2. Los platirrinos transcriben genes MHC-G-like,
-By-E.

Los estudios de genes del MHC-I transcritos en platirrinos han mostrado que la mayoria son MHC-G-
like, mientras que tan sélo unos 4 transcritos se han reportado como similares a MHC-B. Recientemente
se busco identificar transcritos relacionados a MHC-B en la especie Callithrix jacchus con primers
basados en las secuencias genomicas reportadas [3], sin embargo no se obtuvo ningun resultado
positivo [12]. En esta seccion se muestran los resultados de la secuenciacion de cDNAs del MHC-1 de
un individuo de cada una de las especies Saguinus leucopus (titi gris), Aloutatta seniculus (mono
aullador), Ateles hibridus (marimonda), Cebus albifrons (maicero), Cebus apela (maicero cachon),
Cebus capuchinus (maicero cariblanco) y Lagothrix lagothricha (churuco), especies para las cuales no
existe informacién publicada. También se obtuveron secuencias de cDNA de Saimiri sciureus (mono
ardilla), Saguinus oedipus (titi cabeciblanco), Ateles belzebuth (mono arafia), para las cuales existen

secuencias previamente publicadas (\Ver anexo 4).

2.1 Los MHC-I expresados en Platyrrhini, son semejantes a MHC-G, -B y -E de
Catarrhini.

La secuenciacion de cDNAs del MHC-I derivados de transcritos completos resulté en un total de 57
secuencias Unicas en las 10 especies de platirrinos analizadas. Para clasificar las secuencias se
emplearon tres aproximaciones diferentes: en la primera se gener6 un mapa de similaridad (Figura
11A) donde cada cuadro de color representa un evento independiente que refleja el porcentaje de
identidad entre cada una de las secuencias de platirrinos (eje X) y una secuencia de referencia
proveniente de catarrinos (eje Y). En la segunda aproximacion, se generé una red de similaridad
(Figura 11B) construida a partir de BLAST, donde los nodos representan cada una de las secuencias, y
las aristas (la conexion entre dos nodos) un valor de e-value menor a e-165. Los nodos de la red se
agruparon con el algoritmo “weighted-spring-embedded” en Cytoscape [47] que agrupa los nodos que
compartan mayor nimero de aristas. El color indica el grado de similaridad entre grupos de nodos.

Finalmente, la tercera aproximacion involucro una clasificacion filogenética (Figura 11C).
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Figura 11. Clasificacion de los transcritos de MHC-| obtenidos. Diferentes métodos para clasificar las
secuencias en dos grupos. A) heatmap de similaridad basado en las distancias géneticas K2P. B) Red de similaridad basado
basado en Blast. Los nodos encerrados en circulos grises corresponden a secuencias de Catarrhini. C) clasificacion

filogenética.
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Estos 3 métodos clasificaron las secuencias de cDNA de las 10 especies de platirrinos en dos clases:

secuencias relacionadas a MHC-G-like y secuencias relacionadas a MHC-B. Estas secuencias se

muestran para cada especie en la Tabla 4. Ninguna de las secuencias obtenidas es 100% idéntica a las

previamente publicadas, ni es idéntica entre especies. Todas las secuencias reportadas se consideran

alelos nuevos.

Tabla 4 Secuencias de cDNA obtenidas de las diferentes especies incluidas en el estudio.
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2.2 Duplicaciones y pérdidas en la evolucién del MHC-G-like.

Con los transcritos clasificados como MHC-G-like, se realizaron anélisis filogenéticos con tres
metodologias: Neighbour-joining, Maximum-Likelihood y analisis Bayesiano. Estas filogenias se
realizaron con la secuencia de exones 4-8 para evitar el sesgo generado por la fuerte seleccién natural
actuando sobre el sitio de union al antigeno (exones 2 y 3). También se realiz6 una filogenia por
andlisis Bayesiano con los exones 1-8, empleando un modelo evolutivo para los exones 2 + 3 y otro
modelo para los exones restantes. Las topologias obtenidas con las distintas metodologias no fueron

exactamente iguales, pero conservaron algunos clados con valores de soporte estadistico aceptables.

En la filogenia de la Figura 12 se identifican 8 grupos de genes numerados en relacién a los grupos
obtenidos en la filogenia de secuencias gendmicas de la Figura 8. Los grupos sefialados tienen un buen
soporte estadistico (pp>0,5 y bootstrap>50), sin embargo las relaciones entre dichos grupos no tienen

un soporte estadistico aceptable.

El clado méas cercano a las secuencias de Catarrhini es el linaje G-I, compuesto por secuencias
gendmicas de pseudogenes (ver seccion anterior). En el linaje G-11 se encuentran secuencias genomicas
de pseudogenes de S. boliviensis y C. jacchus, y un clado hermano de 3 cDNAs de Pithecia pithecia
(Pipi). El grupo G-llI tiene secuencias de todos los géneros estudiados, excepto de miembros de la
subfamilia Callithricinae (C. jacchus, S. leucopus, S. oedipus y Leonthopitecus rosalia), lo que sugiere
que es un linaje ancestral que se perdié secundariamente en la subfamilia Callitrichinae. Dentro de este
linaje se encuentran duplicaciones ancestrales como lo sugieren la secuencia gendémica de S. boliviensis

Sabo-G2 y la secuencia de Pithecia pithecia, Pipi-G03.

El linaje G-IV observado en la filogenia de secuencias gendmicas, se separa en 5 sublinajes (A-E)
cuando se incluyen las secuencias de cDNA. El linaje G-IV-A contiene secuencias gendémicas y de
cDNA de Saimiri sciureus, secuencias de pseudogenes retroprocesados-1 (PS-1) y una secuencia de un
pseudogen de Callithrix jacchus. El linaje G-IV-B tiene tres clados, uno de secuencias del pseudogen
retroprocesado (PS-2), el segundo con secuencias genémicas y de cDNA del género Saimiri, y el

tercero tiene secuencias del genero Aotus. El linaje G-I1V-C contiene las secuencias genomicas de C.
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moloch, cDNAs del género Cebus y la secuencia gendémica de S. boliviensis Sabo G7. El linaje G-1V-D

AAtbe-G03
e/ Da0lY

G-IVE

G-l

Figura 12. Relaciones filogenéticas de MHC-G-like. Topologia de Analisis bayesiano realizado con los
exones 4-8 bajo el modelo K2P + 1+G. Las secuencias marcadas con circulos verdes corresponden a secuencias de origen
gendémico, circulos azules para secuencias de cDNA obtenidas en este trabajo y tridngulos negros indican secuencias
obtenidas de bases de datos. Los grupos sombreados y numerados estan descritos en el texto. Se muestran los valores de
soporte para algunos grupos en este orden pp/bootstrap NJ/ bootstrap ML.
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agrupa secuencias del género Ateles, incluyendo una de origen genomico (Atge G3), y secuencias del
género Alouatta, ambos pertenecientes a la familia Atelidae. Finalmente, el linaje G-IV-E incluye
Unicamente secuencias de la subfamilia Callithricinae, observandose una organizacion género-

especifica.

La filogenia de los cDNAs de MHC-G-like confirma el modelo de evolucion por nacimiento y muerte
de genes, donde algunos loci ancestrales se han perdido en linajes completos, como el linaje G-Il en
Callithricinae. Dicha dindmica de pérdida de genes también puede presentarse por pseudogenizacion,
como aquellos de los linajes G-1V-A'y B, donde parece existir un locus que se expresa en generos de la
misma subfamilia Cebinae como Saimiri y Aotus, pero en Callithricinae es un pseudogen
retroprocesado con los grupos PS1 y PS2. Los genes MHC-G-like se han diversificado rapidamente por
duplicacién génica, lo cual se evidencia por la alta prevalencia de agrupaciones género-especifica. Sin
embargo hay linajes ancestrales como el G-l que parecen haberse originado justo después de la

divergencia entre platirrinos y catarrinos, pero que se perdieron en la subfamilia Callithricinae.

