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RESUMEN

La efectividad del reconocimiento antigénico y generacion de memoria inmunoldgica
esta coordinada por los receptores antigénicos TCR, BCR y MHC. Los primeros
sufren modificaciones durante el desarrollo de linfocitos T y B, en las regiones
génicas de variabilidad, diversidad y union (V(D)J). Estos segmentos se diversifican
mediante mecanismos de origen y muerte a través de las cadenas que forman estos
receptores, por lo que el estudio de su evolucion genera conocimiento importante
sobre la historia de vida antigénica y los canjes evolutivos inmunolégicos de las
especies. En esta tesis se caracterizaron a los receptores antigénicos TCR y BCR
en una especie modelo no tradicional, el lobo marino de California, Zalophus
californianus. Este es un mamifero carnivoro semiacudatico que durante su
reinsercion a la vida en el océano, estuvo. sometido a un amplio espectro de
presiones patogénicas y ambientales. Con base en los resultados obtenidos en esta
investigacion, se propone que las presiones selectivas llevaron a canjes evolutivos
y una tendencia a la expansion del repertorio de las cadenas que forman el receptor
de linfocitos T. A su vez, estos hechos evolutivos condujeron a un sesgo hacia
respuestas celulares en vez de respuestas humorales, debido a que su repertorio
BCR (lg) en comparacion con el repertorio del TCR, esta reducido a una familia de
segmentos de variabilidad. Los receptores TCR y BCR de Z. californianus
conservan sitios-de union antigénica con otros mamiferos, lo que vuelve a este
pinnipedo una especie de interés biomédico, para el estudio del desarrollo de
enfermedades infecciosas, cancer y tolerancia inmune. Esta es la primera
investigacion que examina la conformacion y explora la historia evolutiva de los

receptores linfocitarios en un pinnipedo.

Palabras clave: TCR, BCR, evolucién, V(D)J, receptor antigénico
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ABSTRACT

The effectiveness of antigen recognition and the generation of immunological
memory is coordinated by the TCR, BCR and MHC antigenic receptors. The former
experience genetic modifications during early development of T and B lymphocytes,
particularly in the variability, diversity and union regions (V (D) J). These segments
are diversified through mechanisms of birth and death that occur in the chains of
these receptors. The study of their evolution can generate interesting insights about
the antigenic life-history and the immunological evolutionary trade-offs of a given
species. This thesis characterized the TCR and BCR receptors of a non-model
species, the California sea lion, Zalophus californianus. The species is a semi-
aquatic marine carnivore that since its return-to the aquatic environment became
exposed to a wide spectrum of pathogenic and environmental pressures. Based on
the results found in this study, it appears that the species underwent evolutionary
trade-offs and an expansion of its T .lymphocyte repertoire, which resulted in a bias
towards cellular responses instead of humoral responses, as its BCR (Ig) repertoire
is reduced compared to the TCR repertoire, consisting in a single family of variability
segments. The TCR and BCR receptors of the California sea lion conserve antigenic
binding sites with other mammals, which makes this pinniped a species of
biomedical interest, particularly for the study of infectious disease ontogeny, cancer
and immune tolerance. This is the first study to examine the configuration and

evolutionary history of the TCR and BCR receptors for any pinniped species.

Keywords: TCR, BCR, evolution, V(D)J, antigenic receptor
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I. Introduccién

La principal tarea del sistema inmune es distinguir entre lo propio y lo extrafio. De
manera general, este sistema esta estratificado en dos tipos; innata y adaptativa
(Abbas et al., 2017). El sistema inmune adaptativo, presente Unicamente en los
vertebrados gnatostomados, orquesta las respuestas por medio de linfocitos T y B,
que reconocen antigenos propios y extrafios mediante sus receptores TCR y BCR,

respectivamente (Murphy & Weaver, 2017).

Los receptores TCR y BCR son altamente variables debido a que durante su
desarrollo, los segmentos que los conforman son reordenados somaticamente
(Murphy & Weaver, 2017). Ademas, son adicionados nucleétidos a los receptores
re-arreglados, un fendmeno conocido como ‘arreglo del receptor’, lo que genera
todavia mas diversidad. Los segmentos génicos que conforman a estos receptores
son de tres tipos: Variabilidad (V), Unién (J) y Diversidad (D), genéricamente
referidos como V(D)J (Outters et al., 2015). Los genes V y J estén en las cadenas
ligeras y pesadas, como lo son la cadena alpha y lambda, mientras que los genes
D estan Unicamente en las cadenas pesadas como la cadena beta y heavy (Abbas
et al., 2017).

La diversidad de los segmentos génicos V(D)J varia en cada especie (Guo et al.,
2011; Olivieri et al., 2014; Qin et al., 2014; Ujvari & Belov, 2015; Qin et al., 2015;
Murphy & Weaver, 2017), lo que refleja su historia evolutiva en determinado habitat
(Olivieri et al., 2014; Olivieri et al., 2015). Por lo tanto, los loci de las cadenas de los
receptores muestran tendencias de expansion en una cadena o mas (Olivieri et al.,
2014) o la pérdida de una cadena por el desuso. Este proceso es coordinado por
mecanismos de origen y muerte, lo cual da origen a genes funcionales,

pseudogenes y genes de marco abierto de lectura (Nei et al., 1997).

En este trabajo se caracterizaron molecularmente los segmentos que forman a las

cadenas alpha y beta del TCR y las cadenas heavy y lambda del BCR del lobo
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marino de California (Zalophus californianus), una especie modelo no tradicional
gue es considerada centinela del ecosistema costero marino y para el que existe
buena informacion sobre los patégenos que lo afectan en vida libre. Dado que no
es una especie modelo para la que exista informacion genémica completa, se utilizd
la técnica de 5'/3' RACE vy la secuenciacion de nueva generacion, para tener una
mayor cobertura de los segmentos V(D)J y poder comparar la evolucion de su
repertorio, con respecto a la de otros mamiferos para los que ya esta disponible esta
informacion. También fue modelada la estructura putativa de ambos receptores y
se buscaron secuencias de aminoacidos que podrian reflejar los procesos co-

evolutivos entre el receptor TCR y el MHC 1l en esta especie.
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Il. Antecedentes

1.1 El sistema inmune y la evolucion del reconocimiento antigénico

El sistema inmunoldgico es el conjunto de respuestas que permiten a un organismo
el discernir entre lo propio y lo extraiio. De manera convencional se divide en
respuestas innatas y adaptativas, de las que las innatas se encuentran presentes
en todos los seres vivos, mientras que las respuestas adaptativas solo
evolucionaron en los vertebrados mandibulados. El sistema inmune innato es rapido
e inespecifico, ya que depende del reconocimiento de patrones moleculares
generales asociados a patdégenos o a dafio celular (Abbas et al.,, 2017). En
contraste, las respuestas adaptativas pueden tomar desde dias hasta meses en
implementarse, pero son especificas contra antigenos foraneos o propios alterados

y generan memoria (Murphy & Weaver, 2017; Cooper & Alder, 2006).

