajas a considerar según los objetivos del experimento. En nuestro laboratorio se 

han realizado trabajos con objetivos similares a los propuestos aquí con otras especies 

de insectos, que han indicado que, en nuestras condiciones, Trinity resultó superior a 

otros programas tales como VELVET-Oasis o AbySS, tanto por el grado de cobertura 

como por el número de transcriptos ensamblados (Palacio, no publicado). En base a esa 

experiencia, en lugar de analizar distintos programas de ensamblado, para el 

transcriptoma de N. viridula presentado se decidió ensayar distintos parámetros de 

Trinity, a fin de seleccionar el que diera mejores resultados.  

 

Métricas 
En los ensambles que se realizaron, se decidió atribuir un mayor peso a la eliminación 

de errores de secuenciación, a costa de resignar la aparición de algunos pocos genes 

más, considerando que ambos transcriptomas generados presentan un alto grado de 

cobertura. De esta manera, se tomó la decisión de seleccionar el ensamble con menos 

bases ensambladas, donde se eliminan los kmers únicos, los cuales frecuentemente 

contienen errores de secuenciación (Grabherr et al. 2011); considerando además, la 

obtención de mayores contigs que podrían resultar más informativos. Los resultados 

obtenidos al comparar los transcriptomas, confirman que la estrategia utilizada fue 

acertada para el análisis que se llevó a cabo. 

 

-Búsqueda de ortólogos 
En la búsqueda de neuropéptidos, comparando con la base de datos de R. prolixus, 

observamos que el único ausente corresponde a la hormona de la eclosión. Una posible 

explicación para esto, es que habiendo utilizado adultos, la misma ya no se encuentre 

expresada. Lo mismo sucede con los genes neurales, de los cuales encontramos 

únicamente el 67%. Teniendo en cuenta que parte de estos genes realizan su función 

principal durante el desarrollo embrionario, creemos que es posible que estos genes 

hallados en R. prolixus se encuentren también en N. viridula, aunque no los hayamos 

identificado en los ensambles realizados a partir de individuos adultos. Para demostrar 
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lo anterior debería repetirse todo el trabajo aquí descrito utilizando estadios tempranos, 

tanto huevos como ninfas.  

 

Adicionalmente, se identificó al receptor del péptido sexual aun sin haber hallado al 

péptido sexual. Se ha reportado en D. melanogaster que este receptor puede estar, tanto 

en hembras como en machos, cumpliendo roles adicionales a su función canónica sobre 

el comportamiento post-cópula de las hembras(Yapici et al. 2008). Se ha demostrado 

que este receptor es promiscuo, tanto en D. melanogaster como en B. mori, y que los 

péptidos mioinhibidores funcionan como ligando para el mismo (Kim et al. 2010; 

Yamanaka et al. 2010; Poels et al. 2010). De esta manera, podemos pensar que los 

péptidos mioinhibidores de N. viridula hallados en este transcriptoma son los 

responsables de activar al receptor en este organismo. 

 
Por último, debemos considerar que los resultados in silico no deben reemplazar a la 

experimentación in vivo. Por lo tanto, los resultados aquí obtenidos por medio de 

programas bioinformáticos, serán complementados con la validación biológica 

correspondiente.  

 

CONCLUSIÓN 
En este trabajo se obtuvieron dos transciptomas de N. viridula, los cuales fueron 

analizados de acuerdo a su grado de cobertura  y para los cuales se evaluó la presencia 

de genes involucrados en la supervivencia, como lo son neuropéptidos y genes neurales. 

De esta manera, se generó información genética valiosa para continuar los estudios 

sobre este organismo de gran importancia agronómica. 
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