2.3 Evolucion del MHC-B en platirrinos.

En estudios previos se habian identificado algunos transcritos de MHC-B en platirrinos. Sin embargo,
esta es la primera vez que se hace un estudio sistematico del locus en este grupo de primates. Con las
secuencias gendmicas y de cDNA obtenidas de las distintas especies, se realizé una filogenia usando
las metodologias de Neighbour Joining, Maximum-Likelihood y anélisis Bayesiano.

La topologia obtenida mediante analisis Bayesiano se muestra en la Figura 13. Esta filogenia reproduce
los linajes observados en la filogenia construida con secuencias gendmicas (Figura 8) mostrando un
buen soporte estadistico (pp>0,5 y bootstrap>50), aunque las relaciones entre los linajes no tienen buen

soporte.

Unicamente en los linajes B-I, 1l y VII hay transcritos de MHC-B, aunque en los restantes linajes

algunas secuencias parecen transcribir moléculas funcionales. Una observacion llamativa en el analisis
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B-II

Figura 13. Relaciones filogeneticas de MHC-B-like. Topologia de Analisis bayesiano realizado con los
exones 4-8 bajo el modelo K2P + I+G. Las secuencias marcadas con circulos verdes corresponden a secuencias de origen
genomico, los circulos azules para secuencias de cDNA en este trabajo y los triangulos negros indican secuencias obtenidas
de bases de datos. Los grupos sombreados y numerados estan descritos en el texto. Se muestran los valores de probabilidad
posterior en algunos grupos.
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de los cDNAs de platirrinos es que no se obtuvo ningun transcrito de MHC-B en las especies de la
subfamilia Callithricinae, aunque en las bases de datos existen algunos cDNAs de MHC-B en C.

jacchus.

El linaje B-I incluye transcritos derivados de especies de las familias Atelidae y Cebidae. Este linaje
tiene también las secuencias gendmica Sabo B9, la cual se agrupa con un cDNA de S. sciureus, y Caja
B2, el cual es un pseudogen. El linaje B-1l es el grupo méas grande de cDNAs y relne secuencias de
todas las especies evaluadas exceptuando miembros de la subfamilia Callithricinae, que contribuyen a
este linaje solo con el pseudogen Caja-B9. En el linaje B-VII se hallaron cDNAs principalmente de C.
jacchus, aunque también algunas A. fusciceps y C. albifrons. Este linaje incluye también secuencias
gendmicas de C. jacchus, las cuales se agrupan con los cDNAs de esta misma especie (Figura 8).

La distribucion filogenética de los cDNAs de MHC-B en platirrinos sugiere un activo proceso de
diversificacion de esta regién genémica mediante continuas duplicaciones génicas. Sin embargo, existe
un clado ancestral que agrupa las secuencias de MHC-B/C de catarrinos con las de MHC-B de
platirrinos. Este linaje ancestral carece de representantes funcionales de la subfamilia Callithricinae,

estando Unicamente el pseudogen Caja- B9.

2.4 Los diferentes linajes de MHC-I en Primates del Nuevo Mundo diversifican la
region de union al péptido por seleccion positiva.

Para evaluar los mecanismos de diversificacion de los genes MHC-I de platirrinos, se evaluo el efecto
de seleccion natural en diferentes linajes de MHC-I tanto a nivel de secuencia completa (con el
algoritmo PARRIS), como a nivel de codones individuales empleando diferentes algoritmos del sevidor
Datamonkey. El analisis de seleccion natural con las secuencias completas, se dividié en 3 partes:
region de union al péptido (PBR), exones 2 y 3 sin la region de union al péptido (NO-PBR) y los
exones restantes (Tabla 5). La mayoria de linajes presentan un namero significativamente mayor de
sustituciones nucleotidicas no-sinénimas (dN) que sustituciones sinénimas (dS) en la regién del PBR.

En el resto de regiones, estas diferencias no existen, indicando que los linajes de MHC-G-like y -B de
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Tabla 5. Analisis de seleccion natural en los cDNAs de platirrinos

Linaje Region M1 M2 LRT P-value
PBR -835,8350 | -831,2620 9,1448 0,0103
G-lll | NONPBR |-1605,9100 | -1605,9100 0,0001 0,9999
Exones 4-8 | -1594,3300 | -1594,3300 0,0009 0,9996
PBR -537,8720 | -534,3240 7,3428 0,0489
G-IV-A | NONPBR |-1361,1567 | -1360,8667 1,8924 0,3172
Exones 4-8 | -1272,5390 | -1272,5390 0,0982 0,3230
PBR -604,9160 | -600,3213 9,1448 0,0103
G-IV-B | NONPBR | -1328,9867 | -1328,6967 0,0187 0,8231
Exones 4-8 | -1585,8290 | -1585,8290 0,1892 0,8970
PBR -484,1985 | -481,3442 9,1448 0,0103
G-IV-C | NONPBR |-1296,8167 | -1296,5267 0,0093 0,0965
Exones 4-8 | -1638,0440 | -1638,0440 0,0183 0,9872
PBR -625,9480 | -615,8550 20,1867 4,13537e-05
G-IV-D | NONPBR | -1129,0100 | -1128,1400 1,7314 0,4208
Exones 4-8 | -994,4620 | -994,4670 -0,0083 1,0000
PBR -1077,2700 | -1072,0100 10,5329 0,0052
G-IV-E | NONPBR |-1541,5700 | -1541,5700 0,0001 0,9999
Exones 4-8 | -1698,7600 | -1695,1100 7,2868 0,0262
PBR -321,97 -321,97 3,43675e-05 0,045847
B-I NONPBR | -1086,43 -1086,42 | 0,00615532 0,996927
Exones 4-8 | -1058,38 -1058,09 0,565792 0,753598
PBR -1280,78 -1276,49 8,5771 0,0137248
B-II NONPBR -2234,44 -2234,44 | 0,00127574 0,999362
Exones 4-8 | -1460,9 -1460,9 | 0,00816211 0,995927
PBR -568,103 -564,613 6,97934 0,0305109
B-VIl | NONPBR -1406,2 -1406,2 | 9,69339e-05 0,999952
Exones 4-8 | -1309,09 -1309,09 | 8,95221e-05 0,999955

Anadlisis realizado con el algoritmo PARRIS. Dividiendo la secuencia en las regiones de union al

péptido (PBR), exones 2y 3 sin PBR y exones 4-8.
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MHC-G-like Cadena alfa 1 MHC-B-like

Figura 14. Andlisis de Seleccion de MHC-G-like y MHC-B-like por codones. El anilisis se realizo
con 5 métodos . REL,SLAC,FEL, IFEL, MEME. Representacion de las posiciones bajo seleccion diversificadora. * p<0,1 o
pp(REL) >90 ** p<0,05 o pp(REL)>95.B) Las posiciones de color naranja representan posiciones del PBR bajo seleccion
positiva. Residuos en amarillo son posiciones no pertenecientes al PBR que estan bajo seleccion positiva.

platirrinos se han diversificado por seleccion natural positiva, promoviendo la la variacion en el PBR, y

por lo tanto, la capacidad de unir una gran diversidad de péptidos.

El analisis de seleccidn por codones se realizd con 5 metodologias diferentes que varian en cuanto a su
sensibilidad para detectar posiciones bajo seleccién y en cuanto a la evaluacion de cambios en dN y dS
a lo largo de todo el arbol filogenético. Los analisis muestran que la mayoria de posiciones bajo
seleccion positiva, hacen parte del sitio de union al péptido (PBR), especificamente en residuos del
PBR que forman los bolsillos de interaccion con las posiciones 2 y 9 del péptido (Figura 14 y Anexo
X). Existen también residuos bajo seleccion positiva que interactian con los receptores de células NK
tipo KIR y con el TcR de linfocitos CD8+. En las secuencias MHC-G-like, las posiciones bajo

seleccion positiva tienden a localizarse hacia la cadena alfa-1 del PBR, las cuales interactGan tanto con
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el TcR como con los péptidos. En las secuencias MHC-B, el nimero de posiciones bajo seleccion
positiva es mucho menor que en secuencias MHC-G-like, probablemente debido a diferencias en el
ndmero de secuencias analizadas. De igual forma, también hay posiciones del PBR que no estan
asociadas a la union del péptido como la posicién 42, que se ubica en un loop de las laminas beta de la
base de union al péptido. El hecho de que esta posicion esté siendo diversificada puede sugerir algin

papel importante de interaccion con otras moléculas.