Los productos génicos que se expresan en la superficie celular de células efectoras
del sistema inmune adaptativo, los linfocitos T y B, son los principales mediadores
del reconocimiento antigénico, debido a que son la interfaz con otras células en el
medio extracelular, ademas de ser claves para diversos procesos metabdlicos y de

tolerancia inmune (Eason et al., 2004).

Por evolucidn convergente, en el genoma de la mayoria de los seres vivos se
encuentran agrupados los genes que codifican para productos relacionados con el
reconocimiento de lo foraneo (Cooper & Alder, 2006). Estos sistemas sofisticados
orqguestan las respuestas inmunes innatas y adaptativas entre taxones (Figura 1)
(Boehm, 2006). Aunque los componentes estructurales de estos sistemas varian en
su mayoria (Cannon et al., 2002; Zhang et al., 2004; Holland et al., 2014), cada
sistema se ha sofisticado de diversas formas para reconocer un amplio espectro de
epitopos foraneos o propios alterados, y patrones moleculares asociados a
patdgenos (PAMPSs) o dafio (DAMPS).
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Interesantemente, aunque carecen de los mecanismos de generacion de diversidad
y memoria, los sistemas VCBP, FREP y Dscam de los invertebrados tienen cierta
especificidad inmunoldgica al adaptar los dominios de la super familia de las
inmunoglobulinas (IgSF) (Dermody et al., 2009). Esta super familia también esta
presente en los receptores de linfocitos T (TCR) y B (BCR), por lo cual son
catalogados como sus posibles ancestros (Cooper & Alder, 2006). Sin embargo, a
pesar de que comparten algunas caracteristicas estructurales, estos sistemas
generan diversidad inmunoldgica de maneras distintas. Por una parte, el Dscam
debe su diversidad al uso de exones variables y no variables para generar un
repertorio amplio (Watson et al., 2005). Los VCBP y FREP por otro lado, usan
dominios de quitina y fibrinégeno respectivamente adicional a los dominios de IgSF
(Cannon et al., 2002; Zhang, 2004). A pesar de que los receptores mencionados
arriba, participan en la respuesta inmune de diferentes organismos con alta

especificidad, reconociendo PAMPs y DAMPs, al no generar memoria
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inmunoldgica, ni estar sometidos a restricciones de tolerancia central a diferencia
de los TCRs y BCRs, son reconocidos como integrantes de la respuesta innata
(Boehm et al., 2012).

Debido a la sofisticacion del sistema de reconocimiento antigénico de los TCRs'y
BCRs, ha sido dificil reconstruir su historia evolutiva antes de su diversificacion de
otros sistemas (Boehm & Swann, 2014). Sin embargo, debido a que los sistemas
gue se mencionan anteriormente usan a los miembros de la IgSF.se reconoce a
esta familia como posible precursora. Esta familia, puede adaptar sus pliegues a
distintos procesos y duplicarlos facilmente, por lo que hace aproximadamente 500
millones de afios (Laird et al., 2000), eventos de duplicacion en los dominios
variables (V) de esta familia dieron lugar. a-las regiones determinantes de
complementariedad (CDR), en el ancestro comun de los vertebrados (Dermody et
al., 2009). Estas regiones, conformadas por los segmentos génicos V(D)J, son un
punto clave para entender la evolucion del sistema de reconocimiento antigénico de
los linfocitos T y B, debido a que el evento que origind esta sofisticacion tuvo lugar
entre los segmentos V y J, lo que posteriormente dio lugar a los segmentos de
diversidad (D) (Laird et al., 2000; Outters et al., 2015). Estos procesos explican la
generacion de nuevas especies génicas especializadas provenientes de un sistema
ancestral (Boehm & Swann, 2014). Otro de los mecanismos que han permitido la
super especializacién de los sistemas TCR y BCR, es la accion catalitica de las
enzimas de los genes de activacion de la recombinacion (RAG1 & RAG2, por sus
siglas en inglés), las cuales se encargan de la recombinacion de los segmentos
V(D)J (Abbas et al.,, 2017). Estas enzimas se encuentran conservadas en
vertebrados, pero el lugar en el que actian es diferente entre mamiferos, aves,
peces 0seos y peces cartilaginosos y, en consecuencia, la contribucion de los
segmentos V(D)J a lo largo de los taxones es diversa, particularmente en los BCRs
(Litman et al., 2005).
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1.2 Células del sistema inmune adaptativo de mamiferos

La diversificacion entre los vertebrados superiores trajo consigo innovaciones
morfolégicas importantes, las cuales dieron Ilugar a nuevas funciones
inmunolégicas, como la alta especificidad y la memoria inmunolégica, a través-del
origen de Organos super especializados que permitieron controlar mecanismos de
tolerancia central y expansion clonal (Figura 2) (Boehm & Bleul, 2007). A partir de
estas nuevas funciones, se especializaron dos tipos de respuestas adaptativas, las
celulares y las humorales, que son llevadas a cabo por los linfocitos T y B,
respectivamente (Boehm & Swann, 2014).

1.2.1 Linfocitos T

Los linfocitos T son células mononucleares del sistema inmune adaptativo de los
vertebrados que coordinan la respuesta celular. Estas células reconocen a los
antigenos que les son presentados por células presentadoras de antigenos (APCs:
células dendriticas, macrofagos y linfocitos B) mediante el complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC). La arquitectura genética del MHC se divide en cuatro
regiones, conocidas como clases; MHC I, Il, Ill y IV (Robinson et al., 2012). Los
péptidos del MHC |, son expresados en la superficie celular de todas las células
nucleadas de los vertebrados, y mediante su reconocimiento, activan a los linfocitos
T citotoxicos (Tc). Los péptidos del MHC Il son expresados en la superficie de las
APCs y activan a los linfocitos T cooperadores (Th). Estas células contribuyen a la
generacion de memoria inmunoldgica, cuando sus subtipos se diversifican en

células de memoria y efectoras (Abbas et al., 2017).
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Figura 2| Evolucion de los o6rganos linfoides. El sistema inmunoldgico de los
mamiferos y aves se caracteriza por la presencia de oOrganos linfoides
secundarios, como los nédulos linfoides (en verde), estos tejidos sirven para que
las células del sistema inmune interactien. Dado que en los vertebrados méas
basales estan presentes los genes TNF e IL-7R, que han sido asociados a la
aparicion de estos 6rganos en los mamiferos, se ha sugerido una convergencia
evolutiva en estos genes. El timo y la medula 6sea (azul y marrén) son érganos
primarios que estan presentes en la mayoria de los vertebrados debido a que
son Grganos precursores de poblaciones celulares inmunes. El bazo y el tejido
linfoide asociado a mucosas (rojo y morado), son drganos linfoides secundarios
gue evolutivamente han permitido restricciones de tolerancia inmune. Imagen
adaptada de: (Boehm & Bleul, 2007).

