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Resumen

El hombre como especie posee un cerebro Gnico en capacidades de analisis por su estructura y patrones de organizatidiemeaigesu
son labase de la inteligenciay la habilidad de manipular el entorno. Adicionalmente, el desarrollo y la evolucidrodebperaten los
procesos genéticos subyacen@isietivo. Presentar una aproximacion al proceso evolutivo de los iGIuR con el método filogenético de
maxima verosimilitud (ML) y bayesiano (Blateriales y métodosPara lo cual se emplean métodusilico que permiten plantear un
modelo de evolucién molecular y el reconocimiento cualitativo de los bloques de sintenia, para estos genes en lasgspatess de
(chimpancégrangutanmono rhesug hombre).Resultados El Glutamato es el principal neurotransmisor y juega un papel importante en
la plasticidad neuronal y la neurotoxicidad. La neurotransmision via glutamato es mediada por los receptores ionotrapéroaide Gl
(iGIuR) tipo NMDA y no-NMDA (AMPA y KA). Se tiene que por cada inferencia filogenética obtenida, se confirma que los iGIuR de
los mamiferos podrian haber evolucionado a partir de un mecanismo mas primitivo de sefializacién, por lo cual se preaeitaasagrup
similares entre algunas especies de primates con rogdonetusion Las secuencias de NR-2 han permanecido en una seleccién
purificadora, y que la escala de divergencia neutral es més rapida en los primates que en los roedores; sin embargaplicae otz
estudios para confirman estas teorias de evolucion.

Palabras clave evolucion en familias génicas, inferencia filogenética de ML y By, iGIuR, AMPA, KA, NMDA.

Abstract

In silico approach to the evolution of ionotropic glutamate receptor gene family in four primate specigdan as a species has a brain
unique in analysis capabilities due to its structure and organizational patterns that are presumably the basis of antdltigeabdity to
manipulate the environment. Additionally, the development and evolution of the brain respond underlying genetic fioeesisesTo
present an approach to the evolutionary process of the iGIuR with the maximum likelihood (ML) and Bayesian (By) phylcajgsistic an
methodsMaterials and methods we usedh silico methods to propose a model of molecular evolution and to do a qualitative recognition
of synteny blocks for these genes in different species of primates (chimpanzee, orangutan, rhesus monkeRasdltadblutamate

is the main neurotransmitter and plays an important role in neuronal plasticity and neurotoxicity. Neurotransmission &ta glutam
mediated by ionotropic glutamate receptors (iGIUR) NMDA type and non-NMDA type (AMPA and KA). For every phylogenetic
inference, we confirmed that the iGIuRs of mammals could have evolved from a primitive signaling mechanism, thus explkining sim
clusters between some species of primates and roG@emslusion The NR-2 sequences have been exposed to a purifying selection, and
the neutral level of divergence is faster in primates than in rodents, however further studies are needed to confirmetbe$evoadion.

Key words: evolution in gene families, phylogenetic inference of ML and By, iGIuR, AMPA, KA, NMDA.
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Evolucién molecular de la familia de genes iGIUR

Resumo

Aproximacao In silico & evolugéo da familia de genes que comp&em o receptor ionotropico de Glutamato em quatro espécies de
primatas. O homem como espécie tem um cérebro Gnico em capacidades de analise por sua estrutura e padrdes de organizagao qu
presumivelmente, séo a base da inteligéncia e da capacidade de manipular o meio ambiente. Além ao desenvolvimentod®a evolugao
cérebro, respondem os processos genéticos subjac@pietsio. Apresentar uma aproximacgao ao processo evolutivo dos iGIuR com o
método filogenético de maxima verossimilhanga (ML) e bayesianoNyeriais e métodos Foram empregados métodosilicoque

permitem apresentar um modelo de evolugédo molecular e o reconhecimento qualitativo dos blocos de sintenia, para estep@eirss das

de primatas (chimpanzé, orangotango, o macaco rhesus e o0 hBesutados O Glutamato € o principal neurotransmissor e desempenha

um importante papel na plasticidade neuronal e na neurotoxicidade. A neurotransmisséo via Glutamato é mediada pelionotgptmes

de Glutamato (iGIluR) do tipo NMDA e no-NMDA (AMPA e KA). Foi observado que por cada inferéncia filogenética obtida, confirma-
se que os iGluR dos mamiferos poderiam ter evoluido a partir de um mecanismo mais primitivo de sinalizacéo, pelo quehse aprese
agrupacdes semelhantes entre algumas espécies de primatas com ©@edolesia As seqiiéncias de NR-2 tém permanecido numa
selecao purificadora, e que a escala de divergéncia neutral € mais rapida em primatas do que em roedores; emboree&iracessiaso
pesquisas para confirmar estas teorias da evolucao.

Palavras-chave:evolucdo em familia génicas, inferéncia filogenética de MLy By, iGIuR, AMPA, KA, NMDA.