En esta seccion se ha descrito la expresion a nivel de cDNA, de los Genes MHC-I en Primates del
Nuevo Mundo. Genes homologos a MHC-G-Like se expresan en todas las especies de Platyrrhini sin
embargo las relaciones de ortologia de dichos genes entre las especies no es clara, sélo a niveles de
subfamilia, género y especie es posible aclarar algunas de estas relaciones. De forma importante,
también hemos demostrado la expresion de genes MHC-B en dos linajes presentes en todas las especies
de Platyrrhini, exceptuando aquellas de la subfamilia Callithricinae, donde al parecer estos linajes de
genes se encuentran pseudogenizados. Por ello es posible que se encuentren los demas linajes
expresados a niveles muy bajos o teniendo restriccion tejido-especifica. Adicionalmente, diferentes
linajes de genes han mostrado seleccion positiva en diversas posiciones que se encuentran en contacto
con los posibles péptidos presentados. Esto sugiere que la diversidad de estos genes MHC-I1 puede estar
ligada a su posible funcionalidad de presentacion de antigenos e interaccion con receptores de

linfocitos.
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3. Polimorfismo de los genes MHC-B y MHC-G-
like de Cebus albifrons.

El polimorfismo de MHC-G-like se ha caracterizado extensamente en S. oedipus, S. labiatus, C.
jacchus y en varias especies del género Aotus [10] [12] [35] [36], sin embargo no existen reportes sobre
los niveles de polimorfismo de MHC-B en platirrinos. Para contribuir a un mejor entendimiento de la
biologia de este locus, se analizaron 12 individuos de la especie Cebus albifrons mediante

secuenciaciéon de cDNAs.

3.1 Caracterizacion de alelos en la especie Cebus albifrons

Los individuos de Cebus albifrons que se analizaron pertenecen a dos poblaciones putativas que no
estan definidas por una region geogréafica, sino por el Centro de Rescate donde se muestrearon. La
poblacion A tiene 5 individuos muestreados en Corponor (Norte de Santander), y la poblacion B tiene 7
individuos muestreados en el Centro de Rescate CAM (Huila). En los 12 individuos se identifico un
total de 51 cDNAs de MHC-I, la mayoria de ellos Unicos de un solo individuo y solo el 11,7% (6
alelos) compartidos entre individuos (Figura 15). De aquellos alelos compartidos, 3 se encuentran
Unicamente en individuos de la poblacion B (Ceal-B1:02:07, Ceal B3:03 y Ceal G2:01:05) mientras
que los 3 restantes (Ceal-B1:01:04, Ceal-G1:01:01 y Ceal-G2:01:03) se encuentran en individuos de
ambas poblaciones. EI nimero de alelos vari6 de 3 a 7 por individuo, incluyendo MHC-B-like y MHC-

G-like (Figura 15), indicando que hay al menos 4 loci de genes MHC-1 en esta especie.

El procentaje de similaridad nucleotidica promedio de los alelos fue de 90% para toda la muestra, y de
92% y 87% para las poblaciones Ay B, respectivamente. La menor distancia entre dos fue de 30 bp y la
mayor distancia entre dos alelos fue de 175 bp (Ceal-G1:01:11 y Ceal-B3:03). Aunque existen
caracteristicas propias de cada una de las poblaciones no existe indicio de diferenciacion de los genes
MHC-I entre las dos poblaciones (valor de diferenciacion = 0,0009).
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Figura 15. cDNAs encontrados en 12 individuos de Cebus albifrons. La poblacion A tiene 5

individuos y la B tiene 7 individuos. Las cuadriculas sombreadas indican presencia de un alelo dado. En el panel superior se

muestran los cDNAs de MHC-B y en el panel inferior los cDNAs de MHC-G-like.
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3.2 MHC-G-like y MHC-B tienen duplicaciones recientes en la especie C. albifrons.

Las secuencias de cDNA obtenidas se usaron para hacer analisis filogenéticos basados en los exones 4-
8 de MHC-G-like y MHC-B, por separado (Figura 16). La filogenia de los cDNAs de MHC-G-like
mostrd 2 grandes grupos, uno con secuencias similares al gen Sabo-G1 perteneciente al linaje G-111y el
otro grupo relacionado con la secuencia Sabo-G7, perteneciente al linaje G-1V-C (Figura 16A). El
primer clado parece representar un solo locus (CealG2) con 7 alelos en la muestra. Los alelos del
segundo clado se distribuyen en 2 linajes, sugiriendo que provienen de dos loci (en el individuo 5 se
obtuvieron 4 alelos distribuidos en este clado).

A excepcion de la secuencia Ceal-B20101, los MHC-Bde C. albifrons se encuentran distribuidos en los
linajes B-l11 y B-VII. Los cDNAs del linaje B-Il se distribuyen en dos subgrupos que pueden

corresponder a dos loci diferentes (Figura 16B).

Esta dinamica sugiere entonces que los MHC-I expresados de Cebus albifrons se ubican en linajes de

duplicacion ancestral y de duplicacion reciente.
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HLAC
CajaB5

HLA-F/G

SaboB1

Figura 16. Filogenia de los cDNAs del MHC-I de C. albifrons. Topologia del anélisis Bayesiano usando
los exones 4-8 bajo un modelo de sustiticon K2P+1+G. A) MHC-G-like, B) MHC-B. Los clados sombreados corresponden a
la Figura 8.
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3.3. La seleccion natural positiva diversifica la region de unién al péptido en linajes
ancestrales

Comparando los patrones evolutivos entre los diferentes grupos de de alelos, se evidencia que la region
el PBR esta siendo diversificado por seleccion natural (Tabla 6 y Figura 17). Los analisis de seleccion

por codones identificaron 19 posiciones bajo seleccién positiva o diversificadora, la gran mayoria de

las cuales se ubican en el PBR.

Tabla 6. Anélisis de seleccion natural en los cDNASs de C. albifrons

Linaje Region M1 M2 LRT P-value
PBR -515,8350 | -511,2620 6,9183 0,0496
G-l NONPBR [ -1285,9100 | -1285,9100 0,0001 0,9999
Exones 4-8 | -1274,3300 | -1274,3300 0,0009 0,9996
PBR -164,1985 | -161,3442 4,1448 0,0365
G-IvV-C NONPBR | -976,8167 | -976,5267 0,0093 0,9655
Exones 4-8 | -1318,0440 | -1318,0440 0,0183 0,9872
PBR -459,738 -459,38 0,299 0,0494
B-I1 NONPBR | -1608,863 | -1608,863 0,001 1
Exones 4-8 -1034,3 -1034,265 0,001 1
PBR -294,16 -294,18 0,0295 0,908
B-ViI NONPBR -314,97 -314,97 3,92384e-07 1
Exones 4-8 642,52 642,52 2,09283E-07 0,062

Analisis realizado con el algoritmo PARRIS. Dividiendo la secuencia en las regiones de union al

péptido (PBR), exones 2y 3 sin PBR y exones 4-8.
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Figura 17. Andlisis de seleccion natural del MHC-I de C. albifrons. A) Analisis de seleccion con el
algoritmo PARRIS. B) El andlisis por codones realizado con 5 métodos . REL,SLAC,FEL, IFEL, MEME. Representacion
de las posiciones bajo seleccion diversificadora. * p<0,1 o pp(REL) >90 ** p<0,05 o pp(REL)>95. Las posiciones de color
naranja representan posiciones del PBR bajo seleccion positiva. Residuos en amarillo son posiciones no pertenecientes al

PBR bajo seleccion.
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Con el fin de indagar mas sobre la naturaleza de las fuerzas evolutivas que han moldeado el MHC-1 en
C. Albifrons, las secuencias se clasificaron de acuerdo a sus perfiles de dN/dS mediante un analisis de
“Evolutionary Fingerprinting” (EVF) [44]. Para este analisis se evaluaron todos los alelos de MHC-G-
like del linaje IV-C y MHC-B del linaje 11 y se compararon con alelos humanos de los loci HLA-A, -B, y
—C publicadas. En la figura 18 se observa el analisis de EVF mostrando que los diferentes loci estan
bajo presiones selectivas de diferente naturaleza, aunque en todos ellos la seleccion positiva promueve
la diversificacion del PBR. En la figura se observa que las secuencias de MHC-B de C. albifrons se
clasifican en dos clases bajo seleccion positiva y dos clases bajo seleccidon negativa, mientras que en
MHC-G-like hay una clase bajo seleccion negativa, una bajo seleccion neutral y dos bajo seleccion

positiva.

