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Resumen

Los neuropéptidos conforman un grupo de moléculas de sefializacion que actian como
neurotransmisores, neuromoduladores y factores de crecimiento, ademds de asociarse a la
alimentacién, cortejo y ciclo circadiano, entre otras funciones.

Investigaciones previas demuestran una alta similitud entre las secuencias aminoacidicas de la
hormona protoracicotrépica (PTTH) en B. mori con péptidos de la familia de la insulina y factores de
crecimiento de tipo insulina. Ademas, se conoce la participacion de PTTH en la via de sefalizacidon
de proteinas tipo insulina a través de su unidén a un receptor de tirosina quinasa conocido como
Torso en D. melanogaster, que actla a nivel de desarrollo embrionario. Por otra parte, Baricalla
(2020) ha estudiado la expresidon de neuropéptidos en O. fasciatus a lo largo de una serie temporal
en estadios embrionarios y en adultos. No se detectaron neuropéptidos maduros en embriones, por
lo que en su lugar estos podrian existir en su forma inmadura como reservorios para etapas de
desarrollo subsiguientes. Estos precursores podrian poseer funciones especificas en el estadio
embrionario, diferentes a las descriptas en adultos hasta la fecha.

El objetivo del presente trabajo es comprobar la expresidn transcriptémica de neuropéptidos en
estadios tempranos del desarrollo, en especies representativas de diferentes érdenes de insectos,
mediante ensayos de expresién génica diferencial.

Para ello, se recolectaron datos de series temporales transcriptémicas a nivel embrionario de
diversas especies de insectos de estudio popular (NCBI-SRA). Se les realizdé un chequeo de calidad y
remocion de adaptadores, para ser alineados a los respectivos genomas de referencia de cada
especie y cuantificados con el fin de realizar los andlisis de expresién diferencial. En paralelo a este
flujo de trabajo, se desarrollaron dos tareas.

Por un lado, se identificaron los neuropéptidos presentes en cada especie a través de herramientas
de busqueda de ortdlogos, a partir de una base de datos curada manualmente con las secuencias
aminoacidicas de interés, contra las respectivas anotaciones proteicas de cada especie. Se
homogeneizd la nomenclatura de neuropéptidos para todas las especies de trabajo. A partir de los
péptidos identificados se obtuvieron los genes de estudio para buscar aquellos diferencialmente
expresados.

Por otro lado, se realizd una revision bibliografica que permitiera ajustar los datos recolectados a
eventos clave del desarrollo embrionario, haciendo posible una comparacidn interespecifica de los
resultados obtenidos.

Los resultados hallados permitieron corroborar la existencia de expresién transcriptdmica de
neuropéptidos en todas las especies de estudio. Dicha expresion es variable a lo largo del desarrollo
embrionario y en general no presenta patrones apreciables y comparables entre las distintas
especies. Existen transcriptos de neuropéptidos que presentan picos de expresién en un mismo
momento del desarrollo embrionario (AKH, BURS, FMRF y ORCK en himendpteros; PBAN en
hemipteros). Adicionalmente se identificaron varios neuropéptidos expresados previo a la
formacidn del ovocito en A. gambiae, R. prolixus y B. germanica.

Esta tesis es el primer trabajo en estudiar un conjunto de neuropéptidos expresados durante el
desarrollo embrionario en una seleccion de especies representativas de insectos. Futuras
investigaciones permitirdn complementar los resultados obtenidos y esclarecer el motivo de la
presencia de los neuropéptidos y su participacién en el desarrollo embrionario.



1 Introduccion

La bioinformatica puede ser definida como “la aplicacion de herramientas computacionales para
organizar, analizar, entender, visualizar y almacenar informacién asociada con macromoléculas
bioldgicas” (Diniz & Canduri, 2017). Esta disciplina relune conceptos bioldgicos, estadisticos y
computacionales con la finalidad de otorgar sentido bioldgico a los datos generados. La
bioinformatica posee una diversidad de subtdpicos, entre los cuales se encuentran la gendmica,
transcriptémica y protedémica—agrupadas como ciencias dmicas—, siendo la transcriptémica de
particular interés en el presente manuscrito (figura 1).

Figura 1. La bioinformdtica y sus principales enfoques de estudio. Tomado y adaptado de (Diniz & Canduri, 2017).

Los metaanalisis basados en la reutilizacion de datos bioldgicos se han convertido rapidamente en
un pilar fundamental de la investigacidn en las ciencias de la vida. En el drea de la bioinformatica y
las ciencias dmicas, se moviliza una importante magnitud de datos mayormente utilizados una Unica
vez para luego ser depositados en repositorios publicos, por lo que su revalorizacién podria
incrementar notoriamente su utilidad (Patra et al., 2020). Existe cierto rebatimiento relacionado a
la reutilizacion de datos, siendo los principales motivos la preocupacidn por su calidad y fiabilidad,
falta de conciencia de su potencial, o bajo conocimiento bioinformatico en mineria de datos
(Sielemann et al., 2020; Tenopir et al., 2020). Por ello, nos aseguramos de implementar el uso de los
principios FAIR: encontrable, accesible, interoperable y reutilizable (del inglés, Findability,
Accessibility, Interoperability, and Reusability). Estas reglas fueron definidas por la comunidad
cientifica y destinadas a productores y publicadores de datos para sobrellevar los potenciales
obstaculos en el campo de la bioinformatica (Wilkinson et al., 2016).

1.1 Insectosy desarrollo

Los insectos conforman una clase taxonémica de artrépodos de gran diversidad que comprenden
mas de la mitad de las especies de animales descriptas (Tihelka et al., 2021). La mayor parte de ellos
puede clasificarse en dos grupos principales: holometdbolos y hemimetdbolos (figura 2). Los
insectos holometdbolos (desarrollo completo) pasan por un estado de larva luego de la
embriogénesis, cuya morfologia no cuenta con patas, alas, ni drganos reproductores. La larva pasa
por mudas, sufre metamorfosis dentro de una pupa y sale en estadio adulto, con extremidades, alas
y 6rganos reproductivos. Los hemimetabolos (desarrollo incompleto) emergen del huevo en ninfas
en lugar de larvas, pasan por etapas de ninfa similares a un ejemplar adulto, pero sin alas ni érganos
reproductores.

8



La ninfa se somete a varias mudas (sin formar una pupa), aumentando de tamafo progresivamente,
y en la Ultima muda desarrolla alas y drganos reproductivos, llegando a su estado adulto
(Wanninger, 2015).

Huevo

Adulto

Holometabolos Hemimetabolos

Figura 2. Esquema representativo de la metamorfosis completa (holometabolos) e incompleta (hemimetdbolos) de los insectos.
Tomado y traducido de https://www.britannica.com/animal/insect/Natural-history.

Los insectos comparten una disposicion anatédmica comunmente denominada plan corporal, que
consiste en una cabeza formada por la fusién de 6-7 segmentos, un térax con 3 segmentos, y un
abdomen compuesto por 8-11 segmentos (Rosenberg etal., 2009). Si bien el proceso de
embriogénesis presenta sus diferencias a lo largo de estos organismos, el plan corporal es definido
gracias a la accién de varios grupos de genes encargados de dirigir la arquitectura corporal. Por un
lado, se encuentran los genes efectores maternos, expresados en el ovario de la madre y
productores de ARN mensajero depositados asimétricamente en el ovocito. Por otra parte, se
encuentran los genes de segmentacion cigdticos que incluyen los grupos de genes gap, pair-rule y
segment polarity, activandose en ese mismo orden de forma jerarquica, lo que culmina con la
otorgacién de identidad a los segmentos corporales del insecto y la aparicién de sus respectivos
apéndices anatémicos (Gilbert, 2010; Rivera-Pomar & Jackle, 1996).

Durante el desarrollo temprano, luego de la fertilizacién del ovocito, el cigoto atraviesa eventos
criticos como la segmentacion y la gastrulacidon. La segmentacién en insectos incluye una serie de
divisiones nucleares dentro de una gran y Unica membrana que recubre a los nucleos, y la migracion
de éstos hacia la periferia del embrién para formar el estadio de blastodermo sincitial.
Posteriormente, esta membrana se invagina rodeando cada uno de los nucleos, definiendo
individualmente a las células, y dando lugar al estadio denominado como blastodermo celular. Por
otra parte, la gastrulaciéon involucra una serie de movimientos celulares que relocalizan a las células
para dar lugar a una nueva estructura llamada gastrula, a partir de la cual emergen las capas
embrionarias presuntivas (mesodermo, endodermo y ectodermo) que daran origen a los futuros
tejidos, 6rganos y sistemas. Los eventos posteriores a la gastrula difieren entre especies, pero a nivel
general se mantienen los procesos de elongacidn/retraccién de la banda germinal, la segmentacion
procedural de las distintas regiones corporales (cabeza, térax, abdomen), la formacién de apéndices
y el cierre dorsal (Gilbert, 2010).


https://www.britannica.com/animal/insect/Natural-history

1.2 Neuropéptidos y hormonas proteicas

Los neuropéptidos son un grupo muy diverso de pequefias moléculas de sefalizacién. En insectos
actuan como neurotransmisores, neuromoduladores, hormonas o factores de crecimiento, son
extremadamente variados y participan en el control del crecimiento, el desarrollo, ecdisis, digestién
y diuresis, entre otros (figura 3). Los neuropéptidos también son cruciales para regular una gran
variedad de acciones de comportamiento asociadas con la alimentacion, el cortejo, el ciclo
circadiano, el aprendizaje y la memoria, respuestas al estrés y las interacciones sociales (Schoofs
et al., 2017).