Introduccién Dentro de esta familia de receptores ionotropicos de
glutamato (iGIuR) se ha determinado la funcién primor-
El cerebro humano es considerado grande en relacion dlal del receptor NMDA en los procesos de memoria y
tamafio de su cuerpo y comparado con otras especies aaprendizaje, por lo cual es considerado como un receptor
males. Los genes que controlan el tamafio y la complejiesencial en las funciones cognitivas mas complejas del
dad del cerebro han experimentado una evolucién muchbbombre. Estudios del receptor NMDA en roedores han
mas rapida en los seres humanos que en primates no hunmaestrado la importancia del dominio intracelular C-termi-
nos u otros mamiferos (1, 2 3). Hasta el momento se emal, el cual conforma un complejo de sefializacién con
cuentran investigaciones realizadas a genes de cerebemzimas y proteinas que regulan la plasticidad neuronal y
relacionadas con: genes de microcefalia (MCPH1)comportamiento de manera particular para esta especie (20).
Abnormal spindle-like microcephaly associated (ASPM)Ademas se ha establecido una adaptacién evolutiva espe-
y el gen de la enzima Glutamato Deshidrogenasa (GDHgifica de los vertebrados de las subunidades NR2 del re-
gue esté relacionado con el metabolismo del glutamato geptor NMDA en la regién conformada por el C-terminal,
su reciclaje; siendo estos factores genéticos combinad@n donde se propone que esta region se ha desarrollado
los determinantes para la progresiva evolucion del cerebrpara ser un centro de forma nativa no estructurado y flexi-
de losHominidaeincluyendo el asombroso avance del ble relacionado en la organizacién de la sefializacién
cerebro del hombre (4, 5). postsinaptica; la evolucién de estas subunidades y su com-
plejo de sefalizacion asociados pueden contribuir a las
El glutamato, principal neurotransmisor, juega un papediferencias en el comportamiento y funcién cognitiva par-
importante en la plasticidad neuronal y la neurotoxicidadticular de cada especie de invertebrados y vertebrados (20).
La neurotransmision via glutamato es mediada por una se-
rie de receptores, los cuales son clasificados de acuerdo aHa este articulo se presenta una aproximacion al proceso
selectividad y afinidad del receptor a su agonista -NMDA evolutivo de la familia de genes que codifican a los recep-
AMPA y kainato- (6-12). El receptor activado pémetil- tores inotropicos de Glutamato (iGLUR), para lo cual se
D-aspartato (iGIUR-NMDA) es expresado hasta por sietemplean métodan silico que permiten establecer los cam-
diferentes genes denominados GRIN, los cuales codificatios sucedidos en las regiones de las secuencias codifican-
las subunidades proteicas que conforman el receptor (18s y a partir de estos, plantear una hip6tesis de evolucion
14). La transcripcion es altamente regulada dependiendmolecular con la cual se construyen los respectivos arbo-
del nivel de desarrollo, edad y tejido en el cual se expresias filogenéticos por métodos de maxima verosimilitud y
(15, 16). Los otros dos receptores de glutamato son dendsayesianos. La topologia de los arboles permite encontrar
minados receptores inotropicos de glutamato no-NMDA yia relacién de las sustituciones no-sinénimas y sinénimas
estan onformados pol-amino-3-hidroxi-5-metil-4-  en cada rama, lo cual proporciona evidencia del tipo de
isoxazolepropionato (iGIUR-AMPA), el cual se encuentraseleccion que soportaron estos cDNAs. Finalmente se rea-
codificado por los genes GRIA 1 a 4. Y el sensible al &ciddiza una comparacién genémica cualitativa de los bloques
kainico (iGIuR-KA o iGluR-Kainato) el cual se encuentra de sintenia de estos genes en las especies de primates
codificado por los genes GRIK 1 a 5. (17, 18, 19). (chimpancéprangutanmono rhesug hombre).
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Tabla 1: Resumen de las secuencias seleccionadas

