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Glosario

Contig: Secuencia ensamblada a partir de lecturas alineadas de manera
contigua. Bajo los criterios de ensamblado de transcriptomas, se
pueden considerar andlogos de exones de un gen particular

Debris: Lecturas de baja calidad o longitud corta eliminados del ensamblado
por MIRA.
Isotig: Secuencias ensamblada a partir de varias lecturas que alinean entre

ellas; se puede considerar un analogo de una variante de splicing de
un gen particular.

Isogrupo: Conjunto de isotigs o contigs conectados entre ellos por lecturas que
divergen consistentemente hacia dos o mas contigs diferentes; se
puede considerar un anédlogo a un gen unico. Ejemplo:

>isogrupo0001 numisotigs = 3 numcontigs = 5 (gen)

contig 0001 0002 0003 0004 0005 (exones)

isotig0003  ------  —emeee e e e (variante de splicing 1)

isotig0004  —----- - e e (variante de splicing 2)

isotigd005 ~ —----- e e e (variante de splicing 3)
K-mero: Motivos en una secuencia de DNA de “K” pares de bases de longitud
Outlier: Secuencia problematica que es excluida del ensamblado; esto puede

deberse a que se trata de una secuencia quimérica o0 con regiones
de baja calidad

Repeat: Secuencias cuya semilla alinea en mas de 70% con al menos 70
lecturas mas; estas secuencias se excluyen del ensamblado

Singlet: Secuencia que no alinea con ninguna lectura durante el ensamblado



Resumen

Los alacranes son quizas los animales terrestres mas antiguos que se
conocen. Existen mas de 1500 especies alrededor del mundo, 200 de las cuales
se han descrito en México (Hoffmann 2003). Al igual que otros animales
venenosos, los alacranes poseen glandulas especializadas en la produccion y
secrecion de veneno que se localizan en el Ultimo segmento postabdominal
denominado telson. A nivel molecular y morfofisiolégico, estos Organos han
evolucionado por mas de 400 millones de afios para producir un arsenal de
toxinas que actian de manera selectiva sobre blancos exdgenos con fines de

predacion y defensa.

En esta tesis se describen los resultados de un estudio transcriptémico
realizado por pirosecuenciacion a partir de RNA obtenido del alacran de Nayarit,
Centruroides noxius. Se hicieron tres experimentos independientes de
pirosecuenciacion con los sistemas GS20, GS-FLX y FLX-Titanium de 454,
usando en cada uno de ellos tres librerias de cDNA construidas a partir de RNA
extraido del cuerpo sin telson y de la glandula de veneno en estados activo y de
mantenimiento. En total, el andlisis incluyé mas de tres millones de lecturas de
longitudes variables (entre 100 y 350 pb), ensambladas en 26 672 isotigs de 950
nucleotidos de longitud promedio (aproximadamente 19 Mb de secuencia total)
gue se agrupan en 18 979 isogrupos Y, en total, representan mas del 80% de las
lecturas aprovechadas. Mas del 70% de los isogrupos o transcritos Unicos se
expresan tanto en el cuerpo como en la glandula de veneno; 24% se expresan de
manera restringida en al glandula de veneno y el 3,5% Unicamente en el cuerpo

del alacran.

Dentro de las secuencias glandula-especificas, se identificaron 72
isogrupos (0,4% del total de transcritos Unicos ensamblados) similares a toxinas
reportadas en otras especies de aracnidos y de anémonas marinas. Estos

incluyen no sélo las toxinas caracterizadas a nivel bioquimico en el veneno de



Centruroides noxius, sino a transcritos similares a algunas toxinas bloqueadoras
de canales de potasio tipo f, toxinas que afectan canales de calcio, zinc
metaloproteasas, inhibidores de serinproteasas con dominios tipo Kunitz,
alergenos, lipasas, péptidos antimicrobianos, entre otros componentes
neurotoxicos cuya funciéon y blanco especifico no se han estudiado hasta el
momento. Esta observacién confirma que a lo largo de la historia evolutiva de
estos aracnidos, han ocurrido diferentes eventos de reclutamiento y de duplicacion
de genes que han permitido generar una combinatoria de proteinas que los

alacranes utilizan eficientemente en las glandulas de veneno.

La evaluacion de los niveles de abundancia transcripcional revelé que el 3%
y 2% del total de isogrupos ensamblados, mostraron mayor expresion en la
glandula activa y en la glandula en estado de reposo, respectivamente. Entre
estos transcritos, destacan 23 isogrupos similares a toxinas, 15 de los cuales se
expresan preferentemente en la glandula activa y 8 en estado de reposo.

Los resultados obtenidos en este trabajo representan el primer estudio a
gran escala que describe de manera integral el universo de ESTs presentes en el
alacran Centruroides noxius, un organismo de enorme relevancia médica y

evolutiva.



1 Introduccién

La construccion y tamizado de bancos de cDNA proveniente de las
glandulas de veneno, asi como caracterizaciones bioquimicas y recientemente, el
uso de perfiles proteémicos de los venenos completos de diferentes especies de
alacranes, han permitido identificar aproximadamente 600 secuencias similares a
toxinas en diferentes especies de alacranes. Esta informacién ha ayudado a
entender de manera parcial la complejidad de los venenos, dejando abierta la
posibilidad de que aun estemos lejos de conocer la gama completa de péptidos
activos que los conforman. Adicionalmente, es importante resaltar que se conoce
poco sobre los procesos celulares que ocurren en el interior de la glandula y que
estan detras de la conformacién de una mezcla proteica tan diversa como lo es el

veneno de estos artropodos.

La implementacién de estrategias de andlisis a gran escala en el estudio de
animales venenosos, que en conjunto se conoce como “venomics”, es una
excelente alternativa para estudiar a fondo la complejidad biolégica de estos
organismos. En particular, un enfoque transcriptomico basado en metodologias
eficientes como la pirosecuenciacién, tiene un enorme potencial tanto en el campo
de la toxinologia como desde una perspectiva evolutiva, pues ofrece un panorama
integral de las redes de interacciones comunes con otros eucariotes, asi como de

los procesos y de las familias de genes especificas de alacran.

1.1 Venenosy Toxinas

La capacidad de producir y secretar veneno desarrollada por un gran
namero de animales, entre los que se encuentran algunos artrépodos, reptiles,
mamiferos, cefalopodos y animales marinos, puede considerarse una importante
innovacion evolutiva, fundamentalmente utilizada para predacion y defensa. Los

venenos son mezclas complejas de sales, lipidos, poliaminas y diferentes



combinaciones de proteinas. Estas Ultimas son el resultado de eventos de
reclutamiento, que tipicamente involucran la duplicacibn de genes clave en
procesos regulatorios y que, posterior a la duplicacién, se expresan de manera
selectiva en la glandula de veneno. Se han identificado estructuras proteicas
comunes, altamente conservadas en los venenos (Fig.1), entre las que destacan
las proteinas del grupo CAP [(Cystein-rich secretory proteins (CRISP), Antigen 5
(Ag5), Pathogenesis-related (PR-1)], quitinasas, defensinas, hialuronidasas,
Kunitz, lectinas, péptidos natriuréticos, proteasas, fosfolipasas A2 (PLA2),
esfingomielinasa D (SMasaD), entre otras. Estos componentes actian de manera
especifica sobre una gran variedad de blancos exdégenos, como receptores de
membrana, canales idnicos y otras proteinas citosdlicas, y su efecto biolégico
reside en alguno de los siguientes mecanismos generales: dafios estructurales
causados por la catdlisis de la hidrolisis de sustratos universalmente presentes (ej.
SMasaD, PLA2, hialuronidasa); desbalance fisioldgico o respuestas de corta
duracion causadas por el mimetismo de proteinas enddégenas como si estas
fueran sobre expresadas (ej. peptidasa de tipo S1); mimetismo de proteinas
endbégenas que actian como inhibidores competitivos y causan alteraciones en
respuestas fisioldgicas (revisado por Fry et al. 2009). Todas las toxinas se generan
a partir de precursores que muestran un péptido sefial de secrecién en el extremo
N-terminal, el cual se escinde para dar lugar a la proteina madura cuya estructura
terciaria se estabiliza generalemente debido a la formacion de numerosos puentes

disulfuro.

En el caso particular de los alacranes, los componentes del veneno mejor
caracterizados son los péptidos que reconocen canales i6nicos y receptores en
membranas excitables. Estas toxinas se han clasificado en funcién de la
especificidad de las especies a las que pueden afectar (mamiferos, insectos,
crustaceos), de sus receptores blanco, la longitud de las secuencias (largas o
cortas), el mecanismo de accién y sitios de union (o y p). Las toxinas de cadena
corta interfieren con el funcionamiento de los canales de potasio (Tytgat et al.
1999; Garcia et al. 2001), mientras que las toxinas de cadenas mas largas (59-76
residuos de longitud) modifican el funcionamiento de algunos canales de sodio

4



(Possani et al. 1999; Cestéle & Catterall, 2000; Ramirez-Dominguez et al. 2002;
Gordon & Gurevitz, 2003). Dentro de esta ultima categoria existen dos sub-
familias con diferentes sitios de unién al canal. Las de tipo alfa (a-NaTx) se unen
al sitio 3 y disminuyen la velocidad del proceso de desactivacion del canal al
impedir el movimiento del segmento S4 durante la despolarizacion de la
membrana. Las de tipo beta ($-NaTx) se unen al sitio 4 e inducen un cambio del
potencial de activacion del canal hacia potenciales de membrana hiperpolarizados.
Otras toxinas actlan de manera especifica sobre canales de calcio (Valdivia &
Possani, 1998; Chuang et al. 1998; Olamendi-Portugal et al. 2002) y canales de
cloro (DeBin et al. 1993).

De las estructuras antes mencionadas, también se han identificado (a nivel
transcripcional y/o preteémico) algunas secuencias similares a defensinas (Conde
et al. 2000; Torres-Larios et al. 2000; Corzo et al. 2001), hialuronidasas (Feng et
al. 2010), fosfolipasas (Zamudio et al. 1997; Conde et al. 1999) y metaloproteasas
(Fletcher et al. 2009). Por otra parte, se ha observado que algunos componentes
proteicos del veneno tienen actividad analgésica (Guan et al. 2001) o pueden ser
utilizados como agentes anti-epilépticos (Corona et al. 2003). En muchos de estos
ejemplos se desconoce el papel que estas familias de toxinas puedan jugar en
eventos de envenenamiento en mamiferos, pero es claro que la presencia de esta
gama de toxinas en la glandula de veneno es el resultado de diferentes eventos de
reclutamiento y duplicacion de genes que han permitido generar una combinatoria
de proteinas que los alacranes utilizan eficientemente con fines de depredacion y
defensa.

Se estima gue en conjunto, estos componentes proteicos conforman entre
35y 70% del veneno total de los alacranes extraido por estimulacion eléctrica.
Estas observaciones ponen en evidencia el enorme potencial de las toxinas de

alacran en el campo de la farmacologia y de la biotecnologia.
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1.2 Pirosecuenciacion

La pirosecuenciacion es una estrategia de secuenciacion por sintesis,
masiva y en paralelo de DNA, que se basa en la deteccién de luz producida cada
vez que se incorpora un nucleétido complementario a la cadena molde o templado
(Fig. 2). El protocolo de pirosecuenciacion comprende cuatro pasos
fundamentales: la generacion de una libreria de DNA de cadena sencilla (ssDNA);
amplificacion clonal en emulsion por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
de la libreria; secuenciacion por sintesis y analisis de datos (Margulies et al. 2005).

El principio basico de esta metodologia (Fig. 2), reside en aprovechar el
pirofosfato (PPi) que se libera cada vez que se forma un nuevo enlace fosfodiéster
cuando un nucleétido complementario a la cadena de DNA que funge como
templado, se incorpora a la cadena en crecimiento. En presencia de adenosin 5’
fosfosulfato (APS), la sulfurilasa transfiere el PPi al APS, liberando ATP y sulfato.
El ATP generado permite que la luciferasa convierta la luciferina en oxiluciferina,
gue genera luz visible proporcional a la cantidad de ATP presente y por tanto,

proporcional al numero de nucle6tidos incorporados.

DNA polimerasa

\ Templado

A Figura 2. Principio basico de la
ACGTGGGCCTATAGCTACTCGGACACCTAQECATATCGCCCS pirosecuenciacion. La
_ ) incorporacion de un nucleétido
b 51 21 g aaceecy complementario libera un
pirofosfato (PPi) o Primer pwoqufato que la sulfurilasa
v, "Ny e convierte en ATP para ser .usado
. S " por la quferasa y producir una

Hg;hl pirofosfato en ATP sefial luminosa.

La luciferasa usa ATP para
convertir la luciferina en
oxiluciferina, produciendo luz

Para la construccion de la libreria, la muestra de DNA o cDNA debe ser
fragmentada, ligada a adaptadores (necesarios para pasos posteriores de
purificacion, amplificacion y secuenciacion) en los extremos 5’ y 3’ y separada en

segmentos de cadena sencilla. Estos segmentos se inmovilizan en perlas de



captura bajo condiciones que favorecen la unién de un solo segmento de la libreria
por perla. Posteriormente, las perlas se encierran en gotas que funcionan como
“microreactores” en una emulsién en aceite que contiene los reactivos necesarios
para la amplificacién clonal por PCR (Fig. 3). Con este paso de amplificacion, cada
perla se enriquece con millones de copias de un solo tipo de secuencia molde. La
emulsion se rompe y las hebras de DNA se desnaturalizan; las perlas que llevan
unidas las secuencias templado de cadena sencilla se depositan en pozos en una
placa de fibra Optica. Adicionalmente, en cada pozo se introducen perlas a las
cuales se han fijado las enzimas necesarias para la reaccién de secuenciacion. El
sistema de flujo del secuenciador deja pasar sucesivamente los nucleétidos de
manera individual en un orden fijo, asi como otros sustratos y amortiguadores
necesarios para las reacciones. La sefial luminosa producida, proporcional al
namero de bases incorporadas en cada flujo de nucleétidos, se capta por una
camara CCD. De esta forma, la combinacion de la intensidad luminosa y la
informacién de las posiciones de cada pozo a lo largo de la placa, permite
determinar la secuencia de cada fragmento de la libreria (Margulies et al. 2005).

a Roche/454, Life/APG, Polonator
Emulsion PCR

One DNA molecule per bead. Clonal amplification to thousands of copies occurs in microreactors in an emulsion
100200 million beads

PCR Break Template

amPhﬂcatlon emulsion dissociation @m

PAVEVAVE:S

Chemically cross-

Primer, template,
dNTPs and polymerase linked to a glass slide

Figura 3. PCR en emulsion y pegado de las secuencias de cadena sencilla a las perlas de captura
(Metzker, 2009)

Esta forma de secuenciacién masiva presenta muchas ventajas respecto a
otros sistemas recientemente desarrollados. En primer lugar, es importante
resaltar que no se requiere una amplificacién de la muestra de DNA previa a la
construccioén de la libreria. Aplicando este principio a estudios de transcriptomica,
se vuelve evidente que el niumero de lecturas obtenidas refleja de manera directa

la abundancia del transcrito en las condiciones de estudio. Por ello, es posible



tener un panorama cualitativo y cuantitativo de las secuencias presentes al
momento de la extraccién del material genético. Otra ventaja importante sobre
otros métodos de secuenciacidbn masiva, es que permite hacer ensamblados de
novo de manera confiable (Huse et al. 2007). En efecto, las lecturas cortas
generadas por equipos como Illumina o Solid, se ensamblan principalmente sobre
anclas de secuencia conocidas. Esto se vuelve una limitante cuando no se tiene
informacion previa de la muestra de DNA o del organismo de interés. Por ello, las
lecturas de hasta 400 nucledtidos que se obtienen por pirosecuenciacion permiten
generar ensamblados mas robustos sin necesidad de tener conocimiento previo

de la muestra que se desea secuenciar (Tabla 1).

Tablal. Comparacion de algunas plataformas de secuenciacién masiva

Longitud

(€]s]
Tipo de de las Algunas aplicaciones
Plataforma generadas Acceso web

secuenciacion lecturas : / ventajas
por corrida
(pb)

Secuenciacion de
Roche 454 .
genomas complejos
GS FLX PS ~400 ~0.5 454 .com
o de novo,
Titanium .
transcriptomica
i Re-secuenciar www.illumina.
lllumina TR 100 10-95* )
genomas conocidos, com
andlisis de —
. . www.appliedbio
AB SOLID SL 75 30-50 polimorfismos systems.com
Permite secuenciar
. } o www.helicosbio.
Helicos TR 35 21 — 35* moléculas individuales
com
de DNA
Secuenciacion de
genomasy
. www.iontorrent.
lon Torrent DH (pH) ~200 0.1-1* transcriptomas
com
pequefios de baja
complejidad

*Gb generadas en funcion de los tiempos de corrida. PS: pirosecuenciacion; TR: terminadores

reversibles; SL: secuenciacién por ligacion; DH: deteccién de iones H"



1.3 Algoritmos de ensamblado

El uso cada vez mas frecuente de plataformas de secuenciacion a gran
escala ha hecho indispensable el desarrollo de algoritmos de ensamblado,
capaces de soportar numeros elevados de lecturas de longitudes cortas, tanto
para ensamblados de novo, como para mapear secuencias sobre anclas
gendémicas conocidas. En general, estos algoritmos se clasifican en tres tipos:
“glotones” (greedy) basados en graficos; de empalme y los que utilizan la
aproximacion de Brujin (Miller et al. 2010; Kumar et al. 2010). Los dos primeros se
han usado ampliamente para ensamblar secuencias obtenidas con Sanger y
pirosecuenciacion, mientras que el tercer tipo ha probado ser mas Uutil para

lecturas cortas obtenidas con sistemas como lllumina o Solid.

El primer tipo de algoritmo aplica como principio basico agregar una a una,
nuevas lecturas a una secuencia de base, repitiendo esta operacion hasta que no
es posible seguir afiadiendo lecturas a la secuencia de partida. Para ello, se
utilizan graficos, donde cada nodo representa una lectura y los vértices
corresponden a los empalmes que hay entre las secuencias, los cuales se
califican haciendo alineamientos pareados (Fig. 4). Este tipo de algoritmos,
simplifican la construccion de los graficos, tomando en cuenta Unicamente los
empalmes mejor calificados, segun diferentes funciones de evaluacion. Este es el
caso de MIRA (Chevreux, et al. 2004), cuya aplicacion en el ensamblado de las

lecturas de C. noxius sera discutida mas adelante.

