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¢Que necesitamos para emprender un verdadero
cambio en México?

En 1943 Winston Churchill presagié que;

“Todos los grandes imperios del futuro seran imperios de la
mente.”

“>» Y el futuro de tu familia y de tu pais depende, en

gran parte, de tu habilidad, la de tus vecinos y de

tus hijos, para entender y crecer en un ambito cada
vez mas tecnologico™.

Generar riqueza ya no requiere muchas manos, sino poner a
trabajar unas cuantas mentes.

En 1950 Singapur era una isla marginada.. Con tales
problemas que le pididé a su vecino, Malasia . Que
por favor le permitiera.. volverse parte de su
territorio.

Malasia lo pensoé.. vio mucha gente pobre.. y decidié que no le
convenia..Que incorporar a Singapur para ampliar su
territorio.Bajaria la productividad y le costaria mucho a
Malasia.

A Singapur no le quedd mas que EDUCAR a su gente, reformar su
gobierno,

Atraer conocimientos y ponerse a trabajar.

Y hoy su gente tiene un nivel de vida ocho veces
mejor que el de los mexicanos..

Y casi tres veces mas que Malasia.

Ahora, solo los que producen conocimientos...Y permiten que en
su poblacién pueda utilizar estos conocimientos..

Se vuelven mas ricos.

Y por esto, los grandes imperios del siglo XXI son.. y
seran.. ...

Imperios de la mente.
Churchill tenia razoén!

Juan Enriquez Cabot

La mayor parte de Qlos mexicanos seguimos preocupados Yy
ocupados en tratar de establecer o reestablecer las normas



basicas de convivencia y operacion de una sociedad. Nos
preocupa el creciente crimen en las calles, la corrupcion,
la falta de empleo y los salarios paupérrimos.

En la medida que la supervivencia diaria nos abruma, perdemos
la habilidad para entender el largo plazo. Hay poco interés
y tiempo para dedicarnos a la investigacion cientifica. Y no
vemos con buenos ojos que el emprender negocios con la
ciencia y crear corporaciones a partir de ideas creadas
en Universidades Publicas, es una estrategia a largo
plazo que nos ©permitiria ser mas competitivos
internacionalmente, no solo como universidad sino como
nacion. Y nos falta tiempo para estudiar los CAMBIOS que
estan ocurriendo en otros paises. Mientras que otros paises
empiezan a pensar que lo uUnico que tenemos que aportar los
Mexicanos.. Es cada vez menos relevante.. y nos usan solo para
MAQUILAR y no para INVESTIGAR y No para CONSTRUIR. Y nos
volvemos empleados.. No socios, No equipo, No competitivos,
No emprendedores, pese a sus excepciones...

Ricardo GodinezMorenot

-Continuacion-

Asi es que para que ocurra un verdadero CAMBIO..

Y que Una nacidon como México..

Una Compaifiia..

Un individuo..

Un estudiante..

Un cientifico..

Lleguen a triunfar..
Depende de su habilidad para trabajar en equipo
Y entender..
Y aplicar..
Cambios en tecnologia.
Y de apoyar a aquellos que estén aprendiendo a generar



un Cambio y quieran triunfar al lado y en beneficio de su
nacion.

No basta..

Controlar la inflacion..

La paridad del délar..

Las politicas demagodgicas..

Los micro changarros..
Equilibrar el presupuesto..
Recortar gastos..

Privatizar..

Apoyar a los que ya triunfaron..

lcitas
Modificadas y complementadas del libro

AS THE FUTURE CATCHES YOU;
,HOW Genomics & OTHER FORCES ARE CHANGING
YOUR LIFE, WORK, HEL.ATH & WEALTH..
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Resumen

Los componentes de la inmunidad adaptativa y del Complejo Mayor de Histocompatibilidad
(MHC) son esenciales en cualquier sistema de transplante basado en la respuesta al reconocimiento
propio/no propio que se encuentra en todos los vertebrados. A pesar de no existir una indiscutible
correlacion filogenética y funcional o una evidencia directa sobre la aparicion del MHC o de la
inmunidad adaptativa, existe un posible candidato a tener componentes de un MHC ancestral o de
vestigios de un sistema inmuno adaptativo primitivo; El locus de Fusién e Histocompatibilidad
(Fu/HC) contenido en el genoma del protocordado Botryllus schlosseri, quien es capaz de detonar
un fenotipo de aceptacién o rechazo de tipo MHC entre colonias formadas por multiples unidades
de zooides de B. schlosseri. La ubicacién filogenética en la evolucion de esta ascidea marina, se
ubica en la etapa que comprende la Gran Explosioén inmunoldgica “immunological Big Bang”, hace
450-500 millones de afios. B.Schlosseri es miembro del grupo de los ancestros inmediatos de los
vertebrados, los protocordados y también es considerado como un potencial candidato a poseer un
MHC ancestral o genes relacionados con la emergencia de la respuesta inmuno-adaptativa. Los
datos experimentales y el analisis aqui descrito corresponden a la secuenciacién por shotgun de 11
fésmidos que cubren aproximadamente 500,000 pares de bases reportados en Genbank, ademas del
analisis y a la anotaciéon de dicha secuencia. Con esta informacion se estudié el locus Fu/HC, el
cual se decodificé parcialmente con el objetivo de elucidar una mas detallada organizacion génica.
Asi, se reporta el segmento genémico mas extenso relacionado con B. schlosseri, el cual conforma
aproximadamente un 0.07% de su genoma. FEl ensamblaje de la secuencia fue realizado con
Phred/Phrap y Consed. Los tesultados preliminares de la anotacién de Fu/HC fueron realizados
una vez que se alcanzé una cobertura completa de 6X. La prediccion preliminar de los modelos
génicos fueron realizados con; FGENESH/HMM 2.0 y GENSCAN 1.0 con los cuales se
predijeron 45 genes modelo. Ademas, haciendo uso de Blastx 2.2.6 and Blastp 2.2.6, se detectaron
16 genes modelo homologos a genes reportados en Genebank con valores E < 10 -6. En todos
ellos, se detectaron dominios conservados mediante el uso de RPS-BLAST 2.2.6. Debido a la
importancia de elucidar un receptor potencial de tipo MHC, se utiliz6 SOSUI, un programa capaz
de predecir dominios proteicos transmembranales. Gracias a este analisis, se encontraron 6
proteinas con dominios membranales. Por otra parte, entre los elementos posiblemente
relacionados a un sistema inmune ancestral se descubrieron tres genes modelos codificantes de
proteinas con varios dominios WD40, una E3 ubiquitin ligasa, una Fosfolipasa A2, una Serin
Treonin Kinasa y una proteina transmembranal con una breve homologia al factor del
complemento C2-Bf. En conjunto, todos estos elementos tienen el potencial de conformar parte
de un sistema ancestral de histocompatibilidad, donde Fu/HC juega un papel fundamental. Como
el primer estudio de un lécus de histocompatibilidad de un metazoano fuera del grupo de los
vertebrados, la informacién obtenida en este trabajo de investigaciéon sera de gran valor para
futuros analisis de Genémica comparativa y asi poder entender los origenes del sistema inmuno-
adaptativo



Abstract

The components of the adaptive immunity and the Major-histocompatibility complex (MHC) are
essential in any major transplantation system based on a self/non-self recognition response
importantly found in all vertebrates. Even so, no strong phylogenetic or functional specific and
direct evidence has been found to the origin of MHC or adaptive immunity. There is a possible
candidate to embrace components of an ancestral MHC or vestiges of a primitive immuno-adaptive
system. The Fusibility Histocompatibility locus (Fu/HC) contained in the genome of the colonial
protochordate Botryllus schlosseri, which triggers a rejection or acceptance phenotype resembled
by an MHC like response given between colonies formed by multiple units of B. schlosseri zooids.
Situated in the emerging time that encompass the “immunological big ”, 450-500 million years ago,
B. schlosseri is an immediate vertebrate ancestor and a potential candidate to posses an ancestral
MHC or immunoadaptive response related genes. The experimental data and analysis here
reported, includes the shotgun sequencing description of eleven fosmids encompassing
approximately 500,000 pb of ADN reported by Genbank and preliminary genomic analysis
corresponding to the annotation of this sequence. This is the biggest reported genomic information
related to the genome of B. schlosseri. In this analysis, patt of the Fu/HC has been decoded in
order to elucidate a more detailed gene organization and analyze 0.07% of the 725bp haploid
genome of B. schlosseri. When the sequence coverage of every fosmid reached about 6 X coverage,
the annotation process started. In a preliminary gene model prediction; FGENESH/HMM 2.0 and
GENSCAN 1.0 predicted 45 putative genes. Besides, a consistent homologous gene detection
analysis using Blastx 2.2.6 and Blastp 2.2.6, found 18 homologous genes with supporting E values
(E <=10-6) to genes at Genbank. Consistently, functional domains where predicted in 16 genes
through a search with RPS-BLAST 2.2.6. Due to the importance of finding a potential receptor
MHC like, SOSUI a Transmembranal protein domains predictor program was used to find 6 model
genes encoding potential Transmembranal proteins. Regarding an ancestral immune system 7
potential elements were found; three model genes coding for proteins with several WD40 domains,
an E3 ubiquitin ligase, a Fosfolipasa A2, a Serin Treonin Kinasa and a Transmembranal protein
with a brief homology to the complement system protein C2-Bf. All together they might be
possible elements of an ancestral histocompatibility system where Fu/HC plays an essential role.
As the first metazoan histocompatibility locus analyzed outside of vertebrates, this study will be
very valuable for future comparative genomics analysis to understand the origins of the “adaptive
immune system”.



INTRODUCCION

En un amplio sentido esta tesis es sélo un ejemplo del producto de un siglo de investigacion
con el objetivo de comprender el ADN; la molécula de la vida y la vida misma a través de
ella. El punto de inicio se dio a partir del redescubrimiento de las leyes de Mendel a principio
del siglo veinte, dando pauta de que la informacién genética es transmitida de generaciéon en
generacion, de manera discreta (Stern C y Sherwood E, 1966). Durante el primer cuarto de
siglo, los hombres de ciencia descubrieron que las bases celulares de la informacién genética
estan en los cromosomas. Durante el segundo cuarto, los oportunistas James D Watson y
Francis Crack elucidaron la estructura molecular del ADN (Watson JD y Crick FH, 1953).
Durante el tercer cuarto, los bidlogos develaron los mecanismos por los cuales las células leen
y procesan esta informacion. Ademas, desarrollaron herramientas de ADN recombinante,
gracias a las cuales los cientificos hoy en dia, pueden leer, modificar y procesar la misma
informacion. En el comienzo del siglo XXI la tecnologfa del ADN ha ido incrementando
exponencialmente, llevando una tendencia creciente que va desde secuenciar y estudiar genes
de manera individual, hasta leerlos y estudiarlos en un contexto global como genomas.
Debido a la rapida y cada vez mas eficiente tecnologfa en secuenciacion, hoy en dia es posible
visualizar un gene no como una sola unidad, sino como parte de un genoma.  El principal
objetivo de esta tesis es comprender y estudiar globalmente parte de la molécula de la vida
situada en un urocordado casi desconocido genémicamente; la ascidea marina colonial
Botryllus schlosseri. Debido a la secuenciacion y anotacion de aproximadamente medio millén
de pares de bases contenidas en once fésmidos que traslapan el locus de Fusion e
Histocompatibilidad (Fu/HC), no sélo la filogenia y la escala del tiempo genémica de la vida
sera mejor entendida, mas aun, genes esenciales posiblemente relacionados a un sistema
ancestral de reconocimiento propio y no propio seran revelados. La secuencia de ADN vy el
analisis global presentado en esta tesis proveera de informacién importante del genoma de
B.schlosseria. Ademas, en un futuro proximo sera de gran utilidad, como informacién inicial
para comprender el origen del sistema immuno-adaptativo de los vertebrados, donde
B.schlosseri juega un papel central como ancestro inmediato de los vertebrados (Laird et al.,

2000).



CAPITULO 1

1.1 Del ADN a los Genes a los Genomas

1.1.1 ADN

El acido desoxiribonucléico (ADN) es una simple molécula esencial para la vida, que
resulta un verdadero reto entender (Godinez R., 2001). Tanto en  B. schlosseri como en
todos los organismos vivientes, la molécula del ADN consiste de dos hebras que se
envuelven entre si, para formar una estructura parecida a una escalera de caracol
compuesta de dos hebras anti paralelas de nucle6tidos ligados entre si (Watson JD y
Crick FH., 1953). Un nucleétido esta compuesto de cuatro bases nitrogenadas; Timina
(T), Citosina (C), Adenina (A) y Guanina (G), el aztcar pentosa 2-desoxiribosa y un
grupo fosfato. Las bases nitrogenadas estan ligadas por puentes de hidrégeno; Asi,
Adenina y Timina estan ligadas por dos puentes y Citosina y Guanina, por tres. Estas
interacciones débiles pero especificas, mantienen un par de bases complementarias
apareadas, manteniendo asi, las dos hebras de ADN unidas. En el extremo final de cada
hebra antiparalela de ADN, un nucleétido 5 tiene un fosfato en la posicién cinco prima,
mientras que por el contrario, en el extremo final 3’ el nucleétido tiene un grupo
hidroxilo libre en la posicién tres prima y visceversa. El orden particular de los nucle6tidos
adyacentes que permanecen ligados uno a otro a través de una columna de
fosfodiesteres, es llamado en conjunto secuencia de ADN. La secuencia de ADN
constituye de manera especifica las instrucciones genéticas exactas, requeridas para

constituir un organismo particular dotado de caracteristicas propias y unicas.