) Homeostasis
Com Portamlento Movilizacién de lipidos

Migracion Utilizacion de proteinas

Apareamiento Regulacién de azulcar en sangre

Oviposicion

Balance Hidrico
Diuresis
Anti diuresis
Desarrollo Actividad Muscular

Muda
Diapausa

Figura 3. Participacién y funciones descriptas de los neuropéptidos en insectos adultos. Tomado y modificado de (Scherkenbeck &
Zdobinsky, 2009)

Los neuropéptidos son codificados por un gen precursor que genera un pre-propéptido precursor
incluyendo un péptido sefal en posicion N-terminal de unos 16 a 30 aminoacidos, el cual indica el
ingreso al reticulo endoplasmatico (RE), donde los ribosomas asociados traducen el ARN mensajero
y el péptido sefial es removido por una enzima peptidasa, liberando al precursor en el lumen del RE.
Una vez que son enviados al aparato de Golgi sufren ciertas modificaciones postraduccionales
previamente a ser transferidos a granulos secretorios. Estos péptidos son alterados en el en el
extremo N-terminal, donde un residuo glutdmico es oxidado a piroglutamato, al igual que otro tipo
de cambios como acetilaciones, fosforilaciones, glicosilaciones, entre otras. Ademds, pueden ocurrir
modificaciones en el extremo C-terminal, que al encontrarse el aminodcido glicina en dicha posicién
es transformado en una amida mediante la accién de una enzima monooxigenasa (Ons, 2017).
Seguidamente, el precursor es procesado por enzimas convertasas en uno o mas neuropéptidos
maduros luego del clivaje en sitios bdsicos o con pares dibasicos de aminoacidos Lisina (K) y Arginina
(R): KR, KK, RK y RR (Baggerman et al., 2005; Zeng et al., 2021). Aun asi, las regiones peptidicas
linderas a la secuencia funcional son muy poco conservadas, dificultando su reconocimiento y
caracterizacion (Veenstra, 2019). La figura 4 resume el proceso de generacidon de un neuropéptido
maduro, desde su sintesis hasta su liberacion extracelular.
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En algunas ocasiones los precursores pueden dar lugar a varias copias de péptidos maduros, sea que
se trate de un Unico tipo de neuropéptido o de distintas formas, sin importar que estén relacionadas
estructuralmente o no. Luego de ser secretados, los neuropéptidos y proteinas hormonales actian
generalmente sobre receptores acoplados a proteina G, lo que provoca una cascada de sefializacion
gue involucra segundos mensajeros junto a la via de la proteina quinasa u otras, para desencadenar
la respuesta celular correspondiente (Nassel & Larhammar, 2013).

Diferentes células neuronales pueden transcribir distintos subtipos de neuropéptidos. Por ejemplo,
se ha demostrado la expresién de la hormona protoracicotrépica (PTTH) en cuatro pares de células
neurosecretoras en la regién dorso-medial del cerebro de Bombyx mori, a través de ensayos de
inmunohistoquimica (Ishizaki & Suzuki, 1988). Las variaciones en la expresién espacial y temporal
de los neuropéptidos y sus receptores explican la diversidad fenotipica en el comportamiento
resultante del organismo en cuestion.

Basado en informacion sobre genomas anotados de varios organismos de estudio, como ciertas
especies de Drosophila sp., Anopheles gambiae, Aedes aegypti, Bombyx mori o Apis mellifera, se
conoce que en cada especie hay entre 30 y 40 genes que codifican precursores de neuropéptidos
(Altstein & Nassel, 2010). Dado que varios de los pre-propéptidos precursores codifican mas de un
neuropéptido predicho, es posible que haya mas de 40 neuropéptidos u hormonas peptidicas
funcionales en una especie (Altstein & Nassel, 2010). Se encuentran descriptas unas 50 familias de
neuropéptidos a lo largo de 400 especies incluidas en la base de datos para la investigacién de
neuropéptidos en insectos (DINeR) (Yeoh et al., 2017).

Liberacion

Transcripcion

v 1
Splicing ]

v ’
ARNm

Almacenamiento

4

Transporte axonal 3

Traduccion

Propéptido 1 Propéptido 2

\Déptido 2
Péptido Sefial KR 4’ RR 4 FNH,

== I ] I Modificacion/es

.. Postraduccional/es
Procesado de pre-propéptido

Figura 4. Expresidn, procesamiento y secrecién de los neuropéptidos. En la imagen superior se observa una célula neurosecretora
donde se detalla: (1) transcripcion del gen precursor y exportacién de ARN mensajero maduro. (2) Traduccidn del precursor en
reticulo endoplasmatico por la presencia del péptido sefial que lo guia. (3-4) Procesamiento, transporte a través del axén y
almacenamiento del precursor envuelto en vesiculas. (5) Secrecidn del neuropéptido hacia el medio extracelular. En posicién inferior
se muestra un esquema del pre-propéptido con su péptido sefial (rojo), sitios de clivaje (azul) y sus correspondientes dibases
(K=Lisina, R=Arginina), generando dos propéptidos (celeste y gris) que sufrirdn modificaciones postraduccionales. Tomado y
modificado de Yeoh et al. (2017).

11



1.3 Secuenciacién de ARN y expresion génica diferencial

La secuenciacion de ARN (RNA-Seq) es un abordaje que utiliza la tecnologia de los métodos de
secuenciacion de nueva generacién para estudiar el transcriptoma, ademas de proveer informacién
sobre los niveles de expresion de los transcriptos analizados (Singh et al., 2012). Algunos de los usos
mas comunes de esta técnica son el estudio de splicing alternativo, la identificacion de nuevos genes
y variantes, deteccién de microorganismos, y la expresién génica diferencial (Han et al., 2015).

Chatterjee y colaboradores (2018) han determinado que algunos de los parametros mads
importantes a tener en cuenta a la hora de comenzar un proyecto de RNA-Seq son:

e Secuenciacion single-end o paired-end: secuenciar Unicamente la hebra en direcciéon 5'>3’
o secuenciar ambas, respectivamente. Esto ultimo permite una identificacién mas robusta
de rearreglos estructurales, variantes de splicing, entre otras.

e Bibliotecas stranded o unstranded: la informacidon genética de la hebra utilizada para
secuenciar el ARN se mantiene en bibliotecas stranded, lo que mejora la identificacién de
transcriptos antisentido y, el desempefio al trabajar con genes sobrelapados en hebras
opuestas.

e Mayor cobertura, y/o mayor cantidad de réplicas: la cobertura hace referencia al nimero de
secuencias que cubren una regién gendmica. Debido la magnitud de expresién de los genes,
la complejidad del transcriptoma o la muestra de partida existe variacion entre distintas
muestras, por lo que el uso de réplicas es comun.

e Numero y tipo de réplicas: trabajar con réplicas biolégicas disminuyen la variacién entre
individuos, mientras que réplicas técnicas permiten estimar los errores de medicién.

El andlisis de expresién génica diferencial (DGE, del inglés differential gene expression) permite
estudiar de manera cuantitativa aquellos genes que tengan niveles de ARN mensajero
significativamente distintos entre dos o mas condiciones (McDermaid etal., 2019). Esta
comparacion puede estar asignada, por ejemplo, entre tratamientos y controles o estudios
longitudinales entre distintos estadios del desarrollo. Si bien no existe un unico flujo de trabajo
O6ptimo para los diversos casos que puedan presentarse, hay una serie de pasos fundamentales a
ser ejecutados (figura 5). Teniendo a disposicion los datos crudos de secuenciacién de ARN,
inicialmente se realiza un control de calidad sobre ellos para definir si es necesario efectuar una
limpieza o remocién de reads o adaptadores. Con los datos purificados se lleva a cabo un
alineamiento al genoma de referencia, a partir del cual se cuantifican los transcriptos alineados a
regiones exonicas, y se realiza un contraste estadistico enfrentando dos condiciones para identificar
aquellos genes que hayan aumentado o disminuido su expresién (Conesa et al., 2016).
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Figura 5. Esquema de trabajo convencional en el andlisis de expresidn génica diferencial. Ver seccion 3.4.3.
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1.4 Aclaraciones sobre la correcta caracterizacion de neuropéptidos

Es necesario mencionar que la deteccidn y caracterizacion de neuropéptidos puede traer consigo
una serie de complicaciones debido a las particulares propiedades que los mismos presentan.
Veenstra (2019) detalla ciertas consideraciones a tener en cuenta para lograr una caracterizacién
adecuada. Baricalla (2020) resume estos puntos, los cuales se mencionan a continuacion:

e Algunos neuropéptidos han sido identificados Unicamente sobre la base de que se producen
después de un procesamiento litico de proteinas de funcién desconocida, o incluso sdlo
sobre la probabilidad de que sus precursores putativos pudieran ser procesados por las
convertasas neuroenddcrinas en neuropéptidos.

e La calidad de los genomas es variable, por lo que poseer un genoma anotado no es garantia
de exhaustiva curaciéon manual.

e En algunos casos las secuencias codificantes previstas para ciertos neuropéptidos se
encuentran incompletas o mal descriptas.

e Del procesamiento postranscripcional del ARNm se desprende que no todas los transcriptos
producidos por Trinity (Grabherr et al., 2011) (ensamblador de novo) son copia fiel del ARNm
de los genes. Las secuencias parecerian indicar que han sufrido el mismo empalme que el
qgue se produce en el ARNm del neuropéptido en cuestion, pero eso no es necesariamente
lo que ocurre.

e La metodologia descrita permite demostrar la presencia de determinados neuropéptidos.
Sin embargo, cuando un gen particular no se identifica de esta manera, no significa
necesariamente su ausencia en la especie en cuestion.

e En el caso de utilizar genes ortélogos para la identificacién de genes codificantes de
neuropéptidos en el organismo de estudio, a menudo el péptido precursor inmaduro difiere
notablemente, aunque la secuencia del neuropéptido activo se encuentre conservada, esto
dificulta que el mismo pueda ser reconocido de manera fiable.

e En algunos casos la secuencia que codifica el péptido, o sus partes mas conservadas, puede
ser interrumpida por un intrén.

e Algunos neuropéptidos no sélo son de corta longitud, sino que también poseen secuencias
de aminodacidos cuyos codones se encuentran altamente degenerados.