4,00 L

(OHLA-B

3.00 | <l > HLA-C

(OHLA-A

200 | Ceal MHC-B
(1)

Ceal MHC-G

(IV-C)

1.00 |

(.00 L

Log (beta)

=100 L

-2.00 L

-3.00 L

=300 =200 -1.00 (.00 1.0H) 2.00 300 4.00)

Log (alpha)

Figura 18. EVF (Evolutionary Fingerprinting) de MHC-G grupo especificos y locus
ancestral. A) Loci género especificos de cada especie Cebus albifrons, MHC-G-likr y MHC-B con un color diferente
indicado. Se compara con secuencias de HLA.
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3.4. Los alelos de C. albifrons también presentan recombinaciones como forma de

generar polimorfismo.

Fendmenos de recombinacion ocurren frecuentemente en el MHC-I. Incluso en platirrinos se ha

observado recombinacion interalélica en S. oedipus y en especies del género Aotus [10], [36], [48]. Un

analisis de deteccion de alelos recombinantes en C. albifrons mostré recombinacion entre alelos de un

mismo locus pero también entre secuencias de MHC-G-like y MHC-B (Figura 19). Si bien es posible

que exista recombinacion, también existe la posibilidad de errores debido a convergencia y efectos de

seleccion. Asi como la aparicion de artefactos resultantes de la amplificacién con primers degenerados.
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Figura 19. Recombinacion en alelos de C. albifrons. Anlisis realizado con el programa GENECONV

con el software RDP4.
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Si bien en la mayoria de alelos se presentan recombinaciones, en los loci ancestrales de MHC-G-like
del linaje G-111, como Ceal-G2, existe muy baja frecuencia de recombinacion. En linajes que muestran
duplicaciones génicas especie-especificas la frecuencia de recombinantes es mayor, probablemente por
la mayor similaridad entre las secuencias (Figura 19). Adicionalmente en estos genes los sitios de
recombinacion son variables. Por su parte en los MHC-B la frecuencia de recombinacion es mucho

menor y dichas recombinaciones se dan en lugares fijos.

De esta seccion es posible deducir que los mecanismos de diversidad encontrados pueden parecerse a
algunos reportados previamente en otras especies. En especial especies relacionadas pueden tener
mecanismos de diversidad similares como C. albifrons y A. nancymae. A medida que nos alejamos en
la escala filogenética estos mecanismos varian hasta encontrar entonces mecanismos y caracteristicas
diferentes como el caso de las especies del género Saguinus donde el polimorfismo es bastante bajo.
Cabe anotar también que el MHC-B el cual se reporta por primera vez en este trabajo es también

polimorfico y con varios mecanismos para generar diversidad.

Mecanismos de diversidad
Seleccion +en
Especie Polimérfico |regién de péptido| Recombinacién | Duplicacién REF
Cebus v v v v Reciente y
(?J'b."f.I"UHS 27 (12) ancestral Este trabajo
lAotus / / ‘/ ‘/Hef'eqte Y |Cirdenasetal,
@ [nancymae 17 (8) ancestral 2005
=
T |Callithrix
vander Wiel et
8 iachuus ‘/2‘1i9] v N.D. ‘/ReCIerte al, 2013
T
= oo
aguinus
Watkins et al
oedipus 11(79) v v ‘/:!ccicrtc a-_g_ﬁ-_ )
Saguinus Mee, et a
2011
labiatus 8(8) ‘/ N.D. ‘/:!er_ierte
e
% Ceﬁus J 22 (12) / / \/Recientey Este trabajo
§ o!bafrons ancestral
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4. Algunas predicciones relacionadas con el
MHC-1 en Primates del Nuevo Mundo.

En este trabajo se abordaran dos fendmenos con los cuales se puede realizar predicciones: interaccion
entre MHC-1 y receptores de células NK tipo KIR, donde se plantea una metodologia que puede definir
pares de interaccion tanto en humanos como en otros primates. EI segundo fendmeno es la presentacion
de péptidos en el MHC-I, en donde se emplea un programa que predice los posibles péptidos que se
unen a determinado MHC-I.

4.1 Prediccion de Interaccion MHC-KIR

La prediccion de interaccion de proteinas es un campo de intenso estudio en informatica, para lo cual
existen muchas metodologias, incluyendo docking, fusion de genes, perfil filogenético, e informacion
mutua. Sin embargo, en el caso de las interacciones MHC-1:KIR los métodos mencionados no logran
definir la especificidad, incluso algunos de ellos no predicen correctamente la interaccion como se ha
dilucidado mediante estudios de cristalografia [49]. La falta de aplicabilidad de estas metodologias en
parte se debe a que en estas interacciones la complementariedad electrostatica y energética es mas
importante que la complementariedad geométrica. De igual forma, las caracteristicas y las diferentes
presiones evolutivas a las que estan sujetas estas dos proteinas impiden realizar una prediccion con

base a su secuencia y perfil filogenético o informacion mutua.

Para tener una mejor prediccion de pares interactuantes de MHC-KIR, se emplearon datos estructurales
y termodinamicos que ayudan a especificar caracteristicas de la interaccion entre estas dos proteinas.
En el contexto inmune es importante definir los pares interactuantes, debido a la implicacion que tiene
esta relacion en fendmenos de respuesta inmune innata, trasplantes y de forma relevante en la interfaz

utero-embrionaria en la reproduccion [16].

El método que se propone toma en cuenta dos factores importantes en la interaccion de proteinas:
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puentes de hidrogeno y Energia de desolvatacion. El primero es el factor que influye en muchas
interacciones de proteinas, mientras que el segundo, evalla el cambio de la energia libre de las
proteinas cuando estan libres o cuando estan interactuando, pues en algunas proteinas la energia libre es
mucho mas favorable durante la interaccion que cuando estd en su estado libre. Recientemente se
emplearon otros factores termodinamicos y de docking para el andlisis de la interaccion
KIR3DL1/HLA-B en humanos que confirman lo previamente conocido de la especificidad de dicho
KIR por proteinas de MHC-I con epitopes del tipo Bw4 [50][51].

Los parametros termodinamicos se analizaron con el programa FASTCONTACT que calcula la energia
libre de desolvatacion (kcal/mol) de un potencial par interactuante, mientras que el nimero de puentes
de hidrogeno se predice con el programa pymol. El indice que se emplea para determinar una
interaccion viene de evaluar la mayor cantidad de puentes de hidrégeno posibles entre un MHC-1 y un
KIR, pues a mayor cantidad de posibles puentes de hidrogeno, méas estable sera la interaccion entre
dicho par. Asi mismo, entre menor sea la energia libre, se favoreceran efectos hidrofébicos que
establecen la interaccién, debido al desplazamiento de agua. Por esa razn se postula la razén 1= H/dG
como un indice adecuado de prediccion interactiva. Para darle mayor valor a los cambios que se
presentan en la energia de desolvatacion, se emplea entonces su logaritmo natural que entre mas
negativo, es decir entre mas afinidad, se vuelve mas pequefio, y al estar en el denominador, hara mucho
mas grande el valor. Para eliminar las unidades, entonces el nimero de puentes de hidrégeno es
multiplicado por el valor promedio de energia de un puente de hidrégeno que es aproximadamente 5

kcal/mol.