Los algoritmos de empalme OLC (por su nombre en inglés:
Overlap/Layout/Consensus) como Newbler o CABOG de Celera, tienen dos
etapas fundamentales: se hacen alineamientos pareados entre todas las lecturas
de entrada para generar “unitigs” con empalmes de alta calidad. Este paso se
vuelve eficiente al aplicar un algoritmo heuristico de extensién de semilla, que
busca k-meros (motivos de longitud k) en las lecturas, para definir candidatos
para alineamientos posteriores entre aquellas secuencias que comparten dicha

semilla. La longitud de la semilla, el tamafio minimo del empalme, asi como el
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porcentaje minimo de identidad del alineamiento, son los tres criterios mas
importantes para lograr mayor robustez en la generacion de unitigs.
Posteriormente, la operacion de busqueda se repite entre los unitigs obtenidos,

para formar contigs mas largos y finalmente, scaffolds o metacontigs.

A. B
aaccgg rai_::}:_;;t:
Iaa:: }—o{ accg I——I ccgg I ----- : ¥ aceg % eegg —* cggt —* ggtt
D aace []accg [ ccag D ch:‘::";t
L L1

Figura 4. Representacién de las lecturas con grafos. A. Una lectura esta representada por K-meros
de longitud K=4. El grafo tiene un nodo para cada K-mero de la lectura, y un vértice que une cada
pareja de K-meros que se empalman en K-1 bases. Alternativamente, cada vértice representa un
K-mero y los nodos el empalme de K-1 bases. B. Un alineamiento pareado se representa con K-

meros que incluyen ambas lecturas (Miller et al. 2010).
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2 Antecedentes

La importancia en términos de salud publica de los alacranes, los cuales
causan alrededor de un cuarto de millobn de casos de envenenamiento en
Norteamérica cada afio (Boyer et al. 2009), ha sesgado el estudio de los venenos
hacia la caracterizacion de péptidos con efectos neurotdxicos. Si bien hemos
logrado describir de manera parcial la complejidad composicional de los venenos a
nivel protedmico y bioquimico, la informacion referente a los procesos celulares y
de regulacion que dan origen a esta mezcla proteica, la organizacion gendémica de
estos organismos y las posibles variaciones inter-especie, es muy limitada.
Tomando en cuenta que los primeros fosiles taxonomicamente identificables de
animales terrestres en conjunto con analisis filogendmicos (Jeyaprakash et al.
2009; Pisan et al. 2004), han fechado el origen de los alacranes hace mas de 400
millones de afios (Fig. 5) y que el tiempo de divergencia entre los aracnidos y los
insectos ocurrid hace mas de 700 millones de afos, es claro que el estudio de los

alacranes debe abordarse desde perspectivas médicas, farmacoldgicas y

evolutivas.
Cambrian evolutionary explosion= rFirst body fossils of terrestrial arthropods

5442_50 E Chilopoda (centipedes)

649-63 i é Diplopoda (millipedes)
1480 : Xiphosura (horseshoe crabs)

725-46 : E Arachnida (e.g., spiders)
614_£| : : Branchiopoda (e.g., brine shrimp)
E : Malacostraca (e.qg., crabs)
e : : Insecta (insects)
E : Deuterostomia (e.g., vertebrates)
Proterozoic | Phanerozoic

I | | | | | | | |
1000 900 800 700 600 500 400 300 200 100 0
Million years ago

Figura 5. Escala temporal de la evolucion de los artrépodos (Pisan et al. 2004).
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2.1 Estado del arte en la gendmica de los alacranes

La informacién referente al tamafio del genoma del alacran, el nUmero de
cromosomas Y la ploidia de estos organismos se ha discutido en algunos reportes
sin llegar a un consenso. En particular, los cariotipos hasta el momento estudiados
de las diferentes familias de alacranes varian enormemente. Dentro de la familia
Buthidae, los géneros Tityus y Mesobuthus son los mejor estudiados en este
sentido. Se estima que el genoma haploide del alacran Mesobuthus martensii
Karsch comprende cerca de 600 Mpb, el cual se calculdé por citometria de flujo
usando células del aparato reproductor femenino y masculino (Li et al. 2009). Los
cromosomas varian entre familias de alacranes tanto en namero (de 2n<10 hasta
2n>100) (Schneider et al. 2009 y 2010) como en morfologia (Tabla 2).

Tabla 2. Cariotipos de algunas especies de alacranes

Buthidae

Androctonus 24 Holocéntrico

australis, bicolor

Centruroides 26 Holocéntrico

exilicauda, vittatus

Tityus serrulatus 12 Probablemente holocéntrico
luroidea

Hadrurus hirsutus ~100 -
Scorpionidae

Heterometrus 112 Monocéntrico

gravimanus

Pandinus imperator 120 M, A
Urodacidae

Urodacus armatus 124, 144 M, AT
Liochelidae

Liocheles 54 - 64 M, T

australasiae

M: metacéntrico; A: acrocéntrico; T: telocéntrico

Si bien el cariotipo de C. noxius no se ha estudiado, podemos inferir
basados en los datos de especies de la familia Buthidae (Tabla 2), que el nimero
de cromosomas se encuentra alrededor de 2n~26 y que muy probablemente estos
son de tipo holocéntrico.
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2.2 Toxinas caracterizadas en el veneno de Centruroides noxius

La relevancia médica de las neurotoxinas, asi como su utilidad como

herramientas farmacoldgicas en el estudio del funcionamiento de canales iénicos,

ha sesgado el estudio del veneno de los alacranes hacia la caracterizacién de

dichos péptidos (Rodriguez de la Vega et al. 2010). Un claro ejemplo es el caso

del alacran Centruroides noxius, que es la especie de mayor toxicidad en México y

cuyos componentes neurotdxicos se han estudiado bioquimicamente. Como se

muestra en la tabla 3, en esta especie se han aislado tanto toxinas moduladoras

de la funcién de canales de sodio (NaTx) (Ramirez-Dominguez et al. 2002; del

Rio-Portilla et al. 2004) como blogueadoras de canales de potasio (KTx) (Nieto et

al. 1996; Garcia-Valdés 2001; Corona et al. 2002), con blancos de accién en

mamiferos, insectos y crustaceos.

Tabla 3. Toxinas que actdan sobre canales i6nicos caracterizadas en el veneno de C. noxius

Tipo de Toxinas

Blanco / Familia

Nombre

Toxinas modificadoras de canales
de sodio (NaTx)

7 Especificas para mamiferos / beta 7

toxinas

Cn2, Cn3, Cn4, Cn6-9

Especificas para insectos y
crustaceos / alfa-beta toxinas

Cnl, Cn5, Cnl10, Cnl11, Cn12

Toxinas bloqueadoras de canales
de potasio (KTx)

Canales de tipo Maxi-K en
mamiferos / toxinas de cadena
corta

a-1.11 Slotoxina

Mamiferos y grillos / toxinas de
cadena corta

a-2.1 Noxiustoxina
a-2.4 Noxiustoxina2

Canales de tipo Shaker By
canales de potasio tipo Kv1.1,
Kv1l.2 y Kv1.3 / toxinas de cadena
corta

a-10.1 Cobatoxina
a-10.2 Cobatoxina

Canales de tipo K*-Erg en distintas
especies / Ergtoxinas

v-1.1 CnErgl
v-3.1 CnErg2
v-4.13 CnErg3
y-4.11 CnErg4
v-4.2 CnErg5

14




Si bien es cierto que el estudio de los animales venenosos se ha
concentrado fundamentalmente en la identificacion y caracterizacion bioquimica
de moléculas con posibles implicaciones médicas y farmacolbgicas, las
aproximaciones “Omicas” se han convertido en herramientas clave para entender
la complejidad de estos organismos. La transcriptomica en particular, se ha usado
de manera recurrente para entender diferentes funciones de las glandulas de
veneno de algunas especies de alacranes como discutiremos en las siguientes

secciones.

2.3 Perfiles transcripcionales de glandulas de veneno de alacranes

Dada la complejidad composicional de los venenos de los alacranes
observada en experimentos de separacién por cromatografia liquida de alta
presion (HPLC) (revisado por Rodriguez de la Vega et al. 2010), asi como la falta
de informacion referente a los procesos celulares detras del ensamblado del
arsenal de toxinas, en los Ultimos afios se ha visto un creciente interés por abordar
el estudio de los alacranes con base en el analisis de las secuencias expresadas
en la glandula de veneno, denominadas ESTs (por sus siglas en ingles “Expressed
Sequence Tags”). Sin duda, un estudio pionero en el uso de esta aproximacion fue
la secuenciacion de ESTs de la glandula del alacrdn mexicano Hadrurus gertschi
(Schwartz et al. 2007), en el que se obtuvieron 147 secuencias de calidad que
permitieron estudiar el contexto celular de la glandula de veneno. Otros estudios
similares se han hecho en especies tanto de la familia Buthidae (Lychas
mucronatus, Ruiming et al. 2010; Buthus occitanus Israelis, Kozminsky-Atias et al.
2008; Tityus discrepans, D’Suze et al. 2009) como de las familias Scorpionidae y
Euscorpiidae (Scorpiops jendeki, Ma et al. 2009; Heterometrus petersii, Ma et al.
2010), mostrando diferencias importantes en los perfiles transcripcionales en
términos de abundancia y diversidad de secuencias similares a toxinas (Tabla 4).
Estos reportes comparten una base metodoldgica: las librerias de cDNA se
construyeron a partir de RNA proveniente de glandulas entre 2 y 5 dias después

de la extraccidbn de veneno por estimulacion eléctrica, lo cual implica que la
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glandula esta comprometida en el proceso de regeneracién del veneno. Esta
condicion resulta ser muy util para explorar la diversidad de transcritos de toxinas
gue no necesariamente se expresan de manera activa una vez que el veneno ha
sido producido. En efecto, el andlisis de las glandulas en estado activo o de
regeneracibn mostré un importante enriquecimiento de los transcriptomas con
secuencias similares a toxinas, teniendo entre 50 -78% en el caso de la familia
Buthidae, y 30 -44% en las familias luridae, Scorpionidae y Euscorpiidae, del total
de los ESTs clasificados como componentes proteicos del veneno. Ademas de las
toxinas previamente caracterizadas (fundamentalmente neurotoxinas y otras
toxinas de canales idnicos), otros potenciales componentes del veneno como
LVPs (por su nombre en inglés “lipolysis activating factors”), fosfolipasas A2
(PLA2), péptidos antimicrobianos (AMP), metaloproteasas, proteinas salivales
secretorias de garrapata, precursores de péptidos citoliticos y otras proteinas ricas

en cisteinas con péptidos de secrecion, se identificaron a nivel transcripcional.

A diferencia de los estudios antes mencionados, Morgenstern vy
colaboradores analizaron ESTs provenientes de glandulas en estado de
mantenimiento (Morgenstern et al. 2011). En este caso, la libreria de cDNA se
construyd a partir de un solo individuo de la especie Hottentota judaicus
perteneciente a la familia Buthidae, el cual se mantuvo sin alimento por 14 dias
para evitar la estimulacion de la glandula en la produccion de veneno y no fue
ordefiado previo a la remocion del telson. Comparado con otras especies, el perfil
transcripcional mantuvo un nivel de secuencias similares a toxinas bajo (incluso
menor que en especies no buthides,) correspondiente al 24% del total de ESTs, y
mostraba proporciones atipicas de las diferentes familias de toxinas. En efecto, se
observé que la abundancia de toxinas modificadoras de canales de sodio era
relativamente baja, mientras que las toxinas bloqueadoras de canales de potasio
eran las mas abundantes, mostrando un patrén de expresién poco frecuente en la
familia Buthidae. Ademas, la proporcion de los clases mas importantes de toxinas
de sodio mostré que las tipo a estaban claramente sub-representadas con una

relacion a.:p de 24:76 (comparado con una relacién 40:20 en B. occitanus).
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Tabla 4. Perfiles transcripcionales de glandulas de veneno de algunas especies de alacran

Species Family Sequences %EST Reference
31% CV
*Hadrurus gertschi luridae 615;1;5331{;3'—55 19% PV Schwartz et al. 2007
50% N/H
. . 55% CV .
* .
Centruroides noxius Buthidae 126 ESTs 30% PC dat0§ no publicados;
Hoffmann 15% N/H Carrefio Campos, 2007
N : 0 . N
Buthus ocpltanus Buthidae 450 ESTs 78% CV Kozminsky-Atias et al.
Israelis - 2008
50% CV
*Tityus discrepans Buthidae 51113582—2 13% PC D’Suze et al. 2009
37% N/H
40% CV
*Scorpiops jendeki Euscorpiidae Zgglclllzjit-gs 30% PC Ma et al. 2009
24% N/H
55% CV
*Lychas mucronatus Buthidae Sggsclllzjit-gs 22% PC Ruiming et al. 2010
23% N/H
68% CV
*
Heteromgtrus Scorpionidae 486 ESTs 20% PC Ma et al. 2010
petersii 184 clusters 120% N/H
24% CV
**Hottentota judaicus Buthidae 2227055;?3 39% PC Morgenstern et al. 2011
37% N/H

CV, componente del veneno; PC, procesos celulares; N/H, no determinado/hipotético. *Glandula
activa o en regeneracién. ** Glandula en mantenimiento o reposo.

Por otra parte, se observé que una proporcion significativa de los transcritos
similares a toxinas (NaTx en particular) tenian caracteristicas que muy
probablemente impedian el procesamiento correcto de estos durante la traduccion
en la glandula. Por ejemplo, se encontraron ESTs similares a la toxina km-BUTX-
Hjlc sin la secuencia correspondiente al péptido sefal que, una vez comparados
con la organizacién gendémica de esta toxina, parecian haber perdido el exén 1
gue incluye ademas una parte de la regién 5’'UTR; en otros casos se habia perdido

el coddn de paro, o los ESTs mostraban una acumulacion anormal de mutaciones.
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Sorprendentemente, la toxina BjxtrIT que es considerada como el componente
mayoritario del veneno de este alacran (~1% del peso seco del veneno crudo) no
se detectd a nivel transcripcional. En conjunto, estas observaciones indican que el
transcriptoma no refleja directamente la composicién del veneno, y mas bien
parece ser un indicador de los niveles de transcritos necesarios para mantener la

glandula en un estado basal.

Algunos de los procesos celulares comunmente representados en estas
librerias, corresponden a transcripcion, metabolismo de proteinas y transporte.
Cabe mencionar que en cada uno de los reportes antes mencionados, se
obtuvieron ESTs que no tienen similitud significativa en las bases de datos. Esto
puede implicar que existen transcritos cuya funcién no se ha descrito, y que
podrian representar nuevas familias de genes especificas del alacran. En
conjunto, esta informacion es sumamente interesante, ya que a diferencia de los
perfiles proteémicos realizados previamente, ofrecen una vision integral de los

procesos bioldgicos que ocurren en la glandula de veneno.

Hasta este momento, el uso de estrategias de secuenciacibn masiva, en
particular de la pirosecuenciacién, ha sido empleada Unicamente en el estudio del
transcriptoma del alacran africano Pandinus imperator (Roeding et al. 2009). En
este estudio, se obtuvieron alrededor de 429,000 lecturas con una longitud
promedio de 223 + 50nt, que fueron ensambladas en 8334 contigs (Tabla 5) con el
programa MIRA (Fig. 6). Haciendo una busqueda por homologia de estas
secuencias sobre las bases de datos UniProt, FlyBase y de otros quelicerados, se
observé que aproximadamente 72% de las secuencias ensambladas tienen
identidad significativa con al menos una secuencia de las bases de datos
utilizadas, tomando como unico criterio de corte un valor de expectacion de 1le-04.
A diferencia de los trabajos antes descritos, este estudio no busca identificar
familias de toxinas y se enfoca en un andlisis filogenémico con familias
multigénicas, para lo cual se usaron 149 genes ortélogos de 67 taxa diferentes,
teniendo como objetivo entender la relacién entre artropodos incluyendo los datos

de Pandinus imperator. Si bien ofrece un punto de referencia interesante por la
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diversidad de secuencias generadas, no es posible discernir entre los ESTs
glandula especificos y las secuencias que se expresan de manera indistinta en el
organismo dado que las librerias de cDNA se construyeron a partir de transcritos

del cuerpo completo del alacran incluyendo el telson.

Tabla 5. Resultados del ensamblado del transcriptoma de P. imperator

reads contigs singlets debris
428, 844 8,334 26, 147 70, 082
223 + 50pb 422 + 50pb 226 pb 256 pb
1000000 3400
3200
100000 { zaoon| |
f 0] |
10000 [ all reads 2 |
. Hcontigs 7 l l J-
g 1000 =8 | T
3 wl | T T 7
£ contigs contig  singleton all reads

100

reads reads

10

1

'@"‘ﬁp JEP '\@5@9 EB:P\ .\'EF.,"‘EPNB ¢§P§P‘\ Qﬁlﬁ,ﬁﬁﬁ ﬁﬁm@@

'\\\\’\ .}Th

\\Q'\@ oo as _\Q ‘39@\@\\-\\@\19 \\ '\‘ “?\‘@\;@;Q\iﬁ a?\ -
length classes [bp]

Figura 6. Frecuencia de los contigs, lecturas y singlets de P. imperator en rangos de longitud

Por todo lo anterior, es interesante plantear la posibilidad de recurrir a
metodologias como la pirosecuenciacion, para lograr un estudio mas completo del
universo transcripcional de los alacranes, con un especial énfasis en las glandulas
de veneno. Dado que la pirosecuenciacion es hoy en dia una herramienta
poderosa capaz de generar mas de 500,000 secuencias de calidad con longitudes
de entre 100 y 450 nucleétidos (Margulies et al. 2005; Huse et al. 2007), permite
no solo cubrir la diversidad transcripcional de los 6rganos productores de veneno
(caracterizacion cualitativa), si no que nos da la oportunidad de hacer un estudio
cuantitativo en términos de niveles de expresion génica. Un estudio de esta
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naturaleza permitirdA ademas generar informacion que sentard las bases para

estudios moleculares posteriores a gran escala.
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3 Hipotesis

Existen diferencias a nivel transcripcional entre el estado de reposo y el
estado activo de la glandula de veneno de alacran, cuantificables en términos de
abundancia y diversidad de secuencias expresadas que pueden identificarse por

pirosecuenciacion.

4 Objetivo general

Identificar las diferencias entre los perfiles transcripcionales de la glandula
de veneno del alacran C. noxius, comparando la diversidad y abundancia de
secuencias expresadas en estados de reposo y actividad.

5 Objetivos particulares

= Obtener un ensamblado de novo confiable de las secuencias obtenidas
con las lecturas de pirosecuenciacion.

= |dentificar las secuencias que se expresan especificamente en el cuerpo
del alacran, en el telson o de manera indistinta en el organismo.

= Proponer una estrategia de anotaciéon para asignar funcion a las
secuencias ensambladas.

= |dentificar las familias de toxinas que se expresan en la glandula de
veneno.