Agnatos
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Los linfocitos T derivan del progenitor linfoide en la médula 6sea y migran al timo
para continuar su desarrollo durante las etapas tempranas del desarrollo (Abbas et
al., 2017). En el timo, los progenitores de los linfocitos T son sometidos a filtros de
seleccién positiva y negativa (Murphy & Weaver, 2017). La seleccion positiva tiene
lugar en la corteza timica, en donde se seleccionan aquellos linfocitos con.un TCR
re-arreglado y maduro. La seleccion negativa es mediada por las células epiteliales
timicas medulares (MTECS); durante este proceso son eliminados los linfocitos

cuyos receptores reconocen antigenos propios (Kyewski & Feuerer, 2014).

Una vez finalizado su desarrollo en timo, los linfocitos T que cuentan con un receptor
aun virgen (naive), migran a los nédulos linfoides, en donde las APCs les presentan
antigenos derivados de organismos patdégenos o-de células transformadas (Abbas
et al., 2017). Esta presentaciéon, en conjunto con la sintesis de citocinas por parte
de diversos efectores inmunes, da lugar a la activacién de los subtipos de linfocitos
T (Murphy & Weaver, 2017). El subtipo cooperador engloba a las células que
expresan en la membrana a la glicoproteina CD4 (Thl, Th2, Th9, Th17, Th22y T
reguladoras) (Araujo-Pires et al., 2014). Mientras que el subtipo citotoxico engloba
a los linfocitos que expresan en su membrana a la glicoproteina CD8 (Abbas et al.,
2017).

Los subtipos de linfocitos T son los encargados de dirigir los distintos tipos de
respuestas por medio de la liberacion al espacio extracelular de enzimas por parte
de las CD8+ y de citocinas por parte de las CD4+ (Dustin & Choudhuri, 2016). Esta
respuesta inmunolodgica se clasifica como tipo 1, ya que es dirigida por los linfocitos
Th1l, y se relaciona a las respuestas de reconocimiento de antigenos derivados de
bacterias intracelulares, virus o autoinmunidad (Bretscher., 2014), a esta respuesta
también se le denomina pro-inflamatoria, por lo tanto promueve la sintesis de las
citocinas IL-1B3, TNF-a, IL-6 e INF-y (Murphy & Weaver, 2017). Por otro lado, la
respuesta coordinada por linfocitos Th2 coordina la respuesta tipo 2, conocida

también como anti-inflamatoria, la cual en respuesta a alérgenos o antigenos
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derivados de parasitos helmintos, produce las citocinas IL-4, IL-10, TGF-B (Paul &
Zhu, 2010). El tiempo en el que estas dos respuestas se activan es determinante
para la proteccion del hospedero. Por esto, la respuesta pro-inflamatoria (Thl) es la
primera en activarse para remover al patégeno, seguida por la respuesta (Th2)
encargada de modular a la Thl y no generar una respuesta exacervada que
perjudique al hospedero. De esta manera, las respuestas Thl y Th2 actuan en
sinergia y sin excluirse, inclusive en la defensa frente a un mismo patdégeno
(Cicchese et al., 2018).

Existen algunas respuestas que son dirigidas por otros subtipos linfocitarios como
las células Th17, que principalmente se relacionan con respuestas contra bacterias
extracelulares (Piccirillo, 2008); los Tregs, involucrados en el control de tolerancia 'y
supresion tumoral (Louten et al., 2009) y las Th9, que también participan en las
respuestas a helmintos (Kaplan et al., 2015). De manera general, estas respuestas

también son clasificadas como tipo 1 y tipo 2.

a) Receptor de linfocitos T

El receptor de linfocitos T es un heterodimero de dominios de la super familia de
inmunoglobulinas, que forman las cadenas constantes y variables, ademas de un
segmento transmembranal y una cola citoplasmatica, la cual es el paso inicial en la
sefalizacion intracelular de linfocitos T, permitiéndoles activarse durante el

reconocimiento del complejo p-MHC (Figura 3) (Murphy & Weaver, 2017).
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Figura 3| Estructura del receptor de linfocitos T. En la imagen se muestra
la estructura del receptor de linfocitos T (TCR), cadenas af y yd unidas por un
enlace disulfuro. Las cadenas constan de una regién constante y variable, a
las cuales estan unidos carbohidratos tipo hexosas (en verde). Ademas del
segmento del tallo que se dividen en la regién transmembranal y cola
citoplasmatica. Imagen adaptada de: (Murphy & Weaver, 2017).

La configuracion genética del receptor de linfocitos T esta compuesta por cuatro
tipos de segmentos génicos: Los segmentos variables (V), union (J), diversidad (D)
y constante (C). Los segmentos V, Jy C forman las cadenas alpha (a) y gamma (y),
mientras que las cadenas beta (B) y gamma (&), ademas de los V, J y C, tienen
segmentos D. Cuando los segmentos génicos que forman las cadenas a, B, yy ©
se reorganizan para formar el receptor generan la alta especificidad y diversidad
clonal. De esta manera, ademas de generar variabilidad en los segmentos de cada
cadena, la super-especificidad también es posible, debido a que los segmentos
V(D)J, provienen de distintos locus, de otra manera estos receptores serian

homodimeros de una cadena no variables. (Figura 4) (Abbas et al., 2017).
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Figura 4| Formacién del receptor de linfocitos T. Las cadenas del receptor
se forman por la unién de los segmentos Jy D, al V, la union ocurre cuando
los sitios RSS (en morado), de los V y J, se reconocen. Esta unién da lugar
al reordenamiento somatico para que se transcriba. Una vez formado el
transcrito primario se eliminan los intrones por corte-empalme (splicing), lo
cual permite que los segmentos VDJ se unan a los segmentos C, para que
se traduzcan las proteinas de las cadenas que se ensamblaran para formar
el receptor. Imagen modificada de Murphy & Weaver, 2017.