1.5 Antecedentes de Neuropéptidos en el desarrollo

La hormona protoracicotrépica (PTTH) es un neuropéptido liberado por células neurosecretoras del
cerebro que activa las glandulas protoracicas para secretar ecdisona, la cual dirige procesos como
la muday la metamorfosis (Ishizaki, 2004). Estudios previos han reportado una alta homologia entre
las secuencias aminoacidicas de PTTH en el lepidéptero holometdbolo Bombyx mori con los péptidos
de la familia de la insulina y factores de crecimiento de tipo insulina en vertebrados (Nagasawa
et al., 1984). Ademas, en dicho organismo, existe evidencia de la participacion de PTTH en la via de
sefializacion de proteinas tipo insulina a través de su unién a un receptor de tirosin quinasa conocido
como “Torso” en Drosophila melanogaster, que actia a nivel de desarrollo embrionario (Smith
etal., 2014).

Investigaciones previas de nuestro laboratorio (Baricalla, 2020) han estudiado la expresion de
neuropéptidos en Oncopeltus fasciatus a lo largo de una serie temporal en estadios embrionarios y
en adultos. Comparando la expresion de los mismos entre las diferentes etapas mencionadas no se
detectaron neuropéptidos maduros en embriones, por lo que en su lugar estos podrian existir en su
estado de pre-propéptidos como reservorios para etapas de desarrollo subsiguientes.
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Asimismo, muchos de estos neuropéptidos carecen de funciones descriptas para embriones, de
manera que otra posibilidad sugiere que estos precursores podrian poseer funciones especificas en

el estadio embrionario, diferentes a las descriptas en ninfas o adultos hasta la fecha (Baricalla,
2020).

Estos antecedentes sugieren que podria existir una mayor cantidad de neuropéptidos con patrones
similares a los encontrados en PTTH en diferentes organismos. En el presente trabajo, se tiene como
objetivo determinar la presencia gendmica de neuropéptidos y sus transcriptos codificantes en
estadios tempranos del desarrollo mediante expresiéon génica diferencial en un conjunto
representativo de especies que contempla los principales érdenes taxonédmicos de la clase Insecta.
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2 Hipdtesis y Objetivos

2.1 Hipotesis
Existe expresidn transcriptomica de neuropéptidos a lo largo de los distintos drdenes de insectos
durante estadios tempranos del desarrollo.

2.2 Objetivo General

Comprobar la expresion transcriptomica de neuropéptidos en estadios tempranos del desarrollo en
especies representativas de diferentes érdenes de insectos, mediante ensayos de expresion génica
diferencial.

2.3 Objetivos especificos

e Recopilar datos de RNA-Seq en estadios embrionarios de diferentes especies de insectos a partir
de repositorios publicos.

e Determinar la calidad y realizar la limpieza de los datos seleccionados para realizar un
alineamiento de dichas secuencias a su genoma anotado.

e Efectuar un andlisis de expresion génica diferencial con foco en los genes que codifican
neuropéptidos y proteinas hormonales.

e Comparar los resultados obtenidos en estadios embrionarios equiparables entre las especies
seleccionadas.

2.4 Palabras clave
Insectos, embriones, neuropéptidos, RNA-Seq, expresidon génica diferencial
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3 Metodologia

3.1 Busqueday recoleccién de datos

La busqueda inicial de datos de RNA-Seq se realizé mediante la plataforma Sequence Read Archive
(SRA) de NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/)(Katz et al., 2021), filtrando por especies de
insectos comunmente estudiadas, acompafiadas de las palabras clave “egg” (huevo) o “embryo”
(embrién).

Los datos de interés corresponden principalmente a proyectos que contienen transcriptomas de
estadios embrionarios tempranos, de los cuales fueron priorizados aquellos en torno a una serie
temporal que permita comparar la expresion de neuropéptidos en distintos momentos del
desarrollo temprano (ver seccién 4.1).

Ademas, se seleccionaron solo aquellos proyectos que contengan secuencias realizadas con la
tecnologia de Illumina, para mantener los estandares de secuenciaciéon lo menos variables posible,
ya que son los mds comunmente utilizados en la ultima década para expresion génica diferencial.
La seleccion de especies incluidas en este trabajo abarca los principales 6rdenes taxonédmicos de la
clase Insecta, teniendo en cuenta la disponibilidad de genomas secuenciados y anotados para cada
especie incluida. La tabla 1 indica la lista de especies seleccionadas para este trabajo, junto con los
proyectos que incluyen los datos de secuenciacion en SRA utilizados de cada una de ellas.

Tabla 1. Especies de insectos seleccionadas. Se indica el tipo de desarrollo que posee (holometabolo o hemimetabolo), orden, nombre
especifico y proyectos de secuenciacidn asociados.

Tipo de desarrollo Orden Especie Proyecto
Orthoptera Schistocerca gregaria PRINA524786
. . Blattodea Blattella germanica PRINA389591
UG Nilaparvata lugens PRINA579876
Hemiptera Rhodnius prolixus PRINA694974, PRINA924824
Oncopeltus fasciatus PRINA391717
Coleoptera Tribolium castaneum PRIJNA645519, PRINA490167
Nasonia vitripennis PRIJNA701367
Hymenoptera Monomorium pharaonis PRINA767561
Apis mellifera PRINA668751, PRINA257666
Holometabolia Lepidoptera Bombyx mori PRINA675719
Anopheles gambiae PRINA866506
Diptera Aedes aegypti PRJNA209388

Drosophila melanogaster PRINA495910

3.2 Prediccion e identificacion de neuropéptidos en cada especie

Teniendo en cuenta la masividad de secuencias totales de neuropéptidos a revisar, se automatizo la
busqueda, predicciéon e identificacion de estos. Se utilizé la herramienta Proteinortho (Klemm et al.,
2023), la cual permite detectar genes ortélogos y pardlogos partiendo de comparaciones entre
secuencias de ADN o proteinas. Realiza una comparaciéon de todas las proteinas anotadas en el
genoma (proteoma) para determinar similitudes, un agrupamiento de proteinas similares en grupos
ortélogos y culmina con la generacién de un archivo de salida en formato tabla asignando los
resultados propios a cada especie. En este caso, se ejecutd el programa con las anotaciones
protedmicas de cada especie en formato FASTA, descargadas desde NCBI.
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Las anotaciones fueron comparadas contra una base de datos curada manualmente, reuniendo las
secuencias de neuropéptidos y proteinas hormonales anotadas hasta la actualidad, de las diferentes
especies.

Los resultados crudos obtenidos fueron llevados a una planilla de Excel (Microsoft Corporation,
2019) para ser filtrados, descartando asi las proteinas que no fueron objeto de estudio.

Se tomé como punto de partida la lista de péptidos de la base de datos (manualmente curada por
expertos) para la investigacion de neuropéptidos en insectos (DINeR) (Yeoh et al., 2017) para crear
una tabla indicando la presencia o ausencia de cada uno, en cada especie estudiada. La tabla 2
muestra los neuropéptidos que fueron objeto de estudio en este trabajo.

Para las proteinas cuya identidad no se logré designar inicialmente, ya sea catalogadas como
“proteinas no caracterizadas” o aquellas con resultados dispares, se realizaron digestiones con
tripsina a través de la  herramienta  PeptideCutter (Gasteiger etal, 2005)
(https://web.expasy.org/peptide cutter/), tomando las secuencias proteicas de NCBI. Los
fragmentos obtenidos se identificaron utilizando la herramienta Peptide search de UniProt
(https://www.uniprot.org/peptide-search, (Zaru & Orchard, 2023).

Se obtuvieron los identificadores génicos de neuropéptidos de cada especie a través de
herramientas de NCBI como Batch Entrez y tBLASTn (Altschul et al., 1990), utilizando como query los
identificadores proteicos extraidos de Proteinortho (ver seccién 9 “Anexo”).

Finalmente, se realizd una curacién manual de los datos recolectados. Esto permitié dilucidar ciertos
grupos de neuropéptidos similares en secuencia peptidica (por ejemplo, el grupo de alatostatinas),
identificando con mayor precisién los hallados en cada especie. Ademas, dicha curacion facilito la
incorporacion de varios neuropéptidos pasados por alto en la busqueda automatizada, para los
cuales se verificé su presencia de manera bibliografica (Yeoh et al., 2017).

3.3 Ordenamiento de series transcriptomicas temporales de desarrollo entre especies
Debido a las diferencias genéticas, fisioldgicas y temporales a lo largo del desarrollo embrionario en
las distintas especies seleccionadas, las series temporales fueron asignadas a los principales eventos
del desarrollo que representan, con el fin de hacer posible la comparacién interespecifica de datos.
Para ello, se efectué una revision bibliografica de las etapas del desarrollo embrionario que
permitiera localizar y agrupar los datos recolectados, lo que permitié complementar la descripcién
encontrada en la plataforma SRA de NCBI (ver seccién 9 “Anexo”).

Se tuvieron en cuenta las descripciones indicadas en las publicaciones de origen de los datos de
secuenciacion, asi como también aquellos articulos que describieran completamente el desarrollo
del insecto, de no ser suficiente con la primera opcidén. En este caso, se tuvo la precaucion de
respetar lo mayormente posible las condiciones de cria reportadas de los ejemplares procesados
para la obtencién de datos, principalmente de su temperatura debido a que dicho factor podria
alterar la velocidad de desarrollo (Farnesi et al., 2009).

Los datos fueron agrupados en cuatro secciones principales: huevo no fertilizado, embrién
temprano, medio y tardio. El primero de estos parte de la disponibilidad de datos de este tipo en
algunas de las especies del andlisis, sin especificar su tiempo o etapa, interpretdndose como etapa
pre-embrionaria general por la corta descripcién de los datos en su origen. Los otros tres grupos
fueron establecidos teniendo en cuenta la formacion del blastodermo (sin diferenciar entre
blastodermo sincitial y celular), el proceso de gastrulacién, y aquellos eventos posteriores al
desarrollo (retraccién de la banda germinal, cierre dorsal, especificacion de segmentos corporales),
respectivamente. Se registraron los tiempos totales de desarrollo embrionario para cada especie, de
manera tal de representar porcentualmente las secciones y grupos de datos estudiados.