= Comparar con pruebas estadisticas la abundancia transcripcional de las
secuencias glandula especificas antes y después de la ordefa.
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6 Metodologia

Construccion de las Librerias de cDNA

v

Glandula
; | Cuerpo s/telsén
Activa Mantenimiento
Pirosecuenciacion: 454 GS20,FLX
Raw data Sequences _ (I)velrlap intlo
and quality Overiap ' ‘
Base calling Detection : E
— ~— 7| e Duplicate reads
i < Ealse overiap -
RS « Repetitive sgquence
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Y

Contig formation
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f il Contig
=—======""=="2== | Annotation Cleaning
] S oame or TesasEomDY
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6.1 Preparacion de las librerias de cDNA

Se construyeron 9 librerias de cDNA de la especie Centruroides noxius
Hoffmann, 1932, a partir de RNA extraido del cuerpo de un alacréan sin telson
(3 librerias) y del telson de 20 individuos en dos estados diferentes:

= Activo 0 de regeneracion: el telson se removié 5 dias después de
extraer el veneno por estimulacion eléctrica (3 librerias)
» Pasivo o de mantenimiento: sin extraccion de veneno previa a la

remocion del telson (3 librerias)

El RNA total se extrajo con TRIZOL (Invitrogen). Para la sintesis del cDNA se
utilizé el paquete comercial Message Amp-Il (Ambion) siguiendo el protocolo
recomendado por el proveedor. Para la sintesis de la primera cadena de cDNA
se utilizaron oligos T7 (dT). Después de una segunda reaccion de sintesis, 5-
10 ng del cDNA de doble cadena se amplificaron por trascripcion in vitro; el
RNA anti-sentido (aRNA) resultante se purific6 usando columnas Qiagen
RNAeasy (Qiagen) para ser usado como templado en una segunda ronda de
sintesis de cDNA. En este paso se usaron nonameros al azar (Amersham)
para la sintesis de la primera cadena. El cDNA resultante se purificé con el
paquete comercial DNA Clear (Ambion) y posteriormente se nebuliz6 para
obtener fragmentos de 200-700 pb previo a la secuenciacion.

6.2 Pirosecuenciacion por GS20-454, GS-FLX y FLX-Titanium

Las muestras de cDNA fueron reparadas en los extremos y ligadas a
adaptadores. El enriquecimiento en las perlas de estreptavidina, la
desnaturalizacion del DNA y el PCR en emulsién se hicieron de acuerdo al
protocolo descrito por Margulies y colaboradores (Margulies et al. 2005). Tanto
la preparacion de las librerias como la secuenciacion con los sistemas de 454
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Roche se llevaron a cabo en el Laboratorio Nacional de Gendmica para la
Biodiversidad (LANGEBIO), Cinvestav Unidad Irapuato, México.

6.3 Ensamblado de novo de las lecturas de pirosecuenciacion

Se hizo un ensamblado global que incluy6 todas las lecturas obtenidas en las

corridas de pirosecuenciacion de la glandula activa, en reposo y del cuerpo sin

el telson. Para ello, se utiliz6 el ensamblador Newbler 2.5 en modo de cDNA

con los pardmetros preestablecidos en el programa.

Adicionalmente, las lecturas clasificadas como “singlets” en el ensamblado de

Newbler, se re-ensamblaron con MIRA en modo cDNA, tomando como longitud

minima 50 pb y por lo menos 2 lecturas en cada contig.

6.4 Andlisis cualitativo de la diversidad de transcritos

6.4.1

6.4.2

Busquedas por homologia

Las secuencias ensambladas y los singlets se compararon con Blastx y
Blastp (Altschul et al. 1990) en la bases de datos NCBI-NR, FlyBase y la
coleccion de toxinas depositada en ToxProt (http://www.expasy.ch/sprot/tox-
prot/tox-prot_stat.html). Los criterios de corte considerados para filtrar
alineamientos significativos con ambas estrategias de Blast fueron:

Valor de expectacion: 1le-04

Porcentaje de identidad: 30%

Porcentaje de alineamiento del contig: 30%

Blusqueda de dominios de proteinas

Se utilizé el programa HMMER (Eddy 1998), basado en busquedas con
modelos ocultos de Markov sobre la base de datos de Pfam para identificar

dominios de proteinas. Se tomé un corte de valor de expectacién de 0,1.
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6.4.3

6.4.4

6.4.5

Busqueda de péptidos sefal

Las secuencias ensambladas fueron se analizaron en el servidor SIGNALP
(Emanuelsson et al. 2007), el cual predice la presencia y ubicacion de los
sitios de corte de péptidos sefial en las secuencias de amino &cidos tanto
en eucariotes como en procariotes. Este servidor incorpora dos algoritmos
diferentes, uno basado en redes neurales y el otro en modelos ocultos de
Markov. Las secuencias con expresion especifica en el telson que
mostraron tener un péptido sefial predicho con ambas estrategias de

busqueda fueron consideradas como posibles componentes del veneno.

Andlisis filogenético

Las secuencias ensambladas similares a toxinas se alinearon por familias
con Clustalw (Larkin et al. 2007) y se sometieron a un analisis filogenético
por Neighbor Joining con 100 pseudoréplicas de bootstrap usando la
paqueteria Phylip (Felsenstein 2005). Las topologias consenso fueron
usadas para clasificar nuevas familias de toxinas en esta especie de

alacran.

Clasificacion taxonémica y mapeo funcional

Se utilizé el programa de analisis de datos metagendmicos MEGAN (Huson
et al. 2007; Mitra et al. 2011) para obtener un perfil general de las especies
representadas en las secuencias ensambladas con similitud significativa en
NCBI-NR. MEGAN utiliza un algoritmo de busqueda del ancestro comun
mas cercano, denominado “LCA-assignment algorithm” (LCA = lowest
common ancestor) para agrupar las secuencias de entrada en la jerarquia
taxonémica de NCBI, que en este momento comprende mas de 670,000
taxa. Cuando una secuencia se alineada de manera especifica sobre un
taxdn Unico, se asigna directamente en ese nodo de la jerarquia. Entre

menos especifico sea el alineamiento sobre varios taxa, la secuencia sera
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posicionada en nodos mas altos. Por ejemplo, si una secuencia alinea
sobre los taxa a y b siendo a un ancestro de b, el alineamiento sobre el
ancestro a sera descartado y sélo se mantendréa el taxén b en el archivo de
salida. Para lograr esta clasificacion, MEGAN requiere umbrales de corte
tanto del “bit score” como del numero de lecturas que alinean sobre un
taxén; por defecto, se requieren al menos 5 secuencias alineadas sobre un
taxon para declararlo como representado en el conjunto de datos que se
estan analizando. Cuando el nimero de secuencias en un taxén es menor
al umbral de corte, las secuencias clasificadas en esta posicion de la
jerarquia suben de nodo, hasta que alguno cumpla el minimo de secuencias

para ser considerado.

MEGAN fue alimentado con los archivos de salida de Blastp y Blastx de las
secuencias ensambladas y de las lecturas clasificadas como singlets.

6.5 Andlisis cuantitativo de la abundancia de transcritos

Se hicieron comparaciones pareadas de ambos estados de glandula

diferenciando el sistema de 454 utilizado (GS20, FLX y FLX-Titanium) para

evaluar la reproducibilidad de los experimentos de secuenciacion. Para ello

fue necesario construir una matriz global donde cada columna correspondia al

namero de lecturas por corrida de pirosecuenciacion que conforman cada

transcrito ensamblado como se describe a continuacion:

ID isogrupo GS20-TA | GS20-TM | FLX-TA FLX-TM | FLXT-TA | FLXT-TM
1 isogrupo01 a b c d e f
- J - J - J

a-f. ndmero de lecturas por corrida. TA: telson activo, TM: telson en

mantenimiento; FLXT: FLX-Titanium
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Esta matriz se utilizO como archivo de entrada para la prueba de Fisher (Triola
2004), calculada con la paqueteria de analisis estadistico R. De igual forma se
hizo una comparacion global tomando como matriz de entrada la sumatoria de las
lecturas por transcrito en las dos condiciones de glandula, como se muestra a

continuacion:

ID isogrupo TA ™
1 isogrupo01 | a+c+e b+d+f
- J

Los valores p obtenidos con el estadistico de Fisher se sometieron a una segunda
evaluacion para calcular el valor Q (Storey 2004), usando el médulo QVALUE de

la paqueteria R. Para ambos estadisticos se tom6 un valor a = 0,05.

6.6 Procesamiento de archivos

A lo largo del desarrollo de la metodologia descrita, fue necesario disefiar una

serie de programas en PERL para el manejo y procesamiento de los datos.

27



7 Resultados y Discusién

7.1 Librerias de cDNA

Se construyeron tres librerias de cDNA a partir de RNA extraido del cuerpo
sin telson y del telson con glandulas de veneno en estados activo y de
mantenimiento de alacranes de la especie Centruroides noxius. Cada una de ellas
se secuencidé de manera independiente, logrando un total de 1,4 millones de
lecturas con longitudes promedio de 100 nucleétidos para las librerias de glandula
(sistema GS20), y 240 para la libreria correspondiente al cuerpo del alacran
(sistema GS FLX). Para una segunda ronda de secuenciaciéon se construyeron
tres librerias mas, bajo los criterios antes mencionados. Se seleccionaron RNAs
de longitud menor a la recomendada para el sistema FLX Titanium con la finalidad
de reducir la pérdida de transcritos cortos que pudieran expresarse en la glandula.
Debido a la seleccion de tamafno de las secuencias, no fue posible alcanzar la
longitud Optima que ofrece el sistema 454 Titanium y el tamafio de las lecturas
obtenidas fue similar al que arroja el sistema GS20 en el caso de los transcritos de
glandula, y de tamarfos hibridos entre GS20 y GS FLX para los transcritos de
cuerpo. Finalmente, se hizo una tercera corrida de pirosecuenciacion siguiendo el
protocolo recomendado por el proveedor para alcanzar un rendimiento optimo del
sistema FLX Titanium y, en este caso, las lecturas alcanzaron longitudes
superiores a 300pb (Tabla 6). Es importante resaltar que los sistemas GS20, GS
FLX y FLX Titanium son actualizaciones y mejoras en los protocolos de
pirosecuenciacion que de manera sucesiva incrementaron la cantidad y la longitud
de las lecturas. Por ello, el uso de estos tres sistemas durante el proceso de
secuenciacion del transcriptoma de C. noxius responde a una evolucion temporal
de la plataforma de 454 ROCHE.

Si bien el protocolo mismo de preparaciéon de las librerias para la corrida de
pirosecuenciacion con FLX Titanium pudo haber eliminado transcritos cortos, la
longitud de las lecturas obtenidas resultd ser un ancla de secuencia que

contribuyd fundamentalmente a ensamblar transcritos correspondientes a
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procesos celulares del alacran, tanto telson especificos como de expresién mixta.
El rendimiento de este experimento permitié duplicar el nUmero de lecturas y por
tanto, la cobertura del transcriptoma. En total, el analisis incluyd mas de tres
millones de lecturas de longitudes variables (Tabla 6) que, habiendo sido
generadas en tres experimentos de secuenciacion independientes, permitieron no
s6lo hacer un ensamblado global, sino analisis estadisticos confiables del nimero
de transcritos con diferencias de expresion significativos. Estos andlisis se

describirdn en las secciones posteriores.

Tabla 6. Nimero de lecturas por corrida de pirosecuenciacion

Lecturas Corrida Longitud Sistema

Librerias Totales 454 (pb) 454

665 311 100 GS20

Mantenimiento 1 249 489 124 949 134 FLX
459 229 352 Titanium

404 812 99 GS20

Actividad 981 028 92 507 95 FLX
483 709 326 Titanium

362 272 240 FLX

Cuerpo s/telson 777 532 37 568 173 FLX
377 692 340 Titanium

Total 3 008 049

7.2 Ensamblado

Para ensamblar el transcriptoma de Centruroides noxius fue necesario
evaluar diferentes programas y algoritmos. Los ensambladores Newbler y MIRA se
eligieron por ser programas robustos en el ensamblado de datos de 454 (Kumar y
Blaxter, 2010). Los resultados se discuten a continuacion.

7.2.1 Newbler cDNAV2.3y 25

Las versiones 2.3 (liberada en octubre del 2009) y 2.5 (liberada en
diciembre del 2010) de Newbler cuentan con un modo de ensamblado particular
para ESTs. Ademas de la clasificacion tradicional de las lecturas (ensambladas,
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parcialmente ensambladas, singlets, outliers y repetidas), bajo la condicion de
cDNA se definen nuevos conceptos de secuencias, los “isotigs” y los “isogrupos”.
Cada isotig estd compuesto por varios contigs relacionados entre ellos, y puede
considerarse como analogo a un transcrito individual. Aquellos isotigs que en
conjunto formen un mismo isogrupo pueden pensarse como variantes de splicing
de un gen particular, donde los contigs se consideran como exones potenciales.
Por ejemplo, un isogrupo compuesto por 12 contigs y 16 isotigs, tedricamente
representa un gen con 12 exones y 16 variantes de splicing posibles; el sentido
biologico de esta extrapolacion debe ser cuidadosamente evaluado. Las
conexiones entre los contigs de un mismo isogrupo representan lecturas que
divergen hacia dos o mas contigs diferentes, o por un pico de profundidad en una
zona determinada (Fig. 8). Estos picos se definen siguiendo las siguientes reglas:
la profundidad del alineamiento tiene al menos 10 lecturas; un minimo de 20% de
as lecturas alineadas deben tener orientacion opuesta relativa a la orientacion mas
abundante de las lecturas alineadas hasta ese punto; los picos de profundidad
deben tener mas de 10 bases de separacion entre ellos.

Isotig 1

v

[ %
Isotig 2

Figura 8. Deteccion de picos de profundidad

7.2.2 MIRAEST

Tomando como referencia el estudio transcriptdmico del alacran P.
imperator (Roeding et al. 2009), donde las lecturas obtenidas por 454-FLX se
ensamblaron con MIRA-EST, decidimos probar dicho ensamblador en el estudio

de C. noxius. Inicialmente, MIRA se disefi6 especificamente para ensamblar
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secuencias de transcritos usando un algoritmo gloton, como se describid
previamente. Cuenta con dos formas de trabajo diferentes, una para secuencias
de genomas completos y otra para cDNA (Chevreux et al. 2004). Adicionalmente
pueden activarse parametros de busqueda de polimorfismos en ambas formas de
trabajo. Una de las principales desventajas de este ensamblador es la clasificacion
de lecturas “debris”, ya que a diferencia de Newbler, no podemos discernir entre
outliers, singlets y secuencias repetidas. A pesar de que MIRA reporta un nimero
determinado de lecturas denominadas singlets en los archivos de salida, la
cantidad de secuencias en esta categoria es sumamente pequefia considerando el
namero de lecturas que se usan en los archivos de entrada y el numero de

secuencias debris.

7.2.3 Newbler vs MIRA

Previo a la ultima ronda de pirosecuenciaciéon del transcriptoma de C.
noxius, se evaluaron ambos ensambladores con el fin de elegir el programa mas
eficiente y confiable bajo criterios como aprovechamiento de las lecturas, longitud
de las secuencias ensambladas, proporcion de singlets y de secuencias repetidas.
En ambos casos se eliminaron las secuencias de baja calidad o de longitud inferior
a 50 nucledtidos. Ademas de este primer filtro de calidad, fue necesario hacer
ensamblados parciales de cada una de las corridas de 454, debido al alto nUmero
de secuencias en cada una de ellas, que en conjunto representan un costo
computacional muy elevado. En cada ensamblado parcial, se eliminaron las
secuencias clasificadas por Newbler como repetidos, o debirs por MIRA, ya que
tedricamente no aportan informacion adicional en ensamblados posteriores. Con
las lecturas filtradas, se hicieron ensamblados globales usando los parametros
preestablecidos en cada programa en modo de genoma y cDNA. Adicionalmente,
en el caso de MIRA los valores de identidad de los alineamientos pareados asi
como la longitud minima de empalme, se igualaron a los valores estandar de
Newbler con el fin de tener ensamblados bajo los mismos criterios de corte y hacer

una comparacion mas obijetiva.
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De estos ensamblados podemos concluir lo siguiente: el nUmero de lecturas
clasificadas por MIRA como “debris” que fueron eliminadas, varia mucho de una
condicion a otra, teniendo en los ensamblados globales desde 47% hasta 72% de
lecturas totales aprovechadas (Tabla 7). Por otra parte, el nimero de contigs
generados en modo de EST duplica la cifra obtenida en modo de genoma bajo los
mismos parametros de corte. Es notable que Newbler v2.3 aprovecha de manera
mucho mas eficiente las lecturas de entrada, incluso después de los ensamblados
parciales, pues se logr6 ensamblar 98% de estas.

Tabla 7. Datos cuantitativos de los cuatro ensamblados con Newbler y MIRA

Genoma cDNA Genoma EST Genoma Default EST Default
reads Filtrados 816 328 1404 274 677 562 1025 092
% filtrados 57 98 47 72
reads ensamblados 467 171 970 646 520413 632 721 855 061 963 234
parciales 129 477 135 750 - - - -
singlets 100 070 264 406 - - - -
outlier / debris 23572 14 558 156 538 43 973 169 989 61799
repeats 96 035 18 914 - - - -
contigs 23991 15 659 20 291 46 848 34 325 69 155
logitud promedio
(pb) 298 382 302 244 312 268
contigs > 500pb 3392 3590 2717 3864 3129 987
mayor longitud (pb) 2 692 2984 3084 3037 3236 3 865

Por otra parte, se hizo una comparacion de la proporcion de contigs o
isotigs en diferentes rangos de longitud (frecuencia normalizada respecto al total
de contigs por ensamblado). De la figura 9 es evidente que el ensamblado con
Newbler v2.3 cDNA mantiene una mayor proporcion de isotigs de longitud superior
a 500pb mientras que MIRA en modo de EST arroja una mayor proporcion de
secuencias fragmentadas de longitud entre 100 y 300pb. Si bien la tabla 7 indica

gue MIRA EST tiene mas contigs largos (en numeros absolutos), e incluso la
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frecuencia normalizada

secuencia ensamblada de mayor longitud con este algoritmo supera la mejor
longitud alcanzada por Newbler, el nUmero de contigs y el promedio del tamafio de
las secuencias ensambladas con MIRA hacen evidente que el ensamblado global
se mantiene altamente fragmentado.

Comparacién entre ensamblados

Longitud >500 nt

60,0
50,0
40,0 # MIRAEST

M MIRA Genoma

MIRA Genoma (Def)

30,0  Newbler Genoma

W Newbler 2.3 cDNA
20,0

10,0

longitud en pb

Figura 9. Comparacion de la longitud de los contigs/isotigs obtenidos con Newbler y MIRA. En la
parte superior se observan aquellos con longitud superior a 500pb. La frecuencia fue normalizada
respecto al total de contigs/isotigs de cada ensamblado, para tener una comparaciéon mas objetiva.

