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RESUMEN

Los invertebrados coloniales y sésiles poseen la capacidad de distinguir entre los
tejidos propios y aquellos de individuos no relacionados de su misma especie. Este
fendbmeno de alorreconocimiento se ha estudiado a profundidad en Hydractinia
symbiolongicarpus, un hidrozoario que crece sobre las conchas de gastropodos
habitadas por los cangrejos ermitafios. Encuentros entre colonias de H.
symbiolongicarpus son frecuentes y resultan en fusion, rechazo o fusién transitoria.
Estudios con lineas endogamicas de H. symbiolongicarpus han demostrado que el
alorreconocimiento es controlado por dos loci ligados, altamente polimérficos y con
expresion codominante (alrl y alr2), en donde colonias que comparten al menos un
alelo de alguno de los dos loci se fusionan, mientras aquellas que no comparten alelos
se rechazan. Alrl y alr2 han sido clonados posicionalmente y codifican receptores de
membrana con 2 o 3 dominios de inmunoglobulina. Si bien la variacion de alrl y alr2
predice los fenotipos de fusibilidad en las lineas endogamicas, en interacciones entre
animales silvestres estas predicciones no se cumplen completamente. Esto sugiere
gue existen loci de alorreconocimiento adicionales que han sido homogenizados en las
lineas endogamicas pero que pueden participar en el alorreconocimiento entre
colonias silvestres. Con el objetivo de identificar potenciales alodeterminantes
adicionales, en este trabajo se empled una estrategia de protedbmica comparativa
usando colonias hermanas de H. symbiolongicarpus derivadas de un retrocruce que
diferian en sus fenotipos de alorreconocimiento. Para esto, proteinas totales se
extrajeron de dos grupos de colonias hermanas constituidos por individuos que se
fusionaban entre si pero que rechazaban a las colonias del otro grupo. Los proteomas
de ambos grupos se compararon por electroforesis bidimensional diferencial en gel
(2D-DIGE) y las proteinas expresadas diferencialmente entre los grupos se
identificaron por espectrometria de masas en tandem (MS/MS). Mediante esta
aproximacion se identifico un total de 42 proteinas diferencialmente expresadas entre
los grupos que fueron clasificadas en 7 clases funcionales: a) Enzimas (diferentes a
enzimas del metabolismo y peptidasas), b) proteinas del metabolismo, c) proteinas del
sistema de o6xido-reduccién, d) peptidasas y proteasas, €) proteinas estructurales, f)
proteinas de reconocimiento y g) otras proteinas. Las proteinas de la clase de
reconocimiento se consideraron potenciales alodeterminantes e incluydé 8 proteinas
con dominios de interaccion molecular como HSP70, Peptidoglicano, Fibrindgeno,
Ribonucleasa T2, CAP, Trombospondina tipo 1 y ML. La asignacién definitiva de estas
proteinas candidatas como alodeterminantes requiere determinar si su variacion
predice los fenotipos de alorreconocimiento en H. symbiolongicarpus.

Palabras clave: Alorreconocimiento, Hydractinia, proteémica, HSP70, Peptidoglicano,
Fibrinbgeno, Ribonucleasa T2, CAP, Trombospondina tipo 1, ML.



ABSTRACT

Sessile and colonial invertebrates possess the ability to distinguish between their own
tissues and those from unrelated conspecifics. This allorecognition phenomenon has
been well studied in Hydractinia symbiolongicarpus, a hydrozoan that grows on the
shells occupied by the hermit crab. Encounters between colonies of H.
symbiolongicarpus occur frequently and result in fusion, rejection, or transitory fusion.
Analyses with endogamic lines of this hydrozoan have demonstrated that
allorecognition is controlled by two linked, co-dominantly expressed, and polymorphic
loci (alrl and alr2), such that colonies sharing at least one allele of any of these two loci
will fuse, whereas colonies sharing no alleles will reject. Alrl and alr2 have been
characterized by positional cloning, and they encode transmembrane proteins with 2 or
3 immunoglobulin domains. Although variation of alrl and alr2 predicts the
allorecognition phenotypes in the inbreed lines, in wild-type colonies these predictions
are not completely met. This suggests that there are addition allorecognition loci that
might have been homogenized during the inbreeding process but that could play a role
in the phenomenon in wild-type animals. With the aim of identifying these potential
allodeterminants, in this work it was used a comparative proteomics approach on
offspring from a H. symbiolongicarpus backcross that differed in their allorecognition
phenotypes. To accomplish this aim, total protein was extracted from two groups of
offspring colonies constituted by individuals that fused among themselves but rejected
the colonies from the other group. The proteomes of both groups were compared by
two-dimensional differential gel electrophoresis, and the proteins differentially
expressed were identified by tandem mass spectrometry (MS/MS). Under this
approach, there were a total of 42 proteins identified as differentially expressed
between the two groups, and they were classified into seven functional classes: a) non-
metabolic enzymes, b) metabolism proteins, c) redox proteins, d) proteases and
peptidases, e) structural proteins, f) recognition proteins, and g) other proteins.
Proteins from the recognition class were considered potential allodeterminants and it
included 8 molecules with recognition domains such as HSP70, peptidoglycan
recognition, fibrinogen, ribonuclease T2, CAP, thrombospondin-1 and ML. A definitive
assignation of these candidate proteins as allodeterminants requires establishing that
its variation predicts the allorecognition phenotypes in H. symbiolongicarpus.

Keywords: Allorecognition, Hydractinia, proteomics, HSP70, Peptidoglycan, Fibrinogen,
Ribonuclease T2, CAP, Thrombospondin type 1, ML.
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ABREVIACIONES

HSP70: Proteina de choque térmico de 70 kDa

CAP: Proteinas secretoras ricas en cisteina (CRISPS), antigeno 5 (Ag5), proteina
relacionada a patogénesis 1 (Pr-1)

ML: Proteina relacionada a MD-2 reconocimiento de lipidos, del inglés MD-2-related
lipid-recognition

ARC: Complejo de alorreconocimiento, del inglés Allorecognition complex

FUHC: Fusion—Histocompatibility

HWB: Hydractinia-Woods Hole-Bogota

BC-1: Poblacién de retrocruce-1 o Backcross-1

GF-A o -B: Grupo de fusibilidad-A o -B

2D-DIGE: Electroforesis bidimensional diferencial en gel de proteinas

SDS-PAGE: Electroforesis desnaturalizante de proteinas en geles de poliacrilamida
Cy: Marcador fluorescente de cianina, del inglés Cyanine Dyes

MALDI-TOF/TOF: Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization-Time-Of-Flight/Time-Of-
Flight

Kbp: Kilopares de bases

kDa: KiloDaltons

PGRP: Proteina de reconocimiento de peptidoglicano

FREPs: Proteinas relacionadas con Fibrindgeno

TSP-1 o TSR: Dominios de Trombospondina tipo-1 o repeticiones de Trombospondina

VWA: Dominio del factor von Willebrand tipo A
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I. INTRODUCCION

Los invertebrados coloniales y sésiles (esponjas, cnidarios, briozoos y ascidias) tienen
la capacidad de distinguir entre los tejidos propios y aquellos de individuos de la
misma especie, en donde encuentros entre colonias relacionadas resultan en fusion,
mientras que encuentros entre colonias no relacionadas resultan en rechazo [1]. Este
fendbmeno de alorreconocimiento juega un papel fundamental en la competicion
intraespecifica por el espacio [2], y ha sido foco de interés de una amplia variedad de
disciplinas, incluyendo la biologia evolutiva [1], la genética de poblaciones [3] y la

inmunologia evolutiva [4].

A pesar de que el alorreconocimiento tiene una amplia distribucion filogenética, sélo se
ha estudiado a profundidad en el urocordado Botryllus schlosseri y en el cnidario
Hydractinia symbiolongicarpus [2,5]. En B. schlosseri se ha establecido que el
alorreconocimiento es controlado por un Unico locus (FuHC, por Fusion—
Histocompatibility), que contiene un conjunto de genes candidatos incluyendo fuhc®®,
fuhc™ [6,7], BHF [8], Hsp40-L [9], fester [10] y uncle fester [11]. La variabilidad de
algunos de estos genes se correlaciona con los fenotipos de alorreconocimiento, de tal
forma que colonias que comparten alelos se fusionan mientras que aquellas que no
comparten alelos se rechazan. Por otro lado, en lineas endogamicas de H.
symbiolongicarpus se ha determinado que el alorreconocimiento esta controlado por
dos loci ligados altamente polimérficos, alrl y alr2 [12]. Estos dos loci codifican para
receptores de membrana con dos y tres dominios de Inmunoglobulina [13,14]. En las
lineas endogamicas a partir de las cuales se clonaron estos genes, se ha establecido
gue las colonias que comparten alelos de alrl y alr2 se fusionan, mientras que las

colonias que no comparten alelos se rechazan [2].

Sin embargo, en colonias silvestres de H. symbiolongicarpus la variacion de alrl y alr2
no siempre predice los resultados de los encuentros de histocompatibilidad [13-15].
Por ejemplo, se ha observado que encuentros entre individuos silvestres con su
progenie no resultan en fusion, o encuentros entre colonias no relacionadas que
comparten alelos de alrl y alr2 resultan en fenotipos atipicos [14,16,17]. Debido a
estas incongruencias, en donde el modelo genético actual no es totalmente
satisfactorio para interacciones entre colonias silvestres o entre éstas y su progenie,
este trabajo plantea la hipdtesis de que existen genes adicionales a alrl y alr2 que

contribuyen al control del alorreconocimiento en H. symbiolongicarpus.
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La busqueda de estos alodeterminantes adicionales se fundamenté en comparaciones
de los proteomas de dos grupos de individuos derivados de un retrocruce de colonias
silvestres. Los individuos de cada grupo se fusionan entre si pero rechazan a cada uno
de los individuos del otro grupo. Extractos de proteinas totales se realizaron en cada
uno de los grupos y se compararon por electroforesis bidimensional diferencial en gel
(2D-DIGE). Las proteinas diferencialmente expresadas entre los grupos se
identificaron por espectrometria de masas en tandem (MALDI-TOF/TOF) y busqueda
en base de datos con el proteoma predicho de H. symbiolongicarpus. Mediante esta
aproximacion, se identificaron 8 potenciales alodeterminantes que contenian dominios
caracteristicos de proteinas de reconocimiento, como HSP70, Fibrinégeno o
Trombospondina. La validacién de estas proteinas como candidatos de moléculas de
alorreconocimiento requiere establecer si su variacibn se correlaciona con los

resultados de encuentros entre colonias de H. symbiolongicarpus.
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II. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Identificar posibles proteinas responsables del alorreconocimiento en el
hidrozoario H. symbiolongicarpus.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Generar una poblacion de retrocruce en la que segreguen los fenotipos

de alorreconocimiento en H. symbiolongicarpus.

2. Conformar grupos de fusibilidad con la poblacion de retrocruce
constituidos por individuos compatibles entre si pero incompatibles con

individuos de otros grupos.

3. Observar las diferencias en el proteoma entre los grupos de fusibilidad
de H. symbiolongicarpus mediante comparacion de geles de

poliacrilamida en dos dimensiones.
4. Identificar las proteinas que se expresan diferencialmente entre los

grupos de fusibilidad de H. symbiolongicarpus mediante espectrometria

de masas en tandem.
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III. MARCO TEORICO

1. BIOLOGIA DE Hydractinia symbiolongicarpus

H. symbiolongicarpus es un cnidario hidrozoario colonial y sésil que crece sobre las
conchas de gasteropodos habitadas por los cangrejos ermitafios Pagurus longicarpus
(Fig. 1A), y se distribuye en la costa noreste de Norteamérica [18,19]. H.
symbiolongicarpus es una especie diploblastica (presenta endodermo y ectodermo)

[20], constituida por tres tipos de tejidos: los polipos, la mata estolonal y los estolones
(Fig. 1B) [1].

Mata
estolonal

Estolén

A. B. C.

Figura 1. Morfologia de H. symbiolongicarpus. A. Cangrejo ermitafio y su epibionte
Hydractinia echinata (especie hermana de H. symbiolongicarpus) (Bernard Picton, 2008). B.
Tipos de tejidos en H. symbiolongicarpus. Modificado de [1]. C. Tipos de podlipos en H.
symbiolongicarpus. a. Gastrozoide, b. Gonozoide, c. Dactilozoide y d. Tentaculozoide. Tomado
de [21].

1) Pélipos: Son estructuras tubulares cuyo ectodermo es continuo con el ectodermo de
la mata estolonal y su endodermo es continuo con los canales gastrovasculares.
Existen 4 tipos de pélipos que presentan diferencias tanto morfolégicas como
funcionales (Fig. 1C). Los gastrozoides son polipos alimenticios y tienen una apertura
oral rodeada por tentaculos que se encargan de atrapar la presa [21]. Los gonozoides
son polipos reproductivos y llevan en su cuerpo columnar sacos denominados
gondforos donde se desarrollan los gametos [21]. Los dactilozoides carecen de
apertura oral o tentaculos y su funciéon hipotética es atrapar huevos o larvas del
cangrejo ermitafio para la alimentacion de la colonia [22]. Por dltimo, los
tentaculozoides tienen una estructura similar a un Unico tentaculo de un gastrozoide y

se cree que funcionan en la defensa de la colonia [21].
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2) Mata estolonal: Es una estructura compuesta por dos capas epiteliales, de origen
ectodermal, que cubren una red de canales endodérmicos denominada el sistema
gastrovascular, a través del cual se transportan los nutrientes entre los polipos de la

colonia [1].

3) Estolones: Estas estructuras son canales que se extienden mas alla de la mata
estolonal y que se encuentran cubiertos por el peridermo (Exoesqueleto de quitina y
proteina secretada por el ectodermo) [1,23]. Una de las funciones de los estolones es
la de contribuir a través de su ramificacion y fusion al crecimiento de la colonia sobre

un sustrato [24].

Se reconocen varios tipos celulares en H. symbiolongicarpus: las células intersticiales
0 células-i, las células epiteliales, las células nerviosas (células neurosensoras e
interneuronas), los nematocitos, las células glandulares y las células germinales [25].
Las células-i son células madre pluripotentes que se encuentran entre los intersticios
de los canales gastrovasculares de la mata estolonal [26] y poseen la capacidad de
generar todos los otros tipos celulares [25]. Los nematocitos o células urticantes son
células especializadas en predacion y defensa, ya que poseen un organelo
denominado el nematocisto compuesto por un tibulo que se evierte ante un estimulo y

secreta toxinas importantes en la captura de la presa [27,28].

H. symbiolongicarpus es una especie dioica y su ciclo de vida comienza cuando las
colonias adultas macho y hembra liberan los gametos (esperma y oocitos) a la
columna de agua donde ocurre la fertilizacién (Fig. 2) [29]. El zigoto se desarrolla en
una larva planula al cabo de 3 dias, la cual es cénica, ciliada y no presenta estructuras
alimentarias [29,30]. Al cabo de 24 horas, la larva planula se asienta en un sustrato
duro y hace metamorfosis a un pdlipo primario [31]. El pdlipo primario desarrolla
estolones que se ramifican y fusionan, a partir de los cuales se generan nuevos
polipos, conformandose al mismo tiempo la mata estolonal [29]. El crecimiento de la
colonia se lleva a cabo mediante la extension de la mata estolonal y los estolones
hasta cubrir el sustrato, llegando al cabo de tres meses a su madurez sexual [24]. Los
estimulos naturales que inducen el asentamiento y metamorfosis de la larva planula
incluyen productos no identificados de bacterias pertenecientes a los géneros
Alteromonas y Pseudoalteromonas [31]. Existen también estimulos artificiales que
inducen la metamorfosis de las larvas planulas, como los cationes monovalentes (Litio,
Potasio, Rubidio y Cesio), que actuan sobre las células neurosensoras excitables
ubicadas en la parte anterior de la larva, causando su despolarizacion, y con ello la
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induccion de la metamorfosis en la larva, o activadores de la proteina quinasa C (PKC)
[31].

Figura 2. Ciclo de vida de H. symbiolongicarpus. Se observan en orden desde la parte
inferior izquierda una colonia sobre un cangrejo ermitafio pagurido; espermatozoides; 0ocitos;
la fecundacion; el desarrollo del zigoto; la larva planula; el pélipo primario; dos colonias
jévenes; y una colonia hembra (superior) y macho (inferior) en madurez sexual. Tomado de
[29].
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2. ALORRECONOCIMIENTO

2.1. Significado bioldégico del alorreconocimiento

El alorreconocimiento es la capacidad de distinguir entre tejidos somaticos propios y
aquellos de individuos de la misma especie [2]. El alorreconocimiento en invertebrados
coloniales y sésiles se ha observado inequivocamente en esponjas [32—-34], cnidarios
[32,35—-37], briozoos [32,38] y ascidias [39], y se evidencia como la fusién entre

colonias genéticamente relacionadas o el rechazo entre colonias no relacionadas.

La fusién entre colonias genera ventajas para la quimera resultante como el aumento
en la diversidad genética y el tamafio de la colonia. Colonias de mayor tamafio tienen
una mas alta probabilidad de supervivencia y una reduccion en el tiempo en que se
alcanza la madurez reproductiva en comparacién con colonias pequefias [40], lo que
las hace mejores competidoras por el espacio habitable [41]. Sin embargo, la fusion
entre colonias conlleva el riesgo del establecimiento del parasitismo de la linea
germinal. Este tipo de parasitismo se presenta como consecuencia de que estos
animales tienen células pluripotentes méviles capaces de generar lineas celulares
somaéticas y germinales en cualquier momento de su ontogenia [25,42]. Ello hace que
en una quimera se establezca una competencia entre las células pluripotentes de los
individuos que la componen por generar una mayor proporcion de células germinales,
trayendo como consecuencia que un individuo generard una mayor proporcién de
células germinales utilizando los recursos del otro individuo, y estableciéndose asi el
parasitismo de la linea germinal [42]. Es por esto que los invertebrados coloniales y
sésiles han evolucionado mecanismos de alorreconocimiento que evitan el riesgo de
establecer el parasitismo de la linea germinal, limitando la fusion a individuos
genéticamente relacionados, los cuales se benefician de las ventajas de establecer

una guimera [42].
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2.2. Bases moleculares del alorreconocimiento en B. schlosseri

Las Unicas especies de invertebrados donde se ha estudiado las bases moleculares
del alorreconocimiento son la ascidia Botryllus schlosseri y H. symbiolongicarpus [2].
B. schlosseri es un urocordado de distribucion mundial que crece sobre estructuras
rocosas [5]. Las colonias de B. schlosseri estan constituidas por individuos clonales
denominados zooides, que se comunican a través de un sistema vascular y se
encuentran cubiertos por una tdnica comun. Los zooides se generan
permanentemente por gemacion y el sistema vascular termina hacia la periferia de la
colonia en unas estructuras ovales denominas ampulas o ampollas donde se da el

encuentro con colonias de la misma especie (Fig. 3) [5].