RECEPTOR  GEN NORVEBIOUS MUS MUSCULUS ~ HOMOSAPIENS  PAN TROGLODYTES PONGO PYGMAEUS  MACACA MULATTA
GenelD: 24408 GenelD: 14810V GenelD: 2902 GenelD: 574380
ENSRNOGO0000001  ENSMUSGO0000002 ENSG000001768 ENSPTRG00000021 ENSPPYGO00000019 ENSMMUG000000016
Grin 1 1726 6959 84 594 809 61
GenelD: 24409 GenelD: 14811 GenelD: 2903 GenelD: 454396
ENSRNOGO0000003 ENSMUSGO0000005 ENSGO000001834 ENSPTRG00000007 ENSPPYG00000007 ENSMMUG000000101
Grin2a 3942 9003 54 754 089 42
GenelD: 24410 GenelD: 14812 GenelD: 2904 GenelD: 473373 GenelD: 698571
ENSRNOGO0000000 ENSMUSGO0000003  ENSGO000001500 ENSPTRG00000004 ENSPPYG00000004 ENSMMUG000000191
Grin2b 8766 0209 86 718 317 12
GenelD: 14813 GenelD: 2905 GenelD: 454868 GenelD: 699216
NMDA GenelD: 9721 ENSMUSGO0000002 ENSG000001615 ENSPTRGO00000009 ENSPPYG00000008 ENSMMUGO000000057
Grin 2C __ ENSG00000204175 0734 09 619 606 44
GenelD: 24412 GenelD: 14814 GenelD: 2906
ENSRNOG0000002 ENSMUSGO0000000 ENSG000001054 ENSPPYG00000010 ENSMMUG000000059
Grin2d 1063 2771 64 198 83
GenelD: 191573 GenelD: 242443 GenelD: 116443 GenelD: 736408 GenelD: 716892
ENSRNOGO0000000 ENSMUSGO0000003  ENSGO000001987 ENSPTRG00000023 ENSPPYG00000019 ENSMMUG000000166
Grin3a 5723 9579 85 608 456 75
GenelD: 170796 GenelD: 170483 GenelD: 116444
ENSRNOGO0000001  ENSMUSGO0000003 ENSGO000001160 ENSPTRG00000010
Grin3b 2562 5745 32 175
GenelD: 14799 GenelD: 2890 GenelD: 471714 GenelD: 714117
ENSMUSGO0000002 ENSG000001555 ENSPTRGO00000017 ENSPPYG00000015 ENSMMUGO000000092
Grial 0524 11 441 970 87
GenelD: 29627 GenelD: 14800 GenelD: 2891 GenelD: 461570 GenelD: 574344
ENSRNOGO0000002 ENSMUSGO0000003  ENSGO000001202 ENSPTRG00000016 ENSPPYG00000015 ENSMMUG000000182
AMPA Gria2 8589 3981 51 548 153 72
GenelD: 29628 GenelD: 53623 GenelD: 2892 GenelD: 465842 GenelD: 698396
ENSRNOGO0000000 ENSMUSGO0000000 ENSGO000001256 ENSPTRG00000022 ENSMMUG000000090
Gria3 7682 1986 75 245 54
GenelD: 29629 GenelD: 14802 GenelD: 2893 GenelD: 466768
ENSRNOGO0000000 ENSMUSGO0000002 ENSGO000001525 ENSPTRG00000004 ENSMMUG000000109
Gria4 6957 5892 78 233 87
GenelD: 29559 GenelD: 14805 GenelD: 2897 GenelD: 474083
ENSRNOGO0000000 ENSMUSGO0000002 ENSGO000001711 ENSPTRG00000013 ENSPPYG00000011 ENSMMUG000000048
Grikl 1575 2935 89 825 323 86
GenelD: 54257 GenelD: 14806 GenelD: 2898 GenelD: 462899
ENSRNOGO0000000 ENSMUSGO0000005 ENSGO000001644 ENSPTRG00000018 ENSPPYG00000016 ENSMMUG000000295
Grik2 0368 6073 18 449 870 27
GenelD: 14807 GenelD: 2899 GenelD: 469281 GenelD: 713545
KAINATE ENSRNOGO0000000 ENSMUSGO0000000 ENSGO000001638 ENSPTRG00000000 ENSPPYG00000001 ENSMMUG000000096
Grik3 8992 1985 73 543 535 79
GenelD: 24406 GenelD: 110637 GenelD: 2900 GenelD: 451620 GenelD: 706383
ENSRNOGO0000003 ENSMUSGO0000003  ENSGO000001494 ENSPTRG00000004 ENSPPYG00000003 ENSMMUG000000223
Grik4 0910 2017 03 394 977 47
GenelD: 24407 GenelD: 14809 GenelD: 2901 GenelD: 469084
ENSRNOGO0000002 ENSMUSGO0000000 ENSGO000001057 ENSPTRG00000011 ENSPPYGO00000010 ENSMMUG000000174
Grik5 0310 3378 37 042 034 31

En esta tabla se presenta la informacion de la siguiente manera: columna 1 el nombre del receptor, columna 2 nombtardeageéhaco
8 nombre de la especie y de cada una se anota el ID de NCBI y ID de Ensembl. Los espacios en blanco son genes no armotaldos por |
son utilizados dentro de los diferentes procesos de inferencia filogenética.

Materiales y métodos

Seleccion de OTUs y generacion de la bases

de datos

las cuales pertenecen al ord&odentia Después se reali-

z6 la busqueda de los genes y de los respectivos cDNAs
anotados para el hombre en la bases de datos de Ensembl
(http:/lwww.ensembl.org/index.htirbs ID de las secuen-

cias obtenidas se registran en la tabla 1. Se realizaron los
respectivos archivos de las secuencias de cada cDNA co-

De acuerdo a lo reportado en la literatura se seleccionaramespondientes a cada receptor por especie en estudio. Es-

especies relacionadas con el homitenjo sapiensque

tos cDNA agrupan todos los posibles transcriptos

pertenezcan al orden de IBsimates Paralelamente se generados por los genes en eventos de splicing y que cum-
establecieron las especies que formaron el grupo externplen con ser cDNA de la familia de los genes de iGluR.
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Alineamiento multiple y curacion (http://abacus.gene.ucl.ac.uk/software/paml.homdn
http://www.treedyn.org). Finalmente se analizé la infor-