Dado que bajo los criterios de aprovechamiento de lecturas, nUmero de
contigs/isotigs ensamblados y longitud promedio de las secuencias, Newbler
muestra claras ventajas respecto a MIRA, se eligi6 este programa para el
ensamblado de novo de todas las lecturas de C. noxius obtenidas en los tres
experimentos de pirosecuenciacion. Los resultados se muestran en la siguiente
seccion.
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7.2.4 Ensamblado global

Longitud del ensamblado

El ensamblado global con Newbler v2.5 cDNA arroj6 26 672 isotigs
(aproximadamente 19 Mb ensambladas), agrupados en 18 979 isogrupos (Tabla
8), que en total representan mas del 80% de las lecturas aprovechadas. Tomando
como referencia el numero de genes de Drosophila melanogaster
(aproximadamente 15 000, FlyBase) y de la garrapata Ixodes scapularis (24 925,
VectorBase), un aracnido filogenéticamente mas cercano al alacran, podemos
sugerir que el nimero de isogrupos pensados como genes Unicos, es congruente

con el rango de secuencias de los artrépodos antes mencionadas.

Tabla 8. Resultados del ensamblado global con Newbler v2.5 cDNA

numberAssembled 2025125 numberSingleton 424134
numberPartial 452407 numberOutlier 95909
numberRepeat 3894 numberTooShort 47638
Total 2481426 Total 567681
numberOflsotigs 26672 numberOflsogroups 18979
avgContigCnt 2,1 avgContigCnt 2,5
largestContigCnt 16 largestContigCnt 15553
numberWithOneContig 16257 numberWithOneContig 15385

La longitud promedio de los isotigs fue de 950 nucledtidos, y se obtuvieron
19 543 isotigs superiores a 500 pb (Fig. 10A). Por otra parte, aprovechando la
clasificacion en isotigs e isogrupos generada por Newbler, podemos ver que 39%
de las secuencias ensambladas esta conformada por mas de 2 contigs o exones
(Fig. 10B) y unicamente 17% de los isogrupos, es decir, de genes unicos, tiene
mas de una variante de splicing (Fig. 10C). Estudios recientes han mostrado que
el splicing alternativo es un proceso recurrente en organismos eucariotes; se ha
estimado que entre 70 y 95% de los genes humanos producen isoformas
alternativas de mRNA (Wang et al. 2008), y 46% de los genes de Drosophila
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Puesto que el ensamblado global muestra un alto contenido de singlets,
estos fueron re-ensamblados con MIRA. Se obtuvieron 53, 218 contigs con una
N50 = 312 pb, lo cual indica que no hubo una mejora significativa en cuanto al
aprovechamiento de estas lecturas y que se trata de un ensamblado muy
fragmentado y de baja calidad. Por ello, s6lo consideraremos las secuencias
ensambladas con Newbler en los analisis que se describen en las siguientes

secciones.

Contigs de expresion glandula/cuerpo especifica 0 ubicua

El tipo de expresion de los transcritos (glandula/cuerpo especifica o ubicua)
se determind calculando el niumero de lecturas por libreria que conforman cada
isogrupo. Se identificaron 4, 523 isogrupos glandula especificos, 669 cuerpo

especificos y 13, 787 de expresion ubicua (Fig. 11).

M Ubicuo

Telson
M Cuerpo ‘7,3%
23,8% 86,7% i
M Telson Mixto
72,6%

\ M Telson Activo
Telson Mantenimiento

3,5%

Figura 11. Tipo de expresion de los transcritos. Porcentaje de transcritos de expresion especifica
(glandula o cuerpo) y ubicua.

Mas del 70% de los isotigs muestran expresion ubicua en el organismo, y
llama la atencion la disparidad en los porcentajes de isogrupos que tienen
expresion especifica. Esto no implica que cerca del 24% de los genes de alacran
se expresen exclusivamente en glandula, sino que este conjunto de isogrupos
representan por una parte, transcritos fragmentados que no pudieron ensamblarse

dado que las secuencias de glandula estdn enriquecidas con lecturas de
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longitudes cortas, resultantes de la secuenciacion con el sistema GS20 (Tabla 6).
Por otro lado, dado que el 90% de las secuencias glandula especificas muestran
marcos de lectura abiertos de mas de 30pb de longitud, es posible sugerir que
algunas de estas secuencias representen transcritos cortos que pudieran jugar un

papel importante en procesos regulatorios de la glandula de veneno.

Sin embargo, también es importante considerar que dentro del conjunto de
transcritos de expresion ubicua, podriamos encontrar secuencias que no llegan a
ser traducidas en el cuerpo ya que su funcién esta restringida a la glandula. En
efecto, sabemos que las polimerasas de RNA transcriben regiones del genoma de
manera no especifica (Dinger et al. 2009; Jacquier 2009), por lo que cabe suponer
gue habra genes que si bien funcionan exclusivamente en la glandula (como el
caso de las toxinas), llegan a transcribirse en otros tejidos del cuerpo del alacran y
por tanto, estan representados en bajos niveles en las librerias construidas a partir
de RNA de cuerpo. Esta observacién se vuelve muy importante en el paso de
basqueda de funcion de las secuencias ensambladas, en particular para
determinar la diversidad de toxinas que puede existir en esta especie de alacran.
Bajo esta perspectiva, la busqueda de transcritos similares a toxinas se hizo en el
conjunto de isogrupos cuya composicion incluye hasta 10% de lecturas

provenientes de las librerias de cuerpo, como se discutira mas adelante.

7.3 Corridas Acumuladas

Podemos considerar diferentes parametros como indicadores de la
cobertura alcanzada de un genoma o transcriptoma en proceso de secuenciacion:
namero de secuencias ensambladas, nimero de singlets y de secuencias
repetidas. Para tener un estimado de la cobertura del transcriptoma de C. noxius
alcanzada hasta el momento, se hicieron ensamblados acumulados de las
corridas de pirosecuenciacién, donde la corrida 1 (runl) comprende las lecturas
obtenidas con el sistema GS20 de glandula, la corrida 2 (run2) el acumulado GS20
+ FLX, la corrida 3 (run3) el acumulado GS20 + FLX + corrida de longitud hibrida
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entre GS20 y FLX y la corrida 4 (run4) el acumulado GS20 + FLX + corrida de
longitud hibrida entre GS20 y FLX + FLX-Titanium.

Tedlricamente, se espera que al llegar a la cobertura maxima, el nUmero
acumulado de secuencias ensambladas debe alcanzar un comportamiento
asintético. En el caso del transcriptoma de C. noxius, observamos que el numero
de isotigs e isogrupos ensamblados ha aumentado a lo largo del proceso de
pirosecuenciacion, en particular después de agregar las lecturas obtenidas con la
ultima corrida de 454 (Fig. 12). Esto puede deberse a que el protocolo de
preparacion de las librerias del sistema Titanium discrimina fragmentos de RNA de
tamafios cortos y favorece la retencion de fragmentos largos para la amplificacion
en emulsion, y por tanto, efectivamente se estan agregando transcritos nuevos al
ensamblado global que antes no se consideraban por los requerimientos de los
sistemas GS20 y FLX.
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Figura 12. Nimero acumulado de secuencias ensambladas

Por otra parte, dos indicadores que deben considerarse, son el nimero de
lecturas clasificadas como singlets y secuencias repetidas. En un escenario de
cobertura maxima, se espera un numero bajo de singlets, puesto que la mayor

parte de las lecturas debe ser ensamblada en un contig. En cuanto a las
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secuencias repetidas, podriamos esperar un incremento conforme se agregan
lecturas al ensamblado, lo cual hablaria de una mayor profundidad de los
transcritos secuenciados. Al igual que en el caso de los isotigs acumulados, el
transcriptoma de C. noxius ha mostrado un incremento en el nUmero de singlets y,
si bien las secuencias repetidas han aumentado a lo largo del proceso de
secuenciacion, estas comprenden una proporcion muy pequefia del total de las
lecturas obtenidas y por tanto indican que la profundidad de los transcritos es baja
(Fig. 13). En conjunto, estos tres indicadores muestran que es necesario continuar
con el protocolo de secuenciacion, dado que no hemos llegado a cubrir el

transcriptoma de manera optima.

-u— Singlets —— Repeats

450000 — — 4500
_ 424134
400000 4 1 4000
3894
1 4 -4 25
350000 B 3500
300000 + 270955/// 4 3000
247218 :
g 250000 + == ataali 12500 &
(=2}
£ 200000 4 1 2000 §'
"] -

150000 | / o 1 1500
100000 | 1092 4 1000
50000 4 “"/ 1 500
0 : : : 0
Run1 Run2 Run3 Run4

Figura 13. Singlets y secuencias repetidas acumuladas

7.4 Andlisis cualitativo de los transcritos de Centruroides noxius
7.4.1 Clasificacion Taxonémica

Dado que la extraccion de RNA total se hizo a partir de un macerado del
cuerpo del alacran, es posible pensar que el universo de lecturas generadas por

454 incluya algunas secuencias provenientes de organismos comensales o
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parasitos (de tracto digestivo o respiratorio, por ejemplo). Por ello, conocer la
proporcién de secuencias no especificas de alacrdn se vuelve un criterio de
control importante para validar el grado de pureza en cuanto al contenido de
secuencias bona fide de artrépodos que se reportan en el transcriptoma. Para
discriminar entre las secuencias artropodo especificas y no especificas, usamos el
programa MEGAN de analisis de metagenomas (Huse et al. 2007). MEGAN
asigna cada secuencia al taxdon mas cercano en funcion de los hits de Blast en un
e-value determinado. El resultado de este andlisis puede verse en la figura 14. A
pesar de que se observan secuencias de origen viral, bacteriano, fungico y
vegetal, estas no fueron consideradas en el ensamblado pues se mantuvieron
clasificadas como singlets. Si bien existen pocos reportes que describen la flora
microbiana de los artrépodos, se ha observado que en insectos como Bactrocera
dorsalis las Gamaproteobacterias, Actinobacterias y Firmicutas son predominantes
en el tracto digestivo (Wang et al. 2011), mientras que en diferentes especies de
garrapatas (Ixodes ricinus, Dermacentor reticulatus y Haemaphysalis concinna) se
ha visto que mas del 80% de las secuencias ribosomales de bacterias aisladas del
tracto digestivo corresponden a bacterias Gram+, en particular Bacillus y
Paenibacillus (Rudolf et al. 2009). Por otra parte, en los colmillos y en las
glandulas de veneno de Loxosceles laeta se han aislado especies de Clostridium,
las cuales se piensa son inoculadas junto con el veneno y podrian exacerbar el
dafio dermonecrético (Catalan et al. 2010). En el caso de C. noxius, se observo
gue las Actinobacterias, Flavobacterias, Firmicutas (Bacillus y Clostridium) y
Proteobacterias son los géneros bacterianos mas representadas entre las lecturas
del cuerpo y glandula analizadas (Fig. suplementaria 1); sin embargo, la presencia
de estas bacterias, asi como el tejido de origen, deberan ser validados con andlisis

posteriores de secuencias ribosomales.

Es evidente que la clasificacion de las secuencias ensambladas en la
jerarquia taxonOmica esta sesgada a las especies mejor representadas en las
bases de datos actuales, sin embargo es claro el enriquecimiento de transcritos de
origen  eucariote, fundamentalmente hacia cordados 'y artrépodos.

Aproximadamente 48% de las secuencias con homologia en NCBI-NR se
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agruparon en el clado de los artropodos, 44% de las cuales (21% del total de

secuencias con homologia) pertenecen especificamente a quelicerados. En la

figura 14B es evidente que dentro de la familia Buthidae predominan secuencias

telson especificas, entre las que se encuentran toxinas y proteinas secretorias.
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Figura 14. Clasificacion taxonémica de los transcritos de C. noxius. A. Representacion general de
los diferentes taxa a nivel de isotigs y singlets. B. Acercamiento del nodo de los artrépodos.

7.4.2 Busquedas por homologia

Se planteé una estrategia de anotacién basada en

la comparacion con

alineamientos locales (Blast) de los isotigs del ensamblado global obtenido con

Newbler v2.5 cDNA sobre tres diferentes bases de datos, que en conjunto

permiten ampliar el universo de busqueda. Estas son NCBI-NR, la coleccién de
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péptidos de Drosophila melanogaster (FlyBase) y la base de datos ToxProt, que
contiene todas las toxinas caracterizadas hasta el momento. Los resultados se
filtraron en funcién del valor esperado (1e-04), porcentaje de identidad (30%) y
cobertura (30% del isotig alineado). Con estos criterios, cerca de 50% de los

isotigs tuvieron resultados significativos en al menos una de las bases de datos
utilizadas (Fig. 15).

A. B.
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Figura 15. Secuencias ensambladas con homologia en bases de datos. A. Comparacién de la
proporcion de isotigs con alineamientos significativos en NCBI-NR en los ensamblados 3 (sin incluir
lecturas FLX-Titanium) y 4 (considerando FLX-Titanium). B. Isogrupos de la corrida 4 con
alineamientos significativos en las bases de datos utilizadas para las busquedas por homologia.

Dado que en este momento contamos con una amplia coleccion de
secuencias de transcritos de Ixodes scapularis, una garrapata filogenéticamente
cercana al alacran, es posible aprovechar estas secuencias como punto de
referencia en cuanto a la proporcion de ESTs de C. noxius que podemos esperar
con similitud significativa a las secuencias de D. melanogaster. Para ello se
comparo el conjunto de 24 925 transcritos ensamblados de |. scapularis con la

coleccion de transcritos y péptidos de D. melanogaster, a nivel de nucleétidos y de
amino &cidos (Tabla 9).
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Tabla 9. Comparacion pareada entre transcriptomas. Los transcriptomas de |. scapularis, C. noxius
y D. melanogaster fueron comparados con dos estrategias de Blast (nucle6tidos y proteinas)

Ixodes scapularis Centruroides noxius

o amino o amino
nucledtidos o nucledtidos o
acidos acidos

D. melanogaster 35% 48% 5,4% 37%

Tomando en cuenta que el tiempo de divergencia entre los artrépodos y los
insectos ha sido calculado en mas de 700 millones de afios (Pisani et al. 2004),
podemos esperar poca conservacion de las secuencias de nucledtidos, la cual se
refleja en el bajo porcentaje de transcritos con alineamientos significativos de
Blastn. A diferencia del caso de I|. scapularis, la comparaciéon a nivel de
nucleétidos y amino acidos entre los isotigs ensamblados de C. noxius y D.
melanogaster revela porcentajes mucho mas bajos (Tabla 9). Esto puede tener
diferentes causas. En primer lugar es posible pensar que efectivamente el tiempo
de divergencia entre los insectos y los escorpiones ha sido lo suficientemente
largo para rastrear exhaustivamente los transcritos de un organismo en el otro. Por
otra parte, desconocemos la proporcion de secuencias gendémicas (intergénicas no
codificantes) transcritas de manera inespecifica que estan representadas en las
lecturas de 454 (Dinger et al. 2009) que dificilmente estarian presentes en las
secuencias de la mosca. También es posible pensar que existen familias de
transcritos especificos de alacran que no han sido descubiertos, y por tanto, no

tienen homologia con otras secuencias de D. melanogaster.

7.4.3 Genes eucariotes esenciales

Ademés de la validacion taxondémica de las secuencias ensambladas de
alacran, una forma de corroborar la calidad de los isotigs obtenidos, consiste en
buscar genes eucariotes esenciales en el transcriptoma de C. noxius.
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Tabla 10. Genes eucariotes esenciales de copia Unica identificados en C. noxius (cobertura > 70%)

DNA-directed RNA polymerases I, Il, and 11l 14.5 kDa polypeptide | 27 kDa polypeptide | 8.3 kDa polypeptide

Eukaryotic peptide chain release factor subunit 1

Eukaryotic translation initiation factor 5A

GTP-binding and nucleic acid-binding protein YchF

GTPase and tRNA-U34 5-formylation enzyme TrmE

GlutamyI-tRNA(GIn) amidotransferase subunit A (EC 6.3.5.7)

Glycyl-tRNA synthetase (EC 6.1.1.14) @ Glycyl-tRNA synthetase (EC 6.1.1.14), mitochondrial

HBS1 protein

LSU ribosomal proteins

Leucyl-tRNA synthetase (EC 6.1.1.4)

Lysyl-tRNA synthetase (class Il) (EC 6.1.1.6) | Lysyl-tRNA synthetase (class Il) (EC 6.1.1.6), mitochondrial

Phenylalanyl-tRNA synthetase alfa chain (EC 6.1.1.20) | mitochondrial

RNA polymerase Ill transcription initiation factor (TFI11C) 95 kDa subunit

Ribonucleases P/MRP protein subunit POP7 (EC 3.1.26.5)

SSU ribosomal proteins

Seryl-tRNA synthetase (EC 6.1.1.11)

TATA-box binding protein

Threonyl-tRNA synthetase (EC 6.1.1.3)

Transcription initiation factor 11B | I1E beta subunit | IIF beta subunit | I1IH cyclin-dependent kinase 7| IIH p34
subunit | 11H p44 subunit | 111A | 11I1B 70 kDa subunit

Translation elongation factor 1 alfa subunit | beta subunit | gamma subunit

Translation elongation factor Tu

Tryptophanyl-tRNA synthetase (EC 6.1.1.2)

Tyrosyl-tRNA synthetase (EC 6.1.1.1)

proteasome regulatory subunit Rpn10

proteasome subunit alfal | betal (EC 3.4.25.1)

ubiquitin / LSU ribosomal protein L40e

ubiquitin / SSU ribosomal protein S27Ae

ubiquitin-like protein fubi / SSU ribosomal protein S30e

Para ello, se utilizé una base de datos con proteinas esenciales de copia
Unica obtenidas de organismos modelo secuenciados (la base de datos fue
proporcionada por el Dr. Robert Edwards, San Diego State University, EUA.
http://edwards.sdsu.edu/labsite/), que comprende mamiferos (Homo sapiens, Pan
troglodytes, Mus musculus, Rattus norvegicus, Canis familiaris), aves (Gallus
gallus), insectos (Apis mellifera, Drosophila melanogaster, Anopheles gambiae),
plantas (Arabidopsis thaliana) peces (Danio rerio, Tetraodon nigroviridis, Fugu
rubripes) y levadura (Saccharomyces cerevisiae). Las proteinas identificadas con

una cobertura superior a 70% se muestran en la tabla 10 y en la tabla
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suplementaria 1. Entre estas proteinas esenciales, destacan las tRNA sintetasas,
las proteinas ribosomales y las proteinas involucradas en procesos de trascripcion
y traduccién. Es importante resaltar que no se encontraron RNAs ribosomales en

el ensamblado ni tampoco a nivel de singlets.

7.4.4 Mapeo de las secuencias en las rutas metabodlicas de KEGG

Para lograr una vision global de los procesos celulares representadas en el
transcriptoma de C. noxius, se hizo un mapeo de las secuencias ensambladas
sobre las redes de interacciones moleculares descritas en la “Kyoto Encyclopedia
of Genes and Genomes” (KEGG) con el programa de analisis de metagenomas
MEGAN (Mitra et al. 2011). A partir de esta comparaciéon, fue posible hacer

inferencias interesantes.