Figura 3. Morfologia y alorreconocimiento de B. schlosseri. A. Morfologia de una colonia
de B. schlosseri. Presenta los individuos clonales o zooides que se encuentran conectados a
través de un sistema circulatorio que hacia la periferia de la colonia termina en unas
estructurales ovales, las ampulas. B. Fenotipos de alorreconocimiento en B. schlosseri. En la
zona de contacto entre la colonia a y las colonias bl y b2 (flechas rojas), se observa que no
existe comunicacién entre las colonias y ademas unas regiones de melanizacién, denominadas
los puntos de rechazo (PORs), lo cual caracteriza el fenotipo de rechazo. De otro lado, en la
zona de contacto entre las colonias bl y b2 (flecha negra), se observa a las ampulas
fusionandose y ademas la comunicacion de las colonias a través de vasos sanguineos, lo cual
caracteriza el fenotipo de fusion. Tomado de [5].

La fusién entre colonias de B. schlosseri se caracteriza por el establecimiento de una
continuidad vascular entre las colonias a partir de la interaccion entre las ampulas. Por
otra parte, el rechazo se caracteriza por el desarrollo de un proceso inflamatorio que
se inicia con la migracion de células especializadas hacia las ampulas, las cuales se
denominan células moérula. Estas células atraviesan el epitelio de las ampulas, se
degranulan, y activan la cascada de la Profenoloxidasa (PO), la cual genera puntos de
melanizacion, denominados puntos de rechazo (PORSs), que impiden la comunicacion

vascular entre las colonias [5,43] (Fig. 3).
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Este fendbmeno de alorreconocimiento esta controlado por un locus denominado FUHC
(por Fusion—Histocompatibility), en donde se encuentran dos genes ligados, fuhc®*‘y
fuhc™, denominados asi porque uno codifica una proteina secretada y el otro codifica
una proteina transmembranal (Fig. 4) [6,7]. La proteina secretada (FUHC®*) posee un
péptido sefial y dos dominios del Factor de Crecimiento Epidermal (EGF), mientras
que la proteina transmembranal (FUHC™) presenta un péptido sefial, tres dominios de
Inmunoglobulina (Ig), un dominio transmembrana y una region citoplasmatica [7].
Estos dos genes son altamente polimérficos (por ejemplo, al secuenciar 77 individuos
se han encontrado un total de 42 alelos del gen FUHC®**®) y su variabilidad se
correlaciona con los fenotipos de alorreconocimiento, de tal forma que si dos colonias
comparten alelos se fusionan, pero si no comparten alelos se rechazan [7,44]. Ademas
de estos dos genes, recientemente se ha aislado un nuevo gen candidato denominado
BHF (por Botryllus Histocompatibility Factor) que se encuentra a 62 Kbp corriente
arriba de los genes fuhc, y codifica una proteina que no presenta péptido sefial o algun
dominio conocido. La variacién de este gen también se correlaciona con los fenotipos
de alorreconocimiento con un menor porcentaje de error en comparacion con los

genes fuhc, y se sobrexpresa en el tejido vascular de la colonia durante el rechazo [8].

Fuhc®®

Hsp40-L

Figura 4. Moléculas relacionadas con el alorreconocimiento en B. schlosseri. Se observa,
de arriba hacia abajo, las moléculas Fuhc®°, Fuhc™, Fester, Uncle fester y Hsp40-L. La
molécula BHF no es presentada, debido a que no posee dominios reconocibles. La estructura
de dominios de las proteinas Fester y Uncle fester es idéntica. Esquemas tomados de [39].

Adicionalmente, se han aislado y caracterizado otros genes asociados con el locus

FuHC. Uno de estos genes es fester, el cual codifica un receptor de membrana
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compuesto por un péptido sefial, un dominio extracelular SCR (Short Consensus
Repeat) o Sushi, y tres dominios transmembrana (Fig. 4). Este gen es polimérfico
aunque su variabilidad no se correlaciona con los fenotipos de alorreconocimiento
[5,10]. Se ha propuesto que Fester reconoce a las proteinas FuHc, y que junto con una
molécula relacionada, Uncle fester, participan en la via de sefializacioén que conlleva al
rechazo [5,10,11]. Por otro lado, se ha aislado un gen adicional denominado Hsp40-
like (Hsp40-L), que pertenece a la familia HSP40, las cuales son proteinas que
funcionan como co-chaperonas de HSP70. La proteina Hsp40-L esta compuesta por
un dominio J (DnaJ), dos dominios de dedos de zinc (ZnF) y un regién rica en los
aminoacidos glicina y fenilalanina (Fig. 4) [9,39]. Esta proteina es polimorfica y se
expresa en las ampulas, por lo cual se ha planteado que participa en el fenémeno de

alorreconocimiento de B. schlosseri [9,39].
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2.3. Bases moleculares del alorreconocimiento en H. symbiolongicarpus

2.3.1. Fenotipos de alorreconocimiento en H. symbiolongicarpus

El fenomeno de alorreconocimiento en H. symbiolongicarpus presenta tres fenotipos:
Fusion, rechazo y fusion transitoria. La fusion se caracteriza por la disolucién del
peridermo de la zona de interaccibn entre las colonias y el subsecuente
establecimiento de un sistema gastrovascular comun, lo cual ocurre dentro de las 4
horas siguientes al contacto (Fig. 5). El rechazo se caracteriza por la ausencia de
continuidad entre los sistemas gastrovasculares de las colonias (Fig. 5) y puede ser de
dos tipos dependiendo de la morfologia de las colonias. Cuando el rechazo ocurre
entre colonias con predominio de mata estolonal se secreta una banda fibrosa que
impide la comunicacién de los sistemas gastrovasculares de las colonias, y se
considera un rechazo pasivo (Fig. 5). Cuando el rechazo involucra colonias con
predominio de estolones, dichas estructuras se hacen hiperplasticas debido a la
migracion masiva de nematocitos, y se levantan del sustrato dirigiéndose hacia la
colonia opuesta, donde descargan sus nematocitos. Este tipo de rechazo se considera

un rechazo agresivo (Fig. 5) [28].

Figura 5. Fenotipos de alorreconocimiento en H. symbiolongicarpus. A la izquierda, se
observa una fusién entre dos colonias, en el centro se observa un rechazo pasivo y a la
derecha se observa un rechazo agresivo [45].

La fusion transitoria se caracteriza porque las colonias en un comienzo se fusionan y
luego se rechazan (Fig. 6). Este fenotipo es en realidad una coleccién de fenémenos
gue se divide en dos categorias. La fusién transitoria tipo | se caracteriza porque las
colonias en un comienzo se fusionan, siendo en este punto el fenotipo indistinguible de
una fusion tipica, pero luego de 1 a 3 dias aparece una banda fibrosa que se
desarrolla hasta culminar, 24 horas después, con la oclusion del sistema
gastrovascular comun entre las colonias y la separacion de las mismas. En este punto

el fenotipo es indistinguible de un rechazo pasivo [12,46]. La fusion transitoria tipo Il es
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similar en un comienzo a la fusién transitoria tipo I, pero a diferencia de ésta las
colonias sufren un proceso iterativo de fusion y separacion en la zona de contacto que

puede mantenerse de manera indefinida [46].

Figura 6. Fusién transitoria de colonias de H. symbiolongicarpus. Obsérvese que el
fenotipo inicial es la fusion, luego comienza a desarrollarse un tejido que involucra procesos
similares a la inflamacién, para concluir en un rechazo [12].

La transicion de fusién a rechazo en la fusion transitoria involucra autofagia y necrosis
como mecanismos de muerte celular, sin participacion de la apoptosis.
Especificamente, la separacién de las colonias en la fusion transitoria comienza luego
de 46.3+24.6 horas después del contacto, tiempo que puede ser extendido o reducido
dependiendo de la presencia de inhibidores o activadores de la autofagia o necrosis,
respectivamente. Sumado de ello, las células ectodérmicas y endodérmicas de la zona
de contacto entre las colonias sufren una serie de modificaciones morfolégicas, como
la separacion del glicocalix, la pérdida de la membrana celular y la formacién de una
alta densidad de vacuolas, fagoforos, autofagosomas y autofagolisosomas, estos
ultimos organelos propios de la autofagia. Entre otros cambios morfologicos esta la
separacion de las células ectodérmicas de la mesoglea y una alta presencia de células

necroticas con autofagolisosomas en su interior [47].
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2.3.2. Genética del alorreconocimiento en H. symbiolongicarpus

En H. symbiolongicarpus a partir de los patrones de segregacion de los fenotipos de
alorreconocimiento en una linea congénica (derivada del cruce entre dos lineas
endogamicas), se ha establecido que el control genético del alorreconocimiento es
llevado a cabo por dos loci ligados y de expresion codominante, denominados alrl y
alr2. Si dos colonias comparten al menos un alelo en cada uno de los dos loci se
fusionan, si no comparten ningun alelo en los dos loci se rechazan, y si comparten al
menos un alelo en sélo uno de los dos loci la interaccion resulta en fusion transitoria
[1]. Adicionalmente, cuando se comparte el alelo en alr2, ocurre la fusién transitoria
tipo |, mientras que cuando se comparte el alelo en alrl, ocurre la fusion transitoria tipo
Il [46]. Estas reglas de fusibilidad basadas en los loci alrl y alr2, constituyen el actual
modelo genético del control del alorreconocimiento en H. symbiolongicarpus, el cual
explica los encuentros entre las colonias de las lineas endogamicas y la linea
congénica de esta especie [12], y también los encuentros de animales silvestres
[13,14].

Sin embargo, existe evidencia que indica que este modelo genético de dos loci no
predice la totalidad de los fenotipos de alorreconocimiento en H. symbiolongicarpus.
Por ejemplo, Ivker (1972) encontré que parentales y progenie se pueden rechazar,
aungue lo hacen en forma pasiva en lugar que de forma agresiva [16]. Adicionalmente,
Shenk y Buss (1991) encontraron que el 84% de la progenie realizaba fusién
transitoria con al menos uno de los parentales y solo el 16% de la progenie realizaba
fusién con los parentales [17]. Esta evidencia no esta en concordancia con el modelo
de dos loci que predice que los parentales se fusionan con todos los individuos de su
progenie, debido a que comparten entre si al menos un haplotipo de alrl y alr2. Por
otro lado, Rosa y sus colaboradores (2010) mostraron que aunque el modelo de dos
loci y sus reglas de fusibilidad predicen un conjunto de encuentros entre las lineas
endogamicas y los individuos silvestres, y entre los individuos silvestres, existen casos
en estos tipos de encuentros donde el modelo no predice el fenotipo observado [14].
Respecto a ello, Grosberg y sus colaboradores (1996) construyeron nueve matrices de
fusibilidad entre hermanos y dos matrices de fusibilidad entre medios hermanos por
parte de la madre, y a partir de alli derivaron un modelo genético diferente compuesto

por 5 loci, donde cada locus tenia de 5 a 7 alelos [15].
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Este conjunto de evidencias soporta la idea de que el actual modelo genético del
control del alorreconocimiento en H. symbiolongicarpus no predice la totalidad de los
fenotipos de fusibilidad en esta especie. Entre las razones que se han postulado por
las cuales este modelo genético no es totalmente predictivo, se encuentra la existencia
de loci adicionales que aun no han sido aislados y que junto a alrl y alr2 se sumarian
al control genético del alorreconocimiento en H. symbiolongicarpus [12].

2.3.3. Genes que  controlan el alorreconocimiento en H.
symbiolongicarpus

La region cromosomica donde se localizan los loci alrl y alr2 (ARC, Allorecognition
complex [12]) se ha secuenciado parcialmente [2] y se han caracterizado dos genes
altamente polimérficos denominados, consecuentemente, alrl y alr2 [13,14]. El gen
alrl codifica una proteina de aproximadamente 537 aminoacidos, constituida por un
péptido sefal, dos dominios similares a Inmunoglobulina (el primero perteneciente al
tipo V -variable- y el segundo al tipo | -de variabilidad intermedia), un dominio
transmembrana y una region citoplasmatica. La region citoplasmatica presenta los
motivos SH2 (regién 2 homdloga a Src), SH3 (regiébn 3 homologa a Src), e ITAM-like
(motivo activador basado en tirosina de receptor inmune), cuyo patron es Y-x-I-x10-Y-
xx-1, donde x es cualquier aminodcido (Fig. 7) [14]. Estos motivos se encuentran en
una variedad de receptores del sistema inmune de vertebrados, incluyendo los
receptores de las células T y B, y participan en la activacion de la sefalizacién
intracelular [2]. ElI gen alr2 codifica una proteina de aproximadamente 672
aminodcidos, compuesta por un péptido sefial, tres dominios de Inmunoglobulina (el
primero de tipo V e hipervariable, y los dos ultimos de tipo 1), un dominio
transmembrana y un dominio citoplasmatico. Este dominio intracelular presenta los
motivos de fosforilacion: tirosin kinasa, protein kinasa C, y casein kinasa Il, y ademas
un motivo de endocitosis y un motivo ITIM-like (maotivo inhibitorio basado en tirosina de
receptor inmune), cuyo patrén es N-x-Y-xx-V (Fig. 7) [13]. Estos genes estan sujetos a
seleccién natural diversificadora, alrl a lo largo de la region extracelular, mientras que

alr2 sélo en el primer dominio de inmunoglobulina [2].
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Figura 7. Estructura de las proteinas alrl y alr2 de H. symbiolongicarpus. Se muestra el
péptido sefal (SP); dominios I, Il y Ill, que representan dominios de inmunoglobulina; y dominio
transmembrana (TM). En las regiones citoplasmaticas se representan los motivos identificados:
SH2, SH3, ITAM-like e ITIM-like. Ademas dentro de los rectangulos se enmarcan las regiones
variables de las moléculas. Tomado de [2].

A nivel gendémico, el gen alrl esta flagueado por una regién de 700kb que contiene al
menos 9 genes (Fig. 8). Estos genes codifican proteinas similares a alrl, con dos
dominios de inmunoglobulina-like, el primero del tipo V y el segundo del tipo I.
Ademas, se ha encontrado que comparando los dominios extracelulares de estas
proteinas algunos alelos de alrl son mas similares a los genes flanqueantes que a los
otros alelos de alrl, indicando que estos genes pueden realizar recombinacion no
homologa entre si [14]. En la regién gendmica del gen alr2, se han identificado dos
pseudogenes, ubicados alrededor de 50 Kbp corriente arriba de este gen (Fig. 8).
Estos pseudogenes tienen regiones con mas del 50% de identidad en los 5 primeros

exones del gen alr2 [13].

A 1 BCDE [1[1 l]2] aﬁ
= T B | uw
100 kb FG 7 alr

Figura 8. Complejo de alorreconocimiento (ARC) de H. symbiolongicarpus. Se observa las
regiones genodmicas donde se encuentran localizados los genes alrl y alr2. En la region de
alrl, ademas de este gen se encuentran los genes alrl-like denominados con las letras de la A
ala G, ylos nimeros 1y 7. En la regién de alr2, ademéas de este gen se observan dos
pseudogenes, denominados 1 y 2. Los rectangulos negros representan dominios de
Inmunoglobulina (Ig) hipervariables, mientras los rectangulos blancos representan dominios de
Ig con una menor variabilidad. Modificado de [2].

La variabilidad de alrl y alr2 se correlaciona estrechamente con los fenotipos de
alorreconocimiento entre los individuos de las lineas endogamicas y en la mayoria de
los casos entre colonias silvestres [12]. Sin embargo, se han encontrado casos donde
dos individuos que comparten un alelo en cada uno de los dos loci realizan fusion
transitoria, pese a que se espera fusion. Adicionalmente, en otros casos dos individuos
gue comparten un alelo en sélo uno de los dos loci se rechazan, pese a que se espera

fusion transitoria [14].
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Por ultimo, en un estudio adicional se determiné que los posibles loci adicionales a alrl
y alr2 no se encuentran fuera de la region del ARC que controla el alorreconocimiento
en H. symbiolongicarpus. Sin embargo, la aproximacién de este estudio sélo evalu6 a
loci dominantes, codominantes o con dominancia incompleta, y no descarté la
posibilidad de que loci recesivos o loci que actien de manera dosis dependiente se
encuentren fuera del ARC. Sumado a ello, se encontr6 que la distancia genética entre
los marcadores ligados a los loci alrl y alr2 es diferente en genotipos derivados de
animales silvestres comparada con la distancia genética que fue establecida con las
lineas endogamicas, lo que indica que existe una posible variacién estructural dentro
del ARC [48].