Asi, el indice se transforma a I= h * EB / In (dG), donde h es el nimero de puentes de hidrégeno
predichos, EB la energia promedio de un puente de hidrogeno y dG energia libre de desolvatacion. Para
validar el método propuesto, se hicieron pruebas de validacion con experimentos de laboratorio
publicados en diferentes articulos. En los articulos se emplean diferentes metodologias para evaluar la
interaccion entre MHC-1 - KIR como constante de afinidad (kd), lisis celular, escaneo de alaninas y
rayos X. Con base en la informacion de interaccion, se emple6 el indice para pares que estuvieran
interactuando (Positivos) y pares que no interactian (Negativos). Los valores del indice se agruparon

como se observa en la Figura 20. En general se observa que las interacciones positivas tienen un rango
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Fig 20 Validacion de la prediccion de interaccion y aplicacidn a pares de Platyrrhini. A)

Boxplot mostrando los rangos de los indices de interaccion. B) Potenciales interactuantes en Primates del Nuevo Mundo.

mucho maés grande que las negativos. El valor del indice més alto en un par de interaccion positiva es
de alrededor de 27000 y el mas bajo de alrededor de 500. Por otro lado, el rango de interaccion de los
negativos es de14000 como su mayor par interactuante y de 100 como el menor par de interaccion. No
obstante esta gran variacion, el 90% de los valores positivos se encuentra entre 2000 y 8000, mientras
que de los negativos, el 85% se agrupan en valores bajos de interaccion (<1000). No obstane el 15%
restante se ubica en valores altos, lo que representa posibles falsos positivos asi como también existen

interacciones positivas calificadas con valores de interaccion bajos.

Para aplicar este método a los datos de platirrinos, se realizd la prediccién en 3 especies: Ateles
belzebuth (Atbe), Lagothrix lagotricha (Lala) y Saimiri boliviensis (Sabo). Como MHC-I se emplearon
las secuencias descritas en este trabajo mientras que las secuencias de KIR de L. lagotricha y A.
belzebuth provienen de trabajos previos en nuestro laboratorio[52]], mientras que para S. boliviensis
provienen de bases de datos. Para definir una interaccion positiva que se pueda emplear en las

secuencias de platirrinos, se establecié un umbral que pertenece al promedio de los experimentos

69



positivos de validacion incluidos en la validacion (punto rojo en la fig 20A). Aplicando este método se
pueden postular varios MHC-I interactuantes por KIR. En algunos casos hay mas de un MHC que
puede estar interactuando con un mismo KIR (KIR300274 de Lala y KIR170197 de Atbe) y en otros no
fue posible identificar un par interactuante como el caso de SABO_KIRO. (Fig 20B)

En muchas de las interacciones los puentes de Hidrégeno involucraban las mismas posiciones que en
humanos, lo que sugiere que estas posiciones estan bajo algun efecto de seleccion natural. Por esta

razon, en algunos casos la ubicacion de los puentes de Hidrdgeno semeja a la interaccion que se da en
MHC-KIR de humanos, pero en algunos, como en Sabo B1 (Figura 21), existian cambios que podrian

cambiar de posicion dichos puentes de hidrdgeno.
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Figura 21. Prediccion de interaccion en las proteinas. En naranja con lineas punteadas se muestran las
interacciones de puentes de hidrdgeno A. SaboB1 KIR1. B) Interaccion HLA-B57:KIR3DL1
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4.2 Prediccion de péptidos

Los métodos de prediccion de péptidos de union al MHC-I estan bien establecidos. En este analisis se
buscd determinar la diversidad de péptidos que pueden presentar las moléculas del MHC-I de
platirrinos. El grupo de genes con menor probabilidad de prediccion fue las secuencias de MHC-B que
mostraron diversificacion reciente por duplicacién génica. Esto probablemente quiere decir que las
proteinas codificadas por estos genes estan presentando péptidos muy diferentes a los de los otros
grupos. Por el contrario, los genes que mejores predicciones tuvieron son los genes del grupo ancestral
de MHC-B, lo cual también estaria mostrando en parte su relacién con los genes de catarrinos. De
hecho, este grupo de genes es el Unico en el que las propiedades de los sitios ancla varia en
comparacion con los demas grupos, teniendo en la Gltima posicion del péptido amino &cidos con carga
positiva (R,K), mientras que en los demas casos existen posiciones con amino &cidos hidrofobicos
(F,L,I) (Figura 22).

De interés también es el hecho de que aunque generalmente la posicién méas conservada del péptido es
la posicion numero 9, en el grupo de genes ancestrales del tipo MHC-G-like las tres primeras
posiciones de los péptidos predichos tienden a tener posiciones conservadas. En algunos casos, se ven
predicciones que parecen pertenecer a grupos diferentes, como el caso de algunos genes pertenecientes
al grupo B-Il. Esto se puede deber a las caracteristicas evolutivas por las que han pasado estos
primates, o a efectos de recombinacion. Es importante resaltar también que los péptidos que se
predicen para las especies del género Saguinus son bastante similares, teniendo perfiles de
conservacion de las posiciones del péptido muy parecidos. Sin embargo en otras especies de la

subfamilia Callithricidae, dicha conservacién no se observa.

La similaridad de los péptidos que se presentan tiende a ser mayor entre alelos de una misma especie,
pero, notablemente los alelos caracterizados en C. albifrons tienen la capacidad de presentar péptidos
diferentes por cada uno de los alelos caracterizados. Esto se hace evidente a comparar con secuencias

de especies como C. jacchus y S. oedipus (Figura 23)

Esto muestra que la diversidad evidenciada en los analisis anteriores también puede tener implicaciones

funcionales ya que cada especie esta presentando una gran diversidad de péptidos.
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Figura 22. Topologia NJ obtenida unicamente con las posiciones del PBR. Se muestra el perfil de
los péptidos predichos para uno de los alelos dentro de los grupos.

73



5585883 -38%853588%438
SECEYEs 5888158 Zg
[=3-E--I-R B - - - - - - -]
$88855533558332885333
'éo &Y En 38T 222 22
33 & 3 32 S5 wo®m w W
Tz w o W @a
w

SaleG0305
SaleG0304
Saoeb
Saoed
Sale(:0302
SaleG0303
SaleG0301
Saoe24
SaoeG0A0T
Sape0an2
Saoel
Sapel12allele
SapeG0303
Saoel?
SaoeG0304
Saoed?
SapeG0305
HLA-CO03:02
HLA-BEST:01
HLA-ADT:01

Color Key Color Key
* Value ' ’_‘__|_‘ * Value ' ‘ I_I_I
CealG10101 CealG10101
HLA-CO03:02 CealG10106
HLA-AD1:01 HLA-CO03:02
CealG20101 CealG10303
HLA-B27:02
CealG20106
B oo
HLA-B27:02
HLA-AD1:01
CealB10209
CealB10201
CealB10104 .
CealG10304
S EE8 &g § s 2 5353888 8¢3
= I~ -~ 5 - o 5 v ) r:
2 2 4 8 8 2 2 8 8§ £ 8 5 8 8 5 &5
m m [u] - - g = 3 - 8 - -
§ 533533353 e 2 i 8:%2%¢
S &6 £ 8§ § £ £ & 08; i'ggoo
Color Key
Color Key
o 04 1 -;H
vah.lﬂ o 04 1
Value
CajaG1102
—[ CajaG1102
. CajaG110102
CajaG1203 CajaG1901
CajaG0803 CajaG0802
CajaGos0t CajaG0801
HLA-CO3:02 HLA-AD1:01
. HLA-ADT:01 HLA-C03:02
HLA-B27:02
HLA-B27:02
CajaG1502
oo = a - @ @ o oo CajaG1502
g ¢ 8¢ 38§ ¢ 8
- 5 e o = & - o o o - - o - o
g d 25888 5 2 2 & 5 £ 8 8 8 =
o
823232888338 23373 %8% 8%
o 5 L] ) L) )
[&] 5 5 F Q [&] [&] (=]
Figura 23. Similaridad de los péptidos

presentados. Andlisis de cluster para los péptidos
predichos de 2 individuos de C. jachhus. y C.
albifrons y prediccion para todos los alelos de S.

oedipus

74



VI.DISCUSION

Los loci MHC-B y MHC-G-like muestran diferentes mecanismos de
duplicacion.