17


https://web.expasy.org/peptide_cutter/
https://www.uniprot.org/peptide-search

Tabla 2. Neuropéptidos analizados en este trabajo, junto a las abreviaturas con las cuales serdn mencionados a lo largo del manuscrito.

Neuropéptido

Abreviatura

Neuropéptido

Abreviatura

Péptido relacionado a corazonina
Factor antidiurético
Agatoxina

Hormona adipoquinética
Apidaecina 1
Alatostatina A
Alatostatina B
Alatostatina C
Alatostatina doble C
Alatostatina triple C
Alatotropina
Vasopresina

Péptido cerebral
Bursicona alfa

Calcitonina A

Calcitonina B

Capability

Precursor de neuropéptido similar
a Carausius

Péptido cardioactivo crustaceo
CCH-amida

CNM-amida

Factor liberador de corticotropina -
relacionado con hormona diurética
Corazonina

Hormona diurética 31

Hormona diurética 44

Hormona de eclosidn

Elevenina

Hormona disparadora de la ecdisis
FMRF-amida

Gonadulina
Glicoproteina alfa 2
Glicoproteina beta 5
HAN

Péptido cefalico
Hugin

IDLSRF-like peptide
IMF-amida

ACP
ADF
AGA
AKH
APD
ASTA
ASTB
ASTC
ASTCC
ASTCCC
AT
AVLP

BP
BURS

CALa
CALb
CAPA
CNLP

CCAP
CCH
CNM

CRF-DH

CRzZ
DH31
DH44
EH
ELE
ETH
FMRF

GON
GPA2
GPBS
HAN
HP
HUG
IDLSRF
IMF

Hormona paratiroidea de insecto
Péptido relacionado con la insulina
ITG

Péptido transportador de iones
Quinina

Leucoquinina

Limostatina

Miosupresina

Neuroligina

Proteina neuroenddcrina 7B2
Neuroparsina

Neuroparsina (Net Platelet
Angiogenic Activity)

Neuropéptido F largo

Proteina precursora de
neuropéptidos

Natalisina

NVP

Orcoquinina

Neuropéptido activador de la
biosintesis de feromonas
Asociado a bursicona

Factor de dispersion de pigmentos
Precursor de neuropéptido similar
a Periplaneta

Piroquinina

Prohormona 2

Prohormona 4

Proctolina

Hormona protoracicotrdpica
RFL-amida

RY-amida

Péptido estimulante de salivaciéon
de la glandula salival
SIF-amida

Sulfaquinina

Neuropéptido F corto
Péptido sexual

Taquicinina

Trisina

Trunk

Similar a Torso (torso-like)

IPTH
IRP
ITG
ITP
KIN
LK
LST
MS
NLGN
NP7B2
NPA
NPAA

NPF
NPLP

NTL
NVP
ORCK
PBAN

PBURS
PDF
PNLP

PK

PRO2
PRO4
PROC
PTTH
RFL
RY
SGSSP

SIF

SK
SNPF
SP

TK
TRIS
TRUNK
TSL
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3.4 Procesamiento de datos

El andlisis bioinformatico realizado con los sets de datos mencionados en el curso de este trabajo
fue llevado a cabo en el servidor “Mulatona” del Centro de Computo de alto Desempefio (CCAD) de
la Universidad Nacional de Cérdoba (https://ccad.unc.edu.ar/). Dicho espacio es accesible de forma
gratuita para cualquier miembro de la comunidad universitaria y/o cientifica nacional publica.

Los datos de RNA-Seq de los proyectos seleccionados (ver tabla 1) se importaron en formato FASTQ
a través de SRA Explorer (https://sra-explorer.info/). Esta herramienta permite generar un script con
los experimentos elegidos de cada proyecto, logrando una carga agil y directa de datos al servidor.
La figura 6 describe el flujo de trabajo implementado para el procesamiento de datos, detallado a lo
largo de la seccidon 3.4.

3.4.1 Determinacion de calidad vy filtrado de datos

Si bien los datos que provienen de repositorios superan procesos de revision al momento de ser
publicados, se realizé un control de calidad de secuenciacidn para cada set de datos con la finalidad
de revisar fehacientemente su condicidn. Esto fue realizado mediante la herramienta FastQC
(Andrews, 2010), que permite analizar parametros como cantidad y longitud de secuencias, calidad
promedio, porcentaje de GC (Guanina + Citosina), secuencias sobre representadas y presencia de
adaptadores.

Los resultados pertenecientes a una misma especie fueron revisados de manera conjunta a través
del software MultiQC (Ewels et al., 2016), que tiene la capacidad de tomar los resultados del
programa anterior y generar un reporte completo con el total de archivos por proyecto.

En los casos en que se identificd baja calidad o presencia de adaptadores, estos fueron eliminados
mediante Trim Galore! (https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/trim galore/),
utilizando sus parametros por defecto.

3.4.2 Alineamiento de reads contra los genomas anotados

Una vez revisada la calidad de las secuencias y realizada la limpieza correspondiente, se procedio a
efectuar los alineamientos contra los genomas anotados en cada especie. Para ello, se importaron
al servidor sus genomas de referencia y anotaciones gendmicas de RefSeq desde NCBI. La tabla 3
indica las versiones utilizadas de cada genoma, junto con las referencias correspondientes.

Tabla 3. Versiones de los genomas de cada especie que fueron utilizados para realizador los alineamientos de los transcriptomas
procesados y la identificacidon de neuropéptidos presentes.

Especie Genoma Referencia
Schistocerca gregaria GCF_023897955.1_iqSchGregl.2 Verlinden et al., 2020
Blattella germanica GCA_000762945.2 Bger 2.0 Harrison et al., 2018
Nilaparvata lugens GCF_000757685.1_NilLugl.0 Ma et al., 2021
Rhodhnius prolixus GCA_000181055.3_Rhodnius_prolixus-3.0.3  Mesquita et al., 2015
Oncopeltus fasciatus GCA _000696205.2 Ofas_2.0 Panfilio et al., 2019
Tribolium castaneum GCF_000002335.3 Tcas5.2 Richards et al., 2008
Nasonia vitripennis GCF_009193385.2_Nvit_psr_1.1 Dalla Benetta et al., 2020
Monomorium pharaonis GCF_013373865.1_ASM1337386v2 Gao et al., 2020

Apis mellifera GCF_003254395.2_Amel_HAv3.1 Wallberg et al., 2019
Bombyx mori GCF_014905235.1 Bmori_2016v1.0 Luetal., 2020
Anopheles gambiae GCF_000005575.2_AgamP3 Holt et al., 2002
Aedes aegypti GCF_002204515.2_Aaegl5.0 Matthews et al., 2018

Drosophila melanogaster GCF_000001215.4_Release_6_plus_ISO1_MT Adams et al., 2000
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Las reads fueron mapeadas utilizando la herramienta HISAT2 (Kim et al., 2015). Esta hace uso de un
indice gendmico global construido previamente para buscar rdpidamente las posiciones dentro del
genoma. Los archivos de salida en formato SAM fueron comprimidos mediante SAMtools (Danecek
et al., 2021) para obtener archivos BAM. La calidad del mapeo de los archivos obtenidos en formato
BAM fue evaluada mediante QualiMap (Okonechnikov etal., 2016), y los resultados fueron
visualizados de manera global utilizando MultiQC (Ewels et al., 2016).

3.4.3 Cuantificacion de reads, normalizacidn y expresion génica diferencial

La cuantificacion del nimero de reads mapeadas se realizd con el programa featureCounts (Liao
et al., 2014). Los resultados de la cuantificacidon fueron descargados y procesados de manera local
haciendo uso del lenguaje de programacién R (R Core Team, 2022) a través de RStudio (Posit team,
2022). La normalizacién de los datos y los ensayos de expresidén génica diferencial se efectuaron
utilizando las librerias edgeR (Robinson et al., 2010) y ggplot2 (Wickham, 2009) para la visualizacidn
de resultados. Para aquellos proyectos que no contaban con réplicas técnicas o bioldgicas se
reemplazo la libreria edgeR por NOIseq (Tarazona et al., 2011). Este abordaje permite simular las
réplicas tomando como punto de partida la variabilidad intrinseca de los datos, buscando genes que
muestren suficiente evidencia de cambios en su expresion.

Flujo de trabajo

[ Datos crudos (.fastq) ] Control de calidad [ FASTQC ]

[ Datos crudos (.fastq) ] Remocidn de adaptadores [ Trim Galore! ]

[ Datos limpios (.fastq) ] Allneamlf;:.lzngceizgomas de [ HISAT2 ]
Verificacién de origen .

[ Datos de mapeo (.bam) ] genémico de reads mapeadas [ Qualimap ]

[ Datos de mapeo (.bam) ] Cuantificaciéon de reads [ featureCounts ]

[ Conteos génicos (.tsv) ] Expresion diferencial [ R (EdgeR, NOlseq) ]

Figura 6. Flujo de trabajo a partir de los datos de RNA-Seq recolectados, para el andlisis de expresion génica diferencial. El
procesamiento desde la carga de datos hasta la cuantificacién de reads fue realizado haciendo uso del cluster “Mulatona” del CCAD.
Posteriormente los datos fueron trabajados de manera local en R.
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4 Resultados

4.1 Comparativa del desarrollo embrionario entre especies

La busqueda bibliografica permitié establecer un marco comparativo para el desarrollo embrionario
de las especies en estudio. Por un lado, se logré localizar con mayor precisién ciertos grupos de datos
para los cuales no se tenia una referencia que acompafiara a los datos transcriptémicos
recolectados. Por otra parte, los valores de tiempos de desarrollo embrionario total se relativizaron
porcentualmente para poder estimar la fraccion que representa cada etapa graficada en el tiempo
total. Para facilitar la comparativa posterior de expresion de neuropéptidos, se agruparon los
eventos embrioldgicos en tres secciones: embrion temprano, medio y tardio (tal como se describe
en la seccion 3.3).