El reordenamiento de los genes V(D)J, tiene lugar en el timo y es mediado por las
enzimas RAG1 y RAG2 cuando reconocen sitios palindromicos en los extremos 3’
y 5’, denominados sitios de reconocimiento de reordenamiento (RSS). RAG1/2 se
unen a estos sitios promoviendo la escisién de segmentos V(D)J en el locus de las
cadenas del receptor. Los sitios que quedan separados por la ruptura son reparados
y ligados porlas enzimas Ku70 y 80. Posteriormente el complejo DNA-PK y Artemis
dan-lugar a sitios monocatenarios para unir los extremos que RAG1/2 dej6
expuestos. Finalmente, los extremos son unidos por la ligasa de DNA IV con ayuda

de la desoxinucleotidil-transferasa terminal (TdT) (Rossjohn et al., 2015).
Aungue inicialmente se pensaba que el proceso estaba regulado Unicamente por

los efectores mencionados arriba. Estudios posteriores demostraron que existen

procesos transcripcionales adicionales que regulan la seleccion de un segmento
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V(D)J, como su cercania a sitios de union a factores de trascripcion como CTCF
(Proudhon et al., 2015).

Los segmentos génicos que codifican para las cadenas del TCR, se encuentran en
diferentes loci, a excepcién de las cadenas a y d debido a que, los segmentos V'y
J de la cadena §, se encuentran entre los de la cadena a (Abbas et al., 2017). Sin
embargo, debido a que estos segmentos génicos sufren exclusién alélica entre si,
s6lo pueden expresarse dos tipos de receptores, TCR apf o TCR yd; el primer
receptor es el mas abundante (Zarin et al., 2015), mientras que el receptor yd esta
diferencialmente expresado en células residentes de epitelio. Ademas, la activacion
del TCR yd, a diferencia del TCR af, es independiente del MHC Il (Holland et al.,
2014).

Una vez que la version reordenada del receptor se transcribe y traduce, este
adquiere una nueva clasificacion, regiones CDR (regiones altamente variables) y
regiones Framework (FR; regiones mas conservadas). Los CDR, se subclasifican
en CDR1, CDR2, que comprenden sélo segmentos V, que provienen de linea
germinal, y la regién CDR3. La region CDR3 comprende la unién de los segmentos
V(D)J en las cadenas pesadas y VJ de las cadenas ligeras. De la misma forma, las
regiones FR también se subclasifican en FR1, FR2, FR3 y FR4 (Abbas et al., 2017).

1.2.2 Linfocitos B

La respuesta humoral adaptativa de los mamiferos es orquestada por los linfocitos
B, los cuales contribuyen a la activacion de células del sistema inmune innato y
efectores del sistema de complemento, en su versién soluble conocida como
anticuerpos o inmunoglobulinas (lg) (Abbas et al., 2017). Los linfocitos B, a
diferencia de los linfocitos T, no son completamente dependientes de la activacion
por el MHC, debido a que pueden reconocer epitopos libres sin restriccion por parte
de otra molécula (LeBien & Tedder, 2008). Ademas, las inmunoglobulinas activan
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vias de sefalizacion del complemento y a células del sistema inmune innato por
medio de sus regiones constantes (Fc), sin restriccion mas que la
complementariedad molecular (Murphy & Weaver, 2017). Adicional a esta idea los
linfocitos B también fungen un papel como APC no especializada activando a

linfocitos T (Preciado-Llanes et al., 2014).

Aunque, los linfocitos B derivan del progenitor linfoide comun en la médula 6sea, al
igual que los linfocitos T, no salen de la médula 6sea para continuar su desarrollo,
sino que permanecen en ella hasta que madura su receptor (Dorshkind &
Montecino-Rodriguez, 2007). En el proceso de maduracion de los linfocitos B las
células estromales de la médula 6sea cumplen un papel similar al de las mTec con
las células T (Sellars, 2011). Después de concluir sudesarrollo, estas células migran
a los nodulos linfoides y al bazo como linfocito B virgen, expresando en su
membrana BCR/IgM (inmunoglobulina M) e Ig D (Hoernes et al., 2011).

En los nédulos linfoides se activan al reconocer un patdégeno y escinden segmentos
de la cadena Heavy del BCR/IgM, para generar diferentes isotipos de
inmunoglobulinas (IgM, IgD, 1gG1, 1gG2, IgAl, IgA2 e IgE) (Hoffman et al., 2015).
Similar a lo que ocurre con los linfocitos T, existen subpoblaciones de linfocitos B,
gue son categorizadas por la expresion de glicoproteinas en la superficie celular en
B1 CD5+ y B2 o linfocitos B convencionales CD5- (Sellars et al., 2011).

La diferenciacion de estos subtipos también requiere de citocinas en el medio
extracelular para su diferenciacién y maduracién, como linfocitos B de memoria o
células plasmaticas (Batista & Harwood, 2009). Existen dos mecanismos para
generar estos dos tipos de linfocitos B. La activacion dependiente de linfocitos T
(TD) ocurre cuando el linfocito B reconoce al TCR y CD40 del linfocito T por medio
de su MHC Il y CD40L (Martin et al., 2001), o por activacion independientemente de
linfocitos T (TI), en la que la célula B entra en contacto directo con un antigeno
mediante su BCR (Preciado-Llanes et al., 2014).
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a) Receptor de linfocitos B

El receptor de linfocitos B (BCR) es un receptor heterodimérico con dominios de
inmunoglobulinas (Yang & Reth, 2010). Formado por una cadena pesada
denominada H y dos ligeras, Kk y A. éstas a su vez estan constituidas por-los
segmentos génicos V(D)J y C para lacadenanHy V, Jy C para las cadenas Kk y A

(Figura 5) (Treanor, 2012).

Receptor de linfocitos B
(BCR)

Region variable

Cadena K Cadena A
Reg i 6“ I Enlace disulfuro
constante

CadenaH

Regién transmembrana {
Cola citoplasmatica 1

Figura 5| Estructura del receptor de linfocitos B. En la imagen se muestra la
estructura proteica del receptor de linfocitos B (BCR), la region pesada formada
por la cadena H y la regidn ligera por las cadenas K y A. Indicado por amarillo, el
segmento de cruce transmembranal conformado Unicamente por segmentos
constantes, denominada cola citoplasmatica la cual permite al linfocito B activarse
después del reconocimiento de un epitopo. Imagen modificada de Murphy &
Weaver, 2017.