El andlisis gendmico de los bloques alfa y beta del MHC-1 en platirrinos mostrd patrones de
diversificacion previamente desconocidos, aun cuando no se trabajo con secuencias completas para
todas las especies estudiadas. Aunque el bloque gamma no se identificd con esta busqueda, es posible
que en los platirrinos también se encuentre ya que el MHC-E contenido en dicho bloque ya ha sido
descrito a nivel del cDNA 'y es reconocido como uno de los genes ancestrales para todo el clado de los
Primates [11].

Debido a la secuenciacion incompleta de las regiones gendémicas puede haber genes MHC-I que no se
caracterizaron en este trabajo. No obstante esta falta, se lograron caracterizar 4 linajes de genes MHC-
G-like y 7 linajes de MHC-B en platirrinos que corresponden a duplicaciones génicas en los bloques
gendmicos alfa y beta, respectivamente. Los genes de dichos bloques gendémicos presentan diferencias
estructurales y evolutivas que sugieren diferentes mecanismos de duplicacion. Por un lado las
dindmicas evolutivas muestran una predominancia de duplicaciones genero/especie-especificas en los
genes MHC-G-like, mientras que en los MHC-B predominan genes putativamente ort6logos en varias
especies. Por otro lado, las diferencias estructurales se evidencian en el andlisis de retroelementos de
las regiones 5’ flanqueantes de los genes, donde una de las diferencias que se destacan es la abundancia
de retroelementos del tipo LINE-1 (L1) en los genes MHC-B, mientras que en MHC-G-like son maés
abundantes los del tipo LINE-2 (L2).

Esas diferencias estructurales pueden estar influenciando diferentes mecanismos de duplicacion en los

genes MHC-G-like y MHC-B, pues los retrotransposones L1 son activo en primates, mientras que los
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L2 son inactivos. Con esto se puede proponer diferentes formas de generacion de duplicacion en la que
los retroelementos L1 duplican mediante insercidn de genes completos, mientras que en los genes L2 y

retroelementos de tipo Alu se dan recombinaciones no homologas como se muestra en la Fig 24

Recombination

& Transductior d Unsqual crossing over

Figura 24. Modelos de duplicacion en los loci MHC-B y MHC-G-like. Tomado de ([53])

Esto también se puede basar en evidencia de loci que son recombinantes como los loci AG y AL en
primates, el primero recombinante entre MHC-G y -A, el segundo entre MHC-A y un pseudogen
MHC-L. Este posible modelo de evolucion explica también el mosaico evolutivo que se presenta en
especies del género Aotus como se describe en [36]y la mayor cantidad de recombinaciones
encontradas para los MHC-G-like de C. albifrons. Esto hace que los loci de MHC-G-like sean mas
dificiles de asignar ortologia debido a que muchas de esas duplicaciones generadas por recombinacion

generan incongruencias en filogenias.
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La reconstruccion de los posibles ancestros de cada uno de los clados,

muestra diferencias en las tasas de duplicacién de MHC-G-like y MHC-B.

Al comparar las regiones genémicas de diferentes subdrdenes de primates se puede hipotetizar sobre
los eventos evolucién gendmica que llevaron a configurar los diferentes bloques del MHC-I (Figura
25).

En el bloque alfa de Strepsirrhini se encuentran al menos 2 pseudogenes que posiblemente fueron
activos en el ancestro de todos los Haplorrhini, e hipotéticamente pertenecen a los linajes de MHC-F y
MHC-G/A. Los genes MHC-G/A no se duplicaron entre la divergencia strepsirrhini-haplorrhini
(ancestros 1 y 2). Desde la divergencia de Catarrinos y platirrinos se presentaron una serie de
duplicaciones: MHC-F en el ancestro de los Platyrrhini (cuadros amarillos Figura 25A), en el linaje
Catarrhini el gen MHC-G/A ancestral se duplicd hasta 5 veces, dejando como evidencia los genes
MHC-G y -A y los pseudogenes MHC-V, KW y J. En los Platyrrhini, por su parte, el ancestro MHC-
G/A se duplico obteniendo los ancestros de los linajes G-1 y 1V, y luego en este suborden, se
presentaron duplicaciones que generaron los linajes G-Il para el ancestro de las familias Atelidae y
Cebidae y por ultimo generando duplicaciones encontradas Unicamente en la familia Cebidae como el

linaje G-I1.

La dindmica de las duplicaciones se puede observar en la figura 25 B, donde se cuentan las posibles
duplicaciones que han tenido cada una de estas especies teniendo en cuenta el tiempo de divergencia
entre los diferentes clados (Eje X) y la cantidad de duplicaciones que se presentan (eje Y). De esta

manera el tiempo cero muestra cero duplicaciones que aumentan con el tiempo de divergencia.
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Figura 25. Modelo de evolucion del bloque Alfa (MHC-G-LIKE). El modelo describe cada uno de los
ancestros hipotéticos y posibles cambios que se generan. EI mecanismo de evolucion representa una recombinacion no
homdéloga.

La evolucién gendmica del bloque beta, muestra un MHC-1 entre los genes marco centromerico en el
genoma de Otolemur garnettii (galago)el cual se duplico varias veces en esta region. Evidencia de ello
es el gen HLA-X que se encuentra entre los genes MIC-A y MIC-B de Catarrinos. Durante la
divergencia Strepsirrhini-Haplorrhini se duplicé este gen ancestral y generd el posible ancestro de los
MHC-B. De alli también se obtuvieron diferentes duplicaciones, 3 para el ancestro de platirrinos e
hipotéticamente 2 para los catarrinos (HLA-S y HLA-B) que tuvieron grandes diferencias en sus
familias, ya que se duplicé intensamente en el linaje de los Cercopithecidae, y en los Hominidae
generando el loci HLA-C. Por esta razén la tasa de duplicaciones de MHC-B se ve con un marcado

crecimiento exponencial para las especies del género Macaca.

78



Ancestros hipoteéticos Mecanismo generacién

Mimu Otga Caja  Sabo Mafa Mami o060 Hosa duplicaciones
\ . ) "« N P a b
N //14 1l B B | - -
6\. . ) ,’/ 2 l - . . . a b! b
N /,3 , . _._- - -
v +EE- EEgEs
\ P
N ‘IEEEEE NN
w B BE-FrE
23 2 2 1 = | : ==
20 .
12 ® === \afa
14 =g \amu
12 Homo
10 [ |
8 * m e G0gO
6 e Caja
4
7' Sabo
2 = 7'
(O] | &

0 3 6 9121518212427 30333639

Figura 26. Modelo de evolucion del bloque beta (MHC-B). El modelo describe cada uno de los
ancestros hipotéticos y posibles cambios que se generan. EI mecanismo de evolucién representa una transduccion de los
retroelementos L1.

Efectos de la pérdida de transcritos en las especies de Callithricidae

Es posible que en el muestreo de todas las moléculas MHC-I de un individuo no se hayan obtenido en
todos los alelos. No obstante, se presentan particularidades en algunas subfamilias, como la subfamilia
Callithricinae, en la cual las posibilidades de un muestreo inadecuado se reducen al revisar los
resultados de otros trabajos, donde se disefiaron primers especificos para los linajes de MHC-B sin
éxito [12]. Si bien en este trabajo se muestra la expresién de MHC-B en un rango amplio de especies,
no fue posible detectarlo en ninguna de las dos especies de Saguinus, pertenecientes a Callithricinae.