A nivel metabdlico, el transcriptoma del alacran cubre, si bien no de manera
Optima, todas las redes de interacciones descritas en eucariotes (Fig.
suplementaria 2). Estas se ven particularmente representadas en los isotigs de
expresion ubicua, cuerpo especificas y a nivel de singlets. Los mecanismos de
procesamiento de la informacion genética estan claramente representados, lo cual
es congruente con los resultados de busqueda de genes esenciales descritos
previamente. En efecto, se encontraron proteinas ribosomales, factores de inicio y
término de la trascripcion y la traduccion, tRNA sintetasas, subunidades del
proteasoma, entre otros, contenidos en la tabla 10 y agrupados en la figura 16.
Dentro de la categoria de motilidad celular se deriva una observacion importante:
Uunicamente el proceso de regulacién del citoesqueleto de actina esta enriquecido
con secuencias ensambladas de alacran, mientras que los mecanismos de
motilidad bacteriana (quimiotaxis y ensamblado del flagelo) se ven reflejados a

nivel de singlets con numeros de lecturas despreciables.
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Figura 16. Procesos metabdlicos, celulares y de manejo de la informacién genética representados
en el transcriptoma de C. noxius. En rojo se muestran las secuencias glandula especificas; en azul
las secuencias cuerpo especificas y en verde las secuencias de expresion ubicua.

7.45 Toxinas

A lo largo de varios afios de investigacion, se ha logrado caracterizar una
amplia gama de toxinas moduladoras de la funcion de canales de sodio y
bloqueadoras de canales de potasio en el veneno del alacran mexicano C. noxius,
gue han mostrado ser herramientas fundamentales tanto en el desarrollo de
antivenenos como en el estudio del funcionamiento de los canales ionicos. Para
complementar la informacién que se tiene a nivel protebmico en cuanto a la
diversidad de toxinas en esta especie alacran, se analizaron los transcritos telson

especificos con una bateria de programas y algoritmos como se describe a
continuacion.
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La estrategia de busqueda de toxinas incluy6 el uso de Blastp de todos los
marcos de lectura abiertos en los isotigs sobre la base de datos ToxProt, que
contiene todas las secuencias similares a toxinas conocidas hasta el momento. Se
us6 también el programa SignalP para identificar péptidos sefial necesarios para la
secrecion de los componentes del veneno. Posteriormente, los isotigs se
agruparon y alinearon con el programa Clustalw por familias de toxinas; en
algunos casos se construyeron arboles filogenéticos por Neighbor-Joining con la
pagueteria PHYLIP para lograr una clasificacion mas detallada de las secuencias.
Los porcentajes de identidad y de cobertura de las secuencias similares a toxinas

se muestran en la tabla suplementaria 2.

Tabla 11. Familias de toxinas identificadas en el transcriptoma de C. noxius

Canales de Sodio 27 7150 44-100%
Modificadoras de Canales de Potasio 15 9459 60-100%
canales iénicos Canales de Calcio 2 801 45-70%
Otras LVP1 4 2845 38-45%
. Antareasa
Zine in-li 7 5050 40-60%
Metaloproteasas Astacin-like
VMP

Fosfolipasas PLA2 1 5 50%

Inhibidores de Kunitz-like 4 606 50-70%
Proteasas
Serin-Proteasas Ser-Proteasas secretadas 3 282 50%
en glandula salivales

Lipasa Dominio de colipasa 1 230 60%
Antimicrobianos Porina 1 6 60-78%
Venom ISl.,I|In.-|Ike groyvth > 2012 30-40%

factor binding protein

Otros componentes Hyaluronidasa 1 15 70%

del veneno Alergeno 1 26 66%

Toxin-like peptide 1 1262 60%

Neurotoxinas 2 552 78%

TOTAL 72 30301

Con esta estrategia, se logré identificar 72 isogrupos similares a toxinas de

familias diversas, las cuales se muestran en la tabla 11. Estos isogrupos
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comprenden Unicamente el 0,4% de los transcritos ensamblados. Es importante
aclarar que se utiliz6 un filtro adicional respecto a la composicion de las
secuencias que se clasificaron como toxinas. Como se discutid en la seccién
7.2.4, tomando en cuenta que los loci de toxinas pueden ser transcritos en otros
tejidos del alacran de manera inespecifica (aunque su funcién esté restringida a la
glandula de veneno), se tomaron diferentes puntos de corte en cuanto al contenido
maximo en los isogrupos de lecturas provenientes de las librerias construidas a
partir de RNA extraido del cuerpo del alacran que podia incluirse para buscar
transcritos que pudiesen ser secretados en el veneno de C. noxius. Inicialmente se
hizo una busqueda de toxinas en todos los isogrupos sin discriminar el porcentaje
de lecturas de cuerpo; en este caso, el numero de posibles componentes del
veneno era muy elevado pues incluia enzimas como proteasas y fosfodiesterasas
gue en realidad corresponden a enzimas presentes en el cuerpo del alacran, sin
sefales de secrecidn ni lecturas de glandula. Con estas observaciones, se evaluo
el contenido de toxinas en aquellos isogrupos con un contenido de entre 0-15% de
lecturas del cuerpo del alacran. Mientras que con porcentajes inferiores al 10% no
era posible rastrear algunos componentes bona fide del veneno identificados en el
analisis previo, al considerar porcentajes entre 10 y 15% se incrementaba de
manera importante el nimero de falsos positivos. Por esta razon, se consideraron
secuencias con hasta 10% de su composicion total con lecturas provenientes del
cuerpo del alacran y, si bien este punto de corte puede mantener algunos
isogrupos errébneamente clasificados como componentes del veneno, la
evaluacion individual de las secuencias asi como la busqueda de péptidos sefial y
dominios (motivos de cisteinas, dominios Kunitz, entre otros), eliminaron aquellos

isotigs con similitud a toxinas poco significativa.

7.4.5.1 Toxinas CAP

Las proteinas CAP [(Cystein-rich secretory proteins (CRISP), Antigen 5
(Agb), Pathogenesis-related (PR-1)] se encuentran distribuidas en un gran nimero
de organismos procariotes y eucariotes no vertebrados. Generalmente los

miembros de esta superfamilia de proteinas se secretan y comparten similitudes
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funcionales dadas por la conservacion del dominio CAP; sin embargo, variaciones
estructurales fuera de este dominio alteran la especificidad a diferentes blancos de
accién y por tanto, alteran las consecuencias bioldgicas que estas tienen (revisado
por Fry BG et al. 2009). Los alergenos identificados en los venenos de insectos y
de alacranes (alergeno 5 de Tityus serrulatus) son proteinas secretadas ricas en
cisteinas, por lo que se clasifican dentro de la familia CRISP. Se identifico un
isotig conformado por lecturas provenientes del telson en estados activo y de
mantenimiento, 66% idéntico al alergeno 5 del alacran Tityus serrulatus (Fig. 17).
Aunque no existen reportes claros sobre la presencia de alergenos en los venenos
de alacranes puesto que estos han sido asociados a los venenos de insectos
como avispas, abejas y hormigas, este resultado hace posible pensar que los
venenos de alacranes de la familia Buthidae contienen proteinas potencialmente
causantes de reacciones alérgicas en casos de picadura. Sera interesante

confirmar la respuesta inmune que los alergenos de alacran puedan despertar.
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Figura 17. Alineamiento del alergeno 5 de T. serrulatus con una secuencia de C. noxius
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7.4.5.2 Péptidos con actividad antimicrobiana

Existen multiples ejemplos de péptidos con actividad antimicrobiana
caracterizados en venenos de diferentes especies de alacranes. La expresion en
sistemas heterdlogos y la sintesis quimica de dichas proteinas es de suma
importancia para contender con bacterias resistentes a farmacos tradicionalmente
utilizados en el tratamiento de infecciones. Algunos de estos ejemplos son la
vejovina aislada del veneno del alacran mexicano Vaejovis mexicanus
(Hernandez-Aponte et al. 2011); la parabutoporina de Parabuthus schlechteri, la
escorpina aisalada en especies como Pandinus imperator (Conde et al. 2000) y
Tytius costatus (Diego-Garcia et al. 2007), las bactridinas de Tityus discrepans
(Diaz et al. 2009) y la mucroporina en Lychas mucronatus (Dai et al. 2008), entre

otros.

La parabutoporina (PBPO) es un péptido de 45 amino acidos que se
caracterizd recientemente en el veneno del alacran africano Parabuthus
schlechteri (Remijsen et al. 2010). Se ha observado que tiene efectos
antimicrobianos en bacterias Gram+ y Gram-, asi como efectos antifungicos en
concentraciones micromolares. Por otra parte, se ha propuesto que la PBPO
interfiere directamente con funciones celulares del sistema inmune innato en
humanos, ya que puede actuar como quimioatractor de neutréfilos y retardar su

apoptosis. Los singlets similares a la PBPO se muestran en a figura 18.

10 20 30
PBPO_PSC/1-45 1 FKLGSFLKKAWK SKLAK

FENEFP_2/1-31 1---------- WKSKLAKKERAKGREMUKDYANRWEEGTPTK - - - - - -~ - - - -

BDUPFY 4/1-36 1 ------- KKMWK SKLAKKLRAKGREMLKDYANRVLEGPQEEAR- - - - - - - - -

: OC3H7U6/1-35 leccccccccccccccas PQ PAERRRCQP
singlets CAOESR 6/1-35 1 -=====ceeccmmcce- PQ PAERRRCQP
CAKYOU 1/1-39 1 -----=--- VWESKLAK GRTQ PDERX- - - -
AAN7Q3_1/1-40 1 -------- VRKSTKLAK PQ PAERX- - - -

Consensus

: | |
——————— KK-WKSKLAKKLRAKCGREMLKDYANRVLEGPOEEAPPAER+RCOP

Figura 18. Alineamiento de la PBPO y 6 singlets de C. noxius
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7.4.5.3 Toxinas que afectan canales idnicos

Los componentes mejor caracterizados en los venenos de los alacranes
son los péptidos que reconocen canales iénicos (Possani et al. 2000) y receptores
en membranas excitables. Estas toxinas se han clasificado en funcion de la
especificidad de las especies a las que pueden afectar (mamiferos, insectos,
crustaceos), de sus receptores blanco (sodio, potasio), la longitud de las
secuencias (largas o cortas), el mecanismo de accion y sitios de union (o y ).

Toxinas moduladoras de la funcion de canales de sodio

Una de las caracteristicas que distingue a los venenos de las especies de la
familia Buthidae es la abundancia de toxinas modificadoras de canales de sodio,
puesto que estas son practicamente inexistentes en otras familias de alacranes
(por Rodriguez de la Vega et al. 2005). Las toxinas que modulan la actividad de
los canales de sodio, pueden constituir hasta el 10% del contenido proteico de
algunos venenos. Son péptidos largos de entre 60 y 76 amino acidos,
estabilizadas por cuatro puentes disulfuro, tres de los cuales estdn conservados
en todas las familias de alacranes. Como se describi6 en la seccion 1.1, las
toxinas que afectan canales de sodio pueden dividirse en dos grupos principales:
las toxinas tipo o, que se unen al sitio 3 de los canales de sodio de manera
independiente de voltaje, y las tipo , que se unen al sitio 4. En funcién de sus
diferencias farmacoldgicas, las toxinas o se dividen en tres subgrupos: las toxinas
a clasicas, las cuales son particularmente toxicas en mamiferos; las similares al
tipo o, que pueden actuar tanto en insectos como en mamiferos, y las «
especificas de insectos (Bosmans & Tytgat, 2007). Las toxinas de C. noxius
especificas para los mamiferos son la Cn2-4 y Cn6-9, mientras que las especificas
para los insectos y los crustaceos son la Cnl, 5, 10-12.

Con la estrategia de busqueda planteada en este trabajo, se identificaron 27
isogrupos similares a toxinas modificadoras de canales de sodio. La topologia

resultante, que incluye toxinas conocidas de C. noxius, LVPs, y otras neurotoxinas
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de especies como Lychas mucronatus, Mesobuthus martensii, Centruroides
suffusus suffusus, Buthus granulatus y Hottentota judaicus, se muestra en la figura
19.

SCX4_CNO
m21529 6
SCX8_CNO
SCX3_CNO
105476_6
1242112 fscx2_cNo
840
i06492_5
i06491_5
SCX5_CNO
SCXX_CNO 11229 2
b -2 12023 2 CssIX_CSS
124925 3 125843_5
i23758_1 . /
i20571_4 m25901_1 %0 124179 4
124240_1 % o —— SCXB_CNO
1
SCXA_CNO 850 - SIXA1_MMA
SCXY_CNO -
SCX1_CNO SNAB LMU
m13224_6 810 % -
870
102976_2
CElI8_CEL
810 s 125898 2
i12142_4
= i23935_6
i25315_5

/g”’/l . 100.0
5.0 798

950 ) .
J—/ L sc mma 1110986 123787_3
e e 98_|
122371 6 ——— 50 = 107299 6

1006756 ——— 110903_3 7 e
119922_1 7o -
SNAAA_LM
100.0
SCX12_CNOy SCX8_PGR
gaqg/ |880 ‘
/’ % LVP1B_BOS SON.C8
7 /6 24626_5
107323 37
lo3437_3 04293 102950_2
700 98,0
HJU1a
106178_2
LVPAY_LMU
103593 _2
102304 _6
SCTx_MMA
TX770_BOC 22792 6
LVP1A_BOC
1035923 {03501_3

LVP1A_MMA LVP1A_BOS
Figura 19. Filogenia de las secuencias similares a toxinas modificadoras de canales de sodio. La

topologia consenso fue obtenida por NJ con 100 pseudoréplicas de bootstrap. Azul: a-NaTEg; pogo:
B-NaTx; verde: LVPs.
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A partir de este arbol se pueden hacer observaciones interesantes. A
diferencia de los datos bioquimicos que muestran que sélo la toxina Cnl2
pertenece claramente a las a-toxinas, encontramos, por lo menos a nivel
transcripcional, otras secuencias que se agrupan en esta sub-familia. Por otro
lado, existen otros isotigs similares a [ neurotoxinas de especies como
Centruroides suffusus, Mesobuthus martensii y Lychas mucronatus, que no habian
sido descritas en esta especie. Entre estas neurotoxinas, destacan el isotig06491
gue es 94% idéntico al péptido CssIX recientemente caracterizado en el veneno
de Centruroides suffusus (Espino-Solis et al. 2011); el isotig02976, 91% idéntico a
la p-toxina Cell8 de Centruroides elegans; y los isotigs 06178 y 07323 similares a

las toxinas Hjla y Hjlb de Hottentotta judaicus.

Otro clado interesante, comprende secuencias de LVPs, por su nombre en
inglés “lipolysis activating factor”. La primera toxina identificada dentro de esta
familia fue aislada del veneno del alacran Buthus occitanus tunetanus (Soudani et
al. 2005). Esta proteina resultdé ser homdloga a toxinas modificadoras de canales
de sodio, pero a diferencia de estas, las LVPs mantienen una estructura
heterodimérica formando un puente disulfuro entre la cadena o (de 69 residuos de
longitud) y la cadena f (de 73 residuos de longitud). Ambas cadenas tienen 7
cisteinas, una de las cuales les permite formar el puente que las une. Las LVPs
inducen una respuesta lipolitica en células adiposas a través de una via mediada
por adrenoreceptores tipo p. Esta familia de proteinas fue también identificada
como uno de los componente mas abundantes en el veneno del alacran L.
mucronatus, conformando entre 3 y 17% del total de péptidos similares a toxinas
(Ruiming et al. 2010). Como se puede ver en la topologia de la figura 20, la familia
de LVPs estd representada en el alacran C. noxius, por lo menos a nivel
transcripcional. Los isotigs similares a estas proteinas, mantienen
aproximadamente 38-45% de identidad (Fig. 20).

53



20 50 60
LVP1A_BOS/23-96 23 SDPPGN ACT I LCENDF EEKDVNIWDAVKRH
LVPIA_MMA/23-96 23 DDDPGN YETILCENEY EDKDVT IWNAVKNH
iD0679_6/20-93 20 DD I PGC PEYYGPEEDK PESVPQIEKQGVFCGC
iDD675_6/20-93 20 DD I PGC PEYYGPEEDK PESVPQIEKQGVFCG
22371 6/25-98 25 AEVPGC PEYYCEDEEQ PESVKQIKKFKIAG
19922 1/23-96 23 SDVPSA PEYYCGEDNDK PESVKHIKHLGVFG
LVP1A_BOC/23-91 23 -~ | SGN YETILCENEY KDEDVSVWNAVKKH
LVPAY_LMU/22-83 22 ----@T DECKLGENEH SDKNKLFWDVYKEH
i03593_2/11-73 11 - - - AGN IGAVY - - - DY PDENKY FWDVMKKQ
i03591 3/26-88 26 - - - AGN VEIVN---DN PNEDIDFYDVMKKQ
i03592_3/26-88 26 - - - AGN MY¥ | EAVH- - - NN PNEDIDFYDVMKKQ

Consensus

70
KNTILYPK
TNTILYPN
TNCQWAIT
TNCQWAIT
SNCQWDIT
SNGSWVVS
KNPY L~~~

DDIPCNYPVNFYCGCTYPCYY+CEND+CKK+CKIHGV+YCYCYAYTCYCE+LPE+DKO IWDV+KK+CTNGCOW+IT

Figura 20. Alineamiento de las secuencias similares a LVP de L. mucronatus y B. occitanus

Las p-toxinas previamente descritas en C. noxius se muestran en la figura

21; otras secuencias similares a toxinas de las subfamilias o y  se muestran en la

figura 22 (el alineamiento comprende Unicamente las secuencias correspondientes

a los péptidos maduros).