Se generan alineamientos con la herramienta de Muscl@acién obtenida en cada arbol y se comparé con los blo-
3.7 (Multiple Sequence Comparison by Log-Expectationques de sintenia de cada gen reportado en la Base de Datos
(http://www.drive5.com/muscle/downloads.NtBentrode  de Ensembl.

los parametros seleccionados se establecié que se realizara

un alineamiento total, con un minimo de 16 ciclos (repeti-

ciones) y sin buscar diagonales. Se identificaron los sitios

conservados y los sitios informativos en cada alineamienResultados

to. La curacion de los alineamientos se realiz6 a través del

programa Gblock$ftp://molevol.cmima.csic.es/castresa- . .

na/Gblocks_server.html Seleccionde OTUs

Después de observar la distribucién de los genes de iGIuR
en cada una de las especies, se establecié que los genes
codificantes de las subunidades del receptor AMPA, con-

Para cada set de datos se determind la hipétesis de evolignen repeticiones intron-exén (21), notando que esta
cién molecular utilizando los programas: PhyML 3/ ~ estructura es predominante en los genes de iGIuR. Al mis-
Iphylogeny.lirmm.fr/phylo_cgi/index.clji TreeFinder Mo tiempo se apreci6 que los genes de iGIUR se encuen-
(http://www.treefinder.de/), y jModelTest 0.1.ht{p://  tran distribuidos por los cromosomas de las diferentes
darwin.uvigo.es/software/jmodeltest.hyblespués se apli- especies, ubicandose en un promedio de 11 de ellos con
c6 la prueba de maxima verosimilitud (LTR) y la pruebauna tendencia a las regiones del extremo derecho o brazo
de criterio de informacién (AIC), estas se encuentran dislargo; sin embargo en la especie de macaco la region favo-
ponibles en el programa jModelTest. Se seleccion6 el moecida es el extremo izquierdo de los cromosomas. En la
delo correspondiente, que present6 6ptimos valores en LTReurrencia de dos genes en el mismo cromosoma se identi-
y AIC (Tabla 2). Luego se generaron los arboles por recepfico que rata y raton comparten la ubicacion de Grin-2D y
tor y especie, bajo criterios de ML con el programaGrik-5y de Gria-4y Grik-4; el ratén posee mayor cantidad
TreeFinder con prueba de confiabilidad — Bootstrap dele cromosomas con dos genes de iGIuR.

1000 repeticiones; también se generaron arboles por espe-

cie bajo inferencia Bayesiana con el programa Mr. Baye$@ caracteristica de los primates es que la especie macaco
(http://mrbayes.csit.fsu.edu/download.pHpara este ana- NO tiene un comportamiento similar a las otras especies,
lisis se tomé como parametros: memc (Markov chain Montdhientras que los genes de humano, chimpancé y orangu-
Carlo) ngen=10000 (namero de ciclos del algoritmo det&n comparten la misma distribucion cromosomica, y estas
mcmc) y samplefreq=10; sump-burnin=250 y sumt-€species comparten la similitud de ubicar en el cromoso-
burnin=250. A partir de la inferencia filogenética se deter-ma 9 los genes de Grin-1 y Grin-3A, cromosoma 11 los
min6 la relacién de sustituciones no-sinénimas ydenes de Gria-4 y Grik-4 y en el cromosoma 19 los genes
sinénimas, empleando el programa CODEML de PAMLde Grin-2D 'y Grik-5 en el brazo largo y el gen de Grin-3B

Generacion de arboles filogenéticos

Tabla 2: Pruebas estadisticas para la seleccion del modelo de evolucién molecular. Prueba de razén de
verosimilitud (LRT) con a=0,01y prueba de Criterio de informacién (AIC).

especie Log-Likehood Modelo LTR AlC
A 0}

Humano -22074,38 GTR+G 5,38 0,0 0,6159
Chimpancé -15055,30 GTR+G 2,54 0,0 0,2185
Orangutan -20097,12 GTR+I+G 8,34 0,0 0,757
Macaco -18996,86 GTR+G 3,3 0,0 0,3767
Rata -25258,62 GTR+I+G 912,46 0,0 0,5493
raton -20824,93 GTR+G 0,020 0,0 0,5744
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en el brazo corto. La ubicacion de estas parejas de genapistes (+1, +G, +IG) nos permite generar una simplifica-
permiten establecer que en las especies del orden @#&n matematica de un proceso natural. Sin embargo, en
primates y roedores los genes de Grin-2D y Grik-5, y deestos modelos solo se puede evidenciar los nucleétidos
Gria-4 y Grik-4 siempre se ubican cercanas sobre el mismque estan presentes en las secuencias actuales y no pode-
cromosoma (9), se determina entonces para los primatasos identificar los estados apomorficos del caracter, moti-
que los genes de Grin-2D y Grik-5 tienen la tendencia ao por el cual se plantea como hipétesis nula que las
ubicarse en el brazo largo y que pueden ir acompafadagriaciones internas de los caracteres tienen la tendencia a
del gen de Grin-3B pero con la preferencia por ubicarse eser mutaciones al azar con poca o ninguna influencia en la
el brazo corto del cromosoma o region izquierda si es ufuncionalidad de la proteina.

cromosoma de tipo telocéntrico.