Una posible explicacion se basa en el agrupamiento de un pseudogen de Caja (B9) en el clado donde se
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encontrd la mayoria de transcritos de platirrinos, lo que sugiere que el gen homdlogo a este linaje ha
sido pseudogenizado en los Callithricinae. Sin embargo, algunas secuencias de transcritos de Caja,
muestran aparicion en otros loci, que posiblemente no puedan ser amplificados con los primers que se
disefiaron. Esta aparicion y desaparicion de loci en algunos clados, es un claro ejemplo del modelo de

evolucion por nacimiento y muerte de genes.

Esta pérdida de loci ancestrales puede estar teniendo repercusiones en las caracteristicas inmunes de
estos individuos. Sin embargo también existe la posibilidad de encontrarlos expresados de manera
especifica para algun tejido, o algin otro mecanismo de control transcripcional. Dichas pérdidas y
caracteristicas de polimorfismo pueden tener relacién con caracteristicas bioldgicas de este clado
(Callithricidae), los cuales presentan partos dizigoticos y quimerismo de medula 6sea. En el primer
caso, la perdida de loci puede estar permitiendo que la hembra pueda engendrar dos individuos con
genomas diferentes sin interferir con la implantacion del embrion en el Gtero donde hay una
modulacion especial de la respuesta inmune modulada por la interaccion entre MHC y KIRs.
Concomitante con esto, en el segundo caso el quimerismo de médula 6sea puede ayudar a aumentar el
rango de péptidos que presenta un individuo al tener hasta 4 alelos para un locus, lo cual se habia visto

afectado por pérdidas de loci y bajo polimorfismo

Polimorfismo en C. albifrons y predicciones funcionales

Los mecanismos para generar polimorfismo en C. albifrons son cominmente encontrados en las
especies de primates incluyendo los strepsirrinidos, catarrinos y platirrinos donde se presentan
recombinaciones, seleccién positiva en el PBR y duplicacion génica.

No obstante , el polimorfismo muestra tener particularidades en cada especie de Primate del Nuevo
Mundo. En este estudio se encontré una cantidad elevada de alelos para la especie C. albifrons, que
comparado con especies del género Saguinus, tiene diferencias notables. Sin embargo, comparando con
otras especies como C. jacchus o aquellas del género Aotus, el nivel de polimorfismo es semejante. Por
esta razon es probable que en la historia evolutiva de Callithricidae puede haber existido algun cuello

de botella poblacional en el linaje del género Saguinus.
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Predecir qué péptidos pueden estar presentando las moléculas de MHC-I en Primates del Nuevo Mundo
puede dar indicios de varios aspectos tanto evolutivos como funcionales. En primera instancia el poder
describir los perfiles de péptidos que se pueden presentar puede dar un indicio de otros mecanismos
evolutivos que han llevado a convergencia en algunas moléculas de MHC-I, asi como también eventos
de recombinacion que puedan estar generando moléculas con perfiles similares de presentacion de
péptidos pero con diferente origen evolutivo. De igual forma se puede estar viendo el efecto que tiene
la duplicacion génica sobre la presentacion de péptidos y como esa presentacion de péptidos puede
estar influenciando caracteristicas del sistema inmune de los animales en cuestion, aspectos tales como

la seleccion timica y la respuesta frente a patdgenos.

También es posible realizar algunas predicciones hipotéticas en las que por ejemplo se pueden tomar
todos los pseudogenes y compararlos con los transcripcionalmente activos. Esto mostraria cuales
posibles efectos pueden estar sugiriendo la pseudogenizacion de loci. Por ejemplo, al reconstruir y
comparar la prediccion de los genes retroprocesados, se evidencia que son semejantes entre ellos y a
los del clado al cual pertenecen. Esto permite plantear la hipotesis en la que cada especie genera su
propio conjunto de moléculas MHC-I debido a presiones selectivas propias de la especie o por otro

lado puede sugerir que la pérdida y pseudogenizacién de algunos loci es completamente al azar.
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VII.CONCLUSIONES

e Se describieron y analizaron regiones gendémicas del bloque alfa y bloque Beta para 4 y 1
especies de Primates del Nuevo Mundo respectivamente. Con esto se obtiene que cada especie
presenta un nimero variable de genes MHC-G-Like y MHC-B cuyas relaciones de ortologia no

son claras.

e Se identificaron transcritos de MHC-B para todas las especies de Primates del Nuevo Mundo,
exceptuando aquellas de la subfamilia Callithricinae, ya que probablemente en estas especies,

se encuentra pseudogenizado.

e Laexpresion de los MHC-G-Like se da principalmente en linajes de aparicion reciente mientras

que la expresion de MHC-B se da en linajes de aparicion ancestral.

e Los MHC-G-Like de la especie Cebus albifrons son altamente polimdrficos, comparable al de

otras especies de Primates del Nuevo Mundo, excepto a las del género Saguinus.

e Entre los mecanismos de generacidon de diversidad en la especie C. albifrons, se encuentran
recombinacion interalélica, duplicacién génica y seleccién positiva en la region de unién al

péptido.
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A.

Anexo 1: Anotacion gendmica de BACsy
Scaffolds encontrados.

Se indica la posicion de inicio y final de cada modelo de gen, su direccién y su asignacion
como pseudogen o gen putativamente codificante. En las secuencias donde se presentan
gaps, estan indicados de dos maneras: si el gap es de distancia conocida la posicion de inicio
y final indicaria la longitud de dicho gap, si el gap esta resaltado en amarillo es un gap de
distancia desconocida y por tanto la longitud asignada es de siempre 100bp.
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BAC Posicién

Especie ID Gen inicio Posicion fin Direccion Observaciones

Zinc Finger Protein (ZNF57) 1829 3336 - Coding

Gap 26741
Glycine tRNA ligase 35538 37141 + Pseudo
Glyciyl tRNA synthetase 37143 42895 + Pseudo

Mitochondrial coiled-coil domain 1 (MCCD1) 43391 44588
Homo sapiens HLA complex group 26 (non-protein coding) (HCG26), non-coding RNA 46951 48090 -

Gap 61654
Homo sapiens HLA complex group 4 (non-protein coding) (HCG4), non-coding RNA 62256 63965 - Pseudo
MHC-1 63498 66216 + Coding
Homo sapiens HLA complex group 8 (HCGS8), non-coding RNA 68937 70695 Pseudo
= N Homo sapiens Dihydrofolate reductase-like 1 (DHFRL1) 74383 76859 - Pseudo

c>3“ § Gap 81654
E % Homo sapiens HLA complex group 4 (non-protein coding) (HCG4), non-coding RNA 94115 96128 - Psegdo
(@) O MHC-2 95337 98634 + Coding
<)) < Homo sapiens HLA complex group 8 (HCG8), non-coding RNA 102327 103204 - Pseudo
o Homo sapiens HLA complex group 4 (non-protein coding) (HCG4), non-coding RNA 110022 112038 - Pseudo
2 MHC-3 111235 114485 + Coding
9 Homo sapiens HLA complex group 8 (HCGS8), non-coding RNA 118294 119282 - Pseudo
9 Homo sapiens HLA complex group 4 (non-protein coding) (HCG4), non-coding RNA 155123 157137 - Pseudo
< MHC-4 156351 159116 + Coding
Homo sapiens HLA complex group 8 (HCGS8), non-coding RNA 162165 163269 - Pseudo

Gap 176394
Homo sapiens HLA complex group 4 (non-protein coding) (HCG4), non-coding RNA 193401 195495 - Pseudo
MHC-5 194678 197467 + Coding
Homo sapiens HLA complex group 8 (HCGS8), non-coding RNA 200185 201161 - Pseudo
N Eukaryotic peptide chain release factor subunit 1-like (ETF1) 235811 236260 + Coding
NS Homo sapiens Ribosomal Protein L7 Like 1 (RPL7L1) 249457 250239 - Coding
g Putative uncharacterized protein ZNRD1-AS1-like 262178 265717 - Pseudo
8 Protein phosphatase 1 regulatory subunit 11 isoform 1 272233 277841 + Coding
< Homo sapiens Ring Finger protein 39 (RNF39) 277932 278586 - Coding