Se puede observar una distribucion variada de los datos en las diferentes especies, encontrando
ausencia de datos tardios o la totalidad de datos en embriéon temprano. Esto depende de la finalidad
original con la que fueron generados en los trabajos de procedencia (figura 7).

Dentro de la etapa de embriéon temprano se hallan casos como S. gregaria, A. aegypti, o
D. melanogaster con un Unico set de datos perteneciente a este estadio, y otros en el extremo
opuesto como R. prolixus o N. vitripennis con un nimero mayor de transcriptomas. Las especies B.
germanica, R. prolixus y A. gambiae contienen adicionalmente datos de huevos no fertilizados.

Los datos se remarcaron tal como figuran descritos en la base de datos de la cual fueron tomados
(SRA-NCBI), designando aquellos pertenecientes a un tiempo prolongado con lineas horizontales, y
con una linea vertical a los que fueron generados en un horario puntual durante el desarrollo (figura
7). Todos los transcriptomas que se encuentren en una misma etapa de desarrollo embrionario
(huevo no fertilizado, temprano, medio o tardio) son considerados como comparables entre si a los
efectos practicos de este trabajo.
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Figura 7. Alineamiento de las etapas embrionarias del desarrollo. Se muestra la posicidn relativa (0-100%) de los sets de datos de
RNA-Seq de cada especie. Las areas coloreadas marcan las tres regiones comparables a través de las especies; embridén temprano
(amarillo), medio (azul) y tardio (rojo). Las etapas fueron establecidas como se describe en la seccion 3.3. Adicionalmente se indica
la disponibilidad de datos de huevos no fertilizados en ciertas especies (*). A la derecha, el tiempo total de desarrollo es indicado en
horas/dias después de la oviposicién (hPO/dPO).
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4.2 Procesamientoy evaluacion de calidad de datos

Los datos de RNA-Seq recolectados presentaron un buen estado de calidad. Del total de parametros
evaluados por la herramienta FastQC (Andrews, 2010), se puso principal interés en aquellos tales
como la calidad por base y promedio de la secuencia, porcentaje de citosina-guanina (%GC),
secuencias sobrerrepresentadas y presencia de adaptadores de secuenciacién. De todos estos, el
gue mayormente presentd resultados regulares fue el %GC, observandose picos dispares en los
graficos respectivos, y un mayor porcentaje del esperado para algunas de las especies. Los
adaptadores presentes en las muestras lograron ser removidos mediante Trim Galore!.

Los porcentajes de secuencias duplicadas presentes en los datos se ubicaron desde el 40% al 90%,
encontrando valores atipicos que sobrepasan estos extremos siendo el minimo un 22% y el maximo
un 99%. Estos resultados son variables de manera intra- e interespecifica, aun teniendo en cuenta
aquellos datos correspondientes a un mismo proyecto de RNA-Seq. La longitud media de las reads
abarcé desde los 36 pares de base (pb) para algunas muestras de A. mellifera, hasta los 301 pb en
B. germanica. La profundidad de secuenciacién mostré un promedio de 26 millones de reads (M),
encontrando muestras desde 3 M hasta los 88 M (Figura 8).

La figura 9 muestra algunos pardmetros relacionados a la calidad de secuenciaciéon, tomando de
ejemplo a la especie S. gregaria para representar los resultados obtenidos en este analisis. La
tendencia de dichos resultados se mantuvo para el resto de las especies.
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Figura 8. Estadisticas generales de la calidad de los grupos de datos, para cada una de las especies. A) Longitud media de reads. Es
importante destacar la utilizacién de dos proyectos de secuenciacion en las especies R. prolixus, T. castaneum y A. mellifera, razén
por la cual las mismas presentan variabilidad en sus métricas. B) Porcentaje de duplicacidn de reads (eje izquierdo) y profundidad de
secuenciacion en millones de reads (eje derecho). La posicidn de los ejes se corresponde con la orientacion de las areas de densidad.
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Figura 9. Ejemplo representativo del control de calidad realizado por FastQC, para la especie Schistocerca gregaria. Se muestran
algunos de los parametros de mayor interés al analizar datos de RNA-Seq. A) Puntaje promedio de calidad por posicién en cada read.
B) Puntaje promedio de calidad por conteo total de secuencias. C) Porcentaje de secuencias Unicas y sobrerrepresentadas para cada
muestra que integra el proyecto. D) Distribucion del contenido porcentual de guanina-citosina (%GC) en las reads analizadas.

4.3 Alineamientos contra los respectivos genomas anotados
Una vez removidos los adaptadores de secuenciacién y PCR existentes, se alinearon las reads a los
genomas de referencia correspondientes a cada especie. Los resultados del mapeo realizado con
HISAT2 se muestran en la figura 10. En general se obtuvieron resultados satisfactorios, logrando
porcentajes de alineamiento total superiores al 80%. En el caso de B. germanica, se observé un rango
de mapeo al genoma de referencia del 34-65%. Cabe destacar que la base de datos de la cual se
extrajo dicho genoma (NCBI) indicaba la presencia de contaminantes en el ensamble.
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B. germanica R. prolixus N. vitripennis
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A. mellifera A. gambiae D. melanogaster

Figura 10. Porcentajes generales de mapeo de reads a los respectivos genomas de referencia de cada especie. Las versiones utilizadas
de los genomas se encuentran para su consulta en la Tabla 3.
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El andlisis arrojado por Qualimap mostré un patrén similar en el origen de las reads a lo largo de la
mayoria de las especies. A excepcidn de A. aegypti y B. germanica, cuyo porcentaje de reads de
origen exonico fue del 48% y 36% respectivamente, el promedio para el resto de los organismos fue
del 82,6% (62,7-98,4%). Es de interés resaltar el porcentaje de reads posicionadas en sitios
intergénicos en A. aegypti, A. gambiae y B. germanica, y de aquellas de origen intrénico en A.
mellifera y B. germanica. Los valores exactos resultantes del analisis en cada especie se muestran en

la figura 11.

S. gregaria N. lugens T.castaneum 1. pharaonis 8. mori A aeqypt
B. germanica R. prolixus N vitripennis A meliifera A gambiae D. melanogaster

Regiones

I exénicas
B riergsnicas
B ntrénicas

Figura 11. Origen gendmico de las reads alineadas a los genomas de referencia.

4.4  Cuantificacion, normalizacion y expresion génica diferencial

Las reads de los archivos BAM resultantes del alineamiento fueron cuantificadas mediante
featureCounts. Las salidas de dicho programa fueron descargadas desde el servidor de trabajo del
CCAD (Mulatona) y a partir de este punto fueron procesadas de manera local en R (R Core Team,
2022) a través de RStudio (Posit team, 2022). Se filtraron los genes que no superaron un valor de 0,5
conteos por millén (CPM — counts per million) en un nimero de réplicas respectivo a cada proyecto
y especie.

Los perfiles de expresion de las muestras de cada especie fueron visualizados mediante graficos de
escalado multidimensional (MDS, del inglés multidimensional scaling), para lo cual se realizé una
reduccién dimensional a dos coordenadas principales. Se puede observar que la disposicién espacial
en grupos definidos es la esperada segun los tiempos de desarrollo correspondientes a los datos
(figura 12).

En un grupo de especies, D. melanogaster, A. aegypti y A. gambiae, el andlisis mostré una
superposicion de muestras de tiempos cercanos, formando conjuntos mayores. Debido a esto, se
optd por reorganizar los grupos manualmente teniendo en cuenta los eventos del desarrollo
correspondientes a cada insecto, junto con lo comentado anteriormente para proceder con los
siguientes pasos (figura 13). De esta forma, las “pseudorréplicas” otorgan mayor robustez estadistica
y una comparacion mas sencilla en torno a la cantidad de transcriptomas a comparar.

La normalizacidn de los genes filtrados se realizé mediante el algoritmo TMM (del inglés trimmed
mean of M values). Seguidamente se determinaron la dispersion de los datos mediante el algoritmo
quasi likelihood, y el Coeficiente de Variacion Bioldgica (CVB), con el fin de distinguir la variaciéon
génica especifica de la proveniente por fuentes bioldgicas y/o técnicas.
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El ajuste estadistico de los datos fue realizado mediante modelos lineales generalizados a través de
edgeR (Robinson et al., 2010). Cada archivo de datos fue acompafiado de un archivo adicional
indicando las agrupaciones de las muestras segun correspondia. De esta forma, resultan definidos
los grupos contrastados estadisticamente durante el ensayo de expresion diferencial, entre un
estadio temporal respecto del anterior, dentro de cada especie.