1.1.2 Dogma

El ADN es el codigo de la vida. La importancia de su funcién es reivindicada por rasgos
monotonos estructurales pero complejos en su entendimiento. Su papel consiste en
preservar y mover informacion vital en la unidad de la vida: la célula (Micklos D y Freyer

G, 1990). El ciclo de vida informacional del ADN es mejor conocido como



“El dogma central de la biologia molecular” (Watson JD y Crick FH, 1953). EI cual
permanece como regla esencial en todos en todos los seres vivos. Este dogma constituye
la base de la biologia molecular. No obstante, ha sido modificado hasta la fecha, y esta
representado por cuatro etapas principales (Crick, 1974). Primero, el ADN es replicado,
preservando su informacion a traves de un proceso llamado replicacion.

Por otro lado, el Acido Ribonucléico (ARN) es producido usando ADN como plantilla,
durante un proceso llamado trascripcion. Finalmente mediante un proceso llamado
translacion, el ARN mensajero acarrea la informacion codificada por el ADN a los

ribosomas, donde es leida y usada para la sintesis de proteinas.

1.1.3 Genes

Cada molécula de ADN contiene decenas de miles de genes, también llamados unidades
fisicas basicas y funcionales de la herencia. (Micklos D y Freyer G, 1990). Un gene es
una secuencia especifica de bases nucleotidicas que contiene la informacién requerida
para regular y construir ARN o proteinas, las cuales constituyen los componentes
estructurales de las células. Asi mismo, son parte de tejidos y enzimas, las cuales llevan a
cabo reacciones bioquimicas indispensables para la vida de toda célula. Los genes varian
ampliamente en extensién, cominmente se extienden sobre varias miles de bases. “La
mayoria de los genomas eucariontes constan de alrededor del 10% o menos de
secuencias codificantes de proteinas, también llamadas exones.
(“www.accessexcellence.com”). Dispersadas en muchos genes se encuentran las
secuencias intronicas, las cuales no cuentan con funcién codificante alguna. Otras
regiones no codificantes incluyen secuencias regulatorias, regiones intragénicas y
elementos repetitivos. Asi, toda secuencia de ADN, incluyendo elementos complejos

codificantes y elementos mondtonos no codificantes conforman un Genoma.

1.1.4 Genomay Modelos Gendmicos

Un genoma es toda la informacion contenida en una molécula de ADN. La informacion
genémica provee de muchos de los elementos necesarios para preservar y determinar la

vida de todo ser vivo. Durante las tltimas décadas, el termino “organismo modelo” ha
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sido utilizado de manera estrecha en aquellas especies animales de facil manejo en el
laboratorio. Un ejemplo de ellas son: la mosca de la fruta o Drosophila melanogaster y el
raton de casa o Mus musculus. Este tipo de organismos modelo cuentan con caracteristicas
6ptimas para la experimentacién; como lo es un tamafio 6ptimo para su manejo y un
rapido periodo de reproduccion (Hedges, 2002). Sin embargo, con el incremento en
numero de proyectos de secuenciaciéon gendmica, esta definicion ha sido ampliada. Por
ejemplo, hoy en dia la atencién ha sido dirigida a un mayor nimero de organismos, tales
como la ascidea, el pollo, el tigre, el pez globo, la vaca, el perro, el mono babuino etc.
Debido al aspecto tnico de su posicion filogenética en vez de su factibilidad para formar
parte como objetos experimentales de estudios cientificos. Asi, estos organismos son
referidos como “modelos genémicos” (Hedges, 2002). Tal y como sucede con el
urocordado, Ciona intestinallis, cayo genoma ha sido recientemente secuenciado (Dehal et
al., 2002). La importancia genémica de B. Schlosseri, un cercano familiar evolutivo de
C.intestinallis, esta relacionada a su posiciéon como miembro del grupo de los coradados
infetriores, los cuales se ubican en el arbol de la vida como la ancestros inmediatos de los
vertebrados. (Figura.2) Tanto B. schlosseri como Cl.intestinallis son interesantes desde una
perspectiva Gendmica y evolutiva. Sin embargo, B.schlosseri posee un rasgo de
importancia inmunolégica que C. zntestinallis no posee: un locus que activa de manera
natural, un mecanismo de reconocimiento propio y no propio, que posiblemente se

encuentra situado en el periodo de emergencia del sistema inmuno adaptativo (Scofield

etal,, 1982).

El urocordado colonial Botryllus schlosseri.

B. schlosseri es una ascidea colonial, un organismo secretor de acido que reside en habitats
marinos subtidiales poco profundos. (AW de Tomaso 1998) (Figura. 2). Es un
organismo comun de los sedimentos marinos que se acumulan generalmente en los
barcos. Este animal es en realidad una colonia de individuos que comienzan su vida
como larvas individuales e independientes. Una vez establecida la larva, se divide en

clonas genéticamente idénticas las cuales forman una colonia, la cual eventualmente



medira varios centimetros de diametro (Chadwick-Furman and Weissman,1995).
Como protocordado, B.schlosseri es un miembro de la subphylum de los urochordados en
la cual ocupa una posicién clave como elemento del grupo de organismos que fueron los

ancestros inmediatos de los vertebrados. (Figura. 1). (Satoh and Jeffrey, 1995).

El ciclo de vida de B.schlosseri oscila entre los ciclos de reproduccion sexual y asexual por
fision. Ademas, sufre una metamorfosis de manera radical entre un plan de desarrollo
vertebrado cuando es una larva a uno invertebrado cuando es adulto. Debido a sus
caracteristicas hermafroditas B.schlosseri es capaz de producir gametos femeninos y
masculinos. El resultado de la reproduccion sexual, es una larva de 0.5mm, un
vertebrado con todos los razgos caracteristicos de cualquier cordado que incluyen
notocorda, tubo neural dorsal, cola estriada, faringe y una musculatura segmentada
(Figura. 3) (Rinkevich B, 2002). Una vez separada de la colonia madre, la larva nada a
una superficie cercana y se ancla a un substrato, se establece por varias horas y sufre de
una metamortfosis, la cual se caracteriza por una reabsorcion de casi todas las
caracteristicas coordadas. A lo largo del periodo de maduracion, la larva cambiara todo su
plan de desarrollo vertebrado a invertebrado, para convertirse asi en un adulto zooide

que medira al menos de 4mm (Figura. 4).

Cada zooide tiene una esperanza de vida de una semana, tiempo durante el cual se
reproduce tanto sexualmente como asexualmente al brotar nuevos individuos
genéticamente iguales. El tiempo de gestacion es de entre 5-7 dias, por tanto cada
semana un nuevo grupo de larvas es liberado. Cada uno de estos nuevos individuos son
hermafroditas y heterogéneos genéticamente. En B.schlossers, 1a metamorfosis es seguida
de un proceso de asexual de reproduccion el cual dara origen a una colonia de
descendientes genéticamente iguales y unidos por una red vascular comun (Weissman,
1982). Cada colonia esta hecha desde 2 hasta >1000 individuos derivados asexualmente
(zooides). Conforme una colonia se expande asexualmente, comunmente interactian

con otras colonias cercanas (Figura.2) (Rinkevich, 2002).



1.3 Significado, origen y funcion del Aloreconocimiento.

Aloreconocimiento es la Habilidad de un organismo individual de distinguir entre células
propias y no propias. Este mecanismo ha sido descrito en una gran variedad de
organismos multicelulares (F.M Burnet 1971). La habilidad de discriminar entre lo
propio y lo no propio, es una estrategia de proteccion ampliamente conservada. En
organismos tales como los hongos, plantas y metazoanos, el aloreconocimiento no solo
siftve como un arma en contra de patdogenos, mas ain, es una estrategia que sirve para el

mantenimiento de la individualidad misma de los organismos (Buss, 1987).

En un contexto de diversidad animal, el aloreconocimiento puede ser encontrado en dos
formas distintas; por un lado, mediante la forma de inmunidad a transplantes que ocurre
tanto de manera natural como experimental y en la forma de bloqueo de la auto-

fertilizacion, la cual es bastante comun en un gran nimero de especies hermafroditas.

En muchos organismos, tales como esponjas, cnidarios, brazoanos y tunicados, la forma
de trasplantacion natural ocurre frecuentemente (DuPasquier 1999). En estos casos, la
habilidad del aloreconocimiento es el tnico sistema indispensable y capaz de proteger los
organismos de la fusion somatica de individuos distintos genéticamente, permitiendo a
los mismos mantener una homogeneidad genética y por tanto una individualidad que los

distingue (Khalturin, 2001).

1.3.1 El reconocimiento propio/no propio, aloreconocimiento, en
Botryllus schlosseri

El aloreconocimiento, es una estrategia para distinguir entre células propias y no propias,
esta estrategia de defensa forma parte del fundamento de los origenes de la respuesta
inmunoadaptativa. Es un fenémeno evolutivo ancestral (Cooper, 2001). El subphylum
mas cercano filogenéticamente a la emergencia de los vertebrados en el cual ocurren
reacciones de transplantacion 7z vivo, son los urocordados, también llamados
Protochordados o tunicados (Figura. 1). El punto de inicio del sistema inmuno

adaptativo se sitda en la emergencia de los vertebrados y posiblemente existan vestigios
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de este en los urocordados. A diferencia del origen desconocido de este mecanismo de
defensa, es ampliamente conocido que los antecedentes evolutivos del sistema inmune de
los vertebrados se origina en los sistemas de reconocimiento propio/no propio de los
invertebrados cordados, particularmente en los organismos sedentarios y coloniales
como las esponjas, corales, briozoarios y tunicados (Du Pasquier, 1999). El estilo de
vida “familiar” y la dispersion restringida de los organismos coloniales, conlleva a una
proximidad de con-especificos, lo cual ocasiona frecuentes interacciones tejido tejido.
(Rinkevich, 2002) (Figura. 3). B. schlosseri es un organismo colonial donde tales
contactos resultan en la expresion de un intenso desplegado de respuestas de
reconocimiento propio/no propio (Weissman, 1990) (Figura.5). El aloreconocimiento
puede ser definido por una expresion jerarquica de alelos de histocompatibilidad
ampliamente polimérficos. La evolucién y el sostenimiento de esta alta taza polimérfica
y la compleja naturaleza del aloreconocimiento han sido atribuidas a una variedad de
fuerzas evolutivas (Magor et al., 1999). Sin embargo, su naturaleza es atin desconocida.
La aparicion y la respuesta de reconocimiento propio/no propio en B. schlosseri permiti6
la dilucidacién de un locus de Fusion/Histocompatibilidad, Fu/HC (Scofield et al.,
1982).

El locus de Fusion/Histocompatibilidad, Fu/HC.

Una amplia variedad de invertebrados marinos pueden destruir transplantes de manera
natural (DuPasquier L et.al 1999). B. schlossers, representa de manera notable el ejemplo
mejor caracterizado en estudios de histocompatibilidad y de rechazo (De Tomaso et al.,
1998). Estos estudios se han concentrado en investigar las causas de una serie de
mecanismos de reconocimiento propio y no propio en B.Schlosseri. Gracias a estos
estudios ha sido descubierto un grupo especial de alelos que juegan un papel esencial en
los eventos de alloreconocimiento en este urocordado (Yund P and Feldgarden M, 1992).
Las bases genéticas para estos eventos de reconocimiento propio/no propio residen en
un solo locus pero altamente polimérfico, llamado con el término el haplotipo de
fusién/histocompatibilidad, Fu/HC (Weissman et al., 1990) (Figura. 6). Basado en
varios haplotipos de histocompatibilidad, tanto el fenotipo de rechazo como el de fusién

son alternativamente codificados como rasgos simples de caracter Mendeliano y co-



dominante. Ambos fenotipos pueden ser activados en base a los siguientes principios
genéticos y fenotipicos (Figura.7). Por un lado, el fenotipo de fusién es expresado
cuando dos ampulas de B.schlosseri interactian y se fusionan gracias a que ambas
comparten al menos un alelo de Fu/HC. Ambas colonias se fusionan a través de un
contacto periférico de las ampulas, formando sucesivamente colonias quiméricas e
individuales de zooides de B. Schlosseri unidas mediante un sistema vascular compartido.
Por otro lado, el fenotipo de rechazo es activado cuando no se comparte alelo alguno de
Fu/HC. Este tipo de respuesta de histocompatibilidad no propia, activa una reaccion
inflamatoria la cual ocasiona lesiones citotoxicas entre dos ampulas las cuales son

destruidas con el fin de eliminar su interaccion (Magor 1999) (Figura.5).

El locus Fu/HC es particularmente interesante desde el punto de vista de la genética
poblacional. A pesar de ser extremadamente polimérfico, no deberia setlo. La razén de
este debate radica en que solo los individuos genéticamente relacionados son capaces de
fusionarse. Este hecho puede disminuir potencialmente el polimorfismo en el locus
(RinKevich et al., 1995). Sin embargo, esto no sucede, ya que Fu/HC codifica la
expresion de alelos maltiples y co-dominantes, llegando hasta varios cientos por
poblaciéon (Yund, 1992). A pesar del origen congénico y asexual de gran parte de las
colonias de B.schosseri, el nivel polimérfico de Fu/HC asegura eficientemente que la gran
mayoria de las colonias sean heterdzigas en este locus. Por estas razones, las poblaciones
naturales de B.Schlosseri son capaces de mantener una gran variedad de alelos en este
locus, aun si las colonias que se fusionan tienen parentesco (Grosberg and Hart , 2000).
A la fecha, los intentos por identificar los genes que se encuentran en el Fu/HC o sus
proteinas han sido fallidos (RinKevich., 2002). Sin embargo, los esfuerzos para
identificar genes prevalentes en librerias de cADN, generadas de tejidos envueltos en el
proceso de reconocimiento propio/no propio siguen en el camino. Algunos genes
posiblemente involucrados en la respuesta inmune han sido identificados usando esta
estrategia. Entre estos se encuentran; una Serin Proteasa, expresada en altos niveles en
los sitios de reconocimiento, analogos funcionales a la interleucina-1, al factor de
necrosis tumoral alfa (TNF alfa), opsoninas humorales y un receptor bsCD94, homologo
al receptor NK (Natural killer) de los vertebrados. Aunque es posible que estos

elementos contribuyan al sistema de reconocimiento propio/no propio como parte de la



maquinaria efectora del aloreconocimiento, ninguno forma parte del Fu/HC (Matgor et

al., 1999).