Debido al conjunto de evidencias que muestran que los loci alrl y alr2 no explican la
totalidad de los fenotipos de alorreconocimiento en H. symbiolongicarpus, en este
trabajo se propone la existencia de loci adicionales que contribuyen al control de este
fendmeno en H. symbiolongicarpus. Para aislar estos loci adicionales, se comparé los
proteomas de dos grupos de individuos relacionados pero que se rechazaban entre si,
y con ello se postulé un conjunto de proteinas de reconocimiento que son candidatas

para controlar este fendémeno.
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IV. METODOLOGIA

1. Establecimiento y mantenimiento del cultivo de H. symbiolongicarpus

Se colectaron colonias de H. symbiolongicarpus en Woods Hole (MA, USA), en
Septiembre del 2009 y 2010 (Debido a que esta especie tiene una distribucion
restringida a Norteamérica, no fueron necesarios los Permisos de Investigacion y de
Colecta). Fragmentos de colonias que crecian sobre las conchas de los cangrejos
ermitafios se cortaron con escarpelo y se explantaron a laminas de vidrio de
microscopio asegurandolas con un caucho. A cada lamina se le asigné un codigo que
consisti6 del nombre HWB (Hydractinia-Woods Hole-Bogota), y dos numeros, el
primero que indica el individuo correspondiente y el segundo un consecutivo que
indica el numero de clones de la colonia. Las laminas se ordenaron en portalaminas, y
se mantuvieron en acuarios de 40 L con agua marina artificial (Instant Ocean), a una
densidad relativa de 1.022 y a temperatura ambiente. Semanalmente se reemplazé de
cada acuario el 20% del volumen del agua. Las colonias se alimentaron con nauplios

de Artemia salina, de dos dias de edad (INVE), tres veces por semana.

2. Obtencion de la poblacion de retrocruce de H. symbiolongicarpus

Para la obtencion de la poblacion retrocruce de H. symbiolongicarpus se cruzaron los
individuos silvestres HWB29 (macho) y HWB53 (hembra) siguiendo los protocolos
descritos en [49]. Las larvas planulas se indujeron a metamorfosis por incubacién en
una solucién de CsCl 53mM durante 3h, después de lo cual fueron asentadas sobre
laminas de vidrio de microscopio para completar la metamorfosis. Los pdélipos
primarios generados se alimentaron y mantuvieron en las mismas condiciones que los
individuos silvestres. Una hembra de la generacion F1 (F1-8) y su parental silvestre
HWB29 se cruzaron para obtener la poblacién de retrocruce. Los individuos generados
mediante este retrocruce se mantuvieron bajo las mismas condiciones que los

individuos silvestres y la generacion F1.

3. Construccién de los grupos de fusibilidad de H. symbiolongicarpus

La construccion de los grupos de fusibilidad tuvo como finalidad homogenizar la
variabilidad que pudiera provenir de los genes no relacionados con el

alorreconocimiento. Los individuos provenientes del retrocruce tenian una relacion
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genética mas cercana que hermanos, porque su padre era a la vez su abuelo, relaciéon
genética que fue cuantificada a través del calculo del coeficiente de consanguinidad
[50]. Por lo tanto, este esquema de cruzamiento tenia como consecuencia que los
grupos de fusibilidad compartieran entre si una alta cantidad de informacién genética.
Sin embargo, como estos grupos se rechazaban entre si, se esperaba que las
diferencias genéticas encontradas explicaran la histoincompatibilidad.

Para el establecimiento de los grupos de fusibilidad se realizaron los ensayos de
fusibilidad tipo colonia entre los individuos del retrocruce. Este tipo de ensayo consiste
en fijar a laminas de vidrio de microscopio fragmentos de colonia de los individuos a
evaluar, a una distancia de alrededor de 0.5cm, y una vez se establezca contacto
entre los individuos se realiza la observacién del fenotipo de alorreconocimiento
durante al menos 2 semanas. Las colonias evaluadas se distribuyeron en dos grupos,
en donde cada grupo estaba compuesto por colonias que se fusionaban entre si, pero
rechazaban a todas las colonias del otro grupo. Ademas, cada colonia de la poblacién

de retrocruce se evalud con sus parentales.

4. Comparacion de los grupos de fusibilidad de H. symbiolongicarpus

mediante electroforesis bidimensional diferencial en gel (DIGE)

Los grupos de fusibilidad de la poblacién de retrocruce de H. symbiolongicarpus se
compararon mediante electroforesis bidimensional diferencial en gel de proteinas (2D-
DIGE) [51]. Para ello se realiz6 la extraccidon de las proteinas totales de los individuos
en conjunto de cada grupo de fusibilidad, mediante la homogenizacion de 1,5g de
tejido (300mg por individuo) en buffer de lisis (30mM Tris-HCI pH 8.8, 7M Urea, 2M
Tiourea, 4% (w/v) CHAPS y 1X de cocktail inhibidor de proteasas (Roche)) en hielo.
Posteriormente, se centrifugd a 13000 rpm por 15 min a 4°C. A partir del sobrenadante
se realiz6 una purificacion y precipitacion de las proteinas mediante los protocolos de
fenol [52] y acetona/metanol [53], respectivamente. La integridad de las proteinas fue
verificada a través de electroforesis desnaturalizante de proteinas en geles de

poliacrilamida (SDS-PAGE), tifiendo con azul de Coomassie.

Los extractos de proteinas de ambos grupos se compararon por electroforesis
bidimensional diferencial en gel (2D-DIGE), a través del servicio de proteémica de
Applied Biomics (Hayward, CA, USA). Los extractos de cada grupo de fusibilidad (30

ug de proteina) se marcaron con marcadores fluorescentes de cianina, Cy3 (verde)
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para un grupo (A) y Cy5 (rojo) para el otro (B). Las dos muestras marcadas se
mezclaron y solubilizaron en 8 M Urea, 4% CHAPS, 20 mg/ml DTT, 2% anfolitos y azul
de bromofenol para posteriormente ser separadas en tiras de gradiente de pH
inmovilizado (pH 3-10, rango linear, 18 cm) segun las especificaciones del fabricante
(GE Healthcare). Posteriormente, las tiras fueron equilibradas y transferidas a un gel
de SDS-PAGE al 12%, para correr la segunda dimension, en triplicado. Los geles
obtenidos fueron escaneados con el escaner Typhoon TRIO (GE Healthcare) y las
imagenes fueron analizadas con el software ImageQuant TL (GE Healthcare). Por
ltimo, se cuantificd la expresion diferencial entre las dos muestras con el software
DeCyder 2D™ version 6.5 (GE Healthcare) que determina la proporcién del volumen
(intensidad de pixeles) del spot en la comparacion pareada de los grupos de
fusibilidad.

5. Identificacion de las proteinas con expresion diferencial mediante

espectrometria de masas en tandem

La identificacion de las proteinas con expresion diferencial entre los grupos de
fusibilidad se realiz6 mediante espectrometria de masas en tandem, a través del
servicio de proteémica de Applied Biomics (Hayward, CA, USA). Los spots que
mostraron una mayor expresion diferencial entre los grupos de fusibilidad de Ay B, se
picaron de los geles de 2D-DIGE con el Ettan Spot Picker (GE Healthcare). Luego,
cada spot seleccionado fue sujeto a digestidon con tripsina segun el protocolo descrito
en [54], obteniéndose para cada spot una mezcla de péptidos. Los péptidos de cada
spot fueron sometidos a espectrometria de masas en tandem, MALDI-TOF/TOF [55],

utilizando el equipo 4700 Proteomics Analyzer (Applied Biosystems).

Para cada uno de los spots seleccionados se obtuvieron los espectros de MALDI-
TOF/TOF, en formato T2D (formato de Applied Biosystems). Estos espectros fueron
visualizados y obtenida su respectiva lista de picos, en formato MGF (Mascot Generic
File), con el software Mascot Distiller (Matrix Science). Posteriormente se realizé la
identificacion de las proteinas a partir de los espectros de cada spot mediante la
aproximacion de busqueda en base de datos, utilizando el software X! Tandem [56].
En esta aproximacion, los espectros adquiridos por MALDI-TOF/TOF fueron
comparados con los espectros modelados a partir de los péptidos posibles generados
desde el proteoma predicho de H. symbiolongicarpus. Este proteoma proviene de la

traduccion del transcriptoma de H. symbiolongicarpus, que ha sido secuenciado
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mediante lllumina (Zarate-Potes, et al. Datos no publicados). Luego, mediante la
comparacion de los espectros experimentales y teoricos se determina que picos
coinciden, y después ello se cuantifica mediante el “Hyperscore”. Esta medida suma
las intensidades de los picos similares entre los espectros experimentales y tedéricos, y
las multiplican por el N factorial del nimero total de iones b y y asignados. A partir de
ello, para cada espectro experimental existe un conjunto de péptidos candidatos con
diferentes valores de Hyperscore, siendo el péptido con el mayor valor de Hyperscore
el que se asigna al espectro experimental. La significancia de este match se expresa
mediante el valor de E-value, que indica la probabilidad de que el espectro
experimental hubiera hecho match con el péptido asignado por azar [57]. Para la
visualizacion resumida de los resultados fue utilizado el software XTandem Parser
[58].

Por ultimo, para analizar las proteinas identificadas se realizé la anotacion de estas
secuencias mediante BLASTp [59] utilizando la base de datos de proteinas no
redundantes del NCBI, y ademas mediante la determinacién de la arquitectura de
dominios con el software InterProScan [60,61]. Para las proteinas candidatas de
alorreconocimiento se realiz6 BLASTp frente a dos proteomas de H.
symbiolongicarpus provenientes de individuos diferentes, incluido el utilizado en la
identificacion de las proteinas (Zarate-Potes, et al.,, Contreras, et al. Datos no
publicados) [59]. Ademds, para estas proteinas se realizaron analisis filogenéticos
mediante Neighbour joining con el software Mega5 [62], determinacion de dominios
transmembrana con los software HMMTOP [63] y SOSUI [64], y analisis de

arquitecturas unicas con el software CDART [65], segun fuera el caso.
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V. RESULTADOS

1. Generacién de la poblacién de retrocruce

1.1.Generacion y fenotipificacion de la poblaciéon F1

El cruce entre los individuos silvestres de H. symbiolongicarpus HWB29 (macho) y
HWB53 (hembra), que se rechazaban entre si, generé una poblacion F1 conformada
por 3 machos y 3 hembras (Fig. 9). Los resultados de los ensayos de fusibilidad entre
los individuos parentales y la poblacién F1 se consignan en la Tabla 1, y muestran que
frente al padre HWB29, cuatro de sus hijos presentaron fusién transitoria y dos hijos
presentaron fusiéon, mientras que frente a la madre HWB53 uno de sus hijos presentd
fusion, tres hijos presentaron fusion transitoria y dos hijos presentaron rechazo. El
modelo estandar de alorreconocimiento con dos loci ligados predice que todos los
hijos se deben fusionar a sus padres, debido a que comparten al menos un alelo en

cada uno de los dos loci alrl y alr2 [12].

29 53
| |
[Fi2] [Fi4]

Figura 9. Genealogia de la generacién F1 de H. symbiolongicarpus. Los individuos
silvestres estan marcados como HWB y la generacion F1 con su identificador respectivo. Los
individuos macho estan representados en cuadrados y los individuos hembra en 6valos.

Tabla 1. Ensayos de fusibilidad entre los individuos parentales y la generaciéon F1

ID HWB29 HWB53
F1-2 FT FT
F1-4 FT FT
F1-8 FT R
F1-9 FT F
F1-11 F R
F1-14 F FT

F: Fusion. R: Rechazo. FT: Fusion transitoria.
Color: Indica los individuos que presentan el mismo comportamiento de fusibilidad con los
parentales
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Subsecuentemente se realizaron ensayos de fusibilidad entre los individuos de la
generacion F1 (Tabla 2). El modelo estandar de alorreconocimiento predice que entre
hermanos un 66% de los ensayos de fusibilidad se resuelven en fusién, un 33% se
resuelven en rechazo y un 1% en fusion transitoria, teniendo encuenta que puede
presentarse recombinacion entre los loci alrl y alr2 (proporcion de Fusion:Rechazo de
2:1) [12]. Sin embargo, se encontré que un 50% de los ensayos entre individuos de la
generacion F1 se resolvio en fusion, un 21% en rechazo y un 29% en fusion
transitoria, lo cual muestra una diferencia significativa con respecto a lo esperado bajo
el modelo de dos loci (Tabla 3). Por ejemplo, se esperaba que un 1% de los
encuentros se resolviera en fusion transitoria, pero se encontré que un 29% se resolvio
en este fenotipo, indicando que existe un exceso de este fenotipo a expensas de la
fusion y el rechazo. Por ende, el modelo de dos loci y sus reglas de fusibilidad no
predicen los resultados de los ensayos de fusibilidad entre los individuos de la

generacion F1.

Tabla 2. Ensayos de fusibilidad entre los individuos de la generacién F1

F1-2 F1-4 F1-8 F1-9 F1-11 F1-14
F1-2 R F F ! R
F1-4 FT F F F
F1-8 FT F FT
F1-9 R FT
F1-11 F

F1-14

! No se realizé, porque el individuo F1-2 murié.
F: Fusion. R: Rechazo. FT: Fusion transitoria.
Color: Indica los individuos que presentan el mismo perfil de fusibilidad frente a HWB29 y
HWB53

Tabla 3. Fenotipos de fusibilidad observados y esperados en la generacion F1

Observado Esperado
Fenotipo N % N % p-value (x2-test)
Fusion 7 50 9 66
Rechazo 3 21 5 33 7,8E-23
Fusién transitoria 4 29 0 1
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1.2.Generacion y fenotipificacion de la poblacion de retrocruce

Se realiz6 un retrocruce entre el parental macho HWB29 y su hija F1-8, para generar
la poblacion de retrocruce 1 (BC-1, backcross-1). Esta poblacion se compuso de 36
individuos, de los cuales 21 fueron machos, 7 fueron hembras y 8 fueron individuos a
los cuales no fue posible determinarles su sexo, debido a que no desarrollaron sus
poélipos reproductivos (gonozoides) (Anexo 1). Los resultados de los ensayos de
fusibilidad entre los individuos de la poblacién BC-1 y sus parentales HWB29, HWB53
y F1-8 se muestran en la Tabla 4. La poblacion BC-1 frente al parental HWB29
present6d 43% de fusiones, 22% de rechazos y 35% de fusiones transitorias, mientras
que frente al parental F1-8 se presentd 67% de fusiones, 4% de rechazos y 29% de
fusiones transitorias (Tabla 5). El modelo estandar de dos loci predice que todos los
individuos de la poblacién BC-1 se fusionan con sus parentales HWB29 y F1-8, dado
gue comparten al menos un haplotipo de alrl y alr2. Aunque la fusién fue el fenotipo
mas frecuente de los parentales HWB29 y F1-8 frente la poblacion BC-1, 43% y 67%
respectivamente, también se presento6 fusion transitoria y rechazo, lo cual contradice

las expectativas del modelo estandar (Tabla 4 y 5).

Los ensayos de fusibilidad entre la parental HWB53 y la poblacion BC-1 presentaron
un 16.7% de fusiones, un 66.6% de rechazos y un 16.7% de fusiones transitorias
(Tabla 4 y 5). En este caso, se esperaba que el 50% de la poblaciéon BC-1 presentara
fusién y el otro 50% presentara rechazo, asumiendo que no ocurria recombinacion

entre los loci alrl y alr2.

Una vez se realizaron los ensayos de fusibilidad de la poblacion BC-1 con los
parentales, se determiné el fenotipo de fusibilidad entre individuos de la poblacién BC-
1 (Tabla 6). Para este andlisis se realizé un total de 215 ensayos de fusibilidad, de los
cuales 89 (41.4%) se resolvieron en fusion, 95 (44.2%) en rechazo y 31 (14.4%) en
fusién transitoria. De acuerdo al modelo de dos loci para este tipo de ensayos de

fusibilidad, se esperaba un 83% de fusion y un 17% de rechazo (Tabla 7).
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Tabla 4. Ensayos de fusibilidad de los individuos HWB29, HWB53 y F1-8 frente a la
poblacién BC-1

Individuo | HWB 29 HWB 53 F1-8
BC1-24 F R F
BC1-25 F R F
BC1-43 F R F
BC1-50 F R F
BC1-53 F R F

F R FT
BC1-41 FT F F
BC1-26 FT FT F
BC1-38 FT FT F
BC1-59 FT FT F

FT R F

FT R F

FT R F
BC1-23 R F FT
BC1-40 R F FT
BC1-5 R R FT
BC1-7 F R -
BC1-11 R FT -
BC1-22 FT R -
BC1-29 F R -
BC1-33 F R -
BC1-36 R F -
BC1-44 R/IFT R -

F: Fusiéon. R: Rechazo. FT: Fusién transitoria.
Color: Indica los individuos que presentan el mismo perfil de fusibilidad

Tabla 5. Resumen de la fusibilidad de la poblacién BC-1 frente a los individuos HWB29,

HWB53y F1-8
HWB?29 HWB53 F1-8
Observado Esperado | Observado Esperado | Observado Esperado
Fenotipo N % N % N % N % N % N %
Fusion 10 43 23 100 4 16,7 12 50 16 67 24 100
Rechazo 5 22 0 0 16 66,6 12 50 1 4 0 0
Fusion transitoria 8 35 0 0 4 16,7 0 0 7 29 0 0
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En conclusion, el modelo estandar de dos loci en donde colonias que comparten al
menos un haplotipo de alr se fusionan, si no comparten alelos se rechazan y si
comparten Unicamente un alelo hacen fusién transitoria, no predice los resultados de
los ensayos de fusibilidad de la generacion F1 y la poblacion BC-1. Es entonces
necesario considerar un nuevo modelo que incluya loci adicionales a alrl y alr2, que
permita darle explicacion a la totalidad de los fenotipos de H. symbiolongicarpus. Para
identificar estas moléculas adicionales se llevd a cabo una aproximacion proteémica
comparando el proteoma de individuos incompatibles derivados de la poblacién BC-1.
Para esto se construyeron dos grupos de fusibilidad o histocompatibilidad (A y B)
derivados de la poblacion BC-1, en donde miembros de un grupo se fusionan entre si,
pero rechazan a todos los individuos del otro grupo de fusibilidad. Esta estrategia de
agrupamiento permiti6 disminuir la variacion que no es relevante en
alorreconocimiento y enfocarse en diferencias asociadas al fenémeno. El grupo de
fusibilidad A fue conformado por los individuos BC1-15, -23, -36, -40 y -70, mientras el
grupo de fusibilidad B fue conformado por los individuos BC1-3, -9, -22, -50 y -53
(Tabla 6). El coeficiente de consanguinidad (F) para este retrocruce es del 25% (Anexo
2) [50].
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Tabla 6. Ensayos de fusibilidad de la poblacién BC-1

Individuos de la poblacion BC-1

15[ 23364070 3 [ 9 [22]50[53[43][ 5 7 [11]24[25][26]29]31[33[38[41][44]51[56]59]61]62]64]66]67]68]71
%5 F|F|F|F|R|R|R|R|R|[F|FT|F|F|R|R|FT|F|FT|[F|FT|[FT|F|R|F|F|F|F|F|F|F[F][FT
22| F | F|F R R|R|R|R|F FT|FT R FIF|R R|F R
3| F|F|R|R|R|R|R|F FT| F R FT|F[R F|F R

200 F | R|R|R|R|R|F R|R R FT|F[R R|F
700 R R|R|R|R|F R R FT| F R
FIF|F|F|F|FT|R|R|FT|F|F|RJ|FT|FI|FI|[FT|R|F|R|F|R|R|R|F|F|[F[F
FIF|F|F|FT|R|R|F|FT|F|R|F|FT|F|F|R]|F F|R F
FIF|F R|R R R|R|F F|R F
F[FT R|R R R|R|F F|R F
FT R|R R R|R|F FT|R F
43 FIR F F|F
5| R|R
7 R|[F|R|R|FT|F[F|FT|[R]|FT|R FT
11| R|[R[FTI|R|R|RJ|FT|R|F R F R F
24
25
26
29 R|F[R
31
33
38
41| R[R
44 R
51 F
56
59 | FT F
61 F
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64
66
67

68
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Individuos de color verde: Grupo de fusibilidad A.
Individuos de color azul: Grupo de fusibilidad B.
Fusion: F. Rechazo: R. Fusion transitoria: FT.