Para aquellos datos sin réplicas, los ensayos de expresion diferencial se realizaron mediante NOlseq
(Tarazona etal., 2011) a través de la aplicacion web IDEA (del inglés Interactive Differential
Expression Analyzer) (Zhao et al., 2018). En esta se cargaron los archivos salientes de featureCounts
con un archivo indicador de muestras agrupadas, tal como se indicé en el parrafo anterior para
edgeR.
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Figura 12. Andlisis representativo de escalado multidimensional (MDS) para la especie Bombyx mori. Se puede observar que las
repeticiones de cada tratamiento comparten una posicion muy similar en el grafico. Por otra parte, se aprecia una distancia marcada
entre las muestras correspondientes a los distintos tiempos de desarrollo, indicando perfiles de expresidn diferentes. Se observan
tres repeticiones por cada muestra, agrupadas bajo un mismo color y nombre, tal como se muestra en la leyenda de la figura.
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Figura 13. Andlisis representativo de escalado multidimensional (MDS) para la especie Aedes aegypti. lzquierda: posicion de los
transcriptomas de trabajo. Se observa cierta superposicidon en algunos rangos temporales, dado que no existe gran variacion en la
expresion génica entre dichos datos. Derecha: transcriptomas organizados en 5 grupos, designados como Aaegl-5 y diferenciados
por colores. Este agrupamiento fue realizado teniendo en cuenta la proximidad de los datos observada en el grafico, ademas de la
descripcidn de los eventos embrioldgicos detallados en la bibliografia consultada.
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4.5 Expresion de neuropéptidos a lo largo del desarrollo embrionario

4.5.1 Los neuropéptidos se identificaron a nivel embrionario

Una vez curada la lista de neuropéptidos totales de estudio junto con sus identificadores génicos en
cada especie, se establecié una matriz binaria de presencia/ausencia con dichos datos. En la figura
14.A se distinguen aquellos neuropéptidos presentes en la mayoria de las especies (7 o mas, hasta
estar presentes en todas), mientras que en la figura 14.B se observan los neuropéptidos de menor
presencia, llegando a aquellos hallados en una Unica especie.
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Figura 14. Neuropéptidos presentes por especie a nivel embrionario. A) Presentes en 7 especies o mas, hallados en todas las especies
de estudio (divisién vertical hacia la izquierda). B) Neuropéptidos presentes en 6 especies o menos, contando aquellos presentes en
una Unica especie (division vertical hacia la derecha). La separacion blanca horizontal divide los insectos holometabolos (arriba) de
los hemimetabolos (abajo), en ambos graficos.

4.5.2 Los neuropéptidos se expresan en distintas etapas del desarrollo

Paralelamente al desarrollo del andlisis de expresion diferencial, se tomaron las matrices de
cuantificacion iniciales y se transformaron los valores a transcriptos por milléon (TPM). Estos valores
se promediaron dentro de cada réplica y se escalaron para permitir una comparacion entre las
distintas especies.
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Figura 15. Mapa de calor de genes precursores de neuropéptidos. Los valores de expresidon fueron medidos en transcriptos por millén (TPM), normalizados por especie (columnas), y luego escalados
por neuropéptidos (filas). Los colores indican un bajo (azul), medio (amarillo) y alto (rojo) nivel de expresidn. Los neuropéptidos ausentes o no expresados a nivel embrionario se muestran en gris. Se

observan en A) insectos hemimetdbolos y B) insectos holometabolos.
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Se continud el analisis de expresidn con aquellos neuropéptidos mayormente presentes en el grupo
de especies de estudio, tal como se indico en la figura 14.A. De todos los genes expresados, es de
interés resaltar ciertos patrones de expresién a nivel de embridén temprano/medio, lo que relne

aproximadamente el primer 50% del desarrollo embrionario (Figura 16.A):
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Figura 16. Picos maximos de expresidon de genes precursores de neuropéptidos. A) Expresidn en embrién temprano y medio. B)
Expresion en embrion tardio. Se muestran aquellos neuropéptidos ausentes en la especie en color azul, aquellos presentes en
amarillo, y los que presentan un pico de expresion en su respectiva etapa en rojo (un cuadrado rojo en ambos graficos indica que el
nivel se mantiene en ambas etapas). La separacion blanca horizontal divide los insectos holometabolos (arriba) de los hemimetabolos
(abajo), mientras que la separacidn vertical divide aquellos neuropéptidos presentes en todas las especies de aquellos que no lo

estan.

- AKH, BURS, FMRF y ORCK en todos los himendpteros.

o AKH: expresidn nula en N. vitripennis, hasta el final de la etapa de embrién temprano donde se
observa una minima expresion (Nvit4). Picos de expresion al inicio del desarrollo en M. pharaonis y

A. mellifera, con variaciones a lo largo de las etapas agrupadas mencionadas (figura 17).
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Figura 17. Niveles de expresion temporal de AKH (en TPM), en funcion del porcentaje de desarrollo. El eje izquierdo corresponde a
las especies N. vitripennis y A. mellifera, mientras que el eje derecho corresponde a los valores en M. pharaonis. Los colores de los
simbolos que diferencian cada especie marcan a su vez el estadio de desarrollo embrionario, tal como fue clasificado en la figura 7
(gris: huevo no fertilizado; amarillo: embridén temprano; azul: embrién medio; rojo: embridn tardio). Adicionalmente se indican los
picos maximos de expresidn en nimeros grises.
o BURS: minimo nivel de expresidn en N. vitripennis. Expresion a lo largo del desarrollo en todas las
especies. Pico de expresidn en embrién temprano en M. pharaonis, y en embriéon medio en A.
mellifera, con fluctuaciones a lo largo de las etapas (figura 18).

BURSICONA ALFA (BURS)

45 680
673 40,8
40
660
35
30 640
25 i
620
20
15 600
10
580
5 0,68
0 N——N——A 560
0 10 20 30 40 50 60

—{—N. vitripennis ~ ={O=A. mellifera =O=—M. pharaonis

Figura 18. Niveles de expresion temporal de BURS (en TPM), en funcidn del porcentaje de desarrollo. El eje izquierdo corresponde a
las especies N. vitripennis y A. mellifera, mientras que el eje derecho corresponde a los valores en M. pharaonis. Los colores de los
simbolos que diferencian cada especie marcan a su vez el estadio de desarrollo embrionario, tal como fue clasificado en la figura 7
(gris: huevo no fertilizado; amarillo: embrién temprano; azul: embrién medio; rojo: embridn tardio). Adicionalmente se indican los
picos maximos de expresidn en nimeros grises.
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o FMREF: expresién a lo largo de toda la formacién del embridén en cada especie, las tres con picos de
expresion en embridn temprano (figura 19).
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Figura 19. Niveles de expresion temporal de FMRF (en TPM), en funcion del porcentaje de desarrollo. El eje izquierdo corresponde a
las especies N. vitripennis y A. mellifera, mientras que el eje derecho corresponde a los valores en M. pharaonis. Los colores de los
simbolos que diferencian cada especie marcan a su vez el estadio de desarrollo embrionario, tal como fue clasificado en la figura 7
(gris: huevo no fertilizado; amarillo: embridén temprano; azul: embrién medio; rojo: embridn tardio). Adicionalmente se indican los
picos maximos de expresién en niumeros grises.

o ORCK: expresion minima en N. vitripennis pero constante en todas las especies. Pico de expresidn
en embrién temprano en A. mellifera, y dos picos de expresion en embridon temprano y medio en
M. pharaonis, siendo este ultimo ligeramente mayor (figura 20).
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Figura 20. Niveles de expresion temporal de ORCK (en TPM), en funcién del porcentaje de desarrollo. El eje izquierdo corresponde a
las especies N. vitripennis y A. mellifera, mientras que el eje derecho corresponde a los valores en M. pharaonis. Los colores de los
simbolos que diferencian cada especie marcan a su vez el estadio de desarrollo embrionario, tal como fue clasificado en la figura 7
(gris: huevo no fertilizado; amarillo: embrién temprano; azul: embrién medio; rojo: embridn tardio). Adicionalmente se indican los
picos maximos de expresidn en nimeros grises.

- PBAN en todos los hemipteros
o Expresion nula en O. fasciatus, a excepcién del inicio del desarrollo medio (Ofas4) con un minimo
valor de expresién. Expresion continua en R. prolixus y N. lugens, la primera con un patrén
fluctuante y la segunda aumentando su expresion hasta llegar a un marcado pico en embridn tardio
(figura 21).
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NEUROPEPTIDO ACTIVADOR DE LA BIOSINTESIS DE FEROMONAS (PBAN)
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Figura 21. Niveles de expresion temporal de PBAN (en TPM), en funcidn del porcentaje de desarrollo. Se muestran las especies
N. lugens, R. prolixus y O. fasciatus. Los colores de los simbolos que diferencian cada especie marcan a su vez el estadio de desarrollo
embrionario, tal como fue clasificado en la figura 7 (gris: huevo no fertilizado; amarillo: embridn temprano; azul: embrién medio;
rojo: embrion tardio). Adicionalmente se indican los picos maximos de expresion en nimeros grises. Arriba: grafico con los grupos
de datos completos. Abajo: aumento del grafico anterior, donde se aprecia mejor la variacién de la expresion.

Por otra parte, se ha detectado expresidon de transcriptos de neuropéptidos en huevos no
fertilizados, teniendo picos de expresién de AKH y CCAP en B. germanica, y de TRUNK en A. gambiae
(figura 22). Otros neuropéptidos han mostrado expresién en el mismo estadio, aunque en niveles
menores (figura 23).
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Figura 22. Expresidon temporal de transcriptos de neuropéptidos (TPM) que presentan picos de expresidn en la etapa de huevo no
fertilizado. El eje izquierdo corresponde a la especie B. germanica (Bger), mientras que el eje derecho corresponde a A. gambiae
(Agam). Los colores de los marcadores referencian el estadio de desarrollo embrionario, tal como fue clasificado en la figura 7 (gris:
huevo no fertilizado; amarillo: embrién temprano; azul: embrion medio; rojo: embrién tardio).
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Figura 23. Niveles de expresidn de transcriptos de neuropéptidos (TPM) en la etapa de huevo no fertilizado. Se muestran las especies
A. gambiae (Agam), B. germanica (Bger) y R. prolixus (Rpro) junto con los neuropéptidos hallados en cada una, en orden de expresion
decreciente. Los neuropéptidos cuyos valores de expresidn resultaron menores a 1 TPM se marcan en color rosa.