De los genes que presentan procesos de splicing en donttéimano (Homo sapieny rata (Rattus

se originan diversos cDNAs se encuentra los genes de Grimorvegicug y ratén (Mus musculug

1, Gria-2, Grik-1y Grik-2. El gen de Gria-3 se ubica en el

cromosoma X para todas las especies, al tiempo se identifide la estimacion filogenética del hombre, la rata y el raton,
ca que en ellas los cromosomas 13, 18, 22 y Y no soportase tiene la generacion de dos arboles uno por el método
ningan gen de iGIuR. Por el comportamiento descrito anML y otro por el método By, en ambos casos el modelo de
teriormente de esta familia génica se evidencia que losvolucién utilizado para el hombre fue GTR+G, para la
eventos de duplicacion no han generado procesos de repeta fue GTR+I+G y para el ratén fue GTRFlra 1Ay
ticiones continuas o repeticiones en tandem, por lo cual sB). Estas tres especies presentan una topologia similar en
postula que su proceso de cambio esta relacionado caus arboles pero diferente comparado con las otras espe-
eventos de duplicacion y divergencia de genes (22, 23).cies de primates.

. . . L De la topologia del &rbol se puede observar dos agrupacio-
Alineamientos mulltiples y curacion nes originadas desde el ancestro comuln, estas son: una
En la inf . d lar de | agrupacion cerca a la linea parental que contiene las se-

n la Informacion que se puede recoptiar de€ 10S.,a4¢j55 gel receptor tipo NMDA y otra agrupacion que
alineamientos, se _eV|denC|a que se presentan regiones Srge después de un evento de duplicacidon que orienta a
bloques muy definidos y corto; los cuales son CONSENVGa 5 secuencias de los receptores tipo no-NMDA. Dentro de
dos, estos bloq_u_es son espeua_lmente formados ent,re I%\Sagrupacic')n tipo NMDA se tiene que las secuencias mas
%enet_?_ que COd'f"_:an para ufn misSmo recdeptor, tambien Cercanas al ancestro son las de Grin-1 que a partir de ella
identificaron - regiones que lorman grandes gaps que vag, .o yq ¢f evento de duplicacién que termina en genes de
rian entre 50 a 100 5|t_|os yen dondg solo aparecen SeCUein-2 y genes de Grin-3, de estos, la agrupacién de los
clas de_ una detgrmmada subu_nldad. De este t|p_0 d enes de Grin-2 demuestran que existe mas relacion entre
alineamientos a nivel de secuencias de cDNA no se tlenq s genes de Grin-2A y Grin-2B y los genes de Grin-2C y

reportes y lo mas cercano es el alineamiento realizado p(&grin-ZD, al igual que entre los genes de Grin-3A y Grin-38

Das,et al, 1998 (24), de las secuencias de aminoacidos dSe establece mayor relacion

ratén, en donde se establece una similaridad del 80% entre

ellas. Lo !mportante de estos gllneamlentos de CD_NA ®Pela agrupacion de los receptores tipo no-NMDA se tiene

que permiten ver_el Com_porta_m|ento de las secuencias deahe, en la agrupacion de AMPA la secuencia mas cercana
tro de una especiey eV|denC|§ir los sitios _c_onservados PaLg ancestro comun es la secuencia de Gria-1 y a partir de
cada receptor e incluso permite ver los sitios que son cong; 5 surgen las secuencias de Gria-2 que conducen a la

ser}[/ados en t?das Iaf secuencias, aunque estos son Myymacion de las secuencias de Gria-3 y Gria-4, estas Ulti-
cortos y poco frecuentes. mas estan relacionadas por tener el mismo cen-ancestro.

De las secuencias que forman el receptor de Kainato, se
pueden observar dos agrupaciones internas, la primera
orienta a la secuencia de Grik-3 en donde sucede un even-

La determinacién de la hipétesis de evolucién moleculaf0 de duplicacion que lleva a las secuencias de Grik-1 'y
es importante por sus consecuencias en la estimacidarik-2; en la otra agrupacion se encuentran las secuencias
filogenética, esta nos permite establecer frecuencia y tag¥e Grik-4 y Grik-5. Por la determinacion de la relacion
de cambio entre los nucleétidos que conforman una seXistente entre los sitios no-sinénimos y los sinénimos
cuencia dentro de un alineamiento, desde el modelo estéalor=w: dN/dS), el cual es una caracteristica de cada
blecido, en este caso el modelo GTR con alguno de lo8odo e indica el tipo de seleccion que actua sobre las se-