1.4.1 Importancia Inmunolégicay Evolutiva del Fu/HC en Botryllus
schlosseri

Los Agnathas son los cordados mas primitivos. Hace 450 -500 millones de afios, estos
vertebrados sin mandibula y los chondrichthyes (vertebrados con esqueleto de cartilago)
divergieron en un momento donde algo sorprendente ocurrié: el “Bing bang” inmunolégico,
es decir, el periodo de 50 millones de afios durante el cual emergi6 el sistema inmuno-
adaptativo (Laird 2000). Hasta la fecha no han sido encontrados elementos concluyentes y
representativos de un sistema inmuno adaptativo ni en los invertebrados ni en los Agnathas.
Ademas, tampoco ha sido descubierto en ninguno de ellos, vestigio alguno de un sistema
inmunidad y transplantacién basado en el MHC. Sin embargo, estos organismos resuelven
perfectamente el problema del reconocimiento propio y no propio (DuPasquier L.,1999).
¢Que estrategia utilizan para resolver el problema del aloreconocimiento sin hacer uso de un
MHC?. Actualmente no existe evidencia alguna que sustente la respuesta a esta interrogante.
Es probable que mecanismos de discriminacién propia/no propia, al menos en los
deuterosomas, hayan sido conservados en la evolucion e incorporados por los vertebrados en
sus sistemas de inmunidad adaptativa (DuPasquier L.,2000). Por esta razén, quizas sea posible
encontrar en los ancestros cordados invertebrados de los vertebrados, elementos ancestrales o
mecanismos relacionados a los sistemas de reconocimiento propio/no propio conservados en
vertebrados superiores (DuPasquier L., 2000). La posicion filogenética estratégica de
B.schlosseri se encuentra en la cuspide de la evolucion de los cordados invertebrados hace 550
millones de afios y el papel del aloreconocimiento de Fu/HC con sus similitudes funcionales
al MHC. Hacen del protocordado Botryllus schlosseri un excelente organismo modelo para

estudiar los origenes de la inmunidad adaptativa de los vertebrados (Laird 2000).

1.5 ¢Que se conoce sobre el genoma de Botryllus
schlosseri?



En la actualidad se cuenta con pocos datos sobre el genoma de B. schlosseri. La
informacién existente incluye la determinacién por citometria de flujo, “FACS”
(Fluorescent Antigen Cell Sorting), de las 725 Mega bases que tiene por extension el
genoma haploide de este protocordado. Ademas, ha sido mapeada y caracterizada una
region de 5.5 cM, la cual contiene el locus de Fusion Histocompatibilidad (Fu/HC) (De
Tomaso et al., 1998). Conjuntamente, en ENTREZ , 1a base de datos de el Centro
Nacional de Informaciéon Biotecnologica (NCBI), cuenta con 249 vinculos “links” que
contienen informacién nucleotidica referente al genoma de B.schlosseri. Esta informacion
consiste de secuencias de ADN complementario (cADN), Etiquetas de Secuencias
Expresadas (EST), de ARN mensajero (mARN) ademas de marcadores genéticos que
constan de ADN repetitivo o también llamado satélite. A la fecha, la secuencia contigua
de mayor tamafio esta representada por los genes de las proteinas de choque calérico
HSP60.1 y HSP60.2. Ambas constan de una extension de alrededor de 9000 pb.
Asimismo, a la fecha existen solo 25 proteinas anotadas y algunas de ellas caracterizadas.
Actualmente, mas informacion genémica esta siendo generada. Los resultados
preliminares incluidos en esta investigacion, sugieren la dilucidacién de la secuencia
contigua de mayor extension en el genoma de B.schlosseri. La secuencia preliminar de los
11 t6smidos secuenciados, analizados y reportados en esta tesis y en NCBI, incluyen una
extension aproximada de 0.5 Mega bases, equivalente al 0.07% de los 725 Mega bases
que comprenden el genoma de Bo#ry/lus. Esta no es solo la mas grande secuencia
contigua correspondiente al genoma de B.Schlosseri y reportada en NCBI, también tiene el

potencial de ser una firma genémica (Hess CM, 2000).



Registros de Botrylus Schlosseri en Entrez
(NCBI)
Nombre de la Bas de Vinculos Directos
Datos (Links)

Nucleotidos 249
Proteinas 25
Popset 1
Central PubMed 11
Taxonomia 1

1.6 Analisis Genémico

Como estudiante y miembro de un Centro Avanzado de Tecnologia Genémica (ACGT),

considero de vital importancia el describir en una breve introduccion las cuatro

Tabla 1. Resultados en GENEBANK relacionados a B.Schlosseri en

NCBI le Secuenciacion. Todas ellas

herram

estan incluidas en cualquier Anélisis Genémico. (Figura. 8 y Figura 9).

La primer herramienta utilizada en cualquier analisis genémico es la Secuenciacion. Se
realiza mediante la reaccién de terminacion de cadena de di-desoxinucleétidos (the
dideoxy-chain terminating reaction) o reaccion de secuenciacion de ADN desarrollada
por Fred Sanger (Sanger et al., 1977). En este método es posible visualizar al ADN
como una mezcla de secuencias llamadas templados, los cuales son en principio
empalmados con un oligonucleétido corto, complementario y selectivo, llamado
iniciador “primer”. EI ADN polimerasa y los deoxi-nucle6tidos ademas de algunos
catalizadores e isotopos radioactivos o fluorescentes, son adicionados a la mezcla antes

descrita. Asi, la enzima ADN polimerasa usa todos los elementos mencionados



anteriormente para catalizar la sintesis de la hebra complementaria de ADN. El iniciador
es “el ancla” al punto de inicio de la extension de la cadena o hebra de ADN, la cual se
extiende en direccién 3’

Sanger incorpord en la mezcla de reaccion un nucleétido con el propésito de que
“terminara’ con la reaccién de cadena. Este “terminador” es un deoxinucle6tido
trifosfatado modificado, donde el grupo hidroxilo 3’ es reemplazado con un atomo de
hidrégeno, creando un di-deoxinucleétido. Cuando la reaccion de secuenciacion procede
en presencia de una pequefa cantidad de di-deoxynucleétidos, los productos de la
reaccién de extensién de cadena resultante comienzan la sintesis en el iniciador
extendiéndose en direccion 3’, pero terminando al momento de la incorporaciéon del di-
deoxinucleotido, el cual se incorpora de manera opuesta a su nucleétido complementario
quien forma parte de la secuencia templado. Este grupo de productos resultantes de la
reaccion de terminacion son llamados secuencia en escalera “sequencing ladder”. Cuatro
de estas escaleras se sintetizan usando cuatro di-desoxinucleétidos diferentes (ddA,ddC,
ddG, ddT), los cuales terminan cadenas distintas y de manera independiente, formando

secuencias en escalera de Adenina, Citosina, Guanina y Timina..

La segunda herramienta requerida en cualquier analisis genémico es una estrategia que
tiene como objetivo preparar miles de templados de ADN. Estos templados son
requeridos para secuenciar grandes segmentos genémicos de manera mas rapida, puesto
estos tienen menor tamafio y por tanto son mas faciles de secuenciar. Esta particular
herramienta es denominada “Shot Gun” o escopeta (Figura. 8) (Bodenteich et al., 1994)
. En el “Shot Gun”, el ADN genémico se corta aleatoriamente en fragmentos que se
separan en distintos tamafios, mismos que se insertan en distintos tipos de vectores, cada
uno con una capacidad media diferente (por ejemplo los BACs portan insertos entre 100
y 350 kb y los fésmidos de unas 30 kb). En este trabajo, 11 f6smidos que traslapan el
locus Fu-HC fueron secuenciados por la técnica del Shot Gun, ya que se fragmentaron
aleatoriamente para crear templados de ADN para ser finalmente secuenciados por el

método de Sanger.

La tercera herramienta requerida para la secuenciacion genémica es un método

automatizado para analizar rapidamente las secuencias en escalera obtenidas mediante el



método de terminacién de cadena de Sanger. En el método original empleado por
Sanger, un marcador de fésforo radiactivo solia ser incorporado enzimaticamente
dentro de los fragmentos de secuenciacion, los cuales eran separados a su vez por
electroforésis en gel y detectados con una auto radiografia la cual finalmente tenfa que
ser interpretada. Este método era tedioso y sujeto a errores constantes. Sin embargo en
1986, Leroy Hood ide6 una estrategia automatizada de secuenciacion de ADN (Lloyd M
Smith et al., 1996). Esta estrategia esta basada en la innovacién de varios pasos en el
proceso de secuenciacion, asi como en el reemplazamiento de los marcadores o etiquetas
radiactivas por etiquetas fluorescentes. El reemplazamiento de la auto-radiografia se
lleva acabo mediante el uso de un detector laser el cual detecta directamente la migracién
de los fragmentos de ADN a través de una matriz de gel. Mientras que el
reemplazamiento de la interpretacion manual es realizada a través del uso de un analisis
computarizado. Todas estas mejoras en el proceso de secuenciacion fueron criticas para
su automatizacion. Aunque este método reemplazaba la interpretacion manual y la auto-
radiografia, la electroforesis seguia siendo lenta e ineficiente cuando se trataba de

secuenciar genomas completos o grandes fragmentos genémicos.

Hoy en dia la tecnologia ha evolucionado, haciendo posible reemplazar la electroforesis
convencional en gel por la electroforesis en capilar, utilizada para la secuenciacién a gran
escala. Este método emplea un sistema de flujo y un sistema de deteccién fluorescente
inducida por laser que permite secuenciar ADN mediante electroforesis capilar
(Swerdlow et al., 1990) Un ejemplo en particular de este método, es el proceso realizado

por los 96 capilates en paralelo operados por el secuenciador ABI 3700 ™ (Fig9).

La cuarta herramienta requerida en cualquier analisis genémico y de secuenciacion
genomica es el hardware y el software. Es decir, computadoras y programas que permitan
ensamblar, anotar y analizar enormes cantidades de datos obtenidos a partir de la

secuencia final.

Gracias a estas herramientas de secuenciacion rapida y a gran escala; la decodificacion de
ADN y su organizacion ha ido incrementando exponencialmente durante la ultima

década. La secuenciacion por shot gun, la electroforesis capilar, el software de



ensamblaje y prediccion, y las computadoras de ultima generacion, son considerados en
conjunto como las innovaciones tecnologicas que revolucionaron la era genética y

promovieron la evolucion a la era genémica.



CAPITULO 2 - OBJETIVOS

Objetivo Principal

El objetivo principal de este trabajo de investigacion es el secuenciar, ensamblar y anotar la
informacién de ADN contenida en los once fésmidos que traslapan parte del locus de
Fusién /Histocompatibilidad, Fu/HC.

Objetivos Secundarios

Los objetivos secundarios tendran como meta hacer 1til la informacion aqui reportada, con el
fin de proveer informacién indispensable para asi desarrollar futuros analisis de genémica
comparativa, con el propésito de responder las siguientes hipotesis y preguntas.

1. ¢Existe alguna relacién evolutiva entre los genes del Fu/HC y los genes del
MHC?. ¢Existe algin ancestro en comun para ambos? Si esto es cierto, cabe
alguna posibilidad de que las funciones principales de estos genes sean
conservadas y tengan el objetivo de unit, procesar y/o presentar péptidos en la
supetficie celular? Sino existe relacion alguna entre el MHC y el Fu/HC, ¢:De
qué familia de genes forma parte este locus de Fusién/histocompatibilidad?

2. ¢Las similitudes entre el MHC y FuHC son homologas en secuencia o en
funcién?

3. ¢Existen homologos vertebrados de los miembros de la familia de genes en
Fu/HC, si esto es cierto, ellos tienen alguna funcién de aloreconocimiento?

4. Si el principal objetivo de Fu/HC es el aloreconocimiento mediante el
bloqueamiento de la fusion vascular de organismos no afines y la fusion
vascular con organismos afines. ¢Qué funciones biolégicas son expresadas
mediante el aloreconocimiento? :Son estas funciones utiles para mantener la

individualidad en organismos solitarios i.e vertebrados, si esto sucede, es posible



que la individualidad y la relacién entre organismos afines sea mediada por
homologos de Fu/HC ?

¢Es posible que exista alguna interrelacion entre los genes descubiertos en este
analisis y los genes que forman parte de otros sistemas inmunolégicos y de
histocompatibilidad en otros organismos primitivos o contemporaneose.
¢Coémo se relacionan funcionalmente los genes aqui reportados con el complejo
de Fusion Histocompatibilidad en B.schlosseri?

¢Existe alguna evidencia de la funcién de Fu/HC en el inicio de la inmunidad
adaptativar o Por qué el sistema de aloreconocimiento de Fu/HC esta presente o

no en vertebrados superiores?

¢Existen rasgos unicos en la secuencia genémica de Fu-HC? Existe algun patron
de homologias respecto a la familia de los vertebrados, invertebrados o las

plantas?