Longitud total 278576
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BAC Posicion
Especie ID Gen inicio Posicion fin Direccion Observaciones
™
< o : :
Q Myelin oligodendrocyte glycoprotein (MOG) 1 900 + Coding
3
< Zinc Finger Protein (ZNF57) 1219 6236 + Coding
Homo sapiens HLA complex P5 (non-protein coding) (HCP5), non-coding RNA 55751 58074 - Pseudo
Homo sapiens HLA complex group 4 (non-protein coding) (HCG4), non-coding RNA 64077 66088 - Pseudo
c MHC-1 65278 67946 + Coding
O Homo sapiens HLA complex group 8 (HCGS8), non-coding RNA 72339 73822 - Pseudo
Qo MCCD1 125157 125704 - Pseudo
®) Homo sapiens HLA complex group 26 (non-protein coding) (HCG26), non-coding
E RNA 128711 129854 - Pseudo
(7)) Homo sapiens HLA complex group 4 (non-protein coding) (HCG4), non-coding RNA 159268 161306 - Pseudo
> ™ MHC-2 160475 163228 + Coding
8 § Homo sapiens HLA complex group 8 (HCG8), non-coding RNA 166334 167308 - Pseudo
O 2 Homo sapiens SH3-domain kinase binding protein 1 (SH3KBP1) 172406 173286 - Pseudo
C=U 8 Homo sapiens HLA complex group 4 (non-protein coding) (HCG4), non-coding RNA 176960 178925 - Pseudo
U < MHC-3 178110 180829 + Pseudo
Homo sapiens HLA complex group 4 (non-protein coding) (HCG4), non-coding RNA 183413 185447 - Pseudo
MHC-4 184615 187359 + Coding
Homo sapiens HLA complex group 8 (HCGS8), non-coding RNA 190147 191943 - Pseudo
ZNRD1 216873 218516 - Pseudo
Homo sapiens HLA complex group 4 (non-protein coding) (HCG4), non-coding RNA 230249 232330 - Pseudo
MHC-5 231498 234251 + Coding
Homo sapiens HLA complex group 8 (HCGS8), non-coding RNA 237069 237632 - Pseudo
Homo sapiens HLA complex group 8 (HCG8), non-coding RNA 238787 239189 - Pseudo
Longitud Total 243168
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Posiciéon

Especie Scaffold / BAC ID Gen Posicion inicio fin Direccion
ZNRD1 16518 17077 -
Homo sapiens HLA complex group 4 (non-protein coding) (HCG4), non-coding RNA 25886 27344 -
MHC-1 26888 28977 +
Gap 29383 30643
MHC-1 30644 30855 +
Homo sapiens HLA complex group 8 (HCG8), non-coding RNA 33627 35443 -
Homo sapiens Dihydrofolate reductase-like 1 (DHFRL1) 37162 41971 -
NW_003185658.1 Homo sapiens HLA complex group 8 (HCG8), non-coding RNA 39413 40727 -
RN7SL2 43034 43323 -
RN7SL2 48742 49038 -
Homo sapiens HLA complex group 4 (non-protein coding) (HCG4), non-coding RNA 57409 59433 -
MHC-2 58610 59726
MHC-2 60141 61416
g Homo sapiens HLA complex group 4 (non-protein coding) (HCG4), non-coding RNA 78887 79343 -
S MHC-3 80169 82931 +
% NW_003188308.1 Homo sapiens HLA complex group 4 (non-protein coding) (HCG4), non-coding RNA 3263 5273 -
(] MHC-4 4458 7128
. MHC-5 408 713
é Homo sapiens HLA complex group 4 (non-protein coding) (HCG4), non-coding RNA 16640 18627 -
c MHC-6 20806 21226 +
E Homo sapiens HLA complex group 8 (HCG8), non-coding RNA 23397 25200 -
C_U Homo sapiens Dihydrofolate reductase-like 1 (DHFRL1) 28403 31806 -
U Homo sapiens Dihydrofolate reductase-like 1 (DHFRL1) 34783 38246 -
NW_003185656.1 RN7SL2 39296 39592 -
Homo sapiens HLA complex group 4 (non-protein coding) (HCG4), non-coding RNA 54036 55273 -
MHC-7 54510 57226 +
Gap 55274 55597
Homo sapiens HLA complex group 8 (HCGS8), non-coding RNA 62392 63190 -
Gap 67629 70525
Homo sapiens HLA complex group 4 (non-protein coding) (HCG4), non-coding RNA 70539 71812 -
MHC-8 71175 74985
NW_003185734.1 MHC-9 8584 6208
Homo sapiens HLA complex group 8 (HCG8), non-coding RNA 569 1759 -
NW_003187949.1 Homo sapiens HLA complex group 8 (HCG8), non-coding RNA 19023 19662 -
MHC-10 13500 16230 +
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Homo sapiens HLA complex group 4 (non-protein coding) (HCG4), non-coding RNA 12387 13788
Homo sapiens SH3-domain kinase binding protein 1 (SH3KBP1) 6855 8793
HSP 90 beta likeHomo sapiens Heat shock Protein 90kDa (HSP90) 4354 6832
Homo sapiens HLA complex group 8 (HCG8), non-coding RNA 16211 17816
NW_003188569.1 MHC-11 10753 13443
Homo sapiens HLA complex group 4 (non-protein coding) (HCG4), non-coding RNA 9522 11548
Eukaryotic peptide chain release factor subunit 1-like (ETF1) 62227 64448
Homo sapiens Ribosomal Protein L7 Like 1 (RPL7L1) 76471 77514
NW_003183369.1 Putative uncharacterized protein ZNRD1-AS1-like 89185 93437
Protein phosphatase 1 regulatory subunit 11 isoform 1 102165 100533
Homo sapiens Ring Finger protein 39 (RNF39) 103302 108911
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B. Anexo 2: Genes y pseudogenes anotados, no pertenecientes a

MHC-I.

[%2] = [%2]
Gen o pseudogen = -§ S| gp S
Tlo| S92
MOG (Myelin Oligodendrocyte Glycoprotein) X X[ X Marco
ZNF57 X X | X | X Alfa
Glyciyl tRNA synthetase X
Mitochondrial coiled-coil domain 1 (MCCD1) X | X[ X
Homo sapiens HLA complex group 4 (non-protein coding) (HCG4), non-codingRNA | X | X | X | X | X
Homo sapiens HLA complex group 8 (HCGS8), non-coding RNA X | X | X | X]|X
DHFRL1 (Dihidrofolate reductase-like 1) X | X X
Homo sapiens SH3-domain kinase binding protein 1 (SH3KBP1) X X | X
HSP 90 beta like (Heat shock protein 90 Beta Like) X X
nuclear cap-binding protein subunit 2-like (NCBP2) X
NHP2 X
nucleophosmin X
Heterogeneus nuclear riboprot X
Eukaryotic peptide chain release factor subunit 1-like (ETF1) X | X | X X Marco
Putative uncharacterized protein ZNRD1-AS1-like X X X Alfa
Protein phosphatase 1 regulatory subunit 11 isoform 1 X | X | X
CDSN (Corneodesmosin) X | X* Marco
POUSF1 (POU domain containing class 5 transcription factor 1) X | X* Beta
Methionine adenosyl transferase 1l (MAT2A) X
Homo sapiens cyclin E1 (CCNE1P) X* X
Ferritin heavy chain-like (FTH) X* X
Cyclin-G1-like (CCNG1P) X* X
Ring finger protein 181 (RNF181) X* X
Ring finger protein 34, E3 ubiquitin protein ligase (RNF34) X* X
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A-like X | X* X Marco
MHC class | polypeptide-related sequence A-like X | X* X Beta
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