SCX1.CNO/1-86 1MNSLLMITACFVL I GTVWAKDGYLVD- AK
M13224 6/1-45 1 ---me=wmmem e —— e GYLVD- AK
SCX2.CNO/1-84 1---LLIITACLAL|GTVWAKEGYLVDKNT
i25843.5/1-42 1 === ----- LALIGTLWAKEGYLVDKNT
i20571_4/11-37 11 - === -=--- ACLAL | GTVWAKEGY LVDKNT

RMKHRGESYGY
RMKHRGESYGY
KQQYCKEBACEY

AFA

OO0 x=

105476 6/1-69 1 -=-===mmmmmm—————— AKEGY LVDKNT KaQycK THEY[EQA | VWPEPNKRESGK
124211 2/1-59 1 == === mmmmm e mmm e mm e T KQQYGK THLYEQA | VWP LPNKRCSGK
SCX4_CNO/1-87 1MNSLLMITACLALVGTVWAKEGYLVNSYT KQQYGK THLYEQAVVWP LKNKTENGK
m21520 6/1-84 1---LLMITACLALVGTVWAKEGYLVNSYT KQQYCK THLYEQAVVWPLKNKTENGN
SCX7_CNO/1-55 1 == == === === mmwmmmm KEGY | VNYHD KLRVGK THRYBEQA-------------
i11229.2/1-36 1 ----~--- TACLALVGTVWAKEGY | VNY HDGEKY EEY KIBEDNDY - - - - - - - - - -~~~ -~ — o e oo oo
SCXS_CNO/1-87 1 MNSLLMITACLFLIGTVWAKEGYLVNK ST KAKNQG EGLPESTPTYPLPNKSESKK
123758 1/1-50 1 KAKNQG EGLPESTPTYPLPNKT-GSK
SCXX_CNO/1-87 KAKNQG EGLPESTPTYPLPNKTESKK
124925 _3/1-51 KAKNQG EGLPESTPTYPLPNKSCGSK

SCXA_CNO/1-81 KAKNQG EGLPESTPTYPIPCKTCRTK
124240_1/2-61 2 -=-r-rmmmecmccerrr e e, e YSCLKPGESIY KSKKHG ECGMPEESTPTYPLPNRPCRTK

Consensus

MNSLLMITACLALIGTVWAKEGY LVNK+TGCKYECLKLGDNDYCLRECKOKYCGGGSYCYCYAF+CWCEGL+ESTPT+PLPNKTCSGK

Figura 21. Alineamiento de los isotigs correspondientes a las p-toxinas de C. noxius

CFCEYBEGESDSTP TWPILPNKTESGK
W [ ] e

THLYEQA I VWP LPNKRCSCK
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SNAB_LMU/1¢-81
i26229_3/10-35
SCX1_CNO/20-86
m13224 _6/1-50
SCX2_CNO/17-84
i05476_6/2-69
i25843.5/10-42
i24211 2/1-59
SCX3_CNO/1-66
SCX8_CNO/1-62
SCX4_CNO/20-87
m21529_6/17-84
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SCX5_CNO/20-87
i23758_1/1-50
i24925_3/1-51
SCXX_CNO/20-87
SCXA_CNO/14-81
m329823_2/1-32
i24240_1/1-61
CssIX_CS5/18-82
06491 5/19-83
i06492_5/19-83
i24179_4/1-60
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i03429_3/12-80
SCX8_PCR/2-63
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Consensus

Figura 22.

30 40 50 60 70

19 KDGH L VK - KNG KYDBT-PLFGDSNENGEGKA- FKASWGS- - CYWFABYEBRGIPDSVPTYP - - SSKTCSS- -~~~
10 KDGMP 1 D- FTGEIKIL TH- - - LFDSS FRNREM- - - - - - - - - - - - = - oo e o e o e
20 KDGY¥LVD- AKGEKKNEY - KLGKNDYENR EERM- KHRCGSYGYCYGFGEYEECLUSDSTPTWP - - LPNKTESGK - - - -

1--GYLVD-AKGEKKNEY -KLGKNDYENREGRM-KHRCGGSYCYCYCFCRYE--------------------------
17 KEGY LVDKNTGEKYECL-KLGDNDYELRECKQ-QYGKGAGGYCYAFA THLYEQAIVWP-~-LPNKRCSCGK~ -~~~
2KEGYLVDKNTGEKYELL-KLGDNDYELRECKQ-QYGKGAGGYCYAFA THLYEQAIVWP-~-LPNKRCSCGK~- -~~~
10KEG LVDKNTG BN ERL-KEGDNDENLRENEOQ-QY -~~~ ccececceccccccrcc e e e~
KYEQF-KLGDNDYELREECKQ-QYGKGAGCGYCYAFC THLYEQAIVWP--LPNKRCSGK- -~~~
KYEQF-KLGDNDYCELREEKA-RYCKCGACCYCYAFGC TQLYEQAVVWP - - LKNKTCR - = = - - =
KFACA-KLGDNDYELRECKA-RYGKGAGGYCYAFC THLY EQAVVWP - - LPK~- -~ === ===~
KYEQF-KLGDNDYCELREECKQ-QYCKCGACCYCYAFC THLY EQAVVWP - - LKNKTENGK - - - -
KYKEF-KLGCDNDYCELRECKQ-QYGKGAGCGYCYAFC THLYEQAVVWP - - LKNKTENGN- - - -
1KEGY | VNYHDGEKYEQY -KLGDNDYELRECKL-RVGKGAGGYCYAFA THRY[EQA-----=cccccccncce--
13 KEGH | VNYHDGEIKY ERY - KLGDNDMl- - - - - - == === --c-ccce e e e e mm e e m - = - ==
20 KEGHMILVNKSTGEKYC L—LLCKNECIDKEIKA-KNQCCSYGYCYAFC EGLPESTPTYP-~-LPNKSCSKK~-~-~-~

1KEG LVELGTG
1KEGYIVNYYTG
20 KEGY LVNSYTG
17 KEGY|LVNSYTG

leceocococmcennan- KLGENEG KA-KNQGGSYGYCYAFAGWEEGLPESTPTYP-- LPNKT-GSK----
lomecmommeaeeenanan CYWENQG KA-KNQGGSYGYCYAFAGWEEGLPESTPTYP-- LPNKSECSK- - - -
zoxzc LVNKSTG KYGEF-WLGKNEG KA-KNQGGSYGYCYAFGEWEEGLPESTPTYP-- LPNKTCSKK- - - -
14KEG LVNKSTC KYNEL- I LGENKN KA-KNQGGSYGYCYKLAGWEEGLPESTPTYP-- IPGKTERTK- - - -

---------------------------------- NQGGSYGYCYSFAGWEEGLP ESTPTYP -~ [PK---n-----

1 ——————— MSTGEKYSEL-KPGES IYEDTECKS-KKHGGTYGLCYSYA EGMPESTPTYP~-~-LPNRPCRTK- -~~~
18KDG PMD-HKGEK | SE---VINNKYCETECVTVLKGKKGYCY FWK LACYCECGLP NWAKVWD- -RATNKCRA- -~~~
19KDG PMD-HEGEK | S€---VINNKYCESEQVTALKGKKCYCY FWKLACYCECLP NWAKVWD--RATNKCRA- -~~~
19 KDCGY¥IPMN-HEGEKEYE---VISSRFEEI LEVEYMKAKKCYCY FWKLACYCECLP EWAKVWD- -KATNKCRA- -~~~
lewew- MD-RKGEKLLE---VINGRACDREER IVLNGK IGYCFTPKLAGYCEGLPKLVRVWE--YATNKCKA- -~~~
1 RDGHIP LA- SNGEKFGESGLGENNP TENHVIBEK - - KAGSDYGYCYAWTEYEEHVAEGTVLWGD- SGTGPERS -~ - - -
IR e L L LR LR e R e L) CYCYAWTEYEEHVAECTVLWCGD-SCGTGPCRS -~~~ ~
12 RDGY¥|PVN- EHREK I CESNLCGDSE-YEKK | EKK--KADTSYCYCYMWACYCESVCKNAVLWKD-PTLGPCIPECGK- -
2 KDGYPVD-HANCKY E- - -WYDDKYEDDLEKK-RKADSGYCYKLNISEYELGLPDNAAIK-~-~-~-DYGRERP-~~~-~
13 KDGXP IQ- ENGEKYWE- - -WKNE-YEDKVEKD- LKGKDGYCY -ANLSEW----------mmmmmmmmmmmm o m o o o
2 KDCYPVN-MEECRYNE- - -WKNA-YCDKLEKE-KKCGQSCGYCYCWNLS IGLPDNTNTK-~-~--MNPFCQTAD- -~
2 KDGYPVD-TEEGRYNE---WKNA-YEDK IEKE-KKGESGYCYCWNLS IGLPDNTNTK-~-~-~-MNPFCQGLDGK~
7KDGMPVD-TEEGRYNE- - -WKNA-¥EBDK |BKE-KK--------ccome e mmmmm e m e e m e e o o
3ecccccnnaa DERYKE- - -WRNA-YEDKLEKE-NKAEGGYCYALNL TGFFDDADAEY--~--YGECLNDRK- -
13 KDGY|PVE-CNGEKYDE- - -WKNT-YEDKVEKD- LKGEGCGYCY - INLS TGLPDKVAIK-~---TNQACRRKGK- -
2 KDGYPVD-SCNEKYEE---LKDD-YENDLELE-RKADKGYCYWGKVS YGLPDNSPTK-~-~-~-TSGKENPA- -~~~

6 KDGYPDK-GGNEKYE
6 KDGYPDK-GGNEKY E
2 KEGYPYD-GNNERY |

--~-LRDS-YEDDLEKK-KKAKSGYCYWCNVS
---LRDS-YEDELEKK-KKAKSCYCYWCNVS
---FRNQ-¥EDDLEKK- LKGESGYCYCWNQS
---FYTT-DEDP LEKR- | KCESAYCT-WCYT
---LINK-DEDEPEKA- IKGEGGVCP-WSYR
~---TIND-NEDLPEKC- |IKGEGGVCP-WSYR

YGLPDNEPIRG---SSGKCRPALGRK
YCGLPDNEPTRG---SSRKCRPALGRK
YCGLPDTEKTK-~-~--PDKRCHSKG- -~
YGLPDDTPTT--~-~-~-~ YTCKGKRK- -
YGLPDDYAPTKHIKSHGQCIKEALGK
YCLPDDYAPTKEIKTYFQCLGEKICK

== < < < < <

KDCYPVDKSTCCKYECL-KLGDNDYCDRECKAVKKGKGCYCYCYAFACWCEGLPESAPTWPDI LPNKTCRCGKGK+K

Alineamiento de las a y p toxinas identificadas a nivel transcripcional en C. noxius

Toxinas blogueadoras de canales de potasio

Las toxinas que se unen a los canales de potasio son péptidos cortos de

entre 22 y 40 amino &cidos, estabilizados por tres puentes disulfuro. Estas toxinas

se encuentran en bajas cantidades en los venenos de alacranes de la familia

Buthidae, representando hasta 0,1% del veneno crudo (Rodriguez de la Vega et

al. 2004). En el caso particular de C. noxius, estas comprenden la slotoxina (a-

1.11), la noxiustoxina (a-2.1 y a-2.4), la cobatoxina (0-10.1 y 10.2) y las toxinas
Erg (y-1.1, 3.1, 4.13, 4.11y 4.2).

Se identificaron 15 isogrupos similares a toxinas bloqueadoras de canales

de potasio que mantienen porcentajes de identidad entre 60 y 100% con respecto
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a las secuencias tanto de C. noxius como de otras especies de alacranes. A
diferencia de las toxinas modificadoras de canales de sodio, estas proteinas
muestran una menor diversidad a nivel de su estructura primaria. Para lograr una
mejor clasificacion de las familias presentes en el conjunto de secuencias
ensambladas, se construy6 un &rbol filogenético por Neighbor-Joinig (Fig. 23). A
partir de esta topologia se vuelve clara la presencia no sélo de las toxinas tipo a y
gama previamente identificadas en C. noxius, sino que se observa un clado de
secuencias tipo p (sefalado en color verde en la topologia de la figura 23), las
cuales solo habian sido encontradas en especies como M. martensi, T costatus y

T. discrepans.

KAX21_CNo 100542_2
& KA101.CNO oo 4
1110419 i00559_2 100558 2
100556_2 ~ \KAX45_TCO -
KAX2D_CSU
i00553_1 KA163_MMA o KA102_CNO
i00551_3 - ]
KAX24_CNO
= 93.0 KAX23.CLL /124556 6
24509_1
740
125094 2
72.0
87.0
95.0
81.0
99.0 i01725_3
98.0
i00015_4
780 KA171_MMA
- 90.0 i
VTX_RJU
KGX11_CNO— 107341 4
i26279_4 KGX42_CNO 96.0
i23914_2 v 98.0
KGX31_CNO
i11072_1
i11073_4 83.0 72.0
i23861_5
> IK1_TCO KIK2_TDI
KBX2_MMA
- KIK3_TTR

i19465_2
KBX1_TDI KBX1_TCO 25292 3

Figura 23. Filogenia de las secuencias similares a toxinas bloqueadoras de canales de potasio. La
topologia consenso fue obtenida por NJ con 100 pseudoréplicas de bootstrap. Rojo: a-KTx; verde:

B-KTx; azul: y-KTx.
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un

transcritos

(Fig. 24A).

analisis detallado de las secuencias tipo o revelé la presencia de
similares a algunas toxinas de otras especies de la familia Buthidae
En efecto, los isotigs 00015 y 01725 mostraron 43 y 59% de identidad

con la toxina KA171 de alacran M. martensii; los isotigs 00588 y 00559 mantienen
92% de identidad con la toxina KAX2D de C. suffusus y el isotig 11041, 40% y
36% de identidad con las toxinas KAX45 de T. costatus y KA163 de M. martensii,

respectivamente. Por otra parte, no fue posible rastrear todas las toxinas tipo Erg

conocidas

a nivel bioquimico (Pardo-Lo6pez et al. 2002); sélo las Ergl (KGX11)y 2

(KGX31) estuvieron representadas por isotigs con 100% de identidad (Fig. 24B).

A.

KA101 _CNO/1-62
i24959_4/1-49
KA102_CNO/1-32
i24556_6/1-45
i25094_2/1-44
i24509_1/1-46
KAX21 CNO/1-39
i00542_2/1-62
i00559_2/1-60
i00558_2/1-60
KAX2D_CSuU/1-38
KAX24_CNO/1-38
i00553_1/1-61
KAX45_TCO/1-59
i00556_2/1-58
KA163_MMA/1-59
i11041_3/1-60
KA171_ MMA/1-55
i01725_3/5-61
iDD015_4/1-56

Consensus

i26279_4/1-35
KGX11_CNO/1-62
i23914_2/1-62
KCGX31_CNO/1-43
i11072_1/1-63

Consensus
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lmmmmmmm e MHT - FANWNTEA- AV KRR-GYRSG-KEINNAEGKEYPYGNNVOL
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Figura 24. Toxinas bloqueadoras de canales de potasio. A. Toxinas tipo a. B. Toxinas gama Ergl

(KGX11) y Erg2 (KGX31)

57



Si bien las toxinas de potasio tipo 3 parecen estar representadas de manera
ubicua en los alacranes del genero Tityus (T. costatus, T. discrepans y T.
trivittatus) dentro de la familia Buthidae y en algunas especies de la familia luridae,
poco se sabe acerca de su funcion biolégica; por ello, algunos reportes las
consideran péptidos huérfanos (Diego-Garcia et al. 2007). Se caracterizan por
tener un extremo amino muy largo en el que se distingue un dominio rico en
cisteinas. Puesto que C. noxius es una especie que pertenece a la familia
Buthidae, no es sorprendente encontrar secuencias similares a toxinas 3, como las
gue se muestran en el alineamiento de la figura 25. Dentro de esta familia, se
identific6 una secuencia (isotig23861) 74% idéntica a la toxina KBX1_TITCO
(scorpine-like), un péptido con actividad antimicrobiana y bloqueadora de canales
de potasio previamente identificado en las especies Pandinus imperator (Conde et
al. 2000) y Tityus costatus (Diego-Garcia et al. 2008), ademas de dos isotigs
(19465 y 25292) que mantienen porcentajes elevados de identidad con la toxina
KIK2 del alacran T. discrepans (72 y 81%, respectivamente).
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Figura 25. Alineamiento de los isotigs similares a toxinas de potasio tipo f.

A pesar de que no fue posible recuperar las secuencias de amino acidos
completas, se observan motivos y patrones de cisteinas conservados a lo largo del
alineamiento. Con estos resultados, se puede concluir que las toxinas de potasio
tipo f se encuentran expresadas de manera ubicua a lo largo de la familia

Buthidae, incluyendo ademas del género Tityus, al género Centruroides.
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Tanto en el caso de las toxinas que modulan la funcién de canales de sodio
como en las que bloguean canales de potasio, no fue posible rastrear los
transcritos de las toxinas caracterizadas a nivel proteico en el veneno de C.
noxius. Tratandose de péptidos con estructuras muy estables y ricas en puentes
disulfuro, es posible sugerir que no se requiera que los genes que los codifican
muestren niveles de expresion elevados para mantener concentraciones de
toxinas basales. Al tener una baja representacion a nivel transcripcional, se vuelve
poco probable que sean secuencias detectables por el sistema de
pirosecuenciacion. Adicionalmente, en algunas especies de alacranes como
Hottentotta judaicus (Morgenstern et al. 2011) y Hadrurus gertschi (datos no
publicados) las toxinas mayoritarias del veneno no se han sido detectado como
transcritos, incluso haciendo busquedas especificas con oligonucleétidos
disefiados a partir de las secuencias de amino acidos correspondientes, lo cual es

congruente con los resultados descritos hasta el momento en Centruroides noxius.

Toxinas blogueadoras de canales de calcio

Igualmente interesante fue observar isotigs similares a toxinas
bloqueadoras de canales de calcio, las cuales no habian sido caracterizadas en
alacranes de esta especie (Fig. 26). En particular, el isotigl1091 es 46% idéntico a
la toxina SCX8 del alacran B. occitanus, cuya funcion (deducida por similitud) es
inhibir receptores de rianodina. El isotig04299 es 67% idéntico a la toxina Hjla del
alacran H, judaicus; si bien la funcién de este péptido no se conoce, siendo 73%
idéntico a la SCX8 BUTOS podemos suponer que podria tener especificidad por
algunos canales de calcio. Contrario a algunos reportes donde se ha descrito que
los péptidos sefial y propéptidos de las toxinas de alacran se mantienen altamente
conservados (Kozminsky-Atias et al. 2008), en este ejemplo se observa una
divergencia importante en las secuencias correspondientes al péptido sefial y una

mejor conservacion de los residuos del péptido maduro.
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Figura 26. Isotigs similares a toxinas bloqueadoras de canales de calcio

7.4.5.4 Proteinas con dominio Kunitz

Las toxinas con dominios Kunitz se han encontrado en los venenos de
reptiles, anémonas marinas, avispas, conos marinos y algunas especies de
aracnidos. En el caso de las serpientes, estas proteinas inhiben factores de
coagulaciébn como la plasmina y la trombina, mientras que otras muestran
actividades neurotoxicas, usando como blancos de accién canales de calcio y
potasio. Las proteinas tipo Kunitz son componentes mayoritarios de la secreciones
hematéfagas de garrapatas y otros insectos, inhibiendo la funcion del factor Xa
(Fry et al. 2009). En el caso de Centruroides noxius, se identificaron cuatro
isogrupos similares a péptidos inhibidores de serin proteasas con dominios tipo
Kunitz (Fig. 27) reportados en la anémona Anemonia sulcata (KC2_ANESU) y en
el alacran Lychas mucronatus (VP9 _LYCMC). Al igual que en las toxinas que
afectan canales de calcio, se observa una mayor divergencia en el péptido sefal
mientras que los péptidos maduros que contienen el dominio Kunitz se mantienen

altamente conservados.