Inferencia filogenética
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Figura 1. Arboles filogenéticos de las especies hombre (A), rata y raton (B); en donde se observan los receptores inotropicos
de Glutamato NMDA; AMPA y KA (kainato) generados a partir de las secuencias de cDNA, en las ramas del arbol se indica
el valor de bootstrap (negrilla-ML y cursiva-By) y la proporcién de sustituciones no-sindnimas con relacion a las sustituciones
sinénimas (w). Los rombos indican cada grupo farmacoldgico y el triangulo indica los genes paralogos de Grin-2.
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Figura 1. Arboles filogenéticos de las especies hombre (A), rata y raton (B); en donde se observan los receptores inotropicos
de Glutamato NMDA; AMPA y KA (kainato) generados a partir de las secuencias de cDNA, en las ramas del arbol se indica
el valor de bootstrap (negrilla-ML y cursiva-By) y la proporcidn de sustituciones no-sinonimas con relacion a las sustituciones
sinonimas (w). Los rombos indican cada grupo farmacoldgico y el triangulo indica los genes paralogos de Grin-2.

cuencias, se tiene el siguiente ran@el indica que las  Chimpancé (Pan troglodytepy orangutan
secuencias en la rama siguen un modelo estrictamente ne(.pongo pygmaeus

tro; w<1 indica que sobre las secuencias de la rama actla

una seleccion purificadora o negativayl en donde el  De la estimacion filogenética del chimpancé y del oran-
tipo de seleccion es positiva, para el caso de estos arbolggtan se tiene la generacion de dos arboles uno por el
se tiene que en los resultadosugitavorecen los eventos método ML y otro por el método By, en ambos casos el
de seleccion purificadora, lo cual indicaria que las sustitumodelo de evolucién utilizado fue GTR+G para chimpan-
ciones no-sinonimas son detrimentales de la estructura yig¢ y GTR+I+G para orangut&figura 2). En estos arboles
funcion de la proteina. el comportamiento y agrupacion de las secuencias es igual
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entre ellos pero diferente a la topologia establecida para de duplicacion es la de Grin-1y ésta orienta a la formacion
hombre y macaco. En estos arboles se tiene que a partir di# las otras secuencias en dos grupos: AMPAY KA, es por
ancestro comudn existen dos grandes agrupaciones, peebcambio en esta secuencia de Grin-1 que no se cumple
estas no corresponden a la clasificacion farmacolégica (tipoon la clasificacion farmacolégica establecida. En AMPA
NMDA y no-NMDA). De la primera agrupacion se observa la secuencia mas cercana al ancestro es la de Gria-1 de ella
gue las secuencias de Grin-2A y Grin-2B estan relacionasurge la secuencia de Gria-2 y de esta se generan las se-
das entre ellas al tener el mismo cen-ancestro, ellas surgenencias de Gria-4 y Gria-3. En el grupo de KA, se observa
de la secuencia de Grin-2C, paralelo a este grupo se enn nodo en donde se genera la divergencia entre las se-
cuentra la secuencia de Grin-3A y Grin-3B que estan relacuencias de Grik-4 y Grik-5 muy relacionadas por tener un
cionadas por el linaje ancestral. De la segunda agrupacidgen-ancestro y en el otro grupo las secuencias de Grik-3
se aprecia que la secuencia sobre la cual sucede el evemgentan a la formacion de Grik-2 y Grik-1. Por la determi-
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Figura 2. Arboles filogenéticos de las especies chimpancé y orangutan; en donde se observan los receptores inotrpicos
de Glutamato NMDA; AMPA y KA (kainato) generados a partir de las secuencias de cDNA, en las ramas del arbol se indica
el valor de bootstrap (negrilla-ML y cursiva-By) y la proporcion de sustituciones no-sindnimas con relacion a las sustituciones
sindnimas (w). Los rombos indican cada grupo farmacolégico y el tridangulo indica los genes paralogos de Grin-2.
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nacién de la relacién existente entre los sitios no-sindnieie. Del arbol se tiene que desde el ancestro ocurre un even-
mos y los sinénimos (valoi:dN/dS), se observa que esta to de duplicacidon que orienta a la formacion de dos agrupa-
relacién es menor a 1, lo cual indica que el tipo de seleceiones, la primera de ellas orienta la formacién de KA y
cion que actla sobre estas secuencias es negativa. NMDA y la segunda orienta la formaciéon de AMPA; en la
agrupacion de NMDA se observa como la secuencia mas

Macaco o mono rhesusMacaca mulatt3 cercanaal ancgstro_ es lade Grik-2y a pa_rtlr deella ocurre un
evento de duplicacién en donde se origina la secuencia de

De la estimacion filogenética del macaco se tiene la gener&srin-1 y de esta se forman las secuencias de Grin 3A por un
ciéon de dos arboles uno por el método ML y otro por elladoy las secuencias de Grin-2A 'y Grin-2B, y de Grin-2Cy
método By, en ambos casos el modelo de evolucion utilizasrin-2D las cuales estan mas relacionadas por presentar un
do fue GTR+G [Figura 3). La topologia presentada por el cen-ancestro para cada secuencia de Grin-2.