Finalmente, se han podido reconocer ciertos genes precursores que son expresados una vez
finalizado el desarrollo embrionario. Esto es debido a que no muestran expresién en las series
temporales de transcriptomas analizados, pero fueron identificados en los respectivos genomas de
cada especie:

- 0. fasciatus: SNPF, NPA, GPA2, ETH, CNM, FMRF, PBURS

- N.vitripennis: RY, PROC, PBURS, PBAN, ETH, CCH, ASTCC, TK

- A. gambiae: PBURS, ORCK, NPA, GPBS5, EH

- R. prolixus: EH

- D. melanogaster: IRP

- B. germanica: NPLP
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5 Discusion

El analisis de datos transcriptédmicos es utilizado en un amplio rango de dreas para observar el efecto
génico de la actividad metabdlica. En este contexto, los datos originados mediante RNA-Seq son una
opcién popular debido a una baja proporcién de falsos positivos y una alta reproducibilidad, frente
a otras técnicas como el uso de microarrays (Lefol et al., 2023). A lo largo de los afios, la reduccién
de costos y optimizacion de técnicas han provocado un surgimiento de disefios experimentales que
integraron la dimensién del tiempo como variable, obteniendo series temporales continuas de
transcriptomas como metodologia de comparacion de expresion (Lefol et al., 2023).

Asimismo, la disponibilidad de dichos datos en repositorios bioinformaticos y su acceso facilitado
otorgan integridad, transparencia, y permiten su reutilizacién ya sea en relacidon a su propdsito
original o para responder una pregunta bioldgica distinta (Curty et al., 2017; Custers & Ursi¢, 2016).
Los resultados obtenidos permiten asistir al estudio de la expresién de neuropéptidos durante el
desarrollo embrionario de insectos.

En primera instancia, se identificaron aquellos neuropéptidos presentes en cada especie mediante
una busqueda automatizada por ortologia con Proteinortho. Esto permiti6 homologar los
neuropéptidos en una nomenclatura facilmente comparable de manera interespecifica. A su vez, se
logré establecer un listado de neuropéptidos mas completo y robusto que los actualmente
presentes en bases de datos especializadas.

En segundo lugar, se realizd una revision bibliografica de las etapas de desarrollo embrionario de
cada especie, para asociar los datos de RNA-Seq recolectados a su momento de desarrollo
correspondiente. El proceso de desarrollo del embrién se dividié en tres secciones (embrién
temprano, medio, tardio) sumado a una etapa previa materno-ovarica (huevo no fertilizado) para
un analisis mas claro (figura 7). La clasificacidon se efectué tomando los eventos candnicos del
desarrollo: formaciéon de blastula, gastrulacion y desarrollo secundario, que a pesar de las
diferencias encontradas entre los diferentes insectos, dan lugar a un plan corporal basico
compartido (Tautz et al., 1994).

La proporcidn del desarrollo total que ocupa cada seccion en general varia ligeramente a lo largo de
las especies. El porcentaje que ocupa la etapa de desarrollo temprano culmina aproximadamente
entre el 15% y el 25%, a excepcion de las especies S. gregaria y A. mellifera que exceden este valor.
La etapa de embrion medio logra extenderse hasta pasando el 50% en algunos casos. Si bien en este
trabajo se toman todos los datos bajo una misma seccidon de desarrollo como comparables,
analizando a un nivel mas resolutivo esto no es exactamente asi y podria haber diferencias a
destacar. Aun asi, en aquellas especies donde contamos con varios sets de datos tempranos los
graficos de escalado multidimensional realizados (ver seccién 4.4) no mostraron separaciéon
apreciable como si ocurrié con el resto de los grupos. Por este motivo, los datos se agruparon
interpretandolos como réplicas, lo que a su vez permitid una comparacion mas directa con otras
especies cuyo numero de sets de datos de expresién temprana era mas reducido.

Como se menciond al inicio, los neuropéptidos son pequeiias moléculas de sefializacién que actian
como neurotransmisores, neuromoduladores o neurohormonas. La liberacion de los mismos junto
con estas funciones estan evolutivamente ligadas a las propiedades y funcionamiento ancestral de
las células neuronales (Elphick et al., 2018). Para ello, versiones inmaduras de los neuropéptidos son
procesadas y liberadas a través de vesiculas secretoras para ejercer su funcién.

Por otra parte, en la etapa temprana del desarrollo embrionario el sistema nervioso aun no se
encuentra formado. Por ello, los resultados de expresion temprana de transcriptos de
neuropéptidos presentados permiten pensar que dichos neuropéptidos podrian estar expresandose
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para cumplir una funcién diferente a las definidas en etapas posteriores al desarrollo embrionario
(larva, pupa, adulto)(Baricalla, 2020).

Los transcriptos de neuropéptidos encontrados en ovocitos (previo a la formacién de la célula
huevo) en las especies A. gambiae, B. germanica y R. prolixus apoyan esta hipotesis presentada.
Observando de forma general la expresidon de neuropéptidos en todas las especies (figura 15), se
puede ver una tendencia de valores maximos de expresion llegando a las etapas mas tardias, donde
el sistema nervioso esta formado y el embridn estd préximo a completar su desarrollo. A su vez, se
puede notar que los patrones de expresion transcriptémica en su mayoria no son especificos de los
grupos taxondmicos analizados. Se han encontrado pocos neuropéptidos compartidos por todas las
especies de himendpteros y hemipteros analizadas, con picos de expresion en etapas similares del
desarrollo embrionario.

Existe evidencia previa de expresién transcriptdmica embrionaria de neuropéptidos de manera
experimental. Del Valle (2022) ha reportado la expresion de ASTA (Alatostatina A), ASTCCC
(Alatostatina CCC), CCAP (Péptido cardioactivo crustaceo), NPA (Neuroparsina) y PTTH (Hormona
protoracicotrdpica) en O. fasciatus, de manera continua a lo largo del desarrollo embrionario. Estos
resultados se condicen con lo hallado mediante el abordaje bioinformatico.

Los resultados muestran la necesidad de realizar estudios adicionales, tanto in-silico como
experimentales, que permitan esclarecer el motivo por el cual se encuentra expresidon
transcriptomica embrionaria de neuropéptidos.
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6

Conclusion

A través del analisis de datos transcriptémicos durante el desarrollo embrionario de las diferentes
especies de insectos estudiadas en el presente trabajo, se puede concluir que:

5

Los niveles de expresién de ARN para la mayoria de los neuropéptidos estudiados son bajos.

La expresidn transcriptomica resulta variable en el tiempo durante el desarrollo embrionario.

Tanto a nivel de especies como de genes de neuropéptidos, los incrementos en niveles de expresidon
generalmente tienden a darse hacia la etapa tardia del desarrollo embrionario. Esto podria relacionarse
con la especializacion de células neuronales durante la aparicién del sistema nervioso.

La expresion de un mismo neuropéptido presenta variabilidad entre las distintas especies de estudio,
sin poder describirse patrones validos para grupos enteros (holometabolos/hemimetabolos; érdenes
taxondmicos estudiados).

Existen transcriptos de neuropéptidos que presentan picos de expresién en un mismo momento del
desarrollo embrionario. Esto ocurre en todas las especies de himendpteros (AKH, BURS, FMRF, ORCK) y
hemipteros (PBAN).

Los datos previos a la formacién del ovocito conseguidos de A. gambiae, R. prolixus y B. germanica
permitieron identificar un grupo de neuropéptidos expresados en dicha etapa del desarrollo.

Perspectivas y direcciones futuras

Esta tesis es el primer trabajo en estudiar un conjunto de neuropéptidos expresados durante el
desarrollo embrionario de una seleccién de especies representativas de insectos.

A partir de este punto se originan nuevas direcciones que permitirdn complementar los resultados
aqui presentados, tomando en cuenta no solo un andlisis in-silico sino también abordajes
experimentales.

Avances bioinformaticos:

Identificar la presencia de los distintos receptores asociados a los neuropéptidos considerados en
presente trabajo.

Explorar las funciones putativas de los neuropéptidos, pensando que podrian actuar como reservorios
no procesados o, alternativamente, cumplir alguna funcién no reportada hasta la fecha (Baricalla, 2020).
Extender el analisis bioinformdtico a nuevas especies revisando constantemente la publicacion de
nuevos datos en repositorios publicos. Integrar especies de drdenes no incluidos en este trabajo,
ademas de complementar aquellos drdenes con un solo representante por falta de datos disponibles.
Analizar datos transcriptomicos de polaridad anteroposterior para estudiar la posible existencia de
expresion diferencial en porciones especificas del embridn.

El analisis de expresién de enzimas convertasas a lo largo del desarrollo embrionario no ha presentado
patrones coincidentes con lo previamente mostrado en este trabajo para la expresion de los grupos de
proteinas, con lo cual no existen resultados concluyentes y se necesitan mas investigaciones al respecto.

Avances experimentales:

Aplicar técnicas de ARN de interferencia, inmunohistoquimica o fluorescencia in-situ para detectar
experimentalmente los transcriptos mensajeros de neuropéptidos en el embridn, incluyendo diferencias
anteroposteriores y/o dorsoventrales.
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9 Anexo

Tabla 4. Referencias consultadas para agrupar los datos transcriptomicos a las etapas correspondientes del desarrollo de cada especie.
Cabe aclarar que en algunos casos la descripcién encontrada en la publicacidn de origen de los datos tuvo que ser reforzada por otras

con mayor detalle.

Especie Referencias

S. gregaria Konopova et al., 2020)

B. germanica Ylla et al., 2018)

N. lugens Fan etal., 2020)

R. prolixus Mellanby, 1934; Pascual & Rivera-Pomar, 2022)

O. fasciatus
T. castaneum
N. vitripennis
M. pharaonis
A. mellifera
B. mori

A. gambiae

A. aegypti
D. melanogaster

(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(

Baricalla, 2020; Chipman, 2017)

Gurska et al., 2020; Klingler & Bucher, 2022; Schroder et al., 2008; Strobl et al., 2014)
Bull, 1982)

Pontieri et al., 2020; Qiu et al., 2022)

Fleig & Sander, 1986)

Morita et al., 2003; Xu et al., 2022)

Goltsev et al., 2009; Kaiser et al., 2014)

Akbari et al., 2013; Farnesi et al., 2009; Matthews et al., 2018; Mundim-Pombo et al., 2021)

Graveley et al., 2011; Kuntz & Eisen, 2014)
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Tabla 5. Listado de identificadores génicos de los genes de precursores de neuropéptidos hallados en cada especie.