Tabla 7. Fenotipos observados y esperados en los ensayos de fusibilidad de la poblacién

BC-1
Observado Esperado
Fenotipo N % N %
Fusion 89 414 179 83
Rechazo 95 44,2 36 17

Fusién transitoria 31 14,4 0 0




2. Electroforesis bidimensional diferencial en gel (2D-DIGE) de los

grupos de fusibilidad de H. symbiolongicarpus

Una vez se construyeron los grupos de fusibilidad A y B, estos se compararon a través
de electroforesis bidimensional diferencial en gel (2D-DIGE). Para ello, se realizo la
extraccion de proteinas de cada grupo de fusibilidad homogenizando simultdneamente
los tejidos de los individuos de cada grupo. La purificacion y precipitacion de las
proteinas de cada grupo se llevé a cabo a través de los protocolos de fenol [52] y
acetona/metanol [53], respectivamente (Fig. 10).

A B

M ND 1:1 1:3 1:9 ND 1:1 1:3 1:9

Figura 10. Extraccion de proteinas de los grupos de fusibilidad de H. symbiolongicarpus.
La extraccion de proteinas que se observa corresponde a proteinas purificadas. Los grupos de
fusibilidad son: A y B. Para cada grupo de fusibilidad se observa el extracto de proteinas en
diferentes diluciones: No dilucién o ND (5uL de muestra), 1:1 (2,5uL de muestra), 1:3 (1,25uL
de muestra) y 1:9 (0,5uL de muestra). M: Marcador de peso. Los valores del marcador se
expresan en KDa. El gel corresponde a un SDS-PAGE al 12%.

Las proteinas totales de cada grupo de fusibilidad fueron marcadas con un
fluorocromo, el grupo de fusibilidad A con Cy3 (verde) y el grupo de fusibilidad B con
Cy5 (rojo). Las proteinas de los dos grupos fueron comparadas por medio de
electroforesis 2D-DIGE por triplicado (Fig. 11 y Anexo 3). En total se encontraron 96
spots expresados diferencialmente entre los dos grupos de fusibilidad (Fig. 12 y Anexo
4).
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Figura 11. Comparacion de los grupos de fusibilidad A y B por electroforesis
bidimensional diferencial en gel (2D-DIGE). Las proteinas de los grupos de fusibilidad Ay B
estan marcadas con los fluorocromos verde y rojo, respectivamente. Los spots con expresion
diferencial analizados estan marcados en circulos y numerados del 1 al 96. La separacion en la
primera dimension se realiz6 en un gradiente de pH inmovilizado 3-10 lineal, y la segunda
dimension en un SDS-PAGE al 12%, donde el peso molecular se encuentra entre 10 y 150
kDa. En esta imagen se presenta la réplica 1 de la comparacién, las imagenes de las réplicas
adicionales se encuentran en el Anexo 3.
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Figura 12. Cuantificacion de la expresion diferencial de dos spots entre los grupos de
fusibilidad A y B. El volumen del spot indica el nivel de expresién. A la izquierda, se observa
un spot sobrexpresado en el grupo de fusibilidad A con respecto al B. Mientras a la derecha, se
observa un spot sobrexpresado en el grupo de fusibilidad B con respecto al A.

De los 96 spots proteicos se seleccionaron 37 spots para ser identificados a través de
espectrometria de masas en tandem (MALDI-TOF/TOF). El principal criterio para
seleccionar estos spots fue que presentaran los mayores valores de expresion
diferencial entre los grupos de fusibilidad A y B. Se seleccionaron 15 spots
sobrexpresados en el grupo de fusibilidad A, y 22 spots sobrexpresados en el grupo de
fusibilidad B (Fig. 13). La cuantificacion de la expresion diferencial de los spots se
realizé a través de la proporcién del volumen de cada spot, cuyo valor indica las veces
de cambio (fold change) hacia la sobrexpresion de un spot en el grupo de fusibilidad
gue se encuentra en el numerador de la proporcion con respecto al grupo de
fusibilidad que se encuentra en el denominador de la proporcion. Entre los spots que
presentaron una sobrexpresién en el grupo de fusibilidad A, el spot 40 fue el que
presentd el mayor cambio (2.81), mientras el spot 15 fue el que presentd el menor
cambio (1.06). En el grupo de fusibilidad B, el spot 80 (4.18) y el spot 83 (1.15), fueron

los spots que presentaron el mayor y menor cambio, respectivamente (Fig. 13).
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Figura 13. Cuantificacién de la expresion diferencial de los spots seleccionados para
espectrometria de masas en tandem. Los spots seleccionados presentan los mayores
valores de expresion diferencial entre los grupos de fusibilidad A y B (n=37 spots). A. Se
muestran los spots que se sobrexpresaron en el grupo de fusibilidad A y que se seleccionaron
para identificar por espectrometria de masas en tandem (n=15 spots). B. Se muestran los spots
gue se sobrexpresaron en el grupo de fusibilidad B y que se seleccionaron para identificar por
espectrometria de masas en tandem (n=22 spots). Los identificadores de los spots
corresponden a los encontrados en los geles de 2D-DIGE.
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3. Identificacion de las proteinas con expresion diferencial entre los

grupos de fusibilidad de H. symbiolongicarpus

Los 37 spots proteicos seleccionados se sometieron a MALDI-TOF/TOF, obteniéndose
7 0 10 espectros para cada spot. Sin embargo, para los spots 61 y 79 se obtuvé un
menor nimero de espectros y de baja calidad, que no permitieron identificar las
respectivas proteinas en los analisis posteriores. La identificacion de las proteinas fue
realizada a través de la aproximacién de busqueda en base de datos. De los 35 spots
con espectros de alta calidad, 15 correspondieron a una Unica proteina, mientras que
20 spots correspondieron a dos o mas proteinas. Por lo tanto, a partir de los 35 spots
analizados se identific6 un total de 42 proteinas. Este conjunto de proteinas fue
clasificado de acuerdo a su posible funcién en las siguientes 7 clases funcionales: 1)
Enzimas (diferentes a enzimas del metabolismo y peptidasas), 2) Proteinas del
metabolismo, 3) Proteinas del sistema de 6xido-reduccion, 4) Peptidasas y proteasas,
5) Proteinas estructurales, 6) Proteinas de reconocimiento y 7) Otras proteinas (Tabla
8).

3.1. Enzimas (diferentes a enzimas del metabolismo y peptidasas) (Tabla
9)

1) Proteina con un dominio JmjC: Esta proteina funciona como una enzima
demetilasa de histonas. Pertenece a una familia que se caracteriza por poseer un
dominio Jumonji C (IJmjC), y tener la capacidad de remover la metilacion de
residuos de lisina que se encuentren mono-, di- o trimetilados. El dominio Jmj|C
puede estar acompafiado de otros dominios como repeticiones ricas en leucina
(LRRs) o dominios de dedos de zinc, entre otros, que definen el subgrupo y funcion
de estas proteinas [66].

2) Deshidratasa trans-L-3-hidroxiprolina: Esta proteina contiene un dominio prolina
racemasa. La familia de proteinas prolina racemasa tiene dos funciones, la primera
consiste en catalizar la interconversion entre los isémeros trans-3-hidroxi-L-prolina
y cis-3-hidroxi-D-prolina, provenientes del aminoacido prolina. La segunda funcién
consiste en sustraer protones (funcién deshidratasa) a la trans-3-hidroxi-L-prolina,
reaccion que forma parte del proceso de degradacion de este sustrato, el cual

proviene de la dieta o la degradacion de las proteinas [67].
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Tabla 8. Resumen de las proteinas identificadas por la aproximacion de busqueda en
bases de datos

JmjC domain-containing protein HSP70 domain-containing protein
Trans-L-3-hydroxyproline dehydratase Fepiliioglcen blrgjrlontgigomam-contammg
Methyltransferase dqmam-contalnlng Fibrinogen_C domain-containing protein
protein
Ubiquitin-conjugating enzyme E2 Ribonuclease T2 domain-containing protein

Glycoside hydrolase domain-containing
protein

Chitin binding domain-containing protein Thrombospondin domain-containing protein

Protein Highly Variable

CAP domain-containing protein

Transketolase ML domain-containing protein
Enolase Uncharacterized protein
Nopaline dehydrogenase KH domain-containing protein
Isovaleryl-CoA dehydrogenase Sorting nexin
Fructose-bisphosphate aldolase Metal dependent hydrola_se domain-containing
protein
Enoyl-CoA hydratase Voltage-dependent anion-selective channel

14-3-3 protein

Catalase Ferritin domain-containing protein
Glutathione S-transferase Cold shock domain-containing protein
Peroxiredoxin EF-hand domain-containing protein
Thioredoxin Thyroglobulin domain-containing protein

Mago nashi domain-containing protein

Astacin

Cathepsin L

Filamin

Protein similar to uncharacterized
protein of Hydra vulgaris

Actin

Glia maturation factor
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Tabla 9. Identificaciones de Enzimas (diferentes a enzimas del metabolismo y

peptidasas)

Molécula  Dominios® Match en E- Spot Proteina Protein
BLAST value °P identificada®  expect®
Jumoniji
domain
JmjC containing 2 -15.8
domain- SP+TM+Jm 5-like 55638_c0_seql
- ) 4E-95
containing iC [Saccoglo 5
protein Ssus
kowalevs 3 -4.7
kii]
Trans-L-
Trans-L-3- s
hydroxyprol hydroxypr
) Proline oline 1E- 48932_c0_seq2
ine 26 -26.9
racemase dehydrata 145 4
dehydratas .
e se-like
[Hydra
vulgaris]
Methyltra
Methyltrans nsferase
ferase domain-
domain- Methyitrans containing 6E-08 43 43572_c0_seql -4.6
& ferase : _4
containing protein
protein [Oxytricha
trifallax]
Ubiquitin-
conjugatin
Ubiquitin- Ubiquitin- g enzyme
conjugating conjugating E2variant 4E-74 80 33487—(:41 —seql -5.6
enzyme E2 enzyme E2 2-like -
[Hydra
vulgaris]
Siomte  sew) Cprotes
; ycoside ; 1E- 56534_cl_seql
domain- like -40.2
- hydrolase 180 1
containing . [Hydra
. family 18 ;
protein vulgaris]
Uncharact
. erized 83
b(i:nhc;?r? SP+TM+Ch protein
domair?_ itin binding LOC1001  4E- 58765_C0_seql ., g
containin domain 97130, 180 5 '
rotein 9 (25) partial
P [Hydra
vulgaris]

1. La estructura de dominios fue determinada con el software InterProScan [60,61]. SP:

Péptido sefal. TM: Dominio transmembrana.

2. El numero corresponde al identificador de la secuencia en el transcriptoma de H.

symbiolongicarpus (Zarate-Potes, et al. Datos no publicados).

3. Valor que indica la confiabilidad en la identificacion de la proteina. Valores méas negativos

indican una mas confiable identificacion [68].
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3)

4)

5)

Enzima E2 conjugante de ubiquitina: Esta enzima forma parte de la familia de
enzimas conjugantes de ubiquitina (E2s), que participan en la cascada de
ubiquitinacion de las proteinas. Dentro del proceso de ubiquitinacién, primero la
ubiquitina u otra proteina modificadora es activada por las enzimas de activacion
(El1s), utilizando para ello ATP. Luego, estas enzimas transfieren la proteina
modificadora activada a las enzimas E2s, las cuales se unen a las enzimas ligasas
(E3s), que por ultimo modifican el sustrato [69].

Quitotriosidasa: Esta proteina presenta un dominio glicésido hidrolasa familia 18
(GH18). Este dominio es caracteristico de la familia de proteinas del mismo
nombre, que junto con GH19, GH20 y GH48, comprenden a las enzimas con
actividad quitinolitica. Estas proteinas pueden tener actividad quitinolitica
(quitinasas), o solo conservar la capacidad de unirse a moléculas como la quitina,
(quitinasas-like). En humanos existen 3 proteinas tipo quitinasa y 5 proteinas tipo
quitinasa-like, algunas de las cuales pueden patrticipar en la respuesta inmune [70].
Proteina que contiene multiples dominios de Peritrofina-A (CBM_14): Esta proteina
contiene 25 dominios de unién a quitina tipo peritrofina A. Este dominio se entiende
mas como un motivo de unidon a quitina que esta presente principalmente en
proteinas de la membrana peritrofica de insectos [71]. La membrana peritréfica
recubre el intestino medio de estos invertebrados y tiene entre sus funciones
mantener la homeostasis del epitelio del intestino medio, y ademas compartimentar
el intestino medio para regular el proceso de digestion [72]. Este motivo se ha
encontrado en otras proteinas como aquellas secretadas por los tejidos que forman

la cuticula de los insectos [71].

3.2. Proteinas del metabolismo (Tabla 10)

1)

2)

Transcetolasa: Esta enzima cataliza dos reacciones en la fase no-oxidativa de la
via de las pentosas fosfato. Esta via tiene dos funciones, primero producir NADPH
(Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato en forma reducida), necesario para la
biosintesis de lipidos, entre otros procesos, y generar el sustrato ribosa-5-fosfato
necesario para la sintesis de los acidos nucleicos. Ademas de ello, la transcetolasa
permite la unién entre la via de las pentosas fosfato y la glicélisis [73].

Fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PEPCK): Esta enzima participa en procesos de
cataplerosis, es decir removiendo intermediarios de 4 o 5 carbonos del ciclo de los
acidos tricarboxilicos [74]. Ademas, esta enzima interviene en la gluconeogénesis,

gliceroneogénesis, sintesis del aminoacido serina y reciclaje de algunos
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3)

4)

5)

6)

7)

aminoacidos. Especificamente, la PEPCK cataliza el paso de Oxalacetato a
Fosfoenolpiruvato y CO,[75].

Enolasa: Esta proteina es una enzima que participa en los Ultimos pasos de la
glicélisis. Especificamente, catalizando la reaccion de 2-Fosfoglicerato a
Fosfoenolpiruvato. Sin embargo, la oa-enolasa, una de las tres isoformas de
vertebrados, se ha observado que funciona como un receptor del plasminégeno en
células B, células T y monocitos, entre otros tipos celulares. Ademas, una version
mas corta de esta proteina se une al promotor P2 del proto-oncogen c-myc e
inhibe su transcripcion [76].

Nopalina deshidrogenasa: Esta proteina pertenece a la familia opina
deshidrogenasas (OpDH), cuyos miembros catalizan la reaccion entre piruvato, un
aminoacido y NADH para producir opinas (N-(carboxialquil) aminoacidos), agua y
NAD". La funcion de las opinas deshidrogenasas es producir NAD" para mantener
el funcionamiento de la glicélisis en condiciones anaerébicas. En los invertebrados,
la familia OpDH esta compuesta por una variedad de proteinas (por ejemplo, por la
octopina deshidrogenasa), sin embargo, la nopalina deshidrogenasa no ha sido
reportada en este grupo [77,78].

Isovaleril-CoA deshidrogenasa: Esta enzima pertenece a la familia acil-CoA
deshidrogenasas (ACDs) que participan en el catabolismo de la isoleucina, leucina
y valina, cuyo producto final es el Aceti Coenzima A (Acetil-CoA).
Especificamente, la enzima Isovaleril-CoA deshidrogenasa oxida el intermediario
isovaleril-CoA a B-metilcrotonil CoA en el catabolismo de la leucina [79].
Fructosa-bisfosfato aldolasa (aldolasa): Esta enzima participa en la glicdlisis,
realizando el clivaje reversible de la fructosa 1,6-bisfosfato a gliceraldehido-3-
fosfato y dihidroxiacetona fosfato [80]. Adicionalmente, se ha determinado que esta
proteina participa en el rearreglo del citoesqueleto, en endocitosis y en el trafico de
proteinas membranales, entre otras procesos [81].