arbol de esta especie no se parece a ninguna establecida

para otra especie ni de roedores ni de primates, por lo cualgh la agrupacion de KA se tiene un evento de duplicacion
comportamiento de estas secuencias es particular a la esgécedido a partir del ancestro en donde se establece la
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Figura 3. Arboles filogenéticos de las especies chimpancé y orangutan; en donde se observan los receptores inotropicos
de Glutamato NMDA; AMPA y KA (kainato) generados a partir de las secuencias de cDNA, en las ramas del arbol se indica
el valor de bootstrap (negrilla-ML y cursiva-By) y la proporcidn de sustituciones no-sinonimas con relacion a las sustituciones
sinonimas (w). Los rombos indican cada grupo farmacoldgico y el triangulo indica los genes paralogos de Grin-2.
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divergencia entre las secuencias de Grik-1 relacionada cdnopicos de glutamato de los mamiferos podrian haber
Grik-3 y las secuencias de Grik-4 relacionada con Grik-5evolucionado a partir de un mecanismo mas primitivo de
En la agrupacién de AMPA se tiene la secuencia de Gria-&efializacion (20) por lo cual se presentan agrupaciones
como la mas cercana al ancestro, de ella surge la secuensiailares entre algunas especies de primates con roedo-
de Gria-3 y de esta se orienta a las secuencias de Griar@s. La similitud de secuencia y, en algunos casos, la si-
relacionada con Gria-4. Por la determinacion de la relamilitud en la estructura intron-exén (25) sugiere un origen
cion existente entre los sitios no-sinénimos y los sindni-evolutivo comun para todos los genes de iGIUR (11, 26).
mos (valor=w:dN/dS), en donde los resultados obtenidosEn las topologias de los arboles se tiene que las secuen-
indican que la seleccion que actla sobre las secuencias eias se agrupan, en muchos casos de acuerdo a la clasifi-
este arbol es predominantemente purificadora. caciéon farmacoldgica de las subunidades (11, 24), lo cual
sugiere procesos de cambio en donde las regiones de in-
. . o formacién presentan caracteristicas de acuerdo a cada
Sintenia cualitativa subunidad por receptor. En todos los arboles se tiene la
misma agrupacion para los genes de Grin-2, es decir siem-
O&e se agrupan los genes de Grin-2A con Grin-2B y los de
Grin-2C con los de Grin-2D, lo cual fortalece la hipétesis
(.§que estos genes provienen de una secuencia ancestral
en la que se present6 un evento de duplicacion en donde
osiblemente se tiene la accion de fuerzas de seleccidn

En la observacién de las regiones de sintenia y la disposici
de los bloques que la conformataios no mostrado} se

puede establecer que en las regiones integradas por bloq
amplios y con la misma distribucién dentro del cromosoma
el proceso evolutivo ha permitido que estas regione

conserven las relaciones de ligamiento entre genes, debi Qe guian el proceso evolutivo de estos genes, confir-

ala baja frecuencia de recombinacion, esto se puede obser Endo que estos genes son paralogos y han permanecido
entre las especies de primates en algunos cromosomas, Y

ciemplo en el cromosoma 4 v 19 de humano. chimpanc jo seleccién purificadora desde la duplicacion de la
1emp y ' PaNCyR-2 ancestral y es probable que se conservara en sus

eraﬂggtsargjg (la(ljgrgrlgozc;n;a di yei?agergqa}g?\g;’ 2E|qe12arsgsoroteinas la funcidn comdn en sus dominios extracelula-
9 q 9 ' d s y transmembranal (20).

contiguos presentan alguna variaciéon en la ubicacién
evidenciando la ocurrencia de un cambio o rearreglo L
cromosomico, el cual es fijado dentro de una poblaciéﬂDentro ,de la evoluplon dql cergbro hum_ano S€ ha

especifica por eventos de recombinacion, por ejemplo podrfi\smblecIdo por es,tqd|os previos, laimportancia que Flfanen
ser producto de una inversion, translocacién, fusién ofisic’>|]1as s%cuenma_s genicas en el proceso de la regulaqon del
de regiones génicas dentro del cromosoma,; esto sucede en afio y funcionalidad de este, por ejemplo en los primates

las especies de humano comparado con chimpancéslf han identificado algunos genes que evidencian una

orangutan. En las sintenias en donde se observa la ocurrent |da_(;aza dg Fvoluuon,_ comc? I_OS gen?s que chg'f;:
de varios bloques y diferente ubicacién, se evidencia qul%u unidades del receptor ionotropico de glutamato

el proceso evolutivo ha favorecido estos re—arregloé’ GRIN2A (1, 2), por lo cual se asume que los genes que

cromosémicos, evidenciandose al comparar las regiones d:é)difican proteinas especificas para el cerebro en primates
los iGIUR de humano con los roedores (rata y ratén), esto &ENE una tasa medrla (,je, evolucién en la escala d_e
una sefal de cdmo actla la especiacion en el flujo génic vergencia neutral mas rapida que en los roedores (1). Sin
En esta primera aproximacion se muestra como las region@ént?argo’ esta h|p?te5|s no logra ser gonflrmad? en este
de sintenia son orientadas por procesos de seleccién qH@ ajo que presenta una primera aproximacion al proceso
favorecen o no la recombinacion génica, orientando a uﬁvolutlvo de estas secuencias, en donde se evidencia una