CAPITULO 3 - MATERIALES Y METODOS

3.1 Purificacion de ADN y secuenciacion por “shot gun”
de los fésmidos que traslapan Fu/HC en Botryllus
schlosseri.

Las muestras de ADN de B.schlosseri fueron recibidas como insertos dentro de once
fésmidos: subsf-217g15, subsf-533i14, subsf-555i12, subsf-564g21, subsf-568h21, subsf-
532h24, subsf-560b6 subsf-371a15, subsf-557e15, subsf- 53719 and subsf-531d19 . En
fésmidos epicentro en células E. co/i cedidas por el Dr. Anthony W. De Tomaso de la

Universidad de Stanford (Figura.10).

3.1.1 Purificacion de ADN a gran escala
La purificacion del ADN a partir de los fésmidos, fue realizada por el método de lisis

transparente “clear lysed method” seguido por una doble precipitacién de acetato:

El primer paso de la purificacién del ADN tiene como meta aumentar la poblacion
bacteriana con el fin de obtener una mayor cantidad de ADN.

En este paso, se toma una pequefia poblacién de células a partir del cultivo inicial y se
pone en medio LB suplementado con clorafenicol [15mg/ml]. Las células se transfieren
cada 8- 10horas de un sub cultivo de 3 ml a otro de 200 ml hasta llegar a un crecimiento
celular poblacional 6ptimo, para asi lograr una purificacioén eficiente de ADN. Cabe
sefialar que el vector fésmido contiene un gene de resistencia a cloramfenicol, el cual
confiere caracteristicas selectivas a las células sobrevivientes mismas que contendran el
tosmido y por consiguiente, el ADN a extraer. Después del cultivo nocturno, las células
fueron cosechadas por centrifugacion a 5000 rpm por 30 min en una botella de 500 ml.

El pellet obtenido se congelé a una temperatura de -70C por 30 minutos.

Las células del pellet obtenido del cultivo de 200 ml fueron descongeladas y



resuspendidas eficientemente en 8 ml de EDTA 10 mM, pH 8.0.

Esta resuspension se realizé haciendo uso de una pipeta de 10ml, pipeteando con
cuidadosamente hacia arriba y hacia abajo. En este paso las células fueron resuspendidas
completamente. Después de mezclar cuidadosamente, la soluciéon fue incubada a

temperatura ambiente por un periodo de 5 minutos.

Para separar el ADN de membranas y otras substancias celulares, se adicioné a las células
previamente resuspendidas una mezcla de 16 ml de solucion de lisis alcalina (0.2 N
NaOH and 1% sodium dodecyl sulphate, SDS). Después, se revolvié lentamente dicha
solucién junto con las células resuspendidas, hasta volverse homogénea. Posteriormente,
se incubo durante 5 minutos en hielo. Todo con el fin de separara el ADN de las
membranas celulares. El paso completo debe ser terminado en un periodo no mayor a

10 min.

Nota: NO agite ni incube la mezcla mas de 10 min en todo el proceso. Sino se hace
caso a esta indicacion, la contaminaciéon de ADN genémico de E. co/i aumentara

contaminando el ADN fosmidico, disminuyendo radicalmente la eficiencia del proceso.

Primera precipitacion por acetato.

Inmediatamente, 12 ml de 3 M KOACc frio fueron adicionados y mezclados
cuidadosamente al mover delicadamente varias veces la botella que contiene la mezcla.
Una vez terminado este paso, la solucién fue incubada en hielo durante 45 min o
almacenada en el ultra congelador a una temperatura de -20 o -80 C toda la noche. El
congelar la mezcla en esta etapa, da como resultado un pellet mucho mas compacto y por

consiguiente una preparacion de ADN final mucho mas limpia.

Nota. No agite la solucion. Si agita la solucion en vez de moverla cuidadosamente, el
ADN se fragmentara y la contaminacioén por E.co/i aumentara. Promoviendo asi, un
incremento en la contaminacion del vector pUC pues la fragmentacion del ADN
provocara un aumento en la cantidad insertos cortos . Si no se sigue esta recomendacion

esto provocara una ineficiencia neta de todo el proceso.



El lisado celular fue limpiado de el complejo precipitado de SDS, proteinas, membranas
y ADN cromosomal mediante la una centrifugacion a 10,000 rpm por 15 minutos a 4
grados C en la ultra centrifuga RC5-B usando el rotor GSA. Antes de recentrifugar la
muestra, el sobre nadante claro, fue filtrado a través de una doble capa de gasa. Esto con
el fin de remover cualquier material flotante. Una vez hecho lo anterior, una
centrifugacion adicional es llevada acabo, con el fin de asegurar que todos los fragmentos

insolubles fueron removidos.

El sobre nadante transparente, fue transferido a una botella de 250 ml, esto se hace
proporcionalmente en funcién del cultivo original de 200 ml. Entonces, se adiciona un
volumen igualmente proporcional de isopropanol al volumen del sobre nadante. Esto
con el fin de precipitar el ADN. Una vez terminado este paso se incuba la mezcla por 5
min y se centrifuga la muestra a 5,000 rpm por 15 minutes haciendo uso de la centrifuga
RC5-B usando el rotor GSA nuevamente. Una vez que se precipita la muestra, el sobre

nadante es decantado y eliminado, y el pellet conservado.

Una segunda precipitacién por acetato fue realizada al disolver rapida pero
cuidadosamente el pellet de ADN con una mezcla de 6 ml de 10:50 TE (10 mM Tris-
HCI, pH 7.6, 50 mM EDTA, pH 8.0). Una vez que el pellet fue disuelto entonces se
adicionaron 1.8 ml de 7.5 M KOAc dentro de cada botella, mismos que fueron
transferidos a un tubo Sorval de50 ml . Nota: La solucién de 7.5 M KOAc fue usada sin
ajuste de pH).

Después de mezclar, la solucion fue congelada hasta solidificarse a-70 C. Esto toma
alrededor de 30 min. Pero tipicamente se congela toda la noche.

Para purificar el ADN del ARN, se efectud el siguiente tratamiento con la enzima
ribonucleasa. Para reducir la cantidad de RINA presente en la preparacion final del ADN
perteneciente al fésmido. Después de descongelar la solucion fue centrifugada a 10K
rpm por 10 minutos usando el rotor SS34.

El sobre nadante de cada tubo fue transferido a un tubo Corning de 50 ml(libre de
DNAsas). Después de que el sobre nadante fue transferido la RNAsa se adicioné hasta
llegar a una concentracion final de 100 ug/ml, ademas también se hizo lo mismo con

RNasaT1 a una concentracién final de 40 ul/100 ml, entonces la solucion de RNasa fue



incubada a bafio marfa de 37 C por una hora.

El ADN fue precipitado al adicionar en cada tubo etanol al 95%. Después de mezclar
invirtiendo los tubos estos fueron encubados en un bafio de hielo por 15 minutos. El
ADN fue entonces compactado en un pellet gracias a la centrifugacion que se efectud a
3000 rpm por 30 min en una centrifuga Beckman GS-R. Entonces cada pellet fue lavado
de las sales remanentes con 30ml de etanol al 70%. Mismo que fue secado en una
bomba de vacio por 30 min. Una vez secado cada pellet fue disuelto en 210 ul de ddH,O
pipeteando arriba y abajo, se almaceno a 4 C toda la noche con el fin de asegurar una
completa disolucién de las moléculas de ADN de alto peso molecular. Finalmente, se
estimo la concentracién de ADN al analizar 10 ul mediante una electroforesis en gel de

agarosa. Una preparacion de ADN por este método produce aproximadamente 150 ug

de ADN por 200ml del cultivo original.

3.1.1.1 Electroforesis en Gel de Agarosa
Un gel de agarosa al 1.5% fue preparado para examinar la calidad y cantidad del ADN

Este gel fue preparado para verificar la calidad y la cantidad obtenida de la preparacion
de ADN. Para esto se afiadieron 1.5 g de agarosa estandar a 1X TAE obteniendo un un
volumen final de 150 ml dentro de un frasco de 500ml . La solucién al 1.5% la
solucion de agarosa fue calentada en un microondas de 2 a 3 minutos mientras la agarosa
se disolvia completamente. Después, 25 ul de 5 mg/ml de bromutro de etidio (EtBr)
fueron agregados. Una vez que se mezclo el gel, este se vacié en un molde de vidrio
donde se dejo de 20 a 30 minutos para solidificarse.

Nota: Debido a las propiedades teratogénicas del EtB es importante utilizar guantes para
evitar el contacto. Una vez que 1.5% de gel de agarosa fue preparado, se cargd cada pozo
del gel con 10 ul de ADN y 1-2 ul de colorante de colorante de ADN. También, se
adicionaron 3 ul de una mezcla de marcadores de peso molecular (Lambda Hind III y
HAE). Después, la muestra del ADN fue corrida en la camara de electroforésis a 20

mA por 30 min. Finalmente, se tomé una fotografia del gel bajo luz UV (Figura.10).

3.1.2 Construccion de librerias gendmicas y secuenciacion por
shotgun.



La secuenciacién por Shotgun requiere de fragmentar fésmidos en insertos tipicamente
de entre 2 y 4 kb, y de reparar sus extremos incompletos “blunt ends”para hacerlos
accesibles a ser insertados en vectores. Los insertos fueron fosforilados en el extremo 5’
antes de ser ligados al vector. El vector recombinante usado en este proyecto fue pUC18
mismo que fue tratado con la enzima de restriccion Smal con el fin de generar extremos
incompletos y de-fosforilados para impedir la recircularizaciéon espontanea del vector

(Amersham 27-4860-00).

3.1.3 Shotgun

El ADN purificado es literalmente fragmentado por una escopeta... Dos métodos

alternativos fueron usados con el objetivo de fragmentar fisicamente el ADN

(Figura. 11)

3.1.3.1 Nebulizaion

Es un método de fragmentacién aleatoria que consiste en aplicar gas nitrégeno en un
Nebulizador IPT (Medical Products, Inc., Chicago) a una mezcla de ADN glicerol, y
dd H,O. A una presion de 8.5 p.s.i. por 2.5 minutes. Para obtener como resultado

fragmentos de un tamano promedio de 2 Kb — 4 Kb (Figura. 11b).

La Nebulizacién fue realizada al disolver entre 100-200 ug de ADN en 2.5 ml de glicerol
estéril en agua des-ionizada (v/2) al 50% en un nebulizador IPI puesto dentro de un bafio
de hielo seco y etanol a -15 ° C. El nitrégeno fue introducido por la parte superior de el
nebulizador a una presién apropiada por dos y medio minutos. El flujo de gas causa que
la solucion pase a la camara superior del tubo lo cual ocasiona su dispersion para después
salpicar sobre una pequefia profusion plastica para después generar

Pequefas gotas de ADN fragmentado. La soluciéon de ADN una vez fragmentado, fue
dividida en cuatro tubos de 1.5ml (0.5ml de solucién /tubo) y los fragmentos de ADN
fueron precipitados al adicionar dos volimenes de una solucién de acetato y etanol
(95%ethanol/0.12M acetato de sodio). Después de que los fragmentos de ADN fueron

precipitados y recolectados por centrifugacion, el pellet fue lavado de los residuos de sal



usando etanol al 70%. Después el pellet fue secado y finalmente resuspendido en 30 ul

de ddH,0.

Nota: El tamano de las gotas y por igual, el tamafio de los fragmentos de ADN son
inversamente proporcionales a la presion aplicada. Entonces, un incremento en el
tiempo y presion durante la nebulizacion, ocasiona fragmentos de ADN cada vez mas

pequenos.

3.1.3.2 Hidro fragmentacién “Hydroshear”

Este proceso automatizado de fragmentacion aleatoria de ADN es realizado por un
aparato llamado Hydroshear, patentado por Gene Machines ™. Esta maquina
fragmenta el ADN dependiendo de la velocidad con que este pasa por un filtro (Figura.
11a). La fragmentacion del ADN es efectuada al adicionar 100 ul de una solucién de 200
ug en la maquina Hydroshear. De esta manera el ADN pasa a través de un filtro de

fragmentacion por alrededor de 20 veces a una velocidad de nivel 11.

Ambos métodos de fragmentacion; Nebulizacién e Hydroshear haciendo uso de las
especificaciones descritas previamente cortan fragmentos de ADN de entre 2-4 kb en

promedio.

3.1.3.2 Reparacion de extremos.

Los fragmentos generados de la nebulizacion y/o de la hidro-fragmentacion, fueron
reparados “end-repaired” y fosforilados al tratarlos con 2ul del fragmento de Klenow de
a ADN polimerasa y lul de una polynucleotido T4 kinasa despues se adicionaron 5ul
de un buffer de Kinasa a una concentraciéon 10X (500mM Tris-HCI, ph7.6, 100mM Mg
Cl,, 10mM DTT, y 50ug/ml BSA), 5ul de 10mM rATP, y 7ul of 0.25 mM dNTPs. La
reaccion fue incubada por 30 minutos a 37°C. Una vez transcurrido este periodo de
tiempo, la reaccién fue parada al adicionar 10ul de buffer de cargada (0.02%

bromophenol blue, 5mM EDTA, pH8.0, 50% glycerol).



3.1.3.4 Seleccion de insertos por tamafio

Una vez reparados los extremos de los fragmentos de ADN, fueron cargados en un gel
de agarosa de bajo punto de fusién al 1% en paralelo con una mezcla de marcadores de
peso molecular (Hindlll-treated A-ADN mezclado con Hael-treated ¢X174-ADN de
Gibco BRL) (Figura. 11). Después de la electroforesis, se cortaron las bandas de entre 2-
4kb con navajas estériles. Asi, estos fragmentos fueron cortados y puestos en tubos de

1.5 ml para micro centrifugar, después se congelaron a -70°C por al menos 30 min.