Enoil-CoA hidratasa: Esta proteina es una de las 4 enzimas que participan en la -
oxidacion de los acidos grasos en la mitocondria. En cada ciclo de la B-oxidacion,
la Enoil-CoA hidratasa (ECH) cataliza el segundo paso del proceso, mediante la

hidratacion de un intermediario [82].
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Tabla 10. Identificaciones de proteinas del metabolismo

. - Match en E- Proteina Protein
Molécula Dominios BLAST value Spot identificada  expect
Transketolase N Trir::?ﬁéola
Transketola Tra'?s‘feFO'ase’ protein 2- Hysy56128_
pyrimidine- A 0.0 10 -1.8
se N like isoform c0_seq2_3 1
binding+Transket
2 [Hydra
olase_C )
- vulgaris]
Phosphoen
olpyruvate 13 -40.5
carboxykin
Phosphoen E—
olpyruvate Phosphoenolpyru ase [GTP],_ Hysy58852_
. vate mitochondri 0.0
carboxykina carboxykinase al-like c0_seqll 3
se y < 14 -50.3
partial
[Hydra
vulgaris]
Enolase-
Enolase, N- like
terminal+ [Amphimed Hysy56848_ i
Enolase Enolase, C- on 0.0 19 c0 seql 4 0 90.9
terminal queensland
ica]
Nopaline
dehydrogen
ase
[Enterococc
Glycerol-3- us faecalis]
Nopaline phosphate >gb|ETC91
dehydrogen  dehydrogenase+ 211.1| 7TE-52 25 Hysy55961_ -76.1
. ; c0_seql 5 0
ase Octopine nopaline
dehydrogenase  dehydrogen
ase
[Enterococc
us faecalis
PF3]
Acyl-CoA Isovaleryl-
dehydrogenase, CoA
Isovaleryl- N-terminal+Acyl-  dehydrogen
CoA CoA ase, 0.0 26 Hysy34489 40
dehydrogen  dehydrogenase,  mitochondri ' cO0 seql 1 0 '
ase central+Acyl-CoA al-like
dehydrogenase, [Hydra
C-terminal vulgaris]
Fructose-
bisphospha
Fructose- Fructose-
bisphosphat bisphosphate te aldlolase 0.0 28 Hysy55434_ -58.8
A-like c0_seql 6 0
e aldolase aldolase, class-I
[Hydra
vulgaris]
Enoyl-CoA
hydratase,
Enoyl-CoA Enoyl-CoA mitochondri 8E- 36 Hysy49791 9.6
hydratase hydratase (ECH) al precursor 130 c0_seql 3 0 '
[Salmo
salar]
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3.3.

1)

2)

3)

4)

Proteinas del sistema de oxido-reduccién (Tabla 11)

Catalasa: Esta enzima cataliza la reaccion que convierte dos moléculas de
peréxido de hidrogeno (H,O,) en dos moléculas de agua y una molécula de
oxigeno. Existen tres clases de catalasas, siendo la primera clase aquella que es
mas extendida entre los seres vivos, la cual es monofuncional [83].

Glutation S-transferasa (GST): La principal funcion de esta familia de enzimas es el
metabolismo de los xenobibticos (compuestos electrofilicos), mediante la
conjugacion del glutation con estos agentes. Dentro de esta familia las proteinas
presentan dos dominios, el dominio | y I, que se encuentran en la regién N-
terminal y C-terminal, respectivamente. El dominio | es conservado entre las
isoformas de esta proteina y es el encargado de la unién con el glutatién, mientras
el dominio Il es variable entre las isoformas y determina la especificidad por el
sustrato [84].

Peroxirredoxina: Esta enzima se encarga de la oxidacion de peroxidos como son
peréxido de hidrégeno, peroxinitrito y peréxidos de lipidos. La peroxirredoxina tiene
un sitio activo dnico entre las enzimas de oxido-reduccién, conformado por
residuos cisteina [85].

Proteina con dominio de Tiorredoxina: Esta es la principal enzima que se encarga
de reducir los residuos cisteina de las proteinas intracelulares. Ademas, esta
proteina participa en la respuesta a estrés oxidativo y en el control de la apoptosis,
actia como un donador de electrones a otras enzimas reductoras como la
peroxirredoxina y la ribonucleétido reductasa (enzima que genera los
desoxirribonucleétidos para la sintesis del DNA), regula factores de transcripcion

como NF-kB y funciona como una proteina inmunomoduladora [86].
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Tabla 11. Identificaciones de proteinas del sistema de oxido-reduccién

. - Match en E- Proteina Protein
Molécula Dominios BLAST value Spot identificada expect
Monofuncti Hysy56861_c0_s
onal 0.0 g2 5 0 -72.3
Catalase Catalase catalase 15
[Hydra 2E-63 Hysy57850 cl_s -16.9
vulgaris] eql 2 0
56 -87.2
Hysy55945 c0_s )
Glutathione S92 59 eq4 2 88.4
S-
. transferase 64 -66.6
Glutasthlone _like [Hydra
§ vulgaris] i Hysy57301 cl1 s )
Glutathione transLe_rase, 9E-44 62 eqll_3 0 13.6
S- .
terminal+Glut Hysy44758 c0_s
1E-56 64 -1.5
transferase athione S- eql 4
transferase,  Glutathione
C-terminal S-
transferase
[Branchiost 4E-75 66 Hysy56902_c0_s 31
oma eql 6 O
belcheri
tsingtauens
e]
Thioredoxin-  Peroxiredo
Peroxiredo like+Peroxire  xin-6-like 5E- 62 Hysy54578 c0_s 71.0
Xin doxin, C- [Hydra 120 eql 3 1 '
terminal vulgaris]
Thioredoxin
domain-
Thioredoxin Thlor_edoxm— conta_unlng 2E-50 9 Hysy39252 c0 s 10.1
like protein 17- eql 5
like [Hydra
vulgaris]
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3.4.

1)

2)

Peptidasas y proteasas (Tabla 12)

Metaloproteasa de zinc y Astacina 2: Estas proteinas tienen un dominio astacina y
uno o dos dominios ShK. El dominio astacina se encuentra en la estructura de
metaloproteasas, y es el responsable de la actividad de proteasas de estas
proteinas. Este dominio esta presente en proteinas que participan en el
ensamblaje de la matriz extracelular, en procesos de desarrollo embrionario, en la
diferenciacién de tejidos, y en la interaccion entre el esperma y los oocitos en
mamiferos [87]. Adicionalmente, el dominio ShK ha sido encontrado en algunas
toxinas de anémonas, donde se encarga de bloquear canales de potasio
dependientes de voltaje [88].

Catepsina L: Esta proteina presenta un dominio propéptido catepsina inhibidor
(Inhibitor_129) y un dominio papaina de la familia cisteina proteasa (Peptidase C1).
La proteina catepsina L es un endopeptidasa que se activa con el pH acido del
lisosoma, mediante la auto-lisis de su segmento propéptido. Entre las funciones
gque presenta esta proteina se encuentran la regulacién del ciclo celular, la
participacién en inmunidad y en el desarrollo del sistema nervioso central. En el
contexto inmune, la catepsina L realiza el clivaje de la cadena invariante que
estabiliza al MHC clase Il en su proceso de sintesis. Ademas, se ha encontrado

gue esta proteina es necesaria para el desarrollo de las células natural killer [89].



Tabla 12. Identificaciones de peptidasas y proteasas

Molécula Dominios Match en E- Spot Proteina Protein
BLAST value P identificada expect
Zinc
metalloprotein
ase nas-15- 3E-
SP+TM+Asta like [Hydra Hysy53030_cO0_ )
cin+ShK(2)  vulgaris]/Astaci 10_57/;“5 29 seql_3 10.5
n2
[Hydractinia
echinata]
Astacin
SP+Astacin+ ) Hysy33825_c0_ )
ShK 4E-64 32 seql 3 81.9
Astacin 2
[Hydractinia
echinata]
SP+TM+Asta Hysy33107_c0_ i
cin+ShK 1E-88 38 seql 4.0 47.6
SP+TM-+Inhi 43 -59.7
bitor_129
(Cathepsin 8E- Hysy58221 c0_
propeptide)+ 167 seq2 5 0
Peptidase C .
. - Cathepsin L-
; -41.5
CathLe psin L like [Hydra 46
vulgaris]
SP+Inhibitor
_129
(Cathepsin 6E- 43 Hysy57499 c0_ 40
propeptide)+ 170 segs 5 0 '
Peptidase C
1
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3.5.

1)

2)

3)

4)

Proteinas estructurales (Tabla 13)

Filamina o proteina de unién a actina 280 (ABP280). Esta proteina posee un
dominio Filamina y su familia estd compuesta por tres proteinas: Filamina A (ABP-
280), Filamina B y Filamina C. La arquitectura de estas proteinas consiste en dos
dominios CH (homologo a calponina) que permiten la interaccion con actina, y 24
dominios de Inmunoglobulina (Ig) que se encargan del entrecruzamiento de los
filamentos de actina [90].

Proteina similar a proteina no-caracterizada LOC100209298 de Hydra vulgaris:
Esta proteina de H. symbiolongicarpus no presenté dominios reconocibles o
proteinas similares mediante BLAST que tuvieran una funcion reconocible. La
proteina que presentd una mayor similaridad es una proteina no caracterizada de
H. vulgaris (1E-16), que posee de 3 dominios de espectrina. Este dominio esta
presente en las proteinas espectrinas que forman una red con actina, la cual
mantiene a las proteinas de la membrana celular con una determinada movilidad
para que puedan llevar a cabo sus funciones. Adicionalmente, las espectrinas
interactlan con otras proteinas intracelulares, como las ankirinas, para mantener a
proteinas transmembranales dentro de determinados microdominios [91].

Actina Il no-muscular: La protreina actina presenta dos formas, monomérica y
filamentosa, denominadas G- y F-actina, respectivamente. Esta proteina se puede
encontrar en el citoplasma y el nicleo de las células, donde participa en una
variedad de funciones como la movilidad celular, division celular, adhesion celular,
transcripcién, remodelamiento de la cromatina, formacién de vesiculas, entre otras.
Sumado a ello, la actina interactda con proteinas, como la cofilina, Arp2/3 (Actin-
related protein-2/3), miosinas, tropomiosina, entre otras, las cuales son necesarias
para realizar las funciones antes mencionadas [92].

Factor de maduracién de la glia gamma (GMF): La proteina GMF pertenece a una
familia de proteinas que se caracteriza por poseer un dominio del factor de
despolimerizacién de Actina homélogo (ADF-H). Esta proteina es intracelular e
interacta con el complejo Arp2/3 para promover la desramificacion de los
filamentos de actina, lo cual es importante para la movilidad celular, entre otros

procesos [93].



Tabla 13. Identificaciones de proteinas estructurales

Molécula Dominios Match en E- Spot Proteina Protein
BLAST value P identificada expect
Filamin/ABP  actin-binding
A 280 repeat protein ABP- ) Hysy58211 cl1_ i
Filamin (Immunoglob 280 [Hydra 4E-20 3 seqd 4 4.8
ulin-like fold) vulgaris]
Protein Uncharacteri
similar to zed protein
uncharact_erl No hits found LOC1002_092 1E-16 4 Hysy54221 c2_ -110.8
zed protein 98, patrtial seql 4 0
of Hydra [Hydra
vulgaris vulgaris]
31 -14.4
40 -4.4
Non-muscle
. . actin Il Hysy49878 c0_ i
Actin Actin [Hydractinia 0.0 43 seql 3 1 4.2
echinata]
95 -19.6
96 -27.7
Glia
. maturation
Glia de c')ol\crtrlﬂarisa factor 1E- Hysy21799_c0
maturation poly gamma 73 ysy — = -23.7
tion factor . 53 seql_1
factor [Alligator
(ADF) LTIT
mississippien
Sis]
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3.6.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Otras proteinas (Tabla 14)

Proteina similar a proteina no-caracterizada LOC102354522 de Latimeria
chalumnae: Esta proteina de H. symbiolongicarpus no presenté dominios
reconocibles o proteinas similares mediante BLAST que tuvieran una funcion
reconocible. Ademas, las proteinas similares encontradas mediante BLAST no
presentaron dominios reconocibles. En consecuencia, la funcion de esta proteina
de H. symbiolongicarpus no logré ser sugerida con estos datos.

Proteina que contiene dominios KH: Esta proteina presenta 4 dominios K
homologos (KH) de union a RNA. La funcién de este dominio es el reconocimiento
del RNA y DNA de cadena sencilla (ssDNA). La estructura de esta proteina es
similar a la proteina de unién al elemento corriente arriba de far (FUSE),
denominada FBP, que se une con ssDNA. En general, las proteinas que presentan
dominios KH participan en el procesamiento del RNA (splicing), y en la regulacion
de la transcripcién y traduccién [94].

Sorting nexina 4 like (SNX4): Esta proteina presenta un dominio homoélogo a PhoX
(PX) y un dominio Vps5. EI dominio PX tiene como funcién unirse a la membrana
de los diferentes organelos, mientras el dominio Vps5 se encarga de la formacion
de los tubulos o vesiculas membranales que daran origen a los compartimentos
celulares. Las proteinas que presentan esta estructura de dominios, denominadas
sorting nexinas (SNX), se encargan del proceso de clasificacion (sorting) de la
membrana de los endosomas de la via endocitica y del trafico vesicular interno
[95].

Proteina de proliferacion de melanocitos: Esta proteina es codificada por el gen de
proliferacion de melanocitos 1 (MYG1), y posee un dominio de una familia de
proteinas no-caracterizada (UPF0160), el cual es exclusivo de esta proteina.
Adicionalmente, se ha sugerido que este dominio posee actividad de hidrolasa
dependiente de metal, y que esta proteina es una fosfoesterasa que podria
participar en la diferenciacién celular [96].

Canal selectivo de aniones dependiente de voltaje (VDAC, voltage-dependent
anion channel): Este tipo de canales se encuentran ubicados en la membrana
externa de la mitocondria. Entre las funciones que poseen los VDACs se
encuentran la regulacién de la supervivencia celular, crecimiento celular, estructura
de la mitocondria, transporte de calcio y ATP, y sefializacion de la apoptosis, entre
otras [97].

Proteina 14-3-3: Esta proteina interactda con una variedad de proteinas (alrededor

de 100 proteinas) entre las que se encuentran receptores, enzimas, proteinas



7

8)

9)

scaffold, entre otras [98]. Ademas de ello, la proteina 14-3-3 participa en las vias
de transduccion de sefiales del ciclo celular, apoptosis y expresion de genes, entre
otras [98], e interviene en el ensamblaje de complejos proteicos [99].

Ferritina: Esta proteina posee un dominio Ferritina, como la mayoria de las
proteinas de su familia [100]. Las ferritinas se localizan en el nucleo, el citoplasma
y el sistema endo-lisosomal. La funcién de estas proteinas es secuestrar el i6n
hierro en su forma oxidada (Fe®"), almacenarlo, reducirlo y liberarlo para cubrir las
necesidades celulares [101].

Proteina que contiene un dominio cold shock: Las proteinas que poseen el dominio
cold shock (CDS) se unen al RNA y DNA de cadena sencilla. En la arquitectura de
estas proteinas el dominio CDS se puede encontrar dispuesto en multiples copias
0 junto a otros dominios, entre los que se encuentran los dominios de dedos de
zinc CCHC, los dominios KH, entre otros. Ademas, las proteinas con el dominio
CDS participan en una variedad de funciones relacionadas con el metabolismo del
RNA, como la transcripcion y el procesamiento del RNA, entre otras [102].

Proteina que contiene dominios EF-hand: Esta proteina presenta tres dominios EF-
hand. Estos dominios forman parte de la estructura de receptores que se unen al
Ca?'intracelular. Entre las funciones que presentan las proteinas que poseen este
dominio se encuentran el actuar como sensor del Ca® intracelular, y con ello
participar en la sefalizacién celular o funcionar como moléculas buffer de este
cation [103].

10) Tiroglobulina: Esta proteina presentd dos dominios de Tiroglobulina-1. Este

dominio se encuentra en inhibidores de proteasas tipo cisteina, como la papaina,
catepsina L y B, y en inhibidores de las proteasas tipo aspartico. Otras proteinas
gque presentan el dominio de Tiroglobulina-1, son la cadena invariante que
estabiliza y asegura el trafico vesicular a la membrana celular del MHC clase |l
durante su proceso de sintesis, y la proteina tiroglobulina que es la molécula

precursora de las hormonas tiroideas T3y T4 [104].