tipo de evolucion que es especifica para una espec@lr";‘]n retl)acmn elntre eldproceso evolu':|vo c:e estqs g?nes en
o poblacion, es importante continuar con estudios oml reconlosroe olresyrlo con tosdp ros prima ef§, por
cuantitativos que permitan identificar la secuencia ancestraf cual es necesario aplicar otros estudios para confirmar

y los tipos de re-arreglos que sobre ella sucedieron y hefstas teorias d‘s'_s/olumon. Finalmente se evidencia que la ]
orientado la formacion de las secuencias actuales diversidad funcional en los receptores de glutamato esta

determinada por los genes que se expresan en una determinada
neurona. Ademas, las subunidades de los iGIuR estan sujetas
a alteraciones por splicing alternativo post-transcripcional,
Discusion esto da lugar a una alta diversidad estructural y funcional
originando ensamblajes heteromultiméricos de las
En términos generales se tiene que por cada inferenciBubunidades (18, 19, 27, 28), lo cual esta relacionado con
filogenética obtenida se confirma que los receptores inola hipotesis inicial, en donde se postula que existe un alto
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grado de conservacién funcional entre las especies porq@std mas relacionada con la filogenia denaginidae

las sustituciones entre los nucledtidos tienden a sefrata y ratdén), esto porque sus estimaciones son muy
sinbnimas y con modelos de evolucién similares. Losimilares confirmando que los receptores inotrépicos de
anterior se confirma, con la revisién general de los modeloglutamato de los mamiferos podrian haber evolucionado a
de evolucion molecular seleccionados los cuales son en qartir de una secuencia ancestral y un mecanismo mas
mayoria el modelo GTR con alguno de sus ajusteprimitivo de sefializacién. Paralelamente los procesos de
(+1,+G,+IG), a partir de ellos en las inferencias filogenéticasyecanbinacion que generan los rearreglos en regiones
en donde la topologia de los arboles presentan diferentesomosémicas estan orientados por procesos de seleccién
tasas de cambio de cada subunidad dentro de la espeadigie permiten la especiacion en el flujo génico, presentandose
esto se encuentra relacionado con la longitud de las ramasgiones caracteristicas de cada especie. Los procesos de
dentro de cada agrupacion. Existen algunas ramas que stenia son altamente conservados entre el hombre, el
se agrupan de una forma acorde con el receptor, esto puetieimpancé, el orangutdn y el macaco, mientras que al
suceder porque la secuencia anotada no corresponde aeomparar la regién del cromosoma del hombre que codifica
cDNA de estos genes de iGIuR, este es el caso de algunkas iGIUR, se presenta una alta tasa de recombinacion que es
secuencias en macaco, por ultimo la hipétesis se confirmabservada en la generacion de bloques sinténicos pequefios
porque en la primera aproximacion para establecer la tasan diferente ubicacion dentro del cromosoma de la rata y el
de cambio de las mutaciones sinénimas y las no-sinénimasitén. Por Gltimo evidenciamos que la evolucién de las
se determina la relacién existente entre estos siiys ( subunidades del receptor muestra tasas diferentes y grados
que por los resultados obtenidos se evidencia una seleccidliferentes de especializacion, por lo cual cada receptor tipo
purificadora, en donde las sustituciones no-sindnimas soNMDA, AMPA y KA tiene un comportamiento estructural
detrimentales de la estructura y/o funcionalidad de laliferente, por lo cual postulamos que estos receptores no
proteina, motivo por el cual la seleccién natural impide swson una sola molécula sino un complejo hetero-molecular y
fijacion en las secuencias y aquellas que son introducidaginamico.

se ubican en posiciones de los codones que no son

relevantes para la determinacion del respectivo aminodci

d -
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Conclusiones

En este articulo se concluye que las secuencias de cD
de esta familia génica muestran un comportamiento simil
al postularse para ellas el modelo evolutivo de GTR co
alguna de sus variables. En la primera aproximacion a la

relacion de los sitios no-sindnimos con los sitios sinonimoginanciacion

se puede evidenciar que dentro de las subunidades se ha

favorecido un proceso de seleccion estabilizadora dcste trabajo fue desarrollado en el Laboratorio Computa-
purificadora, por lo cual se impide que las sustitucionesional del Grupo de Bioquimica Computacional, Estruc-
no-sinénimas se fijen a las secuencias y si son introduciddsrral y Bioinformética de la Universidad Javeriana y en
se fijan en regiones que no tienen impacto en la estructuuipos de uso propio de los autores del mismo.

y/o funcionalidad de la proteina. Se postula que en esta

fa,m_|I|a de genes d_e iGIuR, los e_\{ent(_)s de duphcacmrbonﬂicto de Intereses

génica han favorecido una evolucion divergente, por ello

estos genes se ubican dispersos por todo el genoma, |@s autores no presentan conflicto de intereses.

mismo tiempo se confirma que los genes tipo Grin-2A a

Grin-2D mantienen su agrupacion, confirmando la teoria

que estos genes se han producido por un gen ancestral Referencias
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