Después el ADN se extrajo de los fragmentos en gel por medio de una centrifugacion
haciendo uso de una micro centrifuga a 13,000 rpm por 5 minutos. Esto con el fin de
separar la azarosa del sobre nadante conteniendo los fragmentos de ADN. Los
fragmentos del sobre nadante fueron transferidos a un tubo para micro centrifuga de
1.5ml. Esta técnica llamada de congelar y exprimir “freeze and squeeze” fue repetida al
menos dos veces mas o hasta que hubiese sido separado el sobre nadante por completo.
Una vez separado el sobre nadante y desechada la agarosa , se agregé Etanol y acetato de
sodio al (95% ethanol/0.12M Acetato de sodio) al sobre nadante con el fin de precipitar
los fragmentos de ADN, a este paso lo sigui6 una centrifugacion en el cuarto frio por
30min a 13,000rpm con el fin de obtener un pellet de ADN. Una vez que se obtuvo un
pellet de ADN, este fue lavado dos veces usando 1ml de etanol al 70%, después este fue
secado y disuelto en 15ul de agua estéril, destilada y des-ionizada. Posteriormente la

solucion fue almacenada a -20°C.

3.1.4 Subclonacién de insertos y transformacion

Después se usan 5ul de la solucion de ADN fragmentado y reparado, con el fin de
observar su calidad y concentracion final. Para tener este conocimiento se corre la
muestra en un gel de azarosa al 1% agarose gel. Posteriormente se realizan una serie de

reacciones de ligacién de acuerdo a la siguiente tabla:



1x 2x 4x Ox
Fragmentos de ADN 1ul 2ul 4ul 6ul
pUC18 (10ng/ul) 2ul 2ul 2ul 2ul
Ligation buffer lul 1ul 1ul lul
ddH,O 5ul 4ul 2ul Oul
T4-ADN Ligasa 1ul 1ul 1ul 1ul
(400U /ul)

Tabla2. Series de reacciones de ligacion.

Las reacciones de ligacion fueron incubadas a 4°C por un lapso de 24-48 horas.

Después de la reaccion de ligacion, se agregaron 2 ul de cada reaccion de ligacion en 40
ul de células electro competentes de E.co/s X1L1-Blue MRF las cuales se usaron para
transformarlas usando un electroporador (Bio-Rad E.co/i Pulser). La electroporacion fue
realizada al poner la mezcla de ligacion y las células competentes en un recipiente para
electroporar (cuvette). Antes de someter las células y el ADN a un pulso eléctrico de
2.5KV por 5 microsegundos a 4°C se debe cerciorar que no haya burbujas en el mismo,.
Después de tal pulso eléctrico, las células son inmediatamente diluidas en 1ml de medio
YENB frio (7.5 gramos de Bacto Yeast Extract, y 8 gramos de Bacto Nutrient Broth
llevado a 1 litro disuelto en agua destilada y esterilizada). Una vez puesto el YENB, la
muestra se pone las células se ponen a recuperar en una incubadora a 37°C por 30
minutos, siendo agitada a 250 rpm. Las células transformadas entonces se colectan por
centrifugacion a 2500 rpm por 5 minutos y se resuspenden en 200ul de medio YENB
fresco suplementado con 30 ul de (25mg/ml 5-bromo, 4-chloro, 3-indolyl,Beta D
galactoside) (Xgal;Sigma B-4252) y 30ul de 25mg/ml de isopropyl thiogalactoside
(IPTG;Sigma 1-5502). E1 IPTG fue incluido como un inductor del operédn de lac , un
analogo de galactosa el cual no puede ser fragmentado por la enzima Beta-galactosidasa
dando como resultado la formacién de un color azul intenso cuando el inserto no se une
al vector recombinante y por tanto no se obstruye el gene marcador. Posteriormente, los
130 ul de las células resuspendidas fueron plaqueadas en cajas de petri de plastico de 10
cm de didametro conteniendo 20 ml de LB agar suplementado con 100ug/ml ampicilina.

Asi, las células fueron incubadas a 37°C por 18 horas. Las colonias blancas se



cosecharon usando el robot cosechador de colonias Flexis (Flexys colony picker ™,

dentro de los 1.5 ml de TB broth (12 grams of Bacto-tryptone, y 24 gramos de extracto
de levadura fueron llevados aun volumen de 900 ml con agua destilada, esterilizado y
enfriado. Entonces, 100 ml de 10X TB sales (2.31g KH,HPO, estéril y fri6) fueron
adicionados hasta producir 1 litro de TB broth adicionado con sales. Entonces se
adicioné ampicilina en una concentracion final de 100 ug/ml a la solucién TB broth con
sales, asi 200ul de este medio de cultivo a cada uno de los 384 pozos de la placa “384-
well flat bottom microtiter plate” (NUNC #242757). Ademas unas pocas docenas de
colonias fueron cosechadas en una placa extra de 96 pozos que contiene 200 ul de medio
de cultivo, esto con el fin de reemplazar el contenido de los pozos en los que no hubo
crecimiento bacteriano. Después de la inoculacién de cada pozo, con colonias
individuales, las placas fueron incubadas en la incubadora HiGro “HiGro incubator
(Gene Machines, Inc.)”, por un periodo de 22 horas a 37 grados C con agitaciéon a 520
rpm. El flujo de oxigeno fue programado para comenzar 3.5 horas de haber iniciado la
agitacion, accionando asf un mecanismo que permitiera un flujo de oxigeno de 0.5
segundos cada 0.5 minutos. Después de la incubacion, las células fueron recolectadas

por centrifugacion a 2500 rpm durante 10 minutos y congeladas a -80°C.

3.1.5.1 Aislamiento semi-automatizado y automatizado de templados de ADN para
secuenciar

Dos métodos fueron desarrollados para purificar templados de ADN i.e. sub clonas,
durante el curso de esta investigacion. El primero es semi-automatizado y utiliza el robot
para manejar liquidos “hydra” asi como un agitador manual.

El segundo es automatizado y utiliza el robot Zymark ™.

31.5.2 Aislamiento semi-automatizado de subclona de ADN

Después de que las células fueron cosechadas, recolectadas y congeladas, en placas de
384 pozos, se adicionaron 60ul de una solucién de TE-RNase (50mM Tris-HCI,
pH7.6,0.5 M EDTA-Na, 40ug/ml RNase A and 0.04U/ul RNase T1) usando el Hydra
™

(Robbins Scientific, Inc.). Los pellets de las células fueron disueltos y las placas fueron

colocadas en un agitador de mesa a una velocidad de 7. Después de 10 minutos de



agitacion fueron adicionados 60ul de buffer de lysis buffer (1%SDS, 0.2M NaOH) y las
placas fueron incubadas en el agitador a una velocidad de 4, por 30 minutos. Entonces,
se adicionaron 60ul de (3M KOAc en un volumen total de 1 LL ajustado a un pH de 4.5
con acido acético) y las palcas fueron incubadas a 37°C agitandose a 350rpm por 20
minutos, finalmente se congelaron a -70°C durante toda la noche. Después de haber
sido congelados toda la noche, las placas fueron centrifugadas por 30 minutos a 3000rpm.
Posteriormente, se transfirieron 60ul del sobre nadante resultante en cada pozo de una
nueva placa de 384 pozos. Ademas, se adicionaron 130ul de etanol al 95% usando el
Hydra, esto con el fin de precipitar el ADN. Las placas fueron centrifugadas a 3200rpm
por 30 minutos, el sobre nadante fue decantado, y los pellets lavados con 140ul de etanol
al 70%. Después de una nueva centrifugacion a 3200rpm por 10 minutos, y de haber
decantado el exceso de etanol, el ADN fue secado en una camara de vacio y disuelto en

50ul de dd-H20, mismo que fue evaluado por electroforesis en un gel de agarosa el 1%.

3.1.5.3 Aislamiento automatizado de subclonas usando el robot Zimark

La primera etapa del protocolo automatizado de aislamiento de ADN (pasos 14 a 21)
fueron hechos usando el mini-Stacatto. Esta maquina contiene dos unidades: el robot
Twister II que contiene un brazo robético el cual mueve las placas de 384 pozos de las
columnas de almacenamiento montadas sobre el Twister II. La segunda unidad es el
Sciclone la cual es una estacion capaz de manejar liquidos haciendo uso de un pipetor de

384 canales y de cuatro agitadores magnéticos.

El aislamiento automatizado de subclonas de ADN fue realizado usando el robot
Zimark, mismo que fue programado con las 6rdenes contenidas en el sitio web

(http:/ /www.genome.ou.edu/Zymark_384_well_isolation.html)

3.2 Condiciones de los ciclos de secuenciacion

La secuenciacion fue realizada usando el kit terminador “BigDye” (PE Applied

Biosystems cat.#430151), el cual contiene un buffer de Taq polymerasa (composicion



desconocida), AmpliTaq FS ADN polymerasa, los cuatros dNTPs, y los cuatro
terminadores dideoxinucleotidos marcados con cuatro fluoréforos. La enzima Ampli Taq
contiene dos modificaciones, una delecion en el N-terminal, la cual elimina la actividad
de edicién 5-3’ de la enzima, lo cual permite una mayor procesividad, y una mutacion de
fenilalanina a tirosina en el sitio activo, el cual incrementa la afinidad por los nucle6tidos
terminadores marcados con fluorescencia. Cada terminador esta unido a marcadores
fluorescentes, una fluoresceina derivativa (donor dye) conectada a una dRhodamina-
derivativa (aceptor dye). La fluoresceina derivativa puede ser excitada por un laser i6nico
de argén contenido en el secuenciador de ADN de PE Applied Biosystems. La energia
emitida del primer fluoréforo en cambio excita los electrones de el aceptor de
dRhodamine el cual emite luz que es identificada por un detector PMT en el abi-377 o
una camara ccd en el abi-3700, cuando regresan a su estado original. Los fluoréforos
aceptores derivativos de dRhodamina, dR6G,dROX, dTA<ARA, fueron unidos a dR110
por ddATP,ddCTP,ddTTP, y ddTTP respectivamente.

Aproximadamente de 150-200 ng de templado de ADN. 1ul de 13uM de iniciador
universal anverso “ primer universal forward” (GACGTTGTAAAACGACGGCC) o
iniciador universal reverso “primer universal reverse”
(CACAGGAAACAGCTATGACC), dimetilsulfoxido (DMSO) a una concentracion final
de 5% (V/V) y 2ul del kit de reaccién premix Big Dye™ que contiene AmpliTaq FS,
pirofosfatasa termoestable, dATP, dCTP, dTTP (100uM cada uno), dITP (500uM),
ddATP, ddCTP, ddTTP, y ddGTP (~0.11uM cada uno) a una concentracion final de
1/2"1/16™, 0 1/20™ de lo recomendado por el proveedor fueron adicionados a cada
pozo de la placa para termocilar de 384 pozos (Robbins Scientific, Inc, cat #1047-00-0).
Las reacciones entonces fueron termocicladas por 60 cycles de desnaturalizaciéon a 95 °C
por 30 segundos, alineamiento “annealing” a 50°C por 20 segundos y extension a 60°C

por 4 minutos.

3.2.1 Eliminacién de terminadores no incorporados

Los terminadores no incorporados y las sales de buffer fueron removidos de las
reacciones de secuenciacion mediante precipitacién por etanol. En este caso, se

adicionan 10ul de dd-H2O a cada pozo en la placa para termociclar llevandolo a un



volumen final de 20ul, ademas, fueron adicionados dos volimenes (40ul) de etanol-
acetato a 95% a cada pozo. Entonces, la placa de termociclar fue centrifugada a 3200rpm
por 30 minutos. Después, el acetato de etanol fue decantado, los productos precipitados
de la reaccién fueron lavados con 100ul de etanol al 70% y centrifugados por 10 minutos
a 3200rpm. Después de decantar el etanol, las placas fueron secadas a temperatura
ambiente y almacenadas a menos -20°C hasta estar listas para ser cargadas en el

secuenciador.

3.2.2 Secuenciacion

Los productos de secuenciacién por shotgun fueron eletroforeticamente analizados ya
sea en el secuenciador por gel ABI PRISM 377 o en el secuenciador de capilares ABI
PRISM 3700 (Figura.9). Para el ABI PRISM 377, se prepare acrilamida al 5.3% (FMC)
conteniendo 8 M de urea. LLa mezcla fue vertida en vidrios de cristal de 48 cm de baja
fluorescencia separados con espaciadores de 0.2mm. Después de la polimerizacion, cada
muestra fue disuelta en 1 ul de buffer de cargada (0.02% azul dextrano, 0.2 mM EDTA
en formamida desionizada) y cargado en cada pozo. Entonces, la electroforesis fue
realizada a 2.5 kV y 52 grados C por 10 horas en buffer 1X TBE (10.8¢ Ttis, 5.5 g acido
boérico, y 8.4¢ EDTA en un volumen total de 1 litro). Para el ABI PRISM 3700 los
capilares fuerin automaticamente rellenados con una mezcla de gel fluido POP-5 (ABI,
Inc., Performance Optimized Polymer type 5 cat.# 4313087) y las reacciones fueron
electro-cinéticamente inyectadas después de haber sido disueltas en 20ul dd-H2O. La
electroforesis fue realizada a en 6.5 Kv por 2.5 horas. Debido al pequefio diametro
interior de los capilares (50um), el gradiente de temperatura dentro del tubo es
minimizado y la disipacién del calor es rapida, lo que permite la aplicaciéon de un campo
eléctrico elevado. Los datos fueron recolectados automaticamente y analizados usando el
llamador de bases ABI, “ABI base caller” en una computadora Macintosh (para el
ABI377) o una computadora Dell-PC (para el ABI3700). Los datos entonces fueron

transferidos a una estacién de trabajo SUN basada en el sistema Unix.