11) Proteina mago nashi: Esta proteina presenta un dominio Mago nashi, y forma parte

del complejo proteico de unién al exén (EJC). Este complejo se une al mMRNA,
corriente arriba de la unién entre exén y exén, y participa en el procesamiento del
mMRNA y en la degradacién del mRNA mediada por mutaciones terminadoras
(nonsense-mediated mMRNA decay). En mamiferos existen dos copias del gen
Mago nashi, y se destaca que la proteina MAGOHB (proteina mago nashi

homéloga B) se sobrexpresa en macrofagos frente a la presencia de LPS [105].
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Tabla 14. Identificaciones de proteinas no clasificadas

Molécula Dominios Match en E- Spot Proteina Protein
BLAST value P identificada  expect
Uncharacterized
. protein )
l_Jncharact_er No hits LOC102354522 3E 9 Hysy57666_ 6.9
ized protein found [Latimeria 103 cl seql 3 1
chalumnae]
Far upstream
KH domain- element-binding
containing K hoag'ogy protein 2-ike 969 10 YO0 7y
protein [Oreochromis Seql_a_
niloticus]
horizﬁ)x ou Sorting nexin-4-
Sorting 9 like 2E- Hysy48645_
. S . 19 -3.0
nexin (PX)+Vps5 [Xiphophorus 118 c0_seql 6 O
! maculatus]
C-terminal
degﬂeerfg:ant Metal Melanocyte
proliferating
hydrolase dependent 6E- Hysy49675
; gene 1 26 -2.6
domain- hydrolase- [Dicentrarchus 129 cO0 seql 1 0 '
containing related labrax]
protein
Voltage-
dggggg:;lt Eukaryotic (_:iependenj[
anion- orin/Tom4 anion-selective 1E- 36 Hysy57673_ 435
selective P 0 channel protein 163 cl seql 1 0 '
channel 2-like [Hydra
vulgaris]
14-3-3 protein
1r4c;t3e- i::,] 14-3-3 gamma-like :1%56 40 I-(l))isysse8410%_ -1.5
P [Hydra vulgaris] —Seq_
dFoer;r;iIQ- . Sc_)ma ferritin- Hysy53651
- Ferritin like [Hydra 2E-81 67 - -73.3
containing vulgaris] c0_seg2 3
protein
Cold shock
Cgl)dms;ig(_:k domain- Hysy14724
containin Cold shock containing 2E-57 73 0 seql 3 -15.1
roteing protein C2-like Seq_
P [Hydra vulgaris]
EF-hand Sorcin-like
domain- EF-hand isoform 2 Hysy46343_
containing (3) [Strongylocentro 2E-87 73 c0_seql 2 49
protein tus purpuratus]
Thyroglobuli Thyroglobulin-
n domain- SP+TM+Th like isoform 1 Hysy48062_
L yroglobulin s 8E-15 80 -26.7
containing type-1 (2) [Metaseiulus c0_seql 2
protein P occidentalis]
oo Protein mago Hysy43704
containin Mago nashi  nashi homolog  3E-89 95 036 yse 13 2.7
ng [Danio rerio] —S€a-_
protein
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4. Andlisis de las moléculas candidatas a controlar el alorreconocimiento

en H. symbiolongicarpus (Tabla 15)

4.1. Proteina que contiene un dominio de HSP70

Esta proteina correspondié al spot 4, y fue identificada a partir del espectro 1 por
medio de la aproximacion de busqueda en base de datos. Sumado a ello, presentd
una alta identidad con la proteina regulada por glucosa de 78 kDa (GRP78) de Hydra
magnipapillata (E-value 0.0, Identidad 87%). La proteina identificada presenta un
péptido sefial y un dominio HSP70. Esta proteina tiene entre sus funciones el
plegamiento de las proteinas que han sido sintetizadas, el ensamblaje de complejos
de proteinas y el transporte de proteinas a través de membranas celulares. Sumado a
ello, HSP70 es una proteina anti-apoptoética a tres niveles diferentes: pre-mitocondrial,
mitocondrial y post-mitocondrial. En estos diferentes niveles participa inhibiendo una
variedad de proteinas de las vias de sefalizacion que conllevan a la apoptosis, entre
las que se encuentran los receptores de muerte DR4 y DR5, y la pro-apoptética kinasa
N-terminal c-Jun (IJNK), entre otras. Ademas, impide la permeabilizacion de la
membrana externa de la mitocondria mediante la inhibicion de la translocacion de la
proteina BAX a la mitocondria, y también impide la degradacién del ADN nuclear por
medio de la regulacion de la DNasa activada por caspasa (CAD). Por otro lado, la
proteina HSP70 estabiliza a kinasas como la proteina kinasa C (PKC) y Akt,

asegurando la supervivencia celular [106].

Se ha postulado que la proteina HSP70 participa en el sistema de auto-
incompatibilidad del urocordado Ciona intestinalis. En este modelo, la proteina
Cihsp70 (proteina de Ciona HSP70) actlla como un chaperona que transporta péptidos
generados en el proteasoma hasta la membrana celular de las células foliculares, que
los secretan y se unen a moléculas especificas en la superficie de los oocitos para
constituir la respectiva molécula determinante de la auto-incompatibilidad. Esta
molécula del oocito interactlla con un receptor hipotético del espermatozoide, y

dependiendo de su relacién genética se produce la fertilizacion [107,108].

Por otro lado, en B. schlosseri se han caracterizado dos genes de HSP70 (HSP70.1y
HSP70.2) que presentan similaridad en términos de secuencia con los genes HSP70
de vertebrados. Debido a que dos o tres genes de HSP70 de vertebrados se

encuentran localizados en la region del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC)



clase Ill, se ha buscado determinar si en B. schlosseri los genes de HSP70 se
encuentran ligados al locus FuHC, que determina el alorreconocimiento en esta
especie. Sin embargo, un andlisis de ligacion entre los dos genes de HSP70 y el locus
FuHC de B. schlosseri mostré que no estéan ligados [109].

En humanos se ha determinado que la ausencia de la proteina HSPA2 de la familia
HSP70 conlleva a la incapacidad de reconocimiento del oocito por parte del esperma.
Esta proteina forma un complejo proteico con la Molécula de Adhesion al Esperma 1
(SPAM1) vy la Arilsulfatasa A (ARSA), que se expresan en la superficie de la cabeza
del espermatozoide, y que se ha propuesto que participan en el reconocimiento de
proteinas de la zona pellcida del évulo [110]. Por otro lado, se ha encontrado que una
proteina homéloga a HSP70, Ssalp, participa en el fendbmeno de incompatibilidad
vegetativa del hongo filamentoso Neurospora crassa. La proteina Ssalp forma un
complejo proteico con la proteina UN-24, la cual es codificada por uno de los loci het
que controla este tipo de incompatibilidad, e inhibe la toxicidad que genera la proteina
UN-24. Este proceso de inhibicién de la incompatibilidad realizado por la proteina
Ssalp, podria ser llevado a cabo para que los hongos filamentosos realicen su ciclo
sexual [111]. La proteina HSP70 también participa en el reconocimiento de los tejidos
de mamiferos por parte de la bacteria Haemophilus influenza. La proteina HSP70 se
localiza luego de un choque térmico en la membrana celular de esta bacteria y se ha
propuesto que reconoce sulfogalactoglicolipidos, moléculas que se encuentran en

diferentes tejidos de los mamiferos, como el tracto respiratorio [112].
Por dltimo, al comparar las secuencias de los transcriptomas de dos individuos

silvestres de H. symbiolongicarpus se encontré que para esta proteina que tiene una

longitud de 685 aminoacidos existen 2 residuos diferentes (Tabla 16).
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Tabla 15. Identificaciones de las proteinas de reconocimiento

. - Match en E- Proteina Protein
Molecula Dominios BLAST value Spot identificada  expect
78 kDa
HSP70 glucose-
domain- SP+HSP70 regulated 0.0 4  HysyS8e8s_ - g
containing protein-like c0_seql 6 1
protein [Hydra
vulgaris]
SP+TM+Pepti
doglycan H
L . ysy44548
Pepél_dgglycan blndlngerePeptld 72 kDa type IV 1E-71 28 c0_seql 6.0 69.4
dorna) M10+ShK(2)  collagenase-
omain- X
O . like [Hydra
containing SP+Peptidogly vuloari 33 -11.5
. garis]
protein - can 5E-69 Hysy52315_
binding+Peptid cO0_seql 4
ase M10+ShK 34 -43.6
Fibrinogen C
domain-
. containing
Flb(;g]rﬁg?nn-_c SP+TM+Fibrin  Protein 1-ike 2E- Hysy54449
L [Amphimedon  59/5E- 29 = -6.2
containing ogen_C . c0_seql 2
: gueenslandica] 52
protein [Ficolin 1-like
[Saccoglossus
kowalevskii]
Ribonuclease
Ribonuclease Oy-like [Hydra 1E-
T2 domain- SP+TM+Ribon vulgaris]/S-like 74/6E- 31 Hysy46030 _ 950
containing uclease T2 ribonuclease 30 c0_seq2_2 0 '
protein [Cephalotus
follicularis]
PREDICTED:
Protein highly  SP+Unknown Tenascin-X- Hysy58462
variable domain like [Hydra 8E-54 37 c0_seq3 50 -109.0
vulgaris]
Uncharacterize
d protein
ThrombosPon | 0C10021231
in, type 1 .
Thrombospon repeat (3)+von 6, partial
din domain- Willebrand [Hydra 0.0/2E 38 Hysy57921 98
contain_ing factor, type vngaris]/R_’ham -59 cO0 seql 51 '
protein A+FIgD,Tudor— nospond!n_—z
like [Hydractinia
symbiolongicar
pus]
CAP
(Cysteine-rich
. secretory pathogen-
C?cl)an?aci)mr?én_ proteins, relgted prot.ein— 1E-27 34 Hysy55507_ 12
protein Antigen 5, and like protein c0_seql 2 '
Pathogenesis- [Malo kingi]
related 1
protein)
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SP+CAP
(Cysteine-rich
secretory
proteins,
Antigen 5, and
Pathogenesis-
related 1
protein)

1E-26 66

Hysy55515

cl seq3 10 710

Protein NPC2

ML domain-  SP+ML (MD-2-
containing related lipid-
protein recognition)

homolog
[Hydra
vulgaris]

2E-37 75

Hysy57521_

c0_seql 5 0 "799

Tabla 16. Variabilidad de las proteinas candidatas de alorreconocimiento en dos
individuos silvestres de H. symbiolongicarpus

Proteina Longitud® N° de residuos®
(aa) diferentes (aa)
HSP70 domain-containing protein 685 2
Peptidoglycan binding domain-containing 349 5
protein (Hysy44548 c0_seql 6 0)
Peptidoglycan binding domain-containing
protein (Hysy52315 c0_seql 4) Sz e
Fibrinogen_C domain-containing protein 310 2
Ribonuclease T2 domain-containing protein 280/266 1/6
Protein highly variable 305 3/18/23/44
Thrombospondin domain-containing protein 922 21
CAP domain-containing protein 242/237 31 (Segmento de 29aa en
(Hysy55507_c0_seql_2) el extremo N-terminal)/3
16 (Segmento de 12aa en
CAP domain-containing protein 231/217 el extremo N-terminal)/
(Hysy55515_c1_seq3_1_0) 18 (Segmento de 14aa en
el extremo N-terminal)
ML domain-containing protein 155 1/27 (Segmento de 26aa

en el extremo C-terminal)

1. Se presenta mas de una comparacién o valor debido a que se encontré para
algunas proteinas mas de una secuencia en cada uno de los transcriptomas.
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4.2. Proteina que contiene un dominio de unidn a peptidoglicano

La proteina identificada en H. symbiolongicarpus tiene similaridad con la proteina
colagenasa-like tipo IV y presenté un dominio de unién a peptidoglicano, un dominio
matrixina y dos dominios ShK. El dominio de unién a peptidoglicano tiene una longitud
de 165 amino&cidos y se encuentra presente en las proteinas de reconocimiento de
peptidoglicano (PGRPs). El peptidoglicano esta presente en bacterias Gram-positivas
y Gram-negativas, aunque el peptidoglicano tipo-Lys esta presente en las primer tipo
de bacterias, mientras el peptidoglicano tipo-Dap esta presente en el segundo tipo de
bacterias. Las PGRPs de insectos se dividen en dos grupos, las PGRPs cortas
(PGRP-S) y las PGRPs largas (PGRP-L). Las PGRP-S (PGRP-SA y PGRP-SD)
reconocen el peptidoglicano tipo-Lys de bacterias Gram-positivas y activan la via de
sefializacion de Toll, mientras que las PGRP-L (PGRP-LC y PGRP-LE) reconocen el
peptidoglicano tipo-Dap de bacterias Gram-negativas y activan la via de sefializacion
de Imd (Immune Deficiency). De otro lado, en los mamiferos existen 4 PGRPs, una
PGRP-S, una PGRP-L y dos PGRP-I (PGRP-la y PGRP-IB), estas dos Uultimas
presentan longitud o peso intermedio. Ademas de ello, presentan funciones diferentes
a las PGRPs de los insectos, por ejemplo, las PGRP-S, PGRP-la y PGRP-IB funcionan
como bactericidas, y en algunos casos como bacteriostaticos (por ejemplo, frente a
bacterias Gram-negativas), mientras la PGRP-L regula la respuesta del sistema

inmune frente a peptidoglicano [113].

El dominio matrixina estd presente en metaloproteasas y alli constituye el dominio
catalitico. La estructura canénica de las metaloproteasas posee 4 dominios: Un
dominio pro-péptido, un dominio catalitico, una region linker y un dominio hemopexina.
Las metaloproteasas modifican proteinas extracelulares o transmembranales, como el

colageno y proteinas del sistema inmune [114].

El dominio ShK fue primero caracterizado en la toxina de la anémona Stichodactyla
helianthus que bloquea canales de potasio dependientes de voltaje (Kv) de las células
T. Este dominio estructural posee 6 residuos de cisteinas que forman 3 puentes
disulfuro [115]. ElI dominio ShK puede estar acompafiado en las proteinas de los
dominios CAP, metaloproteasa dependiende de Zn y lectina tipo-C, entre otros [88].
Proteinas que tienen el dominio Shk han sido encontradas en Hydra e Hydractinia,

encontrandose en esta Ultima especie varias metaloproteasas (astacinas) [88,116].



Mediante la identificacion de esta proteina se encontr6 dos secuencias diferentes
(Hysy44548 cO_seql_6 0 y Hysy52315 cO_seql _4). La variabilidad de estas
proteinas que tienen una longitud de 303 y 349 aminoéacidos es de 1 y 2 residuos,
respectivamente (Tabla 16).

4.3. Proteina que contiene un dominio de Fibrinbgeno

Esta proteina correspondié al spot 29, y fue identificada a partir del espectro 5 por la
aproximacion de busqueda en base de datos. Esta molécula tiene una arquitectura
compuesta por un dominio transmembrana (predicho mediante las herramientas
HMMTOP [63] y SOSUI [64]) y un dominio de Fibrin6geno. Este Ultimo dominio esta
compuesto por tres subdominios: A, B y P, los cuales forman una estructura globular.
El subdominio A que se encuentra en la regiébn N-terminal tiene una longitud de 50
aminoacidos, mientras los subdominios B y P, cuya estructura se encuentra mas
ligada, tienen una longitud de aproximadamente 150 aminoacidos. ElI dominio de
Fibrinbgeno interactlia con sus respectivos ligandos a través del subdominio P, el cual
puede unir azUcares o derivados de estos, como en el caso de las lectinas, o unir
segmentos de otras moléculas de Fibrinbgeno, como en el caso de la formacion de la
Fibrina. Adicionalmente, el dominio de FibrinGgeno siempre se encuentra en la region
C-terminal de las proteinas, como es el caso de la proteina de H. symbiolongicarpus
gue se describe aqui, y los dominios que se encuentran hacia la region N-terminal

determinan como este dominio es expuesto [117].

Proteinas que poseen el dominio de Fibrindgeno se encuentran en diferentes sistemas
de reconocimiento. Uno de ellos es el sistema de auto-incompatibilidad de Ciona
intestinalis. Este fendmeno en esta especie es controlado por dos loci no ligados,
denominados A y B, cada uno de los cuales codifica dos proteinas, una que serd el
determinante de la auto-incompatibilidad en el espermatozoide y la otra que hara el
mismo papel en el oocito. Las proteinas del oocito se denominan v-Themis-A 'y —B, y
poseen un dominio de Fibrin6geno. Por su parte, las proteinas del espermatozoide se
denominan s-Themis-A y —B, y son receptores de policistina-1. En este modelo de
auto-incompatibilidad, se plantea que s-Themis-A y —-B en el espermatozoide
reconocen a v-Themis-A y —B en el oocito, y dependiendo de la relacion genética que

posean ocurrird la fertilizacion [108,118].
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Otro sistema donde se ha observado proteinas con dominios de Fibrindgeno es el
sistema complemento de la inmunidad innata, especificamente en las proteinas
ficolinas. Estas proteinas participan en la via de las lectinas, reconociendo N-
acetilglucosamina (GIcNAc) en la superficie bacteriana e induciendo la cascada del
complemento que culmina en la lisis bacteriana. Las ficolinas tienen una corta region
N-terminal, un dominio similar a colageno y un dominio C-terminal similar a fibrinbgeno
[119]. Adicionalmente, las ficolinas pueden reconocer &cido lipoteicoico,
peptidoglicano, 1,3-B-D-glucano, ADN, N-acetilgalactosamina (GalNAc), acido sialico y
fucosa, TGF-f1 o metaloproteasas [119,120]. Entre las funciones de las ficolinas se
encuentran la activacion del sistema complemento, opsonizacion, actividad antiviral y

actividad antihemorragica [120].

Los FREPs (Proteinas relacionadas con Fibrinbgeno) son otras proteinas de
reconocimiento que poseen dominios de Fibrin6geno. Estas proteinas median la
inmunidad del caracol Biomphalaria glabrata frente al parasito trematodo Schistosoma
mansoni [121]. La estructura de los FREPs estd compuesta hacia la parte N-terminal
por uno o dos dominios de Inmunoglobulina (IgSF) y hacia la parte C-terminal por un
dominio de Fibrindgeno [121]. Los FREPs son moléculas plasmaticas que actian
como opsoninas, precipitando productos del parasito, y como lectinas, uniéndose a
una variedad de glicoproteinas del parasito, entre las que se encuentran unas mucinas
altamente polimérficas, denominadas SmPoMucs (Schistosoma mansoni Polymorphic
Mucins) [122,123]. Finalmente, en encuentros histoincompatibles de colonias de
Botryllus schlosseri se ha identificado la expresién de cuatro proteinas con dominios
de Fibrinégeno. Una de ellas se expresa en una subpoblacion especifica de células
sanguineas y en las células mérula, que intervienen en el fenotipo de rechazo de esta
especie. Ademas, se ha observado que esta proteina se sobrexpresa en las ampulas

de las colonias que se encuentran rechazandose [124].

La proteina identificada en H. symbiolongicarpus mostré variabilidad en dos individuos
silvestres, con dos aminoacidos de diferencia entre sus respectivos alelos en los 310

aminodcidos que constituyen esta proteina (Tabla 16).

4.4. Proteina que contiene un dominio Ribonucleasa T2

Esta proteina correspondio al spot 31 y fue identificada a través de los espectros 8 y 9

por medio de la aproximacion de busqueda en base de datos. La mayor similaridad se
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encontré con una ribonucleasa de Hydra vulgaris (E-value 1E-74). La proteina esta
compuesta por un péptido sefal, un dominio transmembrana y un dominio de la familia
Ribonucleasa T2. Este Gltimo dominio caracteriza a proteinas ribonucleasas de la
familia T2, las cuales son RNasas tipo transferasa que catalizan el clivaje del RNA de
cadena sencilla. Las proteinas que presentan el dominio de Ribonucleasa T2
participan en una variedad de funciones como el reciclaje de los acidos nucleicos, la
modulacioén de la respuesta inmune de los mamiferos, la induccién de citotoxicidad por

ciertos virus y la auto-incompatibilidad en angiospermas [125].