EI BCRy el TCR comparten la maquinaria molecular para re-arreglar los segmentos
V(D)J que conforman sus cadenas (Figura 6). Sin embargo, a diferencia del TCR,
el BCR adicional al re-arreglo de sus genes, sufre mutacion somética en todas sus

cadenas, lo que genera una amplia gama de inmunoglobulinas (Abbas et al., 2017).
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Este evento tiene lugar en la zona clara de los nédulos linfoides (Defranco et al.,
1993). Una de las diferencias mas notables entre los receptores de linfocitos T y B,
es que los linfocitos B pueden secretar su receptor, inclusive en pentameros de IgM
(Murphy & Weaver, 2017).

CadenaKy A

J variacién (v) CadenakyA ——
J unién (9) Bl fc Bl i
Constante (C) - ‘ C Reord[;::miento - D } ‘ IC
-I . somatico - DI IC
T ¢ § B (ofle
B e~ | Transgtopiario
Cadena H Splighg { - DI IC AR
IVariacién ) -Ic AAA } RNAm { -D 'c AAA
I Unioén (J) Traduccién (
Diversidad (D)
Constante (C) Proteina

Figura 6] Formacion del receptor de linfocitos B. Las cadenas del receptor se
forman por la union de los segmentos Jy D, al V, la union ocurre cuando los sitios
RSS (en morado), de los V y J, se reconocen. Esta unién da lugar al
reordenamiento somatico para que se transcriba. Una vez formado el transcrito
primario se eliminan los intrones por corte y empalme, lo cual permite que los
segmentos V(D)J se unan a los segmentos C, para que se traduzca el receptor.
Posterior a la reorganizacion, en centros germinales el receptor BCR madura su
afinidad por mutacion somatica. Imagen modificada de Murphy & Weaver, 2017.

En comparacion con el receptor de células T, el BCR parece haber adquirido mas
innovaciones durante su evolucion. La mas importate de estas es su capacidad para
generar versiones secretables de si mismo; (IgM, IgD, 1gG, IgE e IgA), las cuales
pueden desencadenar respuestas especificas (Yang & Reth, 2010). De manera
interesante, aunque se conoce la maquinaria que permite el corte y ensamblaje de
la cadena H, no se conoce hasta ahora el principio que dio origen a este proceso,

se hipotetiza que, en el caso de la IgA, la disbiosis intestinal fue el evento que generé
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el corte de esta cadena cuando hubo necesidad de recubrir las mucosas (Mantis et
al., 2011). Adicionalmente, algunos mamiferos han perdido la capacidad de generar
estos subtipos de inmunoglobulinas, especificamente los relacionados a activacion

de efectores de la respuesta innata y adaptativa (Li et al., 2018).

1.3 Los segmentos V(D)J a través de los taxones de mamiferos

La aportacion de los genes V, D y J en los loci de las cadenas del TCR y BCR(lg),
varia a entre taxones. Sin embargo, las cadenas que conforman a estos receptores

permanecen en la mayoria de los vertebrados (Abbas et al., 2017).

En algunas especies como monotrema, marsupiales 'y peces existen loci que forman
a los receptores Unicos en esas especies, que surgen como estrategia de
adaptacién a su habitat (Parra et al., 2007; Wang et al., 2011; Mashoof & Criscitiello,
2016). Por otro lado, el origen de una cadena extra en los receptores TCR y BCR
(Ig), no es la unica forma en la que los vertebrados adaptan sus requerimientos
inmunes de hecho, es mas comun la expansién del repertorio de una cadena como
mecanismo de adaptacion a-determinado habitat en este sentido, especies
cercanas pueden tener repertorios muy diferentes entre si (Olivieri et al., 2014)
(Figura 7-11).
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Figura 7| Repertorio de genes V y J de la cadena alpha en los mamiferos.
En azul marino, se muestra el repertorio de los genes V. En verde, se muestra el
repertorio de genes J. Los puntos rojos -indican a especies de mamiferos
marinos. Imagen adaptada de Olivieri et al., 2014 y de Murphy & Weaver, 2017.

Aungue no se conoce cuales sean los habitats o las condiciones que favorecen la
expansion de una cadena determinada, la expansién estd regulada por el
mecanismo de origen y muerte, en el cual se mantienen los segmentos que
representan ventaja. como genes funcionales y se descartan en forma de
pseudogenes los que no representan una ventaja inmunoldgica, para después ser
eliminados por cruce desigual (Nei & Sitnikova, 1997; Das et al., 2008).

La hipétesis que mantiene que el repertorio de genes V(D)J en las cadenas de los
receptores esta sujeta a seleccion positiva por presion patogénica, también refiere
que en las cadenas del TCR, en especial las cadenas alpha y beta, el repertorio
estd comprometido a la seleccion de los alelos del MHC clase I, por lo que el
repertorio de determinada especie no soélo tiene que ser reactivo a patdégenos
extrinsecos, sino que también mantener grados de tolerancia a los propios, para

poder permanecer (Nikolich-Zugich et al., 2004).
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Si bien el nimero de genes V(D)J, esté relacionado con la diversidad de patdgenos
gue puede reconocer el sistema inmune de una especie, existen reportes en los que
la reduccion en la diversidad de los receptores T, no compromete la reactividad
(Bousso et al., 2000). Por otro lado, otros estudios demuestran que reducir el
repertorio de las cadenas del TCR, reduce la capacidad de montar resistencia hasta
50% menos e impacta en la reactividad hacia el MHC II, lo que _posiblemente
demuestra que la reactividad, estd comprometida con el contexto de una especie
(Nanda et al., 1991).
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Figura 8| Repertorio de genes V (D) J de la cadena beta en los
mamiferos. En azul marino, se muestra el repertorio de los genes V.
En amarillo, se muestra el repertorio de genes D y en verde, se
muestra el repertorio de genes J. Los puntos rojos indican a los
mamiferos marinos. Imagen adaptada de Olivieri et al., 2014 y Murphy
& Weaver, 2017.

En mamiferos, los segmentos de variabilidad de las cadenas del TCR provienen de
nueve familias ancestrales TRAV1-5 en la cadena alpha y TRBV1-4 en la cadena

beta (Olivieri et al., 2015) y se diversifican de maneras distintas en todas las
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especies, proporcionandoles mayor inmunocompetencia, de manera que existen
hasta 43 familias conocidas en algunos carnivoros en la cadena alpha (Figura 7) y
30 en la beta (Martin et al., 2017) (Figura 8). Por otro lado, en comparacion de los
segmentos TRBD en los cuales se conocen dos familias TRBD1-2 y los segmentos
de union (J) en los que en la cadena alpha se reconocen hasta 64 familiasy 2 en'la
cadena beta, los segmentos V parecen ser los principales aportadores en la
generacion de diversidad en el TCR (Lefranc, 2001). Sin embargo, a pesar de que
el contexto determina el requerimiento del repertorio, como se explicd con
anterioridad, se mantiene la idea de que la reduccién del repertorio es una sefial de

presion patogénica menor en una especie.