Dominio Kunitz

Péptido sefial
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Figura 27. Alineamiento de isotigs con inhibidores de serin proteasas con dominios tipo Kunitz
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7.4.5.5 Fosfolipasas

Las fosfolipasas A2 (PLA2) conforman una familia de proteinas secretorias
y enzimas citosolicas que se han reclutado de manera convergente en insectos,
cefalépodos, aracnidos y reptiles. Pueden actuar como potentes neurotoxinas
presinapticas, pues la hidrolisis de lipidos de membrana de células nerviosas
altera la conformacion de la bicapa y por tanto, bloguea la liberacion de
neurotransmisores. Estudios previos han mostrado la presencia de PLA2 en los
venenos de alacranes de la familia luridae, como Anuroctonus phaiodactylus
(Valdez-Cruz et al. 2007), Pandinus imperator y Heterometrus fulvipes (Hariprasad
et al. 2007), sin embargo, estas proteinas no se han reportado en alacranes de la
familia Buthidae.

Se identificd una secuencia 57% idéntica a PLA2 secretorias de insectos
(Apis dorsala y Apis mellifera). Aunque no fue posible recuperar la secuencia de
amino acidos completa (Fig. 28), sera interesante validar experimentalmente la

presencia de esta proteina en el veneno de C. noxius.
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Figura 28. Alineamiento del isotig similar a PLA2 secretorias de insectos

7.4.5.6 Metaloproteasas

Las proteasas, en particular las serin y metaloproteasas se han estudiado

ampliamente en los venenos de serpientes, pues son responsables de los efectos
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locales y sistémicos durante los envenenamientos por mordeduras de estos
reptiles. En general, estas proteasas son capaces de promover la hidrélisis de
proteinas como fibrindgenos y fibrinas, lo cual ocasiona problemas de coagulacién
y fibrindlisis (Costa et al. 2010). Recientemente se ha observado la presencia de
metaloproteasas y serin-proteasas en venenos de otros organismos, como
alacranes, arafias y garrapatas. En este estudio se encontraron siete isogrupos
similares a metaloproteasas caracterizadas en aracnidos; la topologia consenso
se muestra en la figura 29. Se observan tres clados diferentes; uno de ellos
incluye secuencias similares a la antareasa reportada en T. serrulatus; en otro
clado vemos un isotigs similar a la metaloproteasa-1 reportada en M. eupens y el
tercero comprende un isotig similar a una VMPA proveniente del veneno de

Latrodectus hesperus.

i05168_3 155170 3
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17222 2 i15751_2
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i04957_6

Figura 29. Filogenia de las secuencias similares a metaloproteasas de venenos de aracnidos. La
topologia consenso fue obtenida por NJ con 100 pseudoréplicas de bootstrap. Rojo: isotigs
similares a antareasa; verde: isotig similar a la VMP1; azul: isotigs similares a la astacina arafas.
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Se identificd un isogrupo con similitud a la metaloproteasa-1 del alacran
Mesobuthus eupeus, la cual no ha sido estudiada funcionalmente hasta el
momento. Las secuencias de ambas especies mantienen 50% de identidad con
una cobertura de 100% (Fig. 30).
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Figura 30. Alineamiento de una secuencia de C. noxius similar a la VMP1 del alacran M. eupeus.
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Algunos estudios clinicos han reportado que los venenos de alacranes
pueden inducir pancreatitis aguda en un evento de envenenamiento.
Recientemente se identific6 una fraccion purificada del veneno del alacran
brasilefio Tityus serrulatus con capacidad de cortar proteinas SNARE en tejido
pancreético exocrino. Por medio de experimentos de secuenciacion directa de los
péptidos de esta fraccion, se mostro la presencia de una metaloproteasa
dependiente de zinc denominada antareasa (Fletcher et al. 2009). Esta enzima
corta de manera especifica las v-SNAREs en regiones cercanas a la sitio de
anclaje a la membrana, y por tanto impide que las reacciones de fusién se lleven a
cabo de manera normal. Puesto que las proteinas SNARE son criticas para el
transporte vesicular selectivo entre compartimentos celulares, las modificaciones o
dafios a estas proteinas tiene consecuencias irreversibles para las células. Por
ello, las toxinas que pudieran atacar o interferir con esta maquinaria de transporte,
tienen efectos significativos en procesos celulares. En particular, cinco isogrupos
tienen porcentajes de identidad >50% con la antareasa de T. serrulatus (Fig. 31).
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Figura 31. Alineamiento de los isotigs similares a la secuencia de antareasa de T. serrulatus.

Se encontrd otro isogrupo similar a una zinc metaloproteasa (Fig. 32), la

astacina, identificada en el veneno de arafias de los géneros Loxosceles y

Latrodectus. Esta proteina provoca el despegado de células endoteliales en

cultivos celulares, asi como la degradacion de fibronectina y fibrinégeno in vitro

(Trevisan-Silva et al. 2010). Si bien la funcion de la astacina en el veneno de estas
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arafas no ha sido estudiado a detalle, es probable que facilite la difusion de otras
toxinas después de la mordedura. Alternativamente, podria estar relacionada con
el procesamiento proteolitico de algunos componentes del veneno, o funcionar
como ayuda digestiva extra-oral de las presas de estos aracnidos. La prediccion
con SignalP muestra que en C. noxius el péptido sefial tiene una mayor longitud

respecto a los péptidos de arafias.
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Figura 32. Alineamiento de una secuencia de C. noxius similar a astacina de aracnidos

7.4.5.7 Otros components del veneno

* Hialuronidasa

La hialuronidasa hidroliza al acido hialurdnico, el cual estd ampliamente
distribuido en la matriz extracelular. Esta proteina esta presente de manera ubicua
en el veneno de muchas especies, como reptiles, alacranes, abejas, avispas y
peces, actia como factor de difusion y facilita la permeabilidad de los tejidos y por
tanto la dispersion de toxinas y otros componentes de los venenos. La primera
secuencia completa reportada en alacran, corresponde a la BmHYAL proveniente
de la especie Buthus martensii (Feng et al. 2010). Se encontrd un isotig similar a

65



hialuronidasa dentro de las secuencias de glandula de C. noxius, sin embargo, la
cobertura de la BmHYAL es Unicamente de 24% con un porcentaje de identidad

de 80% (Fig. 33).
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Figura 33. Alineamiento de una secuencia de C. noxius similar a la hialuronidasa del veneno de M.
martensii

* Lipasa

Se encontr6 un isotig 60% idéntico a la proteina 164 del veneno del alacran
L. mucronatus (Ruiming et al. 2010). Si bien la funcién de esta toxina no se ha
estudiado y s6lo se ha descrito a nivel transcripcional, se identific6 un dominio de
colipasa de 50 residuos (de la posicién 25 a 75), asi como un péptido sefial que

cubre los primeros 20 residuos de ambas secuencias (Fig. 34).
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Figura 34. Alineamiento de un isotig similar a la proteina VP164 del veneno de L. mucronatus.
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e Otros neuropéptidos

Se identificaron cinco isogrupos similares a péptidos encontrados en los
venenos de las especies L. mucronatus (venom peptide VP302), M. eupeus
(MeVIGFBP-1: venom insulin growth factor binding protein; VTP: venom toxin-like
peptide; VNP3: venom neuropeptide 3) y R. junceus (VTX: venom toxin-like
peptide); sin embargo, la funcidon de estas toxinas no se ha descrito hasta el
momento (Fig. 35).
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Figura 35. Alineamientos de isotigs similares a toxinas aisladas de venenos sin funcién descrita. A.
Secuencias similares a la proteina 302 del veneno de L. mucronatus y MeVIGFBP-1 del veneno de
M. eupeus. B. VNP3: venom neuropeptide 3, M. eupeus. C. VTP: venom toxin-like peptide, M.
eupeus. D. VTX: venom toxin-like peptide, R. junceus.

Como hemos visto a lo largo de esta seccion, la gama de toxinas que se
expresan en la glandula de veneno de Centruroides noxius no se limita
Unicamente a las familias que afectan canales ibnicos como se ha descrito hasta
el momento. El encontrar una mayor diversidad de isogrupos similares a NaTx es
congruente con estudios previos en especies de la familia Buthidae, donde se ha
mostrado que estas toxinas estdn altamente representadas en los perfiles
transcripcionales de la glandula de veneno. El hecho de que la toxina Cn2 sea uno
de los componentes més abundantes del veneno de esta especie (Garcia et al.
2003), y que el uso de anticuerpos especificos para esta toxina permita neutralizar
el veneno completo, ha colocado a la Cn2 (y sus homélogos en otras especies del
genero Centruroides) como punto focal para el desarrollo de antivenenos eficaces.
Si bien otros componentes proteicos del veneno de C. noxius tienen efectos
despreciables en envenenamientos de mamiferos, no es dificil pensar que la
combinacién de estos tenga efectos igualmente toxicos en otras especies que el

alacran usa como alimento, o que son predadores naturales de estos aracnidos.

Adicionalmente, es importante resaltar que la presencia a nivel proteico y la

funcion de las secuencias similares a toxinas encontradas en este perfil
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transcripcional, deberan ser validadas experimentalmente. Puesto que en algunos
de los ejemplos descritos se observan diferencias importantes a nivel de los
péptidos sefial con respecto a los péptidos encontrados en otras especies de
alacranes, es probable que algunos de estos transcritos no puedan ser
procesados durante la traduccion para la secrecion en el veneno y se degraden en
la glandula. Con estas observaciones, es claro que el perfil transcripcional de la
glandula de veneno no refleja directamente la composicion proteica del veneno del
alacran. No podemos perder de vista que quizas algunas proteinas glandula
especificas reportadas como potenciales toxinas (ej. metaloproteasas, inhibidores
de proteasas, VIGFVP-1), estén involucradas en el funcionamiento de la glandula
y en el procesamiento de otros componentes del veneno, y no necesariamente
tengan per se efectos téxicos. En este sentido, sera igualmente interesante
localizar los loci correspondientes a estas familias de proteinas para analizar su
organizacion, posibles rearreglos y dinamicas gendmicas que han dado origen a la
producciéon del veneno con una composicién proteica determinada. Desde una
perspectiva evolutiva, es evidente que la expresion especifica de las toxinas
descritas en este trabajo, han generado una herramienta de predacion y de
defensa, con blancos de accion en especies filogenéticamente lejanas como

insectos y mamiferos.

7.5 Analisis cuantitativo de los niveles de expresion en la glandula de veneno en
estados de actividad y mantenimiento

El protocolo de pirosecuenciacion permite hacer inferencias respecto a la
representacion de determinados transcritos en un conjunto de datos. Dado que las
muestras de cDNA no requieren ser amplificadas para la construccion de las
librerias (Margulies et al. 2005), se espera que el niumero de lecturas de un
transcrito refleje la abundancia de éste en una condicibn en particular. Esta
ventaja de la plataforma de 454 se aprovechd para determinar la proporcion de
transcritos que se expresan diferencialmente en la glandula cuando se encuentra

en estado de reposo o cuando esta comprometida en la regeneraciéon del veneno.
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Para este propdsito, se usaron dos pruebas estadisticas que se describen a

continuacion.

7.5.1 Prueba exacta de Fisher

La prueba exacta de Fisher (Triola 2004) es una prueba de significancia
estadistica usada en el andlisis de tablas de contingencia para calcular la
desviacidon con respecto a una hipétesis nula. El valor p derivado de esta prueba,
corresponde a la probabilidad de obtener un valor del estadistico de prueba que
sea al menos tan extremo como el que representa a los datos muestrales,
suponiendo que la hipotesis nula es verdadera. El nivel de significancia (o) de la
prueba denota la probabilidad de que el estadistico de prueba caiga en la regién
critica cuando la hipétesis nula es verdadera. Si el estadistico de prueba cae en la
region critica, se debe rechazar la hipétesis nula, de modo que o es la probabilidad
de cometer el error de rechazar la hipétesis nula cuando es verdadera. Lo anterior
implica que la prueba de Fisher estima la tasa de falsos positivos, que se puede
representar de la siguiente manera:

Tasa de falsos positivos = # falsos positivos / # pruebas nulas verdaderas

7.5.2 Estadistico Q

A diferencia de la prueba de Fisher, el estadistico Q controla la proporcién
esperada de hipoétesis nulas incorrectamente rechazadas (Storey et al. 2004), lo
cual se conoce como “False Discovery Rate” (FDR) y se representa de la siguiente
forma:

False discovery rate = # falsos positivos / # pruebas significativas

Por ejemplo, si se acepta una tasa de falsos positivos de 5% con la prueba
exacta de Fisher, quiere decir gue en 5% de los casos, aceptaremos una hipétesis
nula como significativa. Por otra parte, un FDR de 5% implica que entre las

pruebas que se consideraron significativas con la prueba exacta de Fisher, 5%
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seran falsos positivos. Si tenemos 100 pruebas significativas, esto resulta en 5
falsos positivos.

7.5.3 Comparacion entre estados de glandula

Teniendo experimentos independientes de secuenciacién con 3 sistemas
diferentes de 454, se pudo evaluar la reproducibilidad de las corridas en cuanto a
los niveles de trascripcion detectados en cada una de ellas. Para este propésito,
se calculé el numero de secuencias con diferencias de expresiéon en glandula
activa y en reposo por corrida de 454 con la prueba exacta de Fisher, tomando un
valor o de 0,05 (HO = la abundancia transcripcional de un gen no tiene diferencias
significativas entre ambas condiciones de estudio de la glandula; H1 = el gen se
expresa de manera preferencial en una condicién de la glandula de veneno) . Los
valores p obtenidos fueron sometidos a una segunda evaluacion con el estadistico

Q, tomando igualmente un valor a de 0,05 (Fig. 36).

Abundancia Transcripcional
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Figura 36. Porcentaje de isogrupos con mayor expresion en glandula activa o en mantenimiento.
Estas proporciones fueron calculadas con la prueba exacta de Fisher y el estadistico Q (o = 0,05).
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En primer lugar, se puede destacar que los experimentos 1 y 2 de
pirosecuenciacion muestran un mayor porcentaje de secuencias expresadas en la
glandula en estado de reposo. Si bien podriamos esperar que la glandula mostrara
una mayor actividad transcripcional durante el periodo de regeneracion del veneno
perdido en la ordefia, ésta no se ve directamente reflejada en las corridas 1 y 2.
Por otro lado, es sorprendente que en el experimento 3 cerca del 25% de los
isogrupos muestra diferencias de abundancia transcripcional en glandula bajo el

estadistico de Fisher y 7% bajo el estadistico Q.

Como se observa en la figura 37, la interseccién de los tres experimentos
es minima, pues Unicamente cuatro isogrupos son consistentemente expresados
de manera preferencial en glandula en estado de reposo validado por el
estadistico Q. De esta comparacion se vuelve evidente que la reproducibilidad de
las corridas es baja y puede deberse a una cobertura parcial y heterogénea del

transcriptoma de este organismo tomando las corridas de 454 por separado.
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Figura 37. Evaluacién de los isogrupos con expresion diferencial consistente en los experimentos
de pirosecuenciacion. A. Interseccion de los isogrupos validados con el estadistico de Fisher. B.
Interseccion de los isogrupos validados con el estadistico Q. (A): glandula activa; (M): glandula en
mantenimiento; (S/D): sin diferencia de expresion.
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Basados en las observaciones anteriores, es claro que no podemos asumir
homogeneidad en la cobertura de los transcritos en los experimentos de
secuenciacion de manera independiente. Por ello, se hizo una evaluacion de las
diferencias de abundancia transcripcional tomando en cuenta las tres corridas de
454 de manera conjunta. De este andlisis (Fig. 38), 599 isogrupos mostraron
mayor expresion en la glandula activa y 400 en la glandula en estado de reposo,
que corresponden al 3% y al 2% del total de isogrupos ensamblados,

respectivamente.

Telson Activo Telson

599 isogrupos Mantenimiento
400 isogrupos

Toxinas (16 Toxinas (8
isogrupos) 18310 isogrupos)
*“Metaloproteasa (2) isogrupos *Metaloproteasa (2)
*Calcio (1) *Calcio: (1)
*Colipasa (1) *Potasio (1)
*Potasio (2) *Sodio (3)

*Sodio (8) *VIGFBP (1)

*Otras neurotoxinas (2)

Figura 38. Isogrupos con diferencias de abundancia transcripcional validadas con el estadistico Q
entre estados de glandula.

Entre estos transcritos, destacan secuencias similares a toxinas, como se
muestra en la figura 39. Estas observaciones son congruentes con los perfiles
transcripcionales que se han estudiado hasta el momento en otras especies de
alacranes. En efecto, se ha observado de manera recurrente que las librerias de
cDNA construidas a partir de RNA extraido de glandulas en proceso de
regeneracion del veneno (posterior a la ordefia por estimulacion eléctrica), estan

enriquecidas con secuencias similares a toxinas, mientras que al estudiar
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glandulas en reposo, esta proporcion disminuye de manera importante y solo se
observan transcritos que permiten mantener un contenido basal de toxinas. Dentro
de los isogrupos similares a NaTx que se expresan de manera diferencial entre
estados de glandula, es importante notar que ninguno de ellos corresponde a la
toxina Cn2 (isotigs 05476, 20571 y 24211, Fig. 23), que es la toxina de mayor
toxicidad para mamiferos. Tomando en cuenta que los mamiferos no son los
principales predadores y tampoco una presa natural de los alacranes, no es
sorprendente que la produccion de esta toxina a nivel transcripcional no sea
prioritaria durante la regeneracion del veneno. Por otra parte, dos de los cinco
isogrupos similares a la antareasa de T. serrulatus estan mas representados en el

estado activo y un tercero en el estado de mantenimiento de la glandula.

Cabe plantear la posibilidad de que algunos de estos transcritos sean
expresados sin llegar a procesarse para ser posteriormente secretados en el
veneno, como se observd con otras secuencias de toxinas en el perfil
transcripcional del alacran H. judaicus (Morgestern et al. 2011), lo cual implica que
los loci de toxinas son regiones del genoma activamente transcritos, aunque no
necesariamente los productos de este proceso sean funcionales a nivel de

proteinas.

Adicionalmente, los isogrupos que mostraron diferencias de expresion
validada por el estadistico Q fueron mapeados sobre las rutas metabdlicas de
KEGG. La distribucion de los procesos celulares se muestra en la figura 39. De
esta clasificacion funcional, destacan por la proporcibn de secuencias de
expresion en glandula activa, las categorias correspondientes al metabolismo de
carbohidratos, de lipidos y de amino acidos. Estas observaciones son congruentes
con datos referentes al costo metabdlico asociado a la produccion de veneno, los
cuales mostraron a través de mediciones de consumo de oxigeno en el alacran
Parabuthus transvaalicus, que hay un incremento de casi 40% en el consumo de
oxigeno durante las 72 horas posteriores a la extraccion del veneno (Nisani et al.
2007).
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Figura 39. Categorias funcionales representadas de manera diferencial entre estados de glandula.
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significativos en NR-NCBI. A. Telson activo. B. Telson en reposo o mantenimiento.
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También se observa una mayor proporcion de componentes del
proteasoma transcritos preferencialmente en el telson en estado activo, lo cual
puede reflejar que la glandula requiere un mayor control de calidad de las
proteinas que se estan sintetizando para regresar a su estado basal.
Considerando que la extraccidén eléctrica del veneno es un estrés externo que
afecta directamente la glandula, no es sorprendente encontrar estos componentes

altamente representadas a nivel transcripcional.