El sistema de auto-incompatibilidad de plantas angiospermas (Solanaceae, Rosaceae
y Plantaginaceae) es de tipo gametofitico, es decir, que depende del genotipo haploide
del polen, donde el determinante masculino (la proteina que controla la compatibilidad)
es un conjunto de proteinas F-box, denominadas SLF o SFB (S-locus F-box), y el
determinante femenino es una proteina S-RNasa, que posee un dominio Ribonucleasa
T2. Una vez el determinante femenino (S-RNasas) se encuentran dentro del tubo
polinico, ocurre el reconocimiento del determinante masculino, pudiendo presentarse
una interaccion compatible o incompatible: En la interacciéon compatible, las proteinas
SLF reconocen a las S-RNasas no propias y promueven su degradacion por la via del
proteasoma o son retenidas dentro de las vacuolas, manteniendo con ello la integridad
del RNA del tubo polinico, y por tanto permitiendo la fecundacién. De otro lado, en la
interaccion incompatible, las proteinas SLF no pueden reconocer a las S-RNasas
propias, permitiendo con ello que estas proteinas continden activas y degraden el RNA

del tubo polinico, evitando la fecundacién [126,127].

Esta proteina se encontr6 que es variable entre los dos individuos silvestres de H.
symbiolongicarpus, con 6 posiciones diferentes entre los alelos de la proteina que

tiene una longitud de 266 aminoacidos (Tabla 16).

45. Proteina Altamente Variable

Esta proteina se identificé a partir del spot 37, soportado ello por 9 de los 10 espectros
obtenidos por espectrometria de masas. La proteina identificada no presenté dominios
reconocibles, aunque varias de las secuencias de esta proteina presentaron péptido
sefal. Un total de 23 secuencias diferentes se encontraron en el proteoma de H.
symbiolongicarpus a partir de la identificacion de los espectros. Estas proteinas tenian

una region idéntica hacia la parte central de la molécula que correspondio a la region
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identificada por el péptido 8. En el alineamiento de esta proteina se logré establecer
cuatro grupos de secuencias, que se diferencian entre si por un conjunto de
sustituciones que se encuentran en las regiones N-terminal y C-terminal. A partir de
las 23 secuencias identificadas se realiz6 un analisis filogenético que mostré estos
cuatro grupos de secuencias (Fig. 16). Adicionalmente, el nUmero de diferencias de
estas proteinas entre los individuos silvestres varié entre 3 a 44 aminoacidos de los
305 aminoécidos que las componen (Tabla 16). La variabilidad de esta proteina podria
ser explicada por un sistema multigénico (al menos 11 distintos genes), o por un
sistema oligogénico (4 loci representados por los 4 grupos de secuencias) que esté

generando diversidad somaticamente.

Hysy57996 c0 seq6 3 0

Hysy57996 c0 seq3 3 0
Hysy57996 c0 seq8 3 0 Grupo 1

Hysy58462 c0 seq8 5 0

Hysy58462 cOseq4 6 0 |

Hysy58462 c0 seql12 50

69

Hysy58462 c0 seq9 6 O

Hysy57996 c0 seq7 30
Grupo 2
Hysy57996 c0 seql 3 0

81

Hysy57996 c0 seq2 30

— Hysy58462 c0 seq3 50

60 99 |: Hysy57996 c0 seql2 3 0
Hysy58462 c0 seq6 6 0

Grupo 3
95 Hysy57996 cO seql0 3 0
99 |: Hysy58462 c0 seqll 6 0 |
Hysy57996 cO seq5 3 0 N
! |_ Hysy57996 c0 seq4 3 0
Hysy57996 c0 seq9 3 0
Hysy58462 c0 seg5 6 0 Grupo 4

— Hysy58462 c0 seql0 5 0

|_ Hysy57996 c0 seql3 3 0

100 | Hysy58462 c0 seq7 6 0

Hysy57996 c0 seql5 2 0

0.05

Figura 14. Analisis filogenético de la proteina altamente variable. Se presenta el arbol
filogenético realizado mediante Neighbour joining de las 23 secuencias identificadas de la
proteina altamente variable. Se observan 4 grupos de secuencias: Grupo 1 en verde, grupo 2
en azul, grupo 3 en purpura y grupo 4 en rojo. Se muestran los soportes de bootstrap mayores
o iguales al 60% (N=1000 réplicas).

66



4.6. Proteina que contiene repeticiones de Trombospondina tipo 1

Esta proteina corresponde al spot 38, y se identificé a partir de los espectros 7 y 8.
Ademas, para esta proteina se identificaron 5 secuencias de diferente longitud, sin
embargo, para los analisis posteriores se utilizd la  secuencia
Hysy57921 c0_seql 5 1 por poseer la mayor longitud (922 aminoacidos) entre las

secuencias identificadas.

Esta proteina tiene una arquitectura no reportada antes, con tres dominios de
trombospondina tipo 1 (TSP-1), un dominio del factor von Willebrand tipo A (VWA) y un
dominio FlgD Tudor-like. Una de las secuencias identificadas
(Hysy57921 c0_seq2 5 1) tiene una region transmembrana. EI dominio TSP-1 o TSR
(repeticiones de Trombospondinas) se encuentra dentro de la arquitectura de las
Trombospondinas y otros tipos de proteinas. En las Trombospondinas el dominio TSR
reconoce al receptor CD36 (receptor scavenger de la familia B), heparan sulfato, otros
heparan glicosaminoglicanos (GAGSs), Colageno V, Fibronectina y TGF-f, entre otros
[128]. Las Trombospondinas- 1 y -2 funcionan en la inhibicibn de la angiogénesis
mediante la unién al receptor CD36 que se encuentra en las células endoteliales [129].
Ademads, el dominio TSR también participa en la adhesion celular, motilidad celular,
agregacion célula-célula, el crecimiento de neuritas, y hace parte de varias proteinas
del sistema complemento: properdina, C6, C7, C8 y C9 [128]. El dominio VWA se ha
encontrado en proteinas de adhesién celular y de la matriz extracelular, subunidades
de canales idnicos y proteinas que regulan a proteasas, y se considera que funciona
en interaccion proteina-proteina [130]. Por dltimo, el dominio FIgD Tudor-like es una
estructura hibrida entre el dominio Tudor y el dominio de Fibronectina tipo lll, que s6lo
ha sido encontrada en la proteina FIgD que forma parte de la estructura del flagelo de

las bacterias [131].

Se identificaron 5 secuencias diferentes de esta proteina en el proteoma predicho de
H. symbiolongicarpus, en donde la variacion se concentré en la region N-terminal de
las secuencias. Esta proteina que tiene una longitud de 922 aminoacidos mostrd
variabilidad entre los dos individuos silvestres comparados, encontrandose 21

sustituciones entre sus respectivos alelos (Tabla 16).
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4.7. Proteina que contiene un dominio CAP

Esta proteina fue identificada a partir de los spots 34 y 66, soportado ello por 1y 7
espectros, respectivamente. Sin embargo, para cada spot se identific6 una secuencia
diferente en el transcriptoma de H. symbiolongicarpus: A partir del spot 34 se identifico
el transcrito Hysy55507_c0_seql_2 (Protein expect = -1.2), mientras que para el spot
66 se identificd el transcrito Hysy55515 c1 seq3 1 0 (Protein expect = -71.0). Estas
proteinas presentan el dominio CAP [proteinas secretoras ricas en cisteina (CRISPS),
antigeno 5 (Ag5), proteina relacionada a patogénesis 1 (Pr-1)]. Este dominio se
encuentra en una gran variedad de proteinas que pueden participar en la reproducciéon
de mamiferos (proteinas CRISPs), como proteinas inmunogénicas de insectos
(proteinas Ag5) y en la respuesta inmune de plantas frente a patégenos (proteinas Pr-
1), entre otros procesos. Ademas, el dominio CAP pueden estar acompafiado en la
estructura de las proteinas por dominios adicionales, como el dominio regulador de
canal iénico (ICR), el dominio de Lectina tipo-C, o el dominio rico en glutamato (ERD),

entre otros. La mayoria de las proteinas con dominio CAP son secretadas [132].

Las proteinas CRISP participan en el establecimiento de la fusiébn entre esperma y
oocitos en la fecundacion de mamiferos. La ausencia de las proteinas CRISP1 y
CRISP2 reduce la fertilidad del macho al inhibir la penetracién del esperma a los
oocitos [132]. Por otro lado, el dominio CAP ha sido observado en una proteina del
sistema de auto-incompatibilidad de la ascidia solitaria Halocynthia roretzi.
Especificamente, este dominio se encuentra en la proteina HrUrabin (H. roretzi unique
lipid rafts-derived binding partner) que se ha aislado del esperma de esta especie.
Esta proteina se une con HrVC70 (H. roretzi, cubierta de Vitelio, proteina de 70KDa),
una proteina que se encuentra en la cubierta de vitelio de los oocitos. Sin embargo,
HrUrabin no se considera la proteina que controla la auto-compatibilidad por parte del
esperma, aungque se ha determinado que es necesaria para que ocurra la fecundacion
en esta especie [108,133]. Ademas, se ha planteado que en una interacciéon
compatible, la interaccion entre HrUrabin y HrVC70 se mantiene, y por tanto la
fecundacion es permitida, mientras que en una interaccién incompatible, la interaccién
entre estas proteinas es interrumpida, y por tanto la fecundacion no es permitida
[108,133].

Mediante la identificacion de esta proteina se obtuvé dos secuencias con dominio CAP

(Hysy55507_c0_seql_2 y Hysy55515 c1_seq3_1 0). La variabilidad encontrada entre
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los dos individuos de H. symbiolongicarpus permiti6 establecer que de los 242
aminoacidos de la primera secuencia 31 amino&cidos fueron diferentes entre los
alelos, y de los 231 o0 217 aminoacidos de la segunda secuencia 16 o 18 aminoéacidos
fueron diferentes entre los alelos (Tabla 16).

4.8. Proteina que contiene un dominio ML

Esta proteina fue identificada a partir del spot 75 (la Unica identificada para este spot),
a través de 6 espectros identificados por la aproximacién de busqueda en bases de
datos. La proteina present6 similaridad con NPC2 (Niemann-Pick tipo C) de Hydra
vulgaris (E-value 2E-37), y estaba constituida por un dominio ML (relacionada a MD-2
reconocimiento de lipidos, del inglés MD-2-related lipid-recognition). Este dominio
caracteriza una familia de proteinas que tienen la capacidad de reconocer lipidos, y
gue presentan similaridad con las proteinas MD-1 y -2. Estas proteinas son cofactores
de los receptores RP105 (TLR4-like) y TLR4, respectivamente, que participan en el
reconocimiento del lipopolisacarido (LPS) de bacterias Gram-negativas. Se han
descrito 4 grupos de proteinas que contienen el dominio ML. En el grupo | estan las
proteinas MD-1 y -2 que patrticipan en el reconocimiento de LPS junto con receptores
de reconocimiento de patrones moleculares para promover la respuesta inmune. En el
grupo Il esta la proteina NPC2 que reconoce colesterol, y se ha asociado a una
enfermedad caracterizada por el desorden en el almacenaje de lipidos (enfermedad de
Niemann-Pick). Mientras que en los grupos Il y 1V, se encuentran las proteinas PG/PI-
TP (Fosfatidilglicerol/Fosfatidilinositol-Proteina de Transferencia) y GM2A (GM2
proteina activadora), que reconocen fosfatidilglicerol y fosfatidilinositol, y el gangliésido

GM2, respectivamente [134].

En el camarén blanco Litopenaeus vannamei se ha caracterizado el gen LvML, que
contiene un dominio ML y que se ha encontrado que reconoce LPS. Este gen se
expresa solo en el hepatopancreas, el primer 6rgano donde se produce los factores de
respuesta inmune en esta especie, y ademas se sobrexpresa en el mismo 6rgano
luego de 24 a 48 horas de la induccién con LPS [135]. Adicionalmente, las proteinas
gue poseen un dominio ML se han estudiado en el contexto del sistema inmune del
mosquito Aedes aegypti, el cual es el vector del virus del dengue (DENV). En este
mosquito se han encontrado 24 genes que codifican proteinas que contienen un
dominio ML, por lo que se ha propuesto que esta familia de proteinas se encuentra

expandida en esta especie. Ademas, se encontré que 2 de los 24 genes (AaegML13y
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AaegML33) aumentaron su expresion frente a una infeccién por parte del DENV. Sin
embargo, se ha determinado que el gen AaegML33 es un agonista en la infeccién del
mosquito por parte del DENV. Es decir, que posiblemente el DENV induce la
sobrexpresion de este gen para permitir la infeccion en el mosquito. En concordancia
con ello, el silenciamiento de este gen activa las vias de sefalizacion de JAK/STAT e
Imd (esta dltima es una via de reconocimiento de patrones moleculares (PAMPSs) de
bacterias Gram-negativas), que inducen la expresién del péptido antimicrobiano
Defensina E, entre otras moléculas [136].

La variabilidad de esta proteina que tiene una longitud de 155 aminoacidos fue de 27

sustituciones entre los alelos de los dos individuos silvestres (Tabla 16).

70



VL. DISCUSION

1. Grupos de fusibilidad y el modelo del control genético del

alorreconocimiento en H. symbiolongicarpus

El control genético del alorreconocimiento en H. symbiolongicarpus es complejo.
Evidencia de ello es que la informacion fenotipica y genética con que se cuenta no ha
permitido establecer un modelo que explique la totalidad de los fenotipos de fusibilidad
en individuos silvestres. Si bien el actual modelo genético basado en los loci alrl y alr2
predice los fenotipos entre las lineas endogamicas y en algunos individuos silvestres,
aun persisten fenotipos que no pueden ser predichos por este modelo. Un ejemplo de
ello son los fenotipos de fusibilidad presentados entre los individuos parentales y su
progenie de este estudio, respecto a los cuales el actual modelo predice que se
resolveran en fusién, basandose en el supuesto de que estos individuos comparten
entre si un haplotipo de los genes alrl y alr2, pero los encuentros mostraron fenotipos

diferentes:

1) Entre los parentales silvestres HWB29 y HWB53, y los individuos de la generacién
F1. En estos ensayos se esperaba que el 100% se resolviera en fusién, sin embargo,
se encontrd que la fusion transitoria fue el fenotipo mas frecuente, con un 66.6% frente
a HWB29 y 50% frente a HWB53. 2) Entre los parentales HWB29 y F1-8, y la
poblacién de retrocruce. En estos ensayos se encontré que aunque la fusién fue el
fenotipo mas frecuente (43% de la poblacién de retrocruce se fusion6 con el individuo
HWB29 y 67% se fusion6 con el individuo F1-8), también se presentd rechazo y fusiéon
transitoria, tanto frente a HWB29 (22% de rechazo y 35% de fusion transitoria), como
frente a F1-8 (4% de rechazo y 29% de fusion transitoria). Por lo tanto, el modelo
genético de dos loci no predice todos los fenotipos de fusibilidad entre los individuos

parentales y su progenie.

Adicionalmente, los resultados de los ensayos de fusibilidad entre los individuos de la
generaciéon F1, del individuo HWB53 y la poblacién de retrocruce, y entre los
individuos de la poblacién de retrocruce, son una evidencia mas de que el modelo
genético de dos loci no predice la totalidad de los fenotipos de fusibilidad en H.
symbiolongicarpus (Tabla 17). Especificamente, en todos estos tipos de ensayos de
fusibilidad la proporcién observada difirié de la proporcién esperada. Ello se debe en

parte a que el modelo de dos loci no predice la fusion transitoria en una cantidad



apreciable, pese a que este fenotipo se observd en una frecuencia comparable al
rechazo en los ensayos de fusibilidad de la generacion F1, o a la fusion en los ensayos
de fusibilidad del individuo HWB53 y la poblacion de retrocruce. Los fenotipos mas
frecuentes fueron la fusién entre los individuos de la generacion F1, el rechazo entre el
parental HWB53 y la poblacion de retrocruce, y la fusion y el rechazo, en una
proporcion idéntica, entre los individuos de la poblacion de retrocruce. Ademas, la
fusién transitoria siempre se encontré entre los fenotipos menos frecuentes en todos
los tipos de ensayos de fusibilidad. Por dltimo, en los ensayos de fusibilidad entre
hermanos (F1 vs F1 y BC-1 vs BC-1) la fusidon se encontré entre los fenotipos con
mayor frecuencia en comparacién a los ensayos de fusibilidad entre el individuo

HWB53 y la poblacion de retrocruce donde el fenotipo més frecuente fue el rechazo.

Tabla 17. Resumen de las proporciones esperadas y observadas en los ensayos de
fusibilidad de H. symbiolongicarpus

Tipo de ensayo de fusibilidad N Proporcion esperada”  Proporcién observada®

Fl1vsF1 14 2:1 2:1:1
HWB53 vs BC-1 24 1:1 1:4:1
BC-1vs BC-1 215 5:1 3:3:1

* Numero de ensayos de fusibilidad realizados.

% De acuerdo al modelo genético de dos loci ligados (Fusién: Rechazo).

® Establecida a partir de los ensayos de fusibilidad realizados (Fusién: Rechazo: Fusién
transitoria).

La construccién de los grupos de fusibilidad fue compleja debido a las relaciones de
fusibilidad que se establecieron. Por ejemplo, el perfil de fusibilidad del individuo BC1-
59 fue muestra de ello, porque este individuo se fusioné a los individuos BC1-15 y -36,
rechazé a los individuos BC1-23 y -40, y expreso fusion transitoria frente al individuo
BC1-70, a pesar de que estos individuos pertenecian al grupo de fusibilidad A (Tabla
7). Ademas la complejidad de las relaciones de fusibilidad operaba cada vez que se
buscaba introducir un individuo a un grupo de fusibilidad, porque debia fusionarse a
todos los individuos de su grupo y rechazar a todos los individuos del otro grupo, y ello
no siempre se cumplia. Por ejemplo, los individuos BC1-7 y -11, candidatos del grupo
de fusibilidad A, rechazaban a todos los individuos del grupo de fusibilidad B, pero
presentaban fusién transitoria o rechazo frente a algunos individuos del grupo de
fusibilidad A.