C.
P.

3

‘0. garnettii
D. madagascariensis
H. sapiens

=3-

O. princeps
O princep

| =e———
=
M. ochrogaster
I. tridecemlineatus My
-

D. ordiiy
C. porcellus
C. griseus
M. ]
T. belangering
T.chinensis
¢ O.orcal
T truncatusy

P.alectol

M. Iui:ifugus
*0. rosmarusF
M. putorius

e
|
e
]
ja
e———.
V. Vi
=
—
|
]
f—
=l

E europaeus

E edwardiil
C. asiatica - V

*T. manatus

E.telfairi

O. afer! D

P. capensis

C. hoffmanni . J
D. novemcinctus
M. domestica

Srrarmca B Pseudogenes V

M. eugenii
0.

EFERTE | S1CS BT

Q N\

N
P oy

Figura 9| Repertorio de genes V (D) J y pseudogenes V de la
cadena Heavy en los mamiferos. En rojo, se muestra el repertorio
de los genes V. En amarillo, se muestra el repertorio de genes Dy en
azul, se muestra el repertorio de genes J. Los pseudogenes V, se
muestran en color morado. Los puntos rojos indican a los mamiferos
marinos. Imagen adaptada de: Guo et al., 2011; Qin et al., 2014;
Olivieri et al., 2014; Qin et al., 2015; Ujvari & Belov, 2015 y Murphy et
al., 2017.



El repertorio de las cadenas del BCR (lg) al igual que las del TCR tiende a
expandirse, por lo tanto, también varia entre taxones (Figura 9-11). Las cadenas del
BCR, al no estar restringidas por el MHC directamente, exhiben repertorios mas
amplios en todas las especies; sin embargo, la diversificacion y expansion de las
familias que forman al receptor, también es resultado de su evolucion, debido a que
se hipotetiza que este receptor surgio antes que el TCR (Boehm & Bleul, 2007).
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Figura 10| Repertorio de genes V y J de la cadena kappa en los
mamiferos. En rojo, se muestra el repertorio de los genes V. En azul,
se muestra el repertorio de genes J. Los puntos rojos indican a los
mamiferos marinos. Imagen adaptada de: Guo et al., 2011; Qin et al.,
2014; Olivieri et al., 2014; Qin et al., 2015; Ujvari & Belov, 2015 y
Murphy et al., 2017

Las familias de las cuales se diversifican los segmentos V en mamiferos diferente
entre las 6rdenes y estas se extienden desde 1-16 IGHV en algunos roedores, 1-
7IGHV en humanos (Pallares et al., 1999), IGHV1-4 en algunos carnivoros (Olivieri
et al., 2014) e IGHV1-2 en ungulados. En contraste, las familias que agrupan a los

segmentos V de las cadenas ligeras van desde IGKV1-4 a IGKV1-16 en la cadena
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kappa y en la cadena lambda 1-9IGLV en humanos, IGLV1-8 en algunos roedores
e IGLV1-3 en ganado. Por otra parte, las familias de los segmentos de diversidad
se agrupan en general en las familias IGHD1-8 e IGHDQ52, en tanto que para los
de unién (J) se conocen las familias IGHJ1-4, IGKJ1-5 e IGLJ1-3 (Kaushik &
Pasman, 2014).

En ambos receptores, el proceso de origen y muerte diversifica las familias de las
cadenas de los receptores, el cual genera un sesgo en la expansion de un locus o
lo deshabilita, este fendbmeno se ha observado principalmente en las cadenas
ligeras del BCR (lg). Mientras que, en el mismo receptor en otras especies la
expansion de una cadena ligera, se ha asociado con la compensacion en la
disminucion del repertorio de las cadenas del TCR y viceversa (Olivieri et al., 2014).
Lo anterior refuerza la idea de que el proceso de origen y muerte, esta regulado por
el contexto ecolégico de una especie (Nei & Sitnikova, 1997). Sin embargo, que el
incremento del repertorio en los receptores TCR y BCR esta Unicamente
relacionado con la exposicion patogénica en determinado habitat es dual, debido a
que el reconocimiento a antigenos no propios, solo es uno de los mecanismos que
los receptores regulan (Nikolich-Zugich et al., 2004). Ademas, se sabe que el uso
del repertorio esta sujeto a la proximidad de los segmentos a los promotores y en
este sentido tener un mayor niumero de segmentos no implica que sean utilizados
al montar una respuesta inmune (Proudhon et al., 2015). Por lo tanto, establecer la
competitividad inmunoldgica basada Unicamente en el nidmero de segmentos

génicos V(D)J, es una aproximacion deficiente.
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Figura 11| Repertorio de genes V y J de la cadena lambda en
los mamiferos. En rojo, se muestra el repertorio de los genes V.
En azul, se muestra el repertorio de genes J. Los puntos rojos
indican a los mamiferos marinos. Imagen adaptada de: Guo et al.,
2011; Qin et al., 2014; Olivieriet al., 2014; Qin et al., 2015; Ujvari &
Belov, 2015 y Murphy et al., 2017.

1.4 Evolucion de los segmentos V(D) en mamiferos

Los segmentos V(D)J como se menciond con anterioridad, son parte de la super
familia de Inmunoglobulinas. Por si mismos, los miembros de esta familia son
capaces de adaptar sus pliegues para cumplir diferentes funciones por lo normal
asociadas al reconocimiento antigénico (Dermody et al., 2009). Sin embargo, es
poco-probable que esta familia haya tenido un papel inmune en un inicio, y se
propone que hasta que ocurrieron eventos de duplicacion y la insercion de un
trasposon de la familia Transib (Kapitonov et al., 2005) entre los segmentos proto-
V y proto-J gener6 la recombinacién de los sitios de reconocimiento y
posteriormente emergié su funcion antigénica (Flajnik & Kasahara, 2010). Los
eventos de duplicacién subsecuentes dieron origen al proto-D (Proudhon et al.,
2015). Adicionalmente, estos segmentos adquirieron distintas caracteristicas
ontogénicas propias de las cadenas en las que residian (Boehm, 2006).
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Este sistema rompe los paradigmas genéticos de la seleccion Darwiniana, por lo
gue en cada individuo se establecen configuraciones distintas de estos genes. De
manera que su aportacion individual entre mamiferos es distinta. Ademas, a través
de los mamiferos estos genes estan regulados por el mecanismo de origen'y
muerte, que permite desechar genes que no son adaptables a una funcion
especifica o representan desventaja en el habitat en donde se desarrolla un

organismo (Nei & Sitnikova, 1997).