3.2.3 Ensamblaje de secuencias

El ensamblaje de datos y el alineamientos de contigs fueron realizados haciendo uso del



softwate llamador de bases Phred/Phrap y del software de ensamblaje Consed
desarrollado en la Universidad de Washington por Phil Green (Ewing B et al. 1998). Los
datos recolectados de los secuenciadotes fueron transferidos via el protocolo de
transferencia de archivos (ftp) hacia el directorio de proyectos en la estacion SUN. Ahi,
los cromatogramas generados por los secuenciadotes por cada reaccion de los
secuenciadores, mejor llamados archivos traza “trace files”, fueron analizados por el
software Phred (Ewing B et al. 1998). Phred escribe el formato de la secuencia en forma
de bases y asigna valores de calidad a cada base a traza para generar archivos de salida
“output files” en el formato PHD que a su vez es transferido al software Phrap para su

ensamblaje (Gordon et al. 1998).

Phred analiza los datos para en principio determinar donde estarfan centrados los picos
de fluorescencia y calidad. Si no hubiese compresiones u otros factores alterando los
picos de sus locaciones calculadas teéricamente (Figura. 13). Entonces, este examina
cada traza hasta encontrar el centro real o en su defecto que los picos observados tengan
relacion con los picos detectados en el segundo paso con la localizacién de los picos
predichos encontrados en el primer paso (Ewing et al., 1998 7,8). Finalmente, Phred
evalua las trazas que rodean cada base llamada, usando parametros de valores de calidad
para cuantificar la calidad de la traza (Ewing et al. 1998). El valor de calidad (QV) es
relacionado a la probabilidad del error de la base llamada (P_e) por la férmula:

QV=-10 *log_10 (P_e).

Phred usa los datos de un archivo de parametros quimicos llamado phredpar.dat con el
objetivo de identificar los datos del iniciador “primer”. Esta informacion es escrita
entonces dentro de archivos PHD individuales llamados de acuerdo a cada archive traza
original y pasados a su vez al programa de ensamblaje Phrap (Ewing etal. 1998). Asi, a
partir de los archivos PHD, son creados los archivos Fast A, los cuales contienen el
formato de la secuencia expresada en bases. Estos son usados por el programa
cross_match para filtrar y separar la secuencia del vector. Este programa compara la
secuencia obtenida de Phred con las secuencias en “seqs_fasta”. Phrap (Programa de
ensamblaje de fragmentos), utilize los datos generados por PHred para ensamblar las

lecturas y generar secuencias consenso contiguas integrando a su vez puntajes de calidad



corroborados por Phred para finalmente construir secuencias consenso o contigs
(Figura. 14). Esto a su vez puede ser visto y editado por Consed, un programa para

visualizar Phrap (Figura. 15). (Gordon etal. 1998).

Consed, es un programa utilizado para ver y editar de manera interactiva los ensamblajes
generados por Phrap y los archivos resultantes del ensamblaje por Phrap con elm fin de
crear una representacion interactiva de los datos (Figura. 15). La interfase grafica de
Consed consiste de la secuencia consenso de cada contig mostrando las lecturas
individuales que las componen. Las lecturas individuales son ligadas tanto a los archivos
traza del cromatograma de fluorescencia generados del secuenciador de ADN, como a
loas archivos de calidad generados por Phred (Gordon et al. 1998). Los dltimos, son
representados con esquemas de colores diferentes; las representaciones de alta calidad
son vistas con un fondo blanco y letras mayusculas. De manera tal que la calidad
disminuye conforme el fondo se obscurezca y las letras se hagan minusculas.
Adicionalmente, Consed presenta los datos de las secuencias repetidas, representadas por
diferentes tonos de verde, los cuales pueden ser ligados directamente a repetidas
presentes en diferentes contigs (Gordon et al. 1998). Las discrepancias de alta calidad
pueden ser representadas con un color rojo, el cual puede indicar clonas quiméricas, las

cuales pueden ser ligadas a diferentes contigs.

3.3 Rellenamiento de huecos “Gap Closure”

3.3.1 Caminata de iniciadores “Primer- walking” — Clonas de
insertos grandes

El principio detras de la caminata de iniciadores “primer walking” es usar secuencias de
clonas con insertos grandes generadas usando iniciadores universales anversos y reversos
con el fin de delimitar clonas con un potencial de ser traslapadas y unidas de manera tal
que sea posible cubrir cualquier hueco entre los contigs que se encuentren en la secuencia
ensamblada. Las secuencias repetidas estan cominmente presentes en las regiones
flaqueadas por los huecos. El programa de ensamblaje Phred ensambla de manera
incorrecta estas regiones ya que traslapa las secuencias repetidas dentro de las secuencias
contiguas acortando la secuencia original o ensamblando incorrectamente las regiones

que flanquean diferentes copias de secuencias repetidas. Este programa traslapa clonas,



lo cual permite crear puentes de secuencia para que finalmente los huecos sean
rellenados. Esto se realiza gracias a una sintesis de iniciadores selectiva la cual tiene el
proposito de hacer que los iniciadores caminen al momento de rellenar los huecos. Este
método asegura que no ocurran ensamblajes incorrectos, pues los huecos son cerrados
haciendo uso de la secuencia de cada clona y sus sucesivas amplificaciones. Los
iniciadores de caminata “ Walking primers” fueron elegidos utilizando el programa
PrimOU, el cual es una adaptaciéon mejorada del programa Primo desarrollado en la
Universidad de Texas-Southwest Medical Center. PrimOU identifica secuencias
iniciadoras unicas las cuales han sido filtradas a partir de las secuencias contiguas de las
cuales se originadas o de todas las secuencias contiguas recolectadas. Dicho programa es
automaticamente activado cuando Phrap termina de assemblar los datos. El output de las
secuencias iniciadoras recolectadas es almacenado como un archivo de texto, el cual
contiene el numero del contig, la direccién y la secuencia del iniciador. Adicionalmente,
PrimOU utiliza el control de calidad que permite asegurar con exactitud la secuencia de
ADN. Una vez realizado esto, los archivos output generados por PrimOU fueron
mandados electronicamente al sintetizador de oligonucleotidos MerMade (Avantec, Inc).
Todos los iniciadores de caminata “walking primers” fueron sintetizados en la version
comercial de un instrumento originalmente disefiado en la Universidad de Texas
Southwestern Medical Centre. El Mermade tiene una capacidad de sintetizar 192
iniciadores en 2 placas con filtros de 96 pozos en alrededor de 16 horas. Este
instrumento es un catalizador que permite el uso extensivo de un sistema de sintesis de
iniciadores a gran escala aplicado al rellenamiento de secuencias de ADN, lo cual permite
un bajo costo (~$1/primer), velocidad, produccién y confiabilidad. Tipicamente, la
sintesis de cada iniciador es producida en una concentracioén de 2 nmole por cada pozo

de una placa de 96 pozos.

3.3.2 Reaccidon multiple en cadena de la polimerasa (MPCR)

Aunque la secuenciacion, el traslapamiento de clonas y el rellenamiento de huecos
usando la estrategia de caminata de iniciadores “walking primers” fue bastante exitosa,
algunos huecos quedaron sin traslapamiento con inserto alguno de subclona o secuencia.

Esto indic6 que el origen de dicho huecos fue debido a una gran cantidad de secuencias



repetidas en estas clonas, las cuales quizas dieron origen a re acomodamientos que
cambiaron la secuencia original. En este caso, los huecos fisicos fueron rellenados
haciendo uso de una estrategia basada en el PCR aunque la técnica de PCR uniplex
empleada con un solo par de iniciadores es muy util, debido a que el orden de los
contigs es conocido. Cuando el orden de los contigs es incierto es de mayor utilidad el
usar la estrategia mualtiple de PCR (MPCR). Este método fue desarrollado
especificamente cuando el orden de los contigs era incierto. Los iniciadores fueron
disefiados a partir de los extremos finales de todo los contigs, los cuales fueron
sintetizados y combinados para el MPCR, usando ADN genémico como molde.
Después de secuenciar los productos de PCR generados, los iniciadores que fueron
producidos a partir de la secuencia, fueron sustraidos sucesivamente para otra ronda de

MPCR.

3.3.3 Secuenciacion de regiones dificiles

Cuando la estrategia de caminata de iniciadores “primer walking” o MPCR no funcion6
como resultado de secuencias altamente repetitivas y dificiles de secuenciar o de
segmentos genomicos ricos en GC, se considero el uso de Seven Deaza. Seven Deaza es
una mezcla de nucleétidos alternativos los cuales contiene menos puentes de hidréogeno
que los nucledtidos comunes. Esta caracteristica disminuye gran parte de la formacion de
estructuras segundarias e incrementa la eficiencia de secuenciacion.
La siguiente mezcla de reaccion fue utilizada cuando este tipo de regiones dificiles fueron
un problema.
1) ADN objetivo (SAP-Exol cleaned PCR 7-deaza-dG
containing product) 4ulPrimer (from mermade) (200 pmoles of primer) 1ul
2) Polyoxyethylenesorbitan monolaurate (1% v/v with stetile double distilled
water)* lul Igepal CA-630 (1% v/v with sterile double distilled water)* Tul
3) BigDye V3.0 (un-diluted)1ul, Final volume 9ul.

Usando el termociclador GeneAmp PCR System 9700, las condiciones de las reacciones



de secuenciaciéon fueron realizadas de la siguiente manera:

95 grados C por 5 minutos,

99 o0 60 ciclos utilizando el siguiente programa de secuenciacion:
1) 95 grados C por 30 segundos,
2) 50 grados C por 20 segundos,
3) 60 grados C por 4 minutos.

3.4 Métodos computacionales y analisis de datos

3.4.1 Andalisis de secuencia

Cuando la cobertura de la secuencia cada fésmido llegd a 6 X, el proceso de anotacion
fue comenzado. Existen tres razones principales para iniciar la anotacion antes de
finalizar al 100% el proceso de secuenciacion. Primero, al llegar a una cobertura de 6X
Alrededor del 95% de los datos utiles de la secuencia han sido obtenidos, permitiendo
una aproximacion bastante precisa de la observacion del contenido génico. La segunda
razon se sustenta en que los datos obtenidos de la anotacién pueden ser utiles para cerrar
los huecos pues ayudan a indicar en que contigs se encuentran porciones de cierto gene.
Finalmente, la cuarta razon es atribuida a que es posible realizar un analisis comparativo.
Alineando los contigs con una secuencia conocida de un genoma relacionado, lo que
permite ayudar a cerrar o rellenar los huecos gracias a que el orden genico puede ser
conservado.

El protocolo basico para anotaciéon preliminar de los once fosmidos que traslapan el
Fu/HC estan ilustrados como diagrama de flujo (Figura. 16). El anilisis de los datos
inicio6 al crear un archivo que contiene todos los contigs de una extensiéon mayor a 2kb.
Esto fue realizado al unir los extremos finales de cada contig de manera aleatoria
mediante 20 N s representando cualquier tipo de base deacuerdo a los cédigos de la
IUB. Los archivos generados fueron sometidos a dos programas buscadores de genes;
FGENESH (Solovyev, 2001,2002 38,39) and GENSCAN (Burge 1998). Ambos
programas fueron usados en vista del hecho de que la prediccion de genes suele ser
variable y complementaria usando ambos. Asi, GENSCAN mostr6 una mayor
sensibilidad al ser capaz de predecir genes no predichos por FGENESH. Sin embargo,

muchas de las predicciones hechas por FGENESH fueron precisas en contraste a las



imprecisiones que GENSCAN solia hacer, pues en ocasiones sobre predecia dando
origen a una estimaciones erréneas de genes pequefios o incompletos.

Los archivos generados por GENSCAN y FGENESH fueron visualizados en Artemis
(Rutherford et al., 2000), o una interfase grafica de secuencias de ADN y una
herramienta de anotacion, la cual permitié exponer las secuencias e identificar los marcos
abiertos de lectura (ORFs) basados en la distancia entre los codones de paro
consecutivos sobre toda la extencién de una secuencia. Ademas, es posible modificar los
parametros de visualizacion generando un zoom positivo o negativo de 100 bases. Los
ORF's entonces fueron analizados por una serie de operaciones controladas a través de
instrucciones o “Scripts” efectuadas por Perl y escritas por Fares Najar y James White.
El primer script se encargé de realizar una visualizacion de los datos obtenidos por
FGENESH y GENSCAN al mismo tiempo. (Figura. 18).

El segundo script realizé busquedas haciendo uso de BLASTX y BLASTP , es decir, de
secuencias potencialmente protéicas y/o expresadas en relacion a cada ORF (Altschul et
al., 1997). Gracias a este script, se filtraron s6lo los mas altos valores E, las mas altas
homologfas de informacién de cada archivo resultado (output file) obtenido por Blast.
Una vez teniendo estos resultados, los archivos se convirtieron del formato Fasta al
formato de EMBL para hacerlos compatibles con el tipo de archivos que utiliza Artemis.
(Figura. 17).

To further analyze the BLASTP homology results, a separate search was performed to
look for conserved domains at NCBI by using Rps-Blast (Figura. 19).

Uno de los objetivos finales de este proyecto de investigacion fue el buscar una molécula
de tipo MHC o un posible receptor membranal envuelto en las primeras etapas del
reconocimiento propio/no propio. Con este objetivo en mente, se realiz6 una busqueda
de proteinas transmembranales, haciendo uso del programa bioinformatica SOSUI
(Mitaku et al. 1998). SOSUI es una herramienta predictiva de proteinas
transmembranales la cual se basa en la secuencia de amino acidos para predecir
estructuras secundarias y proteinas membranales (Figura. 20). La idea basica de
prediccion en este sistema esta basada en las propiedades fisico quimicas de las
secuencias de amino acidos tales como hidrofobicidad y cargas. El sistema usa tres tipos
de prediccién: a) Discriminacion de proteinas membranales de solubles b)Prediccion de

hélices tranmembranales y ¢) Determinacion de regiones tranmembranales helicoidales.