Por ultimo, para explicar los fenotipos de fusibilidad entre los individuos silvestres de
H. symbiolongicarpus, como aquellos fenotipos observados entre los parentales, la
generacion F1 y la poblacion de retrocruce, es necesario que se planteé un nuevo

modelo genético del control del alorreconocimiento en esta especie. Este modelo
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genético deberia tener en cuenta lo siguiente: 1) La fusibilidad entre los parentales y la
progenie se puede resolver en fusion, rechazo o fusién transitoria. 2) La fusién
transitoria debe ser predicha en una cantidad apreciable. 3) Se debe suponer la
existencia de genes adicionales a alrl y alr2 que se suman al control del

alorreconocimiento en esta especie.

2. Proteinas con expresion diferencial entre los grupos de fusibilidad de

H. symbiolongicarpus

Se identificaron 42 proteinas expresadas diferencialmente entre los grupos de
fusibilidad, y estas se clasificaron en 7 clases funcionales. Una vez revisada las
funciones de estas proteinas, aquellas distintas al grupo de reconocimiento que
presentaron una asociacion directa con el sistema inmune fueron las siguientes:
Quitotriosidasa, Enolasa, Glutation S-transferasa, Tiorredoxina, Catepsina L, Canal
selectivo de aniones dependiente de voltaje (VDAC), Proteina 14-3-3, Factor de

maduracion de la glia gamma (GMF), Tiroglobulina y Proteina mago nashi (Tabla 18).
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Tabla 18. Proteinas identificadas que tienen relacidn con el sistemainmune

Proteina

Funcién inmune

Referencias

Quitotriosidasa

Quitinasa de fagocitos y neutrdfilos. Regulada por la
activacion de los TLRs y NOD-2 (nucleotide-binding
oligomerization domain-2). Ejerce su actividad
quitinolitica frente al hongo Candida albicans.

[70]

Enolasa

Participa en el sistema de activacion del plasminégeno
a la proteasa extracelular plasmina. Actda como
receptor del plasmindgeno en lineas celulares
leucociticas. Es una proteina fundamental en la
tumorogénesis del cancer de colén. Promueve la
progresién del cancer.

[76]

Glutation S-
transferasa
(GST)

Regula la sefializacién de las proteinas pro-apoptéticas

ASK1 (apoptosis stimulating kinase 1) y JNK (c-Jun N-

terminal kinase) en condiciones normales y de estrés.
Por ejemplo, JNK es regulada en estrés oxidativo.

[84]

Tiorredoxina

Regula la proteina pro-apoptética ASK1 en forma
similar a la proteina GST. Regula la unién con el DNA
del factor de transcripcion NF-kB, mediante la
modificacion de su estado de oxidacion.

[137]

Catepsina L

Participa en la degradacion de la cadena invariante que
se encuentra unida al MHC clase Il. Es secretada por
macrofagos y células dendriticas para la degradacion

de la matriz extracelular en procesos inflamatorios.

[104]

Canal selectivo
de aniones
dependiente de
voltaje (VDAC)

Se ha propuesto que actla de manera especifica en la
apoptosis dependiendo del tipo celular. Por ejemplo, en
células transfectadas se comporta como una proteina
anti-apoptética, mientras que en neuronas apoptoticas
es una proteina pro-apoptética.

[138]

Proteina 14-3-3

Interactla con las proteinas pro-apoptéticas BAD y
BAX evitando que induzcan la apoptosis. Dentro de la
via de sefializacion del factor de necrosis tumoral o
(TNFa) inhibe a las proteinas pro-apoptoéticas: ASK1, la
proteina dedos de zinc A20 (A20), RASSF1Ay los
factores de transcripcion FOXO.

[139]

Factor de
maduracion de
la glia gamma

(GMF)

Se expresa en los pseudoépodos de las células T que
se encuentran migrando, y ademas en macréfagos
linfoblastos y fibroblastos. Se requiere para que los

linfocitos T realicen la quimiotaxis.

[140]

Tiroglobulina

Forma la estructura de la cadena invariante que
participa en el plegamiento y trafico del MHC clase II.
Regula la actividad de las proteasas tipo cisteina en los
compartimentos endosomales de las células
presentadoras del antigeno. En macréfagos y células
dendriticas forman un complejo con las proteasas para
mantenerlas activas cuando son secretadas a la matriz
extracelular en procesos inflamatorios.

[104]

Proteina mago
nashi

Aumenta su expresion (MAGOHB) en macrofagos de
raton que son expuestos a LPS.

[105]
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3. Candidatos de moléculas adicionales que controlan el

alorreconocimiento en H. symbiolongicarpus

Las proteinas candidatas a sumarse al control del alorreconocimiento en H.
symbiolongicarpus poseen los siguientes dominios: HSP70, Dominio de unién a
peptidoglicano, Fibrindgeno, Ribonucleasa T2, Trombospondina tipo-1, CAP, ML, y
ademas se encontré una proteina altamente variable. Estas proteinas poseen entre
sus caracteristicas al menos un dominio de reconocimiento o un alto numero de
secuencias diferentes en el transcriptoma de H. symbiolongicarpus, lo que podria
indicar que son capaces de reconocer ligandos en otras células y/o presentar
variabilidad en las poblaciones naturales, por lo cual fueron postuladas como
moléculas candidatas a sumarse al control del alorreconocimiento en este especie
(Tabla 19).

La proteina con un dominio HSP70 podria actuar como una molécula que permita el
ensamblaje de complejos proteicos conformados por receptores de alorreconocimiento
[110]. La variacion de esta molécula (2 sustituciones de 685 aminoacidos) que es baja
no seria un impedimento para que realice esta funcién. La proteina que tiene un
dominio de union a peptidoglicano podria tener la capacidad de unirse a los diferentes
tipos de peptidoglicano de bacterias Gram-positivas y — negativas [113], y su variaciéon
(2 sustituciones de 349 aminoacidos, y una sustitucion de 303 aminodacidos) podria
indicar que este es un receptor de patrones moleculares. La proteina con un dominio
de Fibrinbgeno podria tener la capacidad de unirse a receptores o glicoproteinas,
como lo hacen proteinas con una similar arquitectura en el sistema de auto-
incompatibilidad de C. intestinalis [108,118], o los FREPs en el sistema inmune del
caracol B. glabrata [122,123]. La variabilidad de esta molécula en los dos individuos
analizados no fue tan alta (2 sustituciones de 310 aminoacidos), sin embargo puede
ser necesario evaluar nuevos individuos para confirmar esta caracteristica. La
Ribonucleasa T2 podria tener una funcién dual como en plantas angiospermas
[126,127], es decir degradar el RNA y también funcionar como una molécula de
reconocimiento. La variabilidad que presenta esta proteina (6 sustituciones de 266
aminodacidos) podria indicar que esta molécula es polimérfica. La proteina altamente
variable que no presenté dominios reconocibles podria ser un alodeterminante en H.
symbiolongicarpus, como lo es la proteina BHF en B. schlosseri la cual tampoco posee
dominios reconocibles [8]. Esta molécula posee la mayor variabilidad (44 sustituciones

de 305 amino&cidos) entre los candidatos propuestos en este trabajo. La proteina que



contiene un dominio de Trombospondina con una arquitectura Unica podria reconocer
receptores, como lo hacen las proteinas Trombospondinas-1y -2 [128]. La variabilidad
de esta proteina (21 de 922 aminoacidos) indica podria ser un alodeterminante en H.
symbiolongicarpus. La proteina que contiene un dominio CAP podria funcionar en
reconocimiento como ocurre en los sistemas de reconocimiento entre esperma y
oocitos en mamiferos [132], y de auto-incompatibilidad en ascidias [108,133]. La
variabilidad de esta proteina fue alta (31 de 242 aminoacidos) y se localiz6 en el
extremo N-terminal. Por ultimo, la proteina que contiene un dominio ML podria
participar en el reconocimiento de algun patron molecular, como ocurre en el camarén
blanco Litopenaeus vannamei que mediante una proteina ML reconoce LPS de
bacterias Gram-negativas [135]. La variabilidad de esta proteina fue alta (27 de 155

aminoacidos) y se localizé en el extremo C-terminal.
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Tabla 19. Resumen de las funciones putativas de las proteinas candidatas de

alorreconocimiento

Proteina Dominios Funcion putativa Referencias
d%?npa?r?- Chaperona de péptidos que constituyen el
containin SP+HSP70 receptor del oocito en el proceso de auto- [107,108]
ng incompatibilidad de Ciona intestinalis.
protein
Peptidoglycan SP+TM+Pepti
binding doglycan Similar a Proteinas de reconocimiento de
domain- binding+Pepti Peptidoglicano (PGRPs) que reconocen a [141]
containing dase bacterias Gram positivas y Gram negativas.
protein M10+ShK(2)
Similar a las proteinas v-Themis-A y —B que
participan en el sistema de auto-
- incompatibilidad de Ciona intestinalis. Similar
Fibrinogen_C a las proteinas Ficolinas de la via de las
domain-  SP+TM+Fibri ;a8 Proel - 108,118~
- lectinas del sistema complemento. Similar a
containing nogen_C . . . 123]
. las proteinas FREPSs (Proteinas relacionadas
protein o
con Fibrindgeno) de los moluscos
gastropodos que reconocen proteinas del
parasito Schistosoma mansoni.
Ribonuclease Similar a las proteinas S-RNasas que
T2 domain- SP+TM+Ribo controlan el sistema de auto-incompatibilidad
L i [126,127]
containing nuclease T2 de algunas familias de plantas
protein angiospermas.
Las tenascinas se expresan en los procesos
Protein highly  SP+ Unknown de desarrollo y reparacién de dafio en los [142]
variable domain diferentes sistemas de érganos de
vertebrados.
Thrombospon
din, type 1 El dominio trombospondina se une al
Thrombospon repeat CD36. h i ib .
din domain- (3)+von receptor CD36, heparan sulfato, Fibronectina
. ; y TGF-B. El dominio FigD Tudor-like [128,131]
containing Willebrand e -
. presenta una estructura similar a un dominio
protein factor, type de Inmunoglobulina
A+FlgD 9 :
Tudor-like
SP+CAP
(Cysteine-rich Similar a las proteinas secretoras ricas en
secretory cisteina (CRISPs) de mamiferos que
CAP domain- proteins, participan en la fusion entre el espermay los
containing Antigen 5, oocitos en la fecundacion. Similar a la [108,132,133]
protein and proteina HrUrabin que participa en el sistema
Pathogenesis- de auto-incompatibilidad de la ascidia
related 1 Halocynthia roretzi.
protein)
La proteina MD-2 que posee el dominio ML
ML domain- SP+ML (MD- pcl';\rtlupa en el reconou;‘meq_to de LPS junto
containing 2-related lipid- al receptor TLR4. Esta familia se encuentra [135,136]
. " expandida en el mosquito Aedes aegypti y
protein recognition)

participa en la infeccién del mosquito por
parte del virus del dengue.
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VII. CONCLUSIONES

. Se generd una poblacion de retrocruce conformada por 36 individuos de
H. symbiolongicarpus en la que se segregaron los fenotipos de

alorreconocimiento.

. Se construyeron dos grupos de fusibilidad en H. symbiolongicarpus (A 'y
B) en donde los individuos de un grupo se fusionaban entre si, pero

rechazaban a todos los individuos del otro grupo.

Se determinaron 96 spots proteicos expresados diferencialmente entre
los grupos de fusibilidad de H. symbiolongicarpus mediante
electroforesis bidimensional diferencial en gel (2D-DIGE).

. Se identificaron 42 proteinas expresadas diferencialmente en los grupos
de H. symbiolongicarpus pertenecientes a 7 clases funcionales mediante

espectrometria de masas en tandem.

. Se propusieron 8 proteinas candidatas a alodeterminantes en H.
symbiolongicarpus que poseen los dominios: HSP70, dominio de union a
peptidoglicano, fibrinégeno, ribonucleasa T2, CAP, trombospondina tipo-

1, ML, y ademas una proteina altamente variable.



VIII. PERSPECTIVAS

1. Se clonaran los genes alrl y alr2 en los grupos de fusibilidad y sus

parentales, y ello se asociara con los fenotipos de fusibilidad de estos

individuos.

. Se clonaran las moléculas candidatas a alodeterminantes en los grupos
de fusibilidad, sus parentales e individuos silvestres de H.

symbiolongicarpus para determinar sus niveles de polimorfismo.
. Se reducira la expresion de las moléculas candidatas a alodeterminantes

en H. symbiolongicarpus mediante RNA de interferencia (RNAI) y se
examinara el posible cambio en los fenotipos de fusibilidad.
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X. ANEXOS

ANEXO 1: SEXO0 DE LOS INDIVIDUOS DE LA POBLACION DE RETROCRUCE 1

Tabla 20. Individuos de la poblacion de retrocruce 1

Individuo

Sexo

BC1-3

Oy

BC1-5

BC1-7

BC1-9

BC1-11

BC1-15

BC1-22

BC1-23

BC1-24

BC1-25

BC1-26

BC1-29

BC1-31

BC1-33

BC1-36

BC1-38

BC1-40

BC1-41

BC1-43

BC1-44

BC1-50

BC1-51

BC1-53

BC1-54

BC1-55

BC1-56

BC1-58

BC1-59

BC1-61

BC1-62

BC1-64

BC1-66

BC1-67

BC1-68

BC1-70

O[O O | = |C [HO |00 | O[O | = [HO [ — |Oa | = |[HO | = [HO [ O | Ou | O [HO | =[O [ O |On [ = [ O | On O [ O [HO [ On | O | —

BC1-71 3

&'+ Individuo macho
Q: Individuo hembra
I: Individuo de sexo indeterminado
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ANEXO 2: CALCULO DEL COEFICIENTE DE CONSANGUINIDAD DE LA
POBLACION DE RETROCRUCE 1

HWB29/ HWB53¢9

N/

F1-89

v

BC1

Figura A2. Genealogia de la poblacion de retrocruce 1

Fi= ¥ [(1/2)™" (1+F)] [50]

Ancestros comunes entre HWB29 y F1-8: Ninguno
Linea de consanguinidad: HWB29 - F1-8, por tanto n=1
Frwsz20= 0

Feci= (1/2)""* * (1+0)

Fgci=1/4 =0.25

%Fgc1= 25%

Coeficiente de consanguinidad de la poblacion de retrocruce (BC1) es del 25%.



ANEXO 3: REPLICAS DE ELECTROFORESIS BIDIMENSIONAL DIFERENCIAL EN
GEL (2D-DIGE)

Figura A3.1. Comparacion de los grupos de fusibilidad A y B por electroforesis
bidimensional diferencial en gel (2D-DIGE)-Réplica 2. Las proteinas de los grupos de
fusibilidad A y B estdn marcadas con los fluorocromos verde y rojo, respectivamente. Los spots
con expresion diferencial analizados estan marcados en circulos y numerados del 1 al 96. La
separacion en la primera dimensién se realiz6 en un gradiente de pH inmovilizado 3-10 lineal, y
la segunda dimensién en un SDS-PAGE al 12%, donde el peso molecular se encuentra entre
10y 150 kDa.



Figura A3.2. Comparacion de los grupos de fusibilidad A y B por electroforesis
bidimensional diferencial en gel (2D-DIGE)-Réplica 3. Las proteinas de los grupos de
fusibilidad A y B estdn marcadas con los fluorocromos verde y rojo, respectivamente. Los spots
con expresioén diferencial analizados estan marcados en circulos y numerados del 1 al 96. La
separacion en la primera dimensién se realizé en un gradiente de pH inmovilizado 3-10 lineal, y
la segunda dimensién en un SDS-PAGE al 12%, donde el peso molecular se encuentra entre
10 y 150 kDa.
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ANEXO 4: CUANTIFICACION DE LOS SPOTS CON EXPRESION DIFERENCIAL
ENTRE LOS GRUPOS DE FUSIBILIDAD

Tabla 21. Cuantificacion de los spots expresados diferencialmente entre los grupos de
fusibilidad Ay B

ID spot | GF-B/GF-A! 35 1,04 70 1,14
1 -1,60 36 1,18 71 1,14
2 -1,87 37 1,30 72 -1,26
3 -1,85 38 -1,20 73 -1,69
4 -1,65 39 -1,13 74 -1,77
5 -1,04 40 -2,81 75 -1,34
6 -1,15 41 1,36 76 -1,11
7 -1,15 42 1,36 77 1,34
8 -1,20 43 1,46 78 1,21
9 -1,24 44 1,43 79 2,66
10 -1,45 45 1,41 80 4,18
11 -1,08 46 1,45 81 -1,04
12 21,11 47 -1,47 82 1,05
13 1,55 48 1,08 83 1,15
14 1,47 49 1,16 84 1,18
15 -1,06 50 1,16 85 1,13
16 -1,32 51 1,19 86 -1,32
17 1,10 52 1,15 87 1,16
18 1,07 53 1,09 88 1,27
19 1,24 54 1,25 89 1,15
20 1,04 55 1,16 90 1,56
21 1,04 56 1,64 91 1,40
22 -1,17 57 1,19 92 1,19
23 -1,04 58 1,41 93 1,09
24 1,12 59 1,79 94 -1,01
25 1,26 60 1,17 95 1,68
26 1,60 61 1,59 96 1,80
27 1,45 62 1,33
28 1,48 63 -1,37
29 1,55 64 -1,69
30 -1,10 65 1,27
31 -1,70 66 1,53
32 -1,88 67 1,58
33 -2,03 68 -1,18
34 -2,00 69 1,17

! Promedio de la proporcion del volumen para cada spot.