1.4.1 Limitadores en la plasticidad del repertorio de los receptores TCR y
BCR

La aportacion del repertorio entre las especies de mamiferos es distinta debido a su
habitat. Por lo tanto, la expansion y el ensanchamiento de los loci que forman a los
receptores, esta limitado por el repertorio V(D)J que durante la historia de vida un
individuo ha generado. En este sentido los factores que pueden limitar el repertorio
de una especie pueden ser en consecuencia de dos procesos, la generacion de

resistencia y tolerancia (Nikolich-Zugich et al., 2004).

Cuando un organismo se desenvuelve en un habitat que no representa estrés
patogénico, segmentos de sus cadenas se pierden, volviéndolo incapaz a reconocer
antigenos en vida libre (Nanda et al., 1991). Lo anterior apoya la idea de que ciertos
habitats - pueden generar reduccion del repertorio, por ser menos
inmunopatogénicos (Olivieri et al., 2014). Sin embargo, esta idea genera dos

vertientes que no son excluyentes una de la otra.

El repertorio de genes V(D)J, como se menciono arriba evoluciona en cada individuo
y como toda funcion fisioldgica, la respuesta inmune adaptativa requiere de la
alocacion de recursos, los cuales estan en competencia con otras funciones

fisiol6gicas. Aunque en términos energéticos generales montar la respuesta
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adaptativa es menos costoso que montar la respuesta innata, existen procesos post
la activacion de la respuesta adaptativa que son costosos (Demas & Nelson, 2012).

En general se acepta la idea de la heterosis, en la que ser mas diverso
genéticamente es mas efectivo para el sistema inmune de las especies, al permitir
reconocer una mayor cantidad de antigenos. Sin embargo, tener un mayor nimero
de segmentos V(D)J conlleva una amplia variedad de receptores, que necesitan
regulacion. En el caso del BCR la diversidad serolégica esta directamente asociada
a la coevolucién con patdgenos (Mantis et al., 2011). Por otro lado, la diversidad del
TCR, ademas de estar asociada a la diversidad patogénica como se menciono antes
esta restringida por el MHC (Abbas et al., 2017). En términos energéticos, la
restriccion por MHC necesita la alocacion de recursos para la eliminacion de células
T autorreactivas, que a su vez estan en competencia con los procesos
inmunopatogenos, por lo cual aumentar la diversidad del MHC promueve la
eliminacién de células T y por lo tanto la diversidad del repertorio de los genes que

forman al receptor (Demas & Nelson, 2012).

Las especies necesitan establecer niveles de competencia frente a sus
depredadores. Los patégenos como depredadores establecen niveles de oscilacion
del uso de genes, por lo que los hospederos deben adaptarse y generar alelos, a
los que durante su historia de vida los patégenos no hayan generado resistencia.
Este proceso es costoso, por lo que establecer procesos de tolerancia entre
huésped y hospedero resulta mas eficiente para ambos (Demas & Nelson, 2012).
Desde el punto de vista del repertorio de los TCR y BCR, establecer niveles de
tolerancia antes que resistencia puede llevar la reduccion del repertorio también, lo
cual descarta la posibilidad de generar receptores autorreactivos (Collins & Watson,
2018).
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1.5 El lobo marino de California (Z. californianus)

Los mamiferos marinos evolucionaron a partir de diferentes mamiferos terrestres,
los cuales regresaron al habitat acuatico debido a una falta de alimento en el habitat
terrestre. Existen cinco 6rdenes taxondémicos que contienen mamiferos marinos: los
cetaceos y los sirenios que son completamente acuaticos, y dentro del orden
carnivora los osos polares, las nutrias y los pinnipedos (Uhen, 2007). Los tiempos
de evolucion de estos grupos varian, siendo méas antiguos para los cetaceos, y mas
recientes para los 0sos polares. Especificamente los pinnipedos regresaron hace

28 millones de afos al medio ambiente marino (Uhen et al., 2007).

El lobo marino de California (Zalophus californianus) es un pinnipedo de la familia
Otaridae. Zalophus californianus, es una especie sexualmente dimoérfica, en la que
los machos son méas grandes que las hembras y presentan una cresta sagital muy
pronunciada. La estructura anatomica de esta especie y de los otros miembros de
su familia le permite tener locomocion terrestre y acuatica (Berta et al., 2015) (Figura
12).

El habitat de Z. californianus se extiende en las costas del Pacifico oriental, desde
Vancouver, Canada, hasta el noreste de la peninsula de Baja California, México, en
donde se localizan en-ambas costas de la Peninsula de Baja California (Figura 13)
(Szteren, 2011).
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Figura 12| Dimorfismo sexual entre hembras y machos de Z.
californianus. Del lado derecho se muestra a la hembra y de lado
izquierdo al macho. Imagen tomada de: What We Thought: Mating
system of the California Sea Lion. (2019).

El genoma del Z. californianus no se conoce por completo, pero por la cantidad de
regiones codificantes se estima que la longitud de su genoma es similar a la de otros
mamiferos incluyendo al-humano (Chinta, 2013) y perro (Canis lupus familiaris)
(Arnason et al., 2006). Sin embargo, el nivel de compactacion de su genoma es
diferente, quiz& por el porcentaje de regiones espaciadoras en el genoma de este
pinnipedo lo que da a la especie 36 cromosomas (Riedman, 1990). Sin embargo,
se ha propuesto el uso del genoma del perro doméstico, (Canis lupus familiaris),
para investigar a especies de carnivoros silvestres como Z. californianus, ya que el
perro es la divergencia mas temprana en la superfamilia Canoidae que incluye a los
pinnipedos (Breen et al., 2004; Ostrander & Wayne, 2005).

Se han caracterizado 379 regiones codificantes en el genoma de Z. californianus,
las cuales son similares a las de otros carnivoros, 42 al panda gigante, Aliuropoda
melanoleuca, 22 a Canis lupus familiaris y 30 al gato doméstico, Felis catus (Chinta,
2013).
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Figura 13| Zona de la toma de muestra de Z. californianus en
este estudio. El mapa muestra la zona de recoleccion de las
muestras de este trabajo en el circulo rojo, Isla granito en donde
originalmente se caracterizaron todos los alelos del MHC de Z.
californianus. Imagen tomada de: Szteren et al., 2006.