NP S. gregaria B. germanica N. lugens R. prolixus 0. fasciatus T. castaneum N. vitripennis M. pharaonis  A. mellifera B. mori A. gambiae A. aegypti D. melanogaster
126266656,
ACP 126365747 111056970 100142386 100313509 5574131
100141528,
ADF 662321
AGA 126354006 111056802 RPRC001280-PA 656848 116738550 105835423 100576512 101744163 4578402 110676679
BGER010868, 100135764, 100127025, 4578190,
AKH 126355897 BGER019360, 111047315 RPRC000416-PA OFAS011374 663044 100679819 105837209 102656552 100174925, 3290616 5575676 38495
BGER019359 100174839
APD 406140
ASTA 126281795 111057660 OFAS019254 100679594 105833574 724880 692588 1274391 5579498 42947
ASTB 126282023 BGER000061 111051590 OFAS011244 100142117 692434 1277431 5575871 39933
ASTC 111058146 100216359 114255333 100174830 1279573 5566967 34537
ASTCC 126354783 BGER027815 111056723 RPRCO00300-PA  OFAS008438 100142376 100680495 105837647 101746311 34538
ASTCCC 126354341 OFAS025029 100679486 114255333 725616
AT 126354277 BGER010050 111052211 OFAS004904 100216358 100680367 105839195 102656116 101740561 1280550 5572123
AVLP 126281711 111052819 100038343 100122939 105831761
BP 409634
126271888 111058210 100124285 5667449, ;;2247;3373
BURS 126278425 BGER016582 111054895 RPRC0O08554-PA  OFAS008719 654923 100115714 105827899 100049551 100049169 1272023, 110680467, 42560
3291626
5572659
CAlLa 126316172 RPRC000977-PA 105836878
CALb 126267544 RPRC0O00977-PB
CAPA 126281579 BGER000067 111053583 103312856 105829981 100577997 100174831 3289665 5566490 43541
CCAP 126304998 BGER003619 111055511 RPRCO00466-PA  OFAS007216 664330 105829336 100174843 1279137 5564839 42683
126293515, 103315160, 107981500, 100170645,
CCH 126293434 BGER000084 111059747 OFAS011242 103312182 100679516 105833689 725573 101735342 4576789 5565599 41711, 41648
CNLP 126299196
CNM 126356001 BGER013166 111050004 RPRC010893-PA  OFAS002244 103314591 100679460 105838482 5573484 38242
659151,
CRF-DH RPRC000596-PA 661908 105836878
CRZ 126355922 BGER016651 111045052 OFAS005241 100116119 105830031 503862 692443 4576842 41742
1110511009, 100119132,
DH31 126298939 BGER014739 111052788 RPRC010407-PA  OFAS003583 103314709 100115139 105833436 113218809 100174854 1270451 5569983 34181
DH44 126335335 111046823 OFAS003428 661908 100679179 105836878 100576130 100174841 4577248 41170
100302296,
126266898, 111062396, 657624, 100313499, 5574558,
EH 126266900,  BGER026455 RPRC014242-PA  OFAS009237 105830409 726377 692740 4577883 5579347, 42101
111062397 103312180 100115151,
126266901 107981062 5568324
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Tabla 5. Continuacion.

NP S. gregaria B. germanica  N. lugens R. prolixus 0. fasciatus T. castaneum  N. vitripennis M. pharaonis  A. mellifera B. mori A. gambiae A. aegypti D. melanogaster
ELE 126354997 111043329  RPRC003084-PA, OFAS015577 105833586 100576796
RPRC003083-PA
ETH 126297876 111043989  RPRC014486-PA  OFAS025148 100337636 100117747 105839257 100216489 100337635 1270042 5572299 44125
FMRF 126281568 BGER020366 111051572  RPRC014988-PA  OFAS025208 103312524 100120410 105833915 100578542 692549 3289990 5578330 36030
GON 126282128
GPA2 126278307 BGER011420 111064632 RPRC007092-PA  OFAS004661 659603 100174849 1277683 110676562 5740142
GPB5 126278287 BGER011418 111063980 659543 100174855, 3291695 5570903 3355097
101737993
HAN 126298401 103314778
HP 110674066
HUG 41547
IDLSRF 126298687
IMF 100174833,
119630807
IPTH 126284832
IRP 126282268, BGER020359, 111053537, RPRC009717-PA  OFAS018844, 100142381 100117514 105832901 726057 % 1275326 5565037, 39149, 2768992
126281555 BGER013097 111046284, OFAS018845 5567483
111053538
ITG 126299204 111050122 OFAS025288 662646 100119132 118644053 726472 119631002, 1279955 5573079
100174834
ITP 126354358 BGER014246 111057547  RPRC000519-PA OFAS003278 657659 100120410 105836100 724270 100127118 1274736 5567317 37921
KIN 126343458 111054501  RPRC000022-PA OFAS017943 100174837 11176097 5572957
LK 47746
LST 36853
MS 126297601  BGER009443 111052056  RPRC000203-PA OFAS013557 100116855 105836520 726861 100379613 1281700 44324
NLGN 126330110, 111059450, RPRC002570-PA, OFAS015910 662358, 100122116, 105838638 724137, 101742943, 1273785, 23687515, 42402, 33962
126325620, 111058443, RPRC006236-PA 663865, 100123248, 411321, 101744567, 1281357, 5564665
126336045, 111051396, 658512, 100114473, 410779, 101739014, 1280747
126365371 111044814, 659717, 100123771 409003 101739442
120350722 659779
NP7B2 126278220 111056952  RPRC015183-PA  OFAS011270 662508 100116354 105838638 408614 101736661 1277869 5573386 40644
NPA BGER007679 111045335  RPRC010064-PA, OFAS014019, 103313182 105837629 678511 100174836 1272160 5564261
RPRC002095-PA OFAS014020,
OFAS014021,
OFAS014022
NPAA 126267355 BGER007679, OFAS007227 100313506
BGER025495
NPF 126298941, BGER000113 111045479  RPRC008107-PA OFAS025089 100313503 726526 100174829, 1275883 5575886 42018
126293535 100174835
NPLP 126331832 BGER012245 111057907, RPRC011668-PA,  OFAS010770 658567, 105832746 100577694 101747139, 1272677, 5565029 39798, 50190, 50286, 38003
111058001, RPRC009481-PA, 103314142, 100174827, 1276816 36186, 59235, 5740215
111046511  RPRC006960-PA 657788 105842386 37666, 50191, 317945, 42967
NTL 126343442  BGER011069 RPRC003680-PA 110386111 5740700
% 100169724, 119629139, 100169720, 100169721, 100146109, 100169718, 100169726, 100147698, 100169657, 100169708, 119629137, 101736783, 100169712, 100169719

100169716, 100169723, 100169658, 119629138, 100169722, 119629140, 100147697, 100169656, 100169725, 100169707, 100169715
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Tabla 5. Continuacion.

NP S. gregaria B. germanica  N. lugens R. prolixus 0. fasciatus T. castaneum N. vitripennis M. pharaonis  A. mellifera B. mori A. gambiae  A. aegypti D. melanogaster
NVP 126336393 RPRC003052-PA 103314006 105837869
OFAS010896
ORCK 126355637 BGER026739, 111046352 RPRC014678-PA 100680225 105836186 726294 100174840 1280471 5569132 37806
BGER026740 OFAS015031
PBAN 126324585 BGER003223 120349819 RPRC001168-PA 103314974 116416908 105830114 100126690 692749 1269266 5575794
OFAS010321
PBURS 126295353 BGER016583 111049233 100135757 100116744 105827899 413045 692730 1274652 5578519 34845
OFAS008715
PDF BGER005904 111044058 100302295, 105829752 100577073 692465 1276445 5572286 43193
OFAS015779 100678187
PK 126282095, BGER003223 120350398 100313507
126324585
PNLP 126273067
PRO2 409314
PRO4 409241
PROC 126298899  BGER009478 111048524, RPRC000390-PA 103312231 107980658 105832977 101744130 5565664 250710
111048047
PTTH 126304856 111054290 LOC103315167 103315910 105836183 692767 3289772 110677702 33238
OFAS025263
RFL 126272508
RY 126299556  BGER004936 111044744  RPRC000461-PA 100750223 107980750 100577155 101742726 1270298 5575249 5740597
OFAS018696
SGSSP 126354890
SIF 126297877 BGER020102 111061372 100142131 100313499 105838647 100578023 100174832, 1270047 5572527 578
OFAS005914 119628326,
101741959
SK 126273165 BGER004998 111060391  RPRC000519-PA 103313277 105839297 102654729 4578092 110677123 45845
OFAS003841
SNPF 126293576  BGER000113 111043799 103314419 100678187 105838249 100576163 100174974 5580248 35286
OFAS003796
SP 5564261 39494, 2768691
TK 126343426  BGER011075 111053004 RPRC000843-PA 664261 100123761 105833215 406083 100174838, 1279443 5572020 41456
OFAS010422 693012,
100169709
TRIS 126267461 BGER020113 103315201 101745081 4397725 5571024 41890
TRUNK 660640 3290689 5579958 34376
TSL 126281616 111049901 RPRC006513-PA 100118858 105831785 100576512 101738782, 1269277 42564
101744755
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10 Produccion cientifica

Parte de los resultados de este trabajo final de grado dieron origen a la siguiente presentacion en
congreso nacional:

Lavatti, Nicolas; Baricalla, Agustin; del Valle, Daiana; Rivera-Pomar, Rolando. “Transcriptomic meta-
analysis to elucidate the presence and expression of neuropeptides in insect embryos”. Presented in
the lightning talk sessions of the XIlIl CAB2C - 13th Argentinian Conference in Bioinformatics and
Computational Biology. XIll SolBio - 13th International Conference of the Iberoamerican Society of
Bioinformatics. Ill Annual Meeting of the Ibero-American Artificial Intelligence Network for Big
BioData. From 1-3 November 2023, Rosario, Prov. de Santa Fe, Argentina
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