La precision de este sistema, la discriminacion de proteinas membranales, la existencia de
hélices transmembranales y de regiones helicoidales transmembranales es de alrededor de

99%, 96% y 85% respectivamente.



CAPITULO 4 - RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Secuenciacion y anotacion de 11 fésmidos que
traslapan el locus Fu/HC

Durante los dltimos afos, A. W. De Tomaso e Irving Weissman caracterizaron y
mapearon genéticamente el locus Fu/HC. Este locus altamente polimétfico fue
mapeado al identificar inicialmente marcadores genéticos ligados a Fu/HC. Estos
marcadores son llamados “Polimorfismos de longitud de fragmentos amplificados”
(AFLPs) (Vos et al., 1995), los cuales estan directamente correlacionados con los
fenotipos de fusion y rechazo mediados por los ensayos de transplantacion versus una
cepa probando de Fu/HC (Figura. 7) (De Tomaso et al., 1998). Gracias a los AFLPs
polimérficos y otros marcadores en las 725-Mega bases que conforman el genoma de
B. schlosseri, el Fu/HC ha sido delineado en una regién de aproximadamente 1-centi

Morgan (cM). (De Tomaso and Weissman, 2003) (Figura. 6).

Aproximadamente, 500 kb han sido secuenciadas y anotadas dentro de la regién de
Fu/HC delineada en 1cM. Esto incluye los 100kb~ de secuencia completamente
ensamblada y anotada, incluida en los tres f6smidos completamente secuenciados;
subsf-217g15, subsf-371a15 and subsf-531d19 (AC136512;32Kb, AC14085430Kb,
AC140854 30Kb ). Las 400 kb restantes han sido incluidas en ocho fésmidos con un
porcentaje completado de entre 70-90%. Esta secuencia ha sido organizada en 30
contigs (secuencias contiguas) de varios tamafios, mismos que fueron reportados en el
NCBI (Figura. 21).

Actualmente, el segmento contiguo mas grande es de 4.4kb en subsf-555i12. Los contigs
remanentes oscilan entre 2 kb y 3kb.

Una vez ensamblada la secuencia borrador “draft sequence”, fue anotada. Lo que
permitié descubrir genes putativos (Tabla 3) que posteriormente fueron identificados y

localizados fisicamente (Figura. 21).



Cuarenta y cinco genes putativos han sido identificados en en el borrador de la secuencia
ensamblada y anotada. Todos ellos fueron identificados por FGENESH ay /o por
GENSCAN. Sin embargo, solo dieciocho genes fueron encontrados altamente similares
(E<®) a proteinas conocidas. Las cuales tienen el potencial de estar involucradas en
sistemas de histocompatibilidad, procesos celulares, rutas metabélicas y transposicion de
ADN. Ademas, fueron identificadas 6 proteinas con dominios transmembranales los
cuales reportaron valores E “E values” intrigantes, pues dadas las caracteristicas
transmembranales del TCR, Ig, etc. Existe la posibilidad de que estas proteinas tengan

algina funcién en la primer etapa de reconocimiento propio/no propio.

Es posible que seis genes se encuentren directa o indirectamente relacionados a un
sistema de histocompatibilidad.

Una Fosfolipasa A2 la cual tiene un dominio conservado de fosfolipasa, Tres proteinas
desconocidas pero con varios dominios WID40, Una serin threonin kinasa de

espicificidad dual con un dominio conservado de Serin Treonin kinasa.

Adicionalmente, se encontraron siete genes que pueden participar en una variedad de
procesos celulares y rutas metabolicas.

Una GMP syntetasa con un dominio conservado de Glutamino Amidotransferasa y
otro de ATP-asa, una Beta-lactamasa con un dominio conservado de lactamasa, una
Adenyl succinato liasa con un dominio conservado de Adenyl succinato lyasa, una N-
acetyl Neuramato Pyruvato lyasa un dos dominios conservados; Dihydropicolinato
syntetasa y N-acetylneuraminato, Una ubiquinona, con un dominio conservado de
NADH, dehydrogenase y un sitio de acarreamiento de acilos y de union a fosfopantenina
y finalmente un par de proteinas hipotéticas and 2 Hypotetical con una breve

homologfa a proteinas de tipo clatrina.

Cinco elementos genéticos méviles con valores E > 10  fueron identificados en
Fu/HC; dos elementos Tyl-Copia clasificados como retro elementos, los cuales poseen
dominios conservados de integrasa y de Poliproteina, un elemento retrotransponible del
tipo Non L'TR similar a CRI el cual contiene un dominio conservado de reverso

transcriptasa, un elemento transponible del tipo Tip 100 con un dominio dedo de zinc



ZF “zinc finger” y un dominio de transposasa y finalmente una transposasa putativa del
tipo DDE endonucleasa aunada a un dominio conservado PHD del tipo dedo de zinc.
Seis proteinas fueron identificadas con hits limitados pero intrigantes (E>10-"), con
dominios transmembranales pero una con funcién intrigante aunque desconocida en
terminos reales del valor E. La baja homologia probablemente se deba a la calidad de 1a
secuencia en borrador o bien a una prediccion incompleta o a la falta de puntos de
comparacion, es decir, a la falta genomas de organismos marinos completamente
secuenciados.

En este grupo de proteinas con dominios transmembranales se encuentran; Una
pectinerasa con una helice primaria transmembranal, una proteina del tipo Hole con dos
dominios transmembranales, uno con estructura de hélice primaria y el otro de hélice
secundaria, un Acetyl coenzima A carboxylasa con una hélice transmembranal primaria,
una proteina hipotética sin similitud a proteina existente pero con una hélice
transmembranal primaria.

Por otro lado, se encontrd un elemento interesante, un gene putativo similar al factor del
complemento BF/C2 en el pez Medaka , en el cual se localizaron dos hélices primarias
transmembranales (Fig20). Con respecto a estos genes, la homologia real era muy baja
para realizar analisis comparativos fidedignos. Sin embargo, este tipo de analisis se
llevaran acabo, una vez que los “gaps” remanentes sean rellenados completamente.
Cuando esto suceda, habra una re anotacién obligatoria de los genes mencionados en
este parrafo y de esta manera se afirmara o descartara la homologia encontrada en el
presente analisis. Ademas, sera de gran importancia hacer mas analisis predictivos para
saber si las proteinas transmembranales aqui identificadas son secretadas o tienen algin
papel en los eventos de reconocimiento como el de unién a péptidos antigénicos o de

presentacion de moléculas en superficie.
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Tabla 3.Anotacion de once fésmidos que sobrelapane | locus Fu/HC. * Posible contaminacién de Vector.

4.3 No existe evidencia de elementos de inmunidad
adaptativa en el Fu/HC

Los elementos mas representativos del sistema inmuno-adaptativo y por tanto de su

emergencia son: los receptores antigeno-especificos de vertebrados, dentro estos se



encuentra la super familia de las Inmunoglobulinas (Ig) de la cual forman parte los
dominios constantes y variables. Los genes que codifican para los dominios variables
son heredados como segmentos que sufren arreglos somaticos dentro del linaje celular de
los linfocitos, con el objetivo de crear genes variables (V), alternativos y funcionales
(Twonegawa S. 1976). Por otro lado, los dominios constantes que pertenecen a un
numero restringido de moléculas tales como el MHC de clase I y el de clase 11, la
fraccion constante de las Inmunoglobulinas, y los receptores de Células T (TCR). Todas
estas moléculas escenciales en la especificidad y memoria de la respuesta
inmunoadaptativa, solo han sido identificadas en vertebrados ancestrales (vertebrados
con mandibulas) Sin embargo, su origen no ha sido elucidado aun (Figura.l) (Du
Pasquier et al., 2000). El borrador de la secuencia y la anotaciéon de Fu/HC en paralelo
con el analisis genémico de el sistema inmune en C. intestinalis (Azumi et al., 2003) dio a
conocer el primer analisis relativo a los origenes de la respuesta inmunoadaptativa en los
urocordados.

Hasta ahora, en Fu/HC no ha sido identificada molécula alguna que esta directamente
relacionada con el sistema inmuno-adaptativo. Con respecto al hallazgo de elementos de
un sistema inmune ancestral, siete elementos potenciales fueron encontrados; tres genes
modelo codificantes de proteinas con varios dominios WID40, una E3 ubiquitin ligasa,
una Fosfolipasa A2, una Serin Treonin Kinasa y una proteina con dos dominios
transmembranales pero con una baja homologia a la proteina C2-Bf del sistema de
complemento. Aunados a los elementos antes mencionados, se encontraron seis genes
en los que se incluyeron dominios transmembranales. Dentro de estas proteinas, se
encontraron dos que tienen una breve pero intrigante homologia con genes que codifican
para proteinas del sistema de complemento en vertebrados e invertebrados; Bf2/C2 y un
receptor del complemento con dominios de secuencias consenso cortas y repetidas
(SCR) (De Tomaso and Nyholm., 2003).

Hasta ahora no hay estudios funcionales que validen a estos genes como candidatos a ser
receptores y probables elementos durante la etapa de reconocimiento en un sistema
inmune ancestral. Sin embargo, existe la posibilidad de que participen en la emergencia
de la respuesta inmuno adaptativa o de que formen parte de un sistema de
histocompatibilidad ancestral.

Aunque no existe relacién directa de los genes aqui reportados con el sistema inmuno-



adaptativo, pero cabe la posibilidad de que en un futuro sean asociados con este sistema
que hasta ahora sido exclusivo de los vertebrados. Los resultados reportados hasta el
momento, sugieren que el ancestro del MHC o elementos relacionados con la
emergencia del sistema inmuno-adaptativo faltan por ser confirmados. Sin embargo, es
probable que mas de estos elementos sean encontrados en e futuro dentro del segmento
hasta ahora no caracterizado de Fu/HC, o en otro segmento del genoma de B.schlosseri o

bien, en otro invertebrado cordado y colonial(Figura 1).

4.2 Regiones sinténicas del Fu/HC con el MHC

A través de busquedas metddicas utilizando Blastn y Locus Link y mediante el uso de
los modelos génicos descritos en la tabla 3. Fue posible analizar la posible existencia de
una region sinténica del Fu/HC en el genoma de cualquier organismo vertebrado o
invertebrado. A la fecha, no se ha encontrado ningunos de esos genes ligados o
relacionados. Ademads, tampoco se ha encontrado region sinténica de Fu/HC a los genes

del MHC.

4.3 ¢ Existe algun gene en Fu/HC envuelto en reacciones
inflamatorias durante el aloreconocimiento?

En los mamiferos, la inflamacion es iniciada por la hidrélisis de fosfolipidos
araquidonicos efectuada por la fosfolipasa A2, ocasionando la subsecuente separacion del
acido araquidonico. Las prostaglandinas y los leucotrienos los cuales son responsables de
varios efectos inflamatorios, son subsecuentemente sintetizados a partir de aciso
araquidonico por cicloxigenasas y lipoxigenasas. La fosfolipasa A2 modula
positivamente la respuesta inflamatoria (Gabay, 2001). Esta enzima es un proteina
positiva de la fase aguda “positive acute phase protein” y parte de la respuesta sistémica

de la fase aguda “systemic acute phase response”. Tal y como sucede con el genoma de



4.5

C. intestinallis el cual contiene varios modelos de genes que potencialmente codifican
homologos, mamiferos de la fosfolipasa A2 (Azumi et al., 2003). El locus Fu/HC
contiene una fosfolipasa A2 misma que posee un dominio conservado de fosfolipasa. Es
importante mencionar que cuando dos colonias de B. schlosseri incompatibles en Fu/HC
locus se funcionan, se acciona un respuesta de aloreconocimiento. Este evento de
reconocimiento propio/no propio es caractetizado por rechazo vascular e inflamacion
(Scofield et al., 1982). Entonces la fosfolipasa A2 codificada por Fu/HC probablemente
sea la responsable de iniciar la respuesta inflamatoria como resultado del

aloreconocimiento.

Elementos genéticos moviles en plantas en Fu/HC

Con respecto a la situacion geografica de B. schlosseri (en el mar), se encontr6 de
manera inesperada que al menos dos elementos transponibles homoélogos en plantas

(en la tierra) fueron encontrados en Fu/HC.

Cabe sefalar como hecho particular que los elementos genéticos méviles encontrados
en B.schlosser: estan directamente relacionados con elementos transposones de
Arabidopsis thaliana, Zea mays y Oriza sativa. Resulta interesante que estos elementos
moviles no posan relacion filogenética o geografica ya que la relacion a pesar de la
distancia filogenética es algo no comun. Una posible explicacion a este hecho es la
transferencia horizontal , esta se da gracias a la promiscuidad comin en la gran
mayoria de los elementos genéticos méviles. Por el contrario, es interesante hacer
notar el hecho de que un anilisis previo al genoma de Ciona intestinallis
(Simmen,2000), considerada como otra ascidea marina con una relacién evolutiva
estrecha a B.schosseri, fueron detectados elementos genéticos méviles ie. Transposones
y retrotransposones. Como era de esperarse, estos elementos fueron directamente
relacionados con vertebrados e invertebrados marinos y terrestres tales como;
C.elegans, Anopheles gambieae, Zebra fish, Puffer fish, Fugu rubipres and Xenopus

laevis (Goodwin 2002, Simmen,2000), pero no plantas. Tiene sentido la relacién de



estos genéticos moéviles con los transposones y retrotransposones de vertebrados e
invertebrados de origen marino y terrestre. Deberia de esperarse el mismo escenario

para los elementos genéticos moviles de B.schlosseri. Sin embargo, no fue asi.

Otra posible explicacion a este hecho es la falta de informacion genémica referente a
organismos marinos. Quizas existan otros casos similares. Entre mas genomas
marinos sean secuenciados, mas informacién robustecera los analisis evolutivos que
eventualmente ayudaran a explicar el origen inesperado de estos elementos genéticos

méviles homologos en plantas.