1.5.1 Inmunologia del lobo marino de California (Z. californianus)

Durante la transicion del habitat terrestre al semiacuatico, la respuesta inmune de
los pinnipedos, estuvo sometida a diversas presiones patogénicas tanto del medio
terrestre como del acuatico (Olivieri et al., 2014). Por tanto, el estudio de la
respuesta inmunolégica de los pinnipedos resulta interesante en términos
comparativos con especies terrestres. Sin embargo, a la fecha, es relativamente

poco lo que se conoce sobre la inmunologia de Z. californianus.

42



En términos anatdmicos, los o6rganos linfoides primarios y secundarios de Z.
californianus son iguales a los de otros mamiferos marinos y terrestres. Sin
embargo, sus requerimientos son distintos debido a que estan sometidos a distintos
niveles de presion durante su buceo, lo que deriva en la oscilacion constante de
niveles de oxigeno en el torrente sanguineo, lo cual sugiere que la fisiologia inmune

puede ser distinta (Ponganis et al., 1992).

En cuanto al sistema inmune de Z. californianus se han determinado muchos de los
genes que moldean la respuesta inmunoldgica de los mismos, 'y también se ha
investigado la relaciébn de varios polimorfismos genéticos con la progresion de
enfermedades infecciosas y carcinoma (e.g. Acevedo-Whitehouse et al., 2003;
Bowen et al., 2005; Browning et al., 2014).

Una de las regiones genéticas con relevanciainmune que se han estudiado mas en
esta especie es el complejo mayor de histocompatibilidad clase Il (ZacaDRB) lo que
ha proporcionado conocimiento sobre la respuesta inmune adaptativa de este
pinnipedo, debido a la alta variabilidad del MHC clase Il en esta especie y su
mecanismo atipico para generar diversidad (Bowen et al.,, 2004). Variantes
genéticas como el ZacaDRB.A se han asociado con el desarrollo con carcinoma
genitourinario (Bowen et al., 2005), asi como con la disminucién en la respuesta
inflamatoria inespecifica (Montano-Frias et al., 2016). También se ha reportado que,
contrario a lo que predice la teoria evolutiva de la diversidad de los alelos del MHC,
la alta variabilidad en ZacaDRB, tiene como consecuencia respuestas exacerbadas
a_infecciones por la espiroqueta Leptospira interrogans, lo que resulta en

inmunopatologia (Acevedo-Whitehouse et al., 2018).
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1.6 Técnicas genémicas de nueva generacion en inmunologia

El estudio de los receptores antigénicos de Z. californianus se ha enfocado
principalmente en la cuantificacion de la respuesta humoral durante su desarrollo
(Espinosa-de Aquino et al., 2017), y bajo condiciones de estrés ambiental (Banuet-
Martinez et al., 2017). Sin embargo, la estructura y organizacion génica del receptor

BCR en membrana y del TCR, permanecen aun sin explorar.

La mayoria de las moléculas que orquestan las funciones inmunes de diversos
organismos se descubrieron debido al alcance 'de técnicas como el
radioinmunoanalisis, la inmunoprecipitacion y la hibridacion in situ. Sin embargo, a
medida que el entendimiento de la respuesta inmune avanzo, las técnicas proteicas
y moleculares mostraron ser mas prometedoras, por lo tanto se comenzaron a
utilizar para ampliar nuestro entendimiento sobre el estudio del sistema inmune
(Murphy & Weaver, 2017).

Las herramientas gendmicas han contribuido al progreso en general de la ciencia 'y
por consecuente al estudio sistema inmune (Mori et al.,, 2013). En general las
caracteristicas genémicas del sistema inmune son de gran relevancia, porque
cambios en la secuencia de los genes derivan en variaciones fenotipicas que

impactan el reconocimiento antigénico (Schliétterer et al., 2016).

Actualmente, las técnicas gendémicas de nueva generacion permiten desde el
estudio de la expresion génica de una célula individual hasta el estudio de dominios
de asociacion topoldgica en una célula Unica (TADs) (Proudhon et al., 2015). Las
técnicas de secuenciacion masiva pueden reflejar todo aquello que se transcribe en
un sistema en determinado momento y bajo ciertas condiciones o la regulacién
transcripcional bajo diferentes condiciones (Mori et al., 2013). Por otra parte, la era
de la gendmica, le ha permitido a la inmunologia, conocer el repertorio de genes

involucrado, en el desarrollo, ecologia y evolucion de la respuesta inmunoldgica
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(Longo et al., 2014). Sin embargo, existen otras técnicas como la rapida
amplificacion de terminacion de cDNA (RACE), que permite conocer la organizacion
molecular de distintos genes, incluso en especies de las que no se tiene anotacion
genomica (Yeku & Frohman, 2011) y con base a ésto, también permite la

comparacion filogenética de las caracteristicas de un gen (Guo et al., 2011).

1.7 La caracterizacion de los receptores TCR y BCR en especies no modelo

mediante técnicas Bioinformaticas

Los receptores de los linfocitos T y B son los principales orquestadores de la
respuesta adaptativa de vertebrados. Durante su desarrollo su configuracion
genética cambia, lo cual les confiere especificidad clonal y a su vez genera memoria
inmunologica, a través de la cual promueven la activacion de efectores innatos
(Abbas et al., 2017). Aunque los receptores TCR y BCR (estos ultimos llamados Ig)
no soélo reconocen antigenos fordneos sino también propios, el estudio de su
diversidad estd directamente asociado a la diversidad antigénica a la que un
organismo se ha enfrentado. Por otra parte, al ser contexto dependiente (Wong et
al., 2016; Holder et al., 2018) la diversidad antigénica varia de individuo a individuo.

El repertorio de los receptores antigénicos es un reflejo directo del estado
inmunoldgico de un individuo. Sin embargo, debido a la alta variabilidad de los
segmentos-geénicos que los conforman, su estudio se ha centrado en las zonas
donde los genes V, D y J se unen; la zona de complementariedad CDR3,
principalmente de las cadenas pesadas (Rosati et al., 2017). Previamente se habia
estudiado y caracterizado el repertorio V(D)J en especies modelo para las que el
genoma esta anotado, como el ratén y el humano, debido a que se conocian las
secuencias de los sitios de recombinacion (RSS; por sus siglas en inglés), y por lo
tanto se podia estudiar la funcionalidad de los transcritos después del
reordenamiento somético (Murphy & Weaver, 2017