El conjunto de secuencias comprendidas en las categorias de metabolismo
de amino &cidos y de biosintesis de aminoacil-tRNAs obtenidas en estado activo,
sugiere que la glandula mantiene una actividad traduccional elevada,
probablemente relacionada con la regeneracién del veneno perdido durante la
ordefla. En estado de mantenimiento o reposo, se observa una mayor
representacion de transcritos relacionados al procesamiento de estimulos externos
(informacion ambiental), que incluyen proteinas de transporte de membrana y
mecanismos de transduccién de sefiales. A diferencia del estado activo, en reposo
parece haber méas eventos de endo/exocitosis, actividad de peroxisomas y
lisosomas, reflejados en el alto porcentaje de secuencias involucradas en

catabolismo y transporte.

Sin embargo, cabe destacar que la mayor proporcion de genes expresados
de manera diferencial entre estados de la glandula (cerca del 80% en ambos
casos), no tienen homologia con secuencias depositadas en las bases de datos o
corresponden a proteinas hipotéticas. Por esta razon, es posible plantear que las
diferencias funcionales y de regulacion que ocurren durante la regeneracion del
veneno o que permiten mantener a la glandula en un estado basal, estan dadas
por genes de funcion hasta el momento desconocida que deberdn ser
cuidadosamente analizados en estudios posteriores.
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8 Conclusiones y perspectivas

Como resultado de este estudio, se logré obtener un ensamblado robusto
del transcriptoma de Centruroides noxius tanto a nivel cuantitativo (longitud de los
isotigs, aprovechamiento de las lecturas) como cualitativo (identificacion genes
esenciales completos, toxinas reportadas). Sin embargo, es claro que no se pudo
alcanzar una cobertura 6ptima, segun refleja el alto numero de singlets, las pocas

secuencias repetidas y el mapeo funcional.

El disefio de los experimentos de pirosecuenciacion permitié evaluar de
manera diferencial la gama de ESTs presentes en la glandula de veneno y en el
cuerpo del alacran. En este sentido, la clasificacion taxonémica de las secuencias
ensambladas y la identificacion de genes eucariotes esenciales revelaron que el
ensamblado esta constituido por secuencias bona fide de un artrépodo, y nos
permiten descartar eventos de contaminacion dentro de las secuencias reportadas
como transcritos de alacran. Asi mismo, el andlisis de las secuencias similares a
toxinas mostré que existe una amplia gama de péptidos y familias de toxinas
nunca antes identificados en el veneno de C. noxius. Esta observacion confirma
gue a lo largo de la historia evolutiva de estos aracnidos, han ocurrido diferentes
eventos de duplicacion de genes que han permitido generar una combinatoria de
proteinas que los alacranes utilizan eficientemente con fines de depredacion y

defensa.

El andlisis estadistico global mostr6 que efectivamente, existen genes que
se expresan de manera preferencial después de la extraccién de veneno, entre los
gue destacan secuencias similares a toxinas y genes involucrados en diferentes

rutas metabdlicas.

De manera general, podemos concluir que los resultados obtenidos en este
trabajo representan el primer estudio a gran escala de las secuencias expresadas
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en el alacran Centruroides noxius que, a diferencia de los perfiles transcripcionales
de alacranes hasta el momento reportados, buscé describir de manera integral el
universo de ESTs presentes en un organismo de enorme relevancia médica y

evolutiva.

Estudios posteriores deberan incrementar la cobertura del transcriptoma del
alacran, utilizando protocolos de secuenciacion masiva que complementen los
datos de pirosecuenciaciéon con los que contamos en este momento. Es posible
plantear el uso de otras plataformas como lllumina o Solid, que ayudaran a
ensamblar las secuencias de los transcritos obtenidos de manera parcial en este
estudio, y permitirdn hacer validaciones estadisticas mas robustas respecto a los

genes expresados diferencialmente en la glandula de veneno.

Puesto que no fue posible rastrear las secuencias de amino &cidos
completas de algunas toxinas, se propone que los transcritos ensamblados en
este estudio puedan usarse como anclas para el disefio de oligonucledtidos
especificos y hacer busquedas dirigidas de las toxinas completas de interés. En
este sentido, se debera también evaluar la presencia de las toxinas encontradas a
nivel transcripcional en el proteoma de la glandula de veneno. La validacion
funcional de estas, sera fundamental para su aplicacién biotecnolégica y como
modelos en estudios de estructura-funcion de proteinas. Por otro lado, las
diferencias en niveles de expresion deberan analizarse con metodologias de
biologia molecular, como PCR en tiempo real, y correlacionarse a nivel

proteémico.
Este estudio sienta las bases para hacer busquedas de familias de genes

especificas de alacran, que puedan ser de interés para entender procesos
celulares complejos, o que puedan tener aplicaciones biotecnolégicas.
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Tabla suplementaria 1. Genes eucariotes esenciales de copia Unica identificados en el
transcriptoma de C. noxius

Arginyl-tRNA synthetase (EC 6.1.1.19)

Asparaginyl-tRNA synthetase (EC 6.1.1.22)

Asparaginyl-tRNA synthetase (EC 6.1.1.22), mitochondrial

Aspartyl-tRNA synthetase (EC 6.1.1.12)

COG0536: GTP-binding protein Obg

DNA-directed RNA polymerase 1l 13.2 kDa polypeptide (EC 2.7.7.6)

DNA-directed RNA polymerase 1l 13.3 kDa polypeptide (EC 2.7.7.6)

DNA-directed RNA polymerase 1l 19 kDa polypeptide (EC 2.7.7.6)

DNA-directed RNA polymerase 11l 12.5 kDa polypeptide (EC 2.7.7.6)

DNA-directed RNA polymerases |, I, and Il 14.5 kDa polypeptide (EC 2.7.7.6)

DNA-directed RNA polymerases |, I, and Ill 27 kDa polypeptide (EC 2.7.7.6)

DNA-directed RNA polymerases |, Il, and Ill 8.3 kDa polypeptide (EC 2.7.7.6)

Eukaryotic peptide chain release factor subunit 1

Eukaryotic translation initiation factor 5A

GTP-binding and nucleic acid-binding protein YchF

GTPase and tRNA-U34 5-formylation enzyme TrmE

Glutamyl-tRNA(GIn) amidotransferase subunit A (EC 6.3.5.7)

Glycyl-tRNA synthetase (EC 6.1.1.14) @ Glycyl-tRNA synthetase (EC 6.1.1.14), mitochondrial

HBS1 protein

LSU ribosomal protein L10Ae (L1p)

LSU ribosomal protein L10e (L16p)

LSU ribosomal protein L11e (L5p)

LSU ribosomal protein L11p (L12e), mitochondrial

LSU ribosomal protein L12e (L11p)

LSU ribosomal protein L13Ae (L13p)

LSU ribosomal protein L13e

LSU ribosomal protein L14e

LSU ribosomal protein L15e

LSU ribosomal protein L16p (L10e), mitochondrial

LSU ribosomal protein L17e (L22p)

LSU ribosomal protein L18Ae

LSU ribosomal protein L18e

LSU ribosomal protein L1e (L4p)

LSU ribosomal protein L20p, mitochondrial

LSU ribosomal protein L21e

LSU ribosomal protein L22e

LSU ribosomal protein L22p (L17e), mitochondrial

LSU ribosomal protein L23Ae (L23p)

LSU ribosomal protein L23p (L23Ae), mitochondrial

LSU ribosomal protein L24e

LSU ribosomal protein L24p (L26e), mitochondrial

LSU ribosomal protein L26e (L24p)
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LSU ribosomal protein L27Ae (L15p)

LSU ribosomal protein L27e

LSU ribosomal protein L28e

LSU ribosomal protein L29e

LSU ribosomal protein L30e

LSU ribosomal protein L31e

LSU ribosomal protein L32e

LSU ribosomal protein L33p, mitochondrial

LSU ribosomal protein L35Ae

LSU ribosomal protein L36e

LSU ribosomal protein L36p, mitochondrial

LSU ribosomal protein L37Ae

LSU ribosomal protein L38e

LSU ribosomal protein L39e

LSU ribosomal protein L39mt, mitochondrial

LSU ribosomal protein L3e (L3p)

LSU ribosomal protein L3p (L3e), mitochondrial

LSU ribosomal protein L40mt, mitochondrial

LSU ribosomal protein L44e

LSU ribosomal protein L44mt, mitochondrial

LSU ribosomal protein L46mt, mitochondrial

LSU ribosomal protein L47mt, mitochondrial

LSU ribosomal protein L48mt, mitochondrial

LSU ribosomal protein L49mt, mitochondrial

LSU ribosomal protein L4p (L1e), mitochondrial

LSU ribosomal protein L53mt, mitochondrial

LSU ribosomal protein L5e (L18p)

LSU ribosomal protein L6e

LSU ribosomal protein L7/L12 (L23e), mitochondrial

LSU ribosomal protein L7Ae

LSU ribosomal protein L7e (L30p)

LSU ribosomal protein L8e (L2p)

LSU ribosomal protein L9e (L6p)

LSU ribosomal protein L9p, mitochondrial

LSU ribosomal protein PO (L10p)

LSU ribosomal protein P1 (L7/L12)

Leucyl-tRNA synthetase (EC 6.1.1.4)

Lysyl-tRNA synthetase (class Il) (EC 6.1.1.6) @ Lysyl-tRNA synthetase (class Il) (EC 6.1.1.6),
mitochondrial

Phenylalanyl-tRNA synthetase alpha chain (EC 6.1.1.20)

Phenylalanyl-tRNA synthetase alpha chain (EC 6.1.1.20), mitochondrial

RNA polymerase Il transcription initiation factor (TFIIIC) 95 kDa subunit

Ribonucleases P/MRP protein subunit POP7 (EC 3.1.26.5)

SSU ribosomal protein MRP10, mitochondrial

SSU ribosomal protein S10e

SSU ribosomal protein S10p (S20e), mitochondrial

SSU ribosomal protein S11e (S17p)
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SSU ribosomal protein S11p (S14e), mitochondrial

SSU ribosomal protein S12e

SSU ribosomal protein S12p (S23e), mitochondrial

SSU ribosomal protein S14e (S11p)

SSU ribosomal protein S14p (S29e), mitochondrial

SSU ribosomal protein S15Ae (S8p)

SSU ribosomal protein S15e (S19p)

SSU ribosomal protein S16p, mitochondrial

SSU ribosomal protein S17p (S11e), mitochondrial

SSU ribosomal protein S18e (S13p)

SSU ribosomal protein S19e

SSU ribosomal protein S21e

SSU ribosomal protein S22mt, mitochondrial

SSU ribosomal protein S23e (S12p)

SSU ribosomal protein S23mt, mitochondrial

SSU ribosomal protein S24e

SSU ribosomal protein S24mt, mitochondrial

SSU ribosomal protein S26e

SSU ribosomal protein S27e

SSU ribosomal protein S28e

SSU ribosomal protein S28mt, mitochondrial

SSU ribosomal protein S29e (S14p)

SSU ribosomal protein S29mt, mitochondrial

SSU ribosomal protein S33mt, mitochondrial

SSU ribosomal protein S34mt, mitochondrial

SSU ribosomal protein S3e (S3p)

SSU ribosomal protein S4e

SSU ribosomal protein S5p (S2e), mitochondrial

SSU ribosomal protein Sé6e

SSU ribosomal protein S6p, mitochondrial

SSU ribosomal protein S7e

SSU ribosomal protein S7p (S5e), mitochondrial

SSU ribosomal protein S8e

SSU ribosomal protein S9e (S4p)

SSU ribosomal protein S9p (S16e), mitochondrial

SSU ribosomal protein SAe (S2p)

Seryl-tRNA synthetase (EC 6.1.1.11)

TATA-box binding protein

Threonyl-tRNA synthetase (EC 6.1.1.3)

Transcription initiation factor 11B

Transcription initiation factor IIE beta subunit

Transcription initiation factor IIF beta subunit

Transcription initiation factor IIH cyclin-dependent kinase 7

Transcription initiation factor IIH p34 subunit

Transcription initiation factor IIH p44 subunit

Transcription initiation factor I1A

Transcription initiation factor 111B 70 kDa subunit
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Translation elongation factor 1 alpha subunit

Translation elongation factor 1 beta subunit

Translation elongation factor 1 gamma subunit

Translation elongation factor Tu

Tryptophanyl-tRNA synthetase (EC 6.1.1.2)

Tyrosyl-tRNA synthetase (EC 6.1.1.1)

Tyrosyl-tRNA synthetase (EC 6.1.1.1) ## cluster 3

proteasome regulatory subunit Rpn10

proteasome regulatory subunit Rpn11

proteasome regulatory subunit Rpn12

proteasome regulatory subunit Rpn3

proteasome regulatory subunit Rpn5

proteasome regulatory subunit Rpn6

proteasome regulatory subunit Rpn7

proteasome regulatory subunit Rpn8

proteasome regulatory subunit Rpn9

proteasome regulatory subunit Rptl

proteasome regulatory subunit Rpt2

proteasome regulatory subunit Rpt4

proteasome regulatory subunit Rpt6

proteasome regulatory subunit S5b

proteasome regulatory subunit p28

proteasome regulatory subunit p29

proteasome subunit alphal (EC 3.4.25.1)

proteasome subunit alpha2 (EC 3.4.25.1)

proteasome subunit alpha3 (EC 3.4.25.1)

proteasome subunit alpha4 (EC 3.4.25.1)

proteasome subunit alpha5 (EC 3.4.25.1)

proteasome subunit alpha6 (EC 3.4.25.1)

proteasome subunit alpha7 (EC 3.4.25.1)

proteasome subunit betal (EC 3.4.25.1)

proteasome subunit beta2 (EC 3.4.25.1)

proteasome subunit beta3 (EC 3.4.25.1)

proteasome subunit beta4 (EC 3.4.25.1)

proteasome subunit beta6 (EC 3.4.25.1)

proteasome subunit beta7 (EC 3.4.25.1)

ubiquitin / LSU ribosomal protein L40e

ubiquitin / SSU ribosomal protein S27Ae

ubiquitin-like protein fubi / SSU ribosomal protein S30e
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Tabla suplementaria 2. Isogrupos similares a toxinas

isogroup00005 aKTx KA171_MMA 43 100 100
isogroup00035 aKTx KAX21 CNO 100 63 100
isogroup00095 aKTx KA171_MMA 77 49 55
isogroup03436 aKTx KA163 MMA 36 97 98
isogroup16816 aKTx KA101 _CNO 70 65 48
isogroup16863 aKTx KA102_CNO 71 69 97
isogroupl17266 aKTx KA101 CNO 100 90 71
isogroup17401 aKTx KA101_CNO 68 100 71
isogroup11772 BKTx KIK2_TDI 72 32 63
isogroup16053 BKTx KBX1 TCO 48 76 36
isogroup16168 BKTx KBX1 TCO 74 99 84
isogroup17599 BKTx KIK2_TDI 81 98 47
isogroup03452 YKTX KGX31_CNO 100 68 100
isogroup16221 YKTX KGX11 CNO 98 100 100
isogroup18586 YKTX KGX11 CNO 100 100 56
isogroup00487 CaTx SCXC1_MMA 58 80 67
isogroup03464 CaTx SCXC1_MMA 44 92 95
isogroup15918 Lipasa VP164 L MU 60 100 97
isogroup00042 LVP-NaTx LVP1A BOS 32 54 54
isogroup00331 LVP-NaTx LVP1A BOC 41 100 97
isogroup01026 LVP-NaTx LVP1A MMA 31 71 71
isogroup15099 LVP-NaTx LVP1A BOC 39 100 98
isogroup00230 NaTx SCXV_CSC 70 89 102
isogroup00311 NaTx SCX12_CNO 54 81 97
isogroup00798 NaTx SCX2_CNO 100 100 82
isogroup01026 NaTx HJ1A HJU 55 77 100
isogroup01137 NaTx CSSIX_CSS 94 100 100
isogroup01524 NaTx SCXB_BOC 50 67 80
isogroup01533 NaTx HJ1B HJU 53 100 67
isogroup03359 NaTx SIXA1 MMA 41 90 96
isogroup03547 NaTx SCX4 CLL 97 100 41
isogroup12229 NaTx SCNA1_TDI 41 72 91
isogroup12878 NaTx SCX2_CNO 100 73 32
isogroup14678 NaTx TX11 ACR 34 65 88
isogroup16065 NaTx SCX2_CSC 94 54 57
isogroup16094 NaTx SCX5_CSC 51 62 83
isogroup16486 NaTx SCXB_CNO 53 97 92
isogroup16518 NaTx SCX2_CNO 97 100 70
isogroup16547 NaTx SCX2_CSC 70 98 69
isogroup16933 NaTx SCXV_CSC 69 89 100
isogroup17232 NaTx SCX3_CSC 96 74 55
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isogroup18150 NaTx SCX2_CNO 98 100 50
isogroup18205 NaTx CEIlI8_CEL 90 86 47
isogroup18536 NaTx SCAS_MMA 50 103 42
m25901 NaTx SCX12_CNO 97 100 45
m2123 PLA2 PLA2_AME 50 100 80
isogroup00380 TX VTx_MEU 62 100 100
isogroup01539 TX VTx_RJU 32 95 100
isogroup03301 TX VNP3 MMA 78 100 100
contig03848 VC BmHYA1 MMA 80 100 24
isogroup00241 VC VIGFBP_MEU 37 100 89
isogroup00368 VC VP302_LMU 44 90 100
isogroup03274 VC VA5 TSE 66 90 74
singlets VC PBPO_ PSC 78 100 80
isogroup00032 VMP VMPA_TSE 41 96 84
isogroup00046 VMP VMPA_TSE 46 74 100
isogroup00210 VMP VMP1 MEU 50 100 100
isogroup00213 VMP VMPA_TSE 42 99 85
isogroup00660 VMP VMPA LIN 45 9 81
isogroup00717 VMP VMPA_TSE 59 84 104
isogroup08058 VMP VMPA_TSE 53 98 77
isogroup00690 VSP VSPA_TGA 39 87 40
isogroup02446 VSP VSPA_TGA 35 72 58
isogroup05743 VSP VSP2_ABI 31 66 100
isogroup00435 VSPI KC2_ASU 44 61 93
isogroup03392 VSPI KC2_ASU 68 84 66
isogroup03499 VSPI KC2_ASU 60 70 91
isogroup07446 VSPI KC2_ASU 55 72 95

KTx: toxinas bloqueadoras de canales de potasio; CaTx: toxinas bloqueadoras de canales de
calcio; NaTx: toxinas moduladoras de la funcién de canales de sodio; PLA2: fosfolipasa A2; Tx:
otras neurotoxinas; VC: componente del veneno; VMP: metaloproteasa; VSP: serin proteasa; VSPI:

inhibidor de serin proteasas
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