4.6 La paradoja de un I6cus altamente polimaorfico.

Es importante mencionar que a pesar de que existen algunas explicaciones tedricas
relacionadas a la elevada tasa polimérfica de Fu/HC. No se ha encontrado
explicacién convincente alguna (Grosberg 2000). Sin embargo, cabe la posibilidad de
que el origen de esta variaciéon dindmica y polimoérfica sea explicada por la elevada

concentracion de elementos genéticos méviles encontrados en este analisis

[12 elementos méviles/0.5Mb].

4.7 De ascideas, hongos y plantas a la utilidad de la teoria
evolutiva. cual es larelacion de tres proteinas con varios
dominios WD40 y la E3 ubiquitin ligasa encontrada en el
fu/HC?

Los tres genes modelo codificantes de proteinas con varios dominios WD40 yla E3
ubiquitin ligasa encontrada en el locus Fu/HC son candidatos potenciales para formar
parte del sistema de histocompatibilidad en B.schlosseri. La razon de esta aseveracion es
que por una parte; aunque el hongo del limo Dictyostelium Discodeum, el hongo
filamentoso Podospora anserina, la planta Brasica Pollen y la ascidea marina

B.schlosseri e no tienen una directa relacion filogenética (Dee. N. Dao 2000 and Buss



1999). por otra parte, todos ellos tienen en comun tanto la proteina E3 ubiquitin ligasa
como el dominio W40, los cuales forman parte tanto de sistemas de
histocompatibilidad como de sistemas de reconocimiento propio y no propio en todos
ellos. Ademas, todos ellos confrontan un problema de rechazo y de parasitismo por
células de su propia especie. Este problema se ubica probablemente en la raiz de la
evolucion de una variedad de mecanismos de incompatibilidad (Buss 1999). Todos los
organismos antes mencionados tienen una Fbox o un complejo SRC que se forma por
proteinas con varios dominios WID40 domains las cuales inician el reclutamiento de las
proteinas incluidas en el complejo de rechazo donde las ubiquitin ligasas E2 y E3 son
escenciales también (Buss 1999, Burnet 1971, Sovan 2002, Michiko 1999, Sven J. Saupe
2000,Sophia L.Stone 2003,Dee N.Dao 2000, Espagne Eric 2002, Shigetsugu 1999).
Basados en estos hechos, existe una posibilidad de que Fu/HC conlleve algunos
elementos importantes de un sistema de histocompatibilidad o una estrategia de

aloreconocimiento conservada en la evolucion.



CAPITULO 5 -CONCLUSIONES Y

PERSPECTIVAS

CONCLUSIONES

El presente analisis da a conocer la primera descripcion en el reino animal de un 16cus de
histocompatibilidad no vertebrado. A pesar del hecho de que aun no esta
completamente secuenciado, se ha analizado un segmento de ~0.5 Mb de Fu/HC.

El presente analisis es la base tanto de estudios contemporaneos como futuros en
Fu/HC (De Tomaso et al., 1998; 2003 and 2004 ). Adicionalmente, la base de una mas
detallada estructura génica del Fu/HC esta patcialmente establecida por lo que resultados
son trascendentales.

En resumen, la secuencia borrador y la anotacién de los once fésmidos que traslapan
patte del locus Fu/HC ha sido reportado. En el curso del proceso de anotacion,
cuarenta y cinco genes fueron elucidados. Por el contrario, solo el 40% de los genes
putativos aqui descritos, tuvieron homologia con valores E sostenibles (E<10-25) a
genes codificantes de protefnas con funcién conocida encontrados en el banco de genes
de NCBI. Todos ellos tienen funciones variadas en procesos celulares diferentes que van
desde codificar para enzimas encontradas en rutas metabdlicas, como proteinas que
activan respuestas inflamatorias, de histocompatibilidad y de recombinacién de ADN. El
restante 60% de los genes anotados por FGENESH y GENSCAN no se les encontro
relacion fehaciente de funcién alguna. Sin embargo 6, de estos genes desconocidos, es
posible que tengan algun papel en los eventos de reconocimiento dentro de la respuesta
de aloreconocimiento. Estos genes tienen dominios transmembranales que los convierte
en receptores potenciales. Es importante mencionar que a pesar de no existir prueba
alguna de que los elementos genéticos movibles encontrados en Fu/HC son
funcionales, quizas exista alguna relacion entre el funcionamiento de los mismos y las
caracteristicas altamente dinamicas y polimoérficas de este locus (De Tomaso et al. 4,
2003). No obstante, el 40% de los genes putativos con funcion desconocida estan en

proceso de ser definidos y confirmados hasta que los huecos “gaps” faltantes en la



secuencia sean rellenados o bien, mas genomas sean anotados.

La informacion genémica revelada a través de la secuenciacion y anotacion de Fu/HC
sera de gran importancia para analisis de gendmica comparativa. Como el primer locus
de histocompatibilidad metazoano analizado fuera de los vertebrados, este estudio sera
de gran valor para futuros analisis evolutivos que pretendan entender lo que sucedi6 en el

“big bang” inmunoldgico y por tanto en los origenes de el “sistema inmuno adaptativo”.

PERSPECTIVAS

La relacion filogenética de los protocordados en el inicio de la evolucién de los
vertebrados y las similitudes genéticas entre los sistemas de reconocimiento propio y no
propio en el Fu/HC y el MHC han implicado una incisiva relacion entre los dos sistemas
(Scofield et al., 1982; De Tomaso et al., 2003). Sin embargo, los resultados aqui
analizados, no expresan lo mismo partiendo de una perspectiva de genémica evolutiva.
No existe evidencia de homologia o sintenia entre el Fu/HC y el MHC. Posiblemente las
similitudes son solo funcionales y no a nivel de la secuencia de ADN. Posiblemente,
B.schlosseri utiliza otras tacticas para encender las estrategias de reconocimiento
propio/no propio. Sin embargo, ain si no existiese homologia entre a nivel de ADN. Es
de gran importancia elucidar la estrategia que Fu/HC utiliza pata activar los fenotipos de
fusién/histocompatibilidad.

Una estrategia para descubrtir el mecanismo de funcionamiento de los genes de Fu/HC
es la de realizar estudios funcionales en cada uno de los genes aqui reportados, con el fin
de sustentar su papel en el reconocimiento propio/no propio. Esta estrategia estaria
basada en el uso de la informacién obtenida a lo largo de este estudio, con el fin de hacer
zondas de cADN para eventualmente realizar hibridaciones in situ o micro hileras de
ADN con el propésito de analizar si los genes Fu/HC se expresan y son funcionales, y si
son prendidos o apagados alternativamente cuando se expresan los fenotipos de fusién o
de rechazo. Ademas, haciendo uso de herramientas genémicas como los RNAsi, podra

ser descubierta la funcién del 60% de los genes putativos con funcién desconocida,

elucidados por GENSCAN y FGENESH.



La incégnita de la etiologia de la elevada tasa polimétfica en FU/HC esta aun vigente.
Serfa atractivo saber si los elementos moviles encontrados en el presente analisis son
funcionales, y si lo son, en que medida contribuyen a la alta tasa polimorfita en este

locus.

Debido al descubrimiento de una E2 ubiquitin ligasa y de tres proteinas con varios
dominios WD40 y su relacion directa a sistemas de aloreconocimiento e
histocompatibilidad. Una incégnita se origina: ¢Son evolutivamente requeridas tanto la
E2 ubiquitin ligasa como las 3 proteinas con varios dominios WID40 para accionar
sistemas de Incompatibilidad ancestrales y contemporaneos? Esta pregunta puede ser
respondida haciendo uso tanto de las herramientas funcionales previamente mencionadas
como usando arboles filogenéticos .Asfi, sera imprescindible hacer un analisis basado en
genoémica comparativa para definir la incisiva correlacion de sistemas de
histocompatibilidad y estrategias de aloreconocimiento en plantas, hongos, vertebrados e

invertebrados. (Buss 1999, Brunet 1971).
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Figura 1. Clasificacion filogenética de los metazoanos.




Figura 2. Evolucién de el sistema inmune. Los protocordados o tunicados como  B.Schlvosseri'y C.intestinallis son parte del subphylum de
los Urocordados, los cuales estin directamente relacionados con el origen de los cordados hace 550 milliones de afios. Durante la
evolucién de los invertebrados a los vertebrados, varios mecanismos de defensa fueron acumulandose (puntos azules). La frontera de 50
millones de afios entre los organismos que poseen el sistema de inmunidad innata y los que tienen inmunidad adaptativa se le llama
“Big Bang” inmunoldgico. Aqui, Fu/HC puede jugar un papel importante como un locus de histocompatibilidad cercano a la
emergencia del sistema inmuno-adaptativo.
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Figura 3. Anatomia de Botryllus schlosseri. Espécimen individual (izquierda). Colonia de B.schlosseri conespesificos (centro).
Esquema anatémico de un zooide de B.schlosseri. (derecha).

Figura 4. Caracteristicas anatomicas de las larvas de los protocordados. Los
urocordados C.intestinallis (izquierda) y B.schlosseri(derecha). Ambas larvas se
caractetizan por tener el evento rasgo particular en la evolucion de los cordados
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Figura 5. El ciclo de vida de B.schlossers.

Figura 6. El aloreconocimiento i.e. Reconocimiento
propio/no propio. El reconocimiento no propio
originado por una incompatibilidad en los hapotipos
Fu/Hc se caractetiza por un rechazo vascular entre
colonias de B.schlosseri
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Figura 7. Bl Fu/HC, locus de Fusién Histocompatibilidad delineado a aproximadamente 1 -cM. Once fésmidos
secuenciados. ) NUMEROS DE ACCESO N NCBI , b)Nombre del de fésmido, cjllengitud del {§smido en bp (pates

de bases) MAYUSCULAS, MARCADORES GENETICOS Y Minusculas, numero de contigs

vArnAvtadAa~ Al NADI




FuHC FuHC |
hapietpe o haplotipe 5 haplotype AB

VS. REJECTION

Figura 8. Los fenotipos de fusion y rechazo activados por Fu/HC. La Fusion es activada cuando las ampulas que
interactian entre las colonias de zooides de B.schlosseri comparten al menos un alelo. El Rechazo es activado
cuando las colonias no comparten alelo alguno.
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Figura.9. Resumen del Método de Secuenciacién por Shot Gun.
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Figura10. Resumen detallado del método de secuenciacién. Descripcion de los pasos 1-6 de la estrategia de secuenciacion
usada para secuenciar los 11 fésmidos que traslapan parte del Fu/HC
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Figura 11. Resumen detallado del método de secuenciacion. Desctipcion de los pasos 7-10 de la estrategia de secuenciacion
usada para secuenciar los 11 f6smidos que traslapan el Fu/HC.

1

Figura 12. Muestras de ADN extraido de cada uno de los once fésmidos. 1. subsf-217g15, 2.subsf-533i14, 3.subsf-555i12,
4.subsf-564¢21, 5.subsf-568h21, 6.subsf-532h24, 7.subsf-560b6, 8.subsf-371a15, 9.subsf-557¢15, 10.subsf- 53719 y 11.subsf-
531d19. MWM(Marcadores de peso molecular lambda hind III y Hael ).




Figura 13. Shot gun de ADN hacienda uso de dos métodos de fragmentacion aleatoria; a)
HIDROSHEAR en las dos primeras bandas (de derecha a izquierda) b) NEBULIZACION en la
ultima banda. MWM, (Marcador de peso molecular lambda hind IIT y Hael).

Figura.14. Muestras de extracciones de ADNa partir de Subclonas.




Figura 15. Resultados de Phred visualizados en Consed.

Figura 16. Phrap. Ensamblaje de datos visualizados en Consed. Cada lectura es traslapada y alineada para dar como resultado una
secuencia consenso final. Que sera representativo de la secuencia real. Una secuencia consenso confiable, de buena calidad, estara
representada por un color blanco y letra mayusculas.
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Figura 18. Resumen para el proceso de andlisis y la usado para analizar

los doce fosmidos que traslapan parte del locus Fu/HC.
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Fig 19. Resultados de Blast P visualizados en Artemis.
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Figura 20. Prediccién de Genes y estructuras de exones visualizadas en Artemis. La prediccién del gene GMP syntetasa
en el urocordado B.schivssers, fue analizada por GENESCAN (rojo) y FGENESH/HMM (amarillo). La prediccién y
estructura exonica es consistente con los reultados de Blast P, representados en artemis. La estructura del gene en
diferentes phylum; plantas , invertebrados, vertebrados y el gene GMP syntetasa del urocordado, tienen una relacién

estructural parecida.
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Figura 21. Un dominio conservado para el gene de la Serin Treonin Kinasa. Resultados de Rps-Blast. Los
dominios conservados fueron buscados en la base de datos de NCBI.

Figura22. El programa SOSUI es una herramienta capaz de predecir estructuras secundarias
y proteinas transmembranales. Aqui se representa una protefna con una breve homologiaala
proteina del sistema del complemento Bf2/c2.




"DH/M4 SNo0| | Uedese.) anb SOpILISQ} 80U SO| 8P UQIJeIoUe A UQIJRI0USNIaS | ap sopelnsay '€z einfi4

= Huzzlulesaeinr mopesy il el

44691 bp

78461 bp

36593 bp

38773 bp

Stahylococis Avreos
vpatetical Prokein

(M)

Galfus i

transposa




	Portada
	Índice

	Resumen
	Inroducción

	Capítulo 1. Introducción

	Capítulo 2. Objetivos

	Capítulo 3. Materiales y Métodos

	Capítulo 4. Resultados y Discusión

	Capítulo 5. Conclusiones y Perspectivas

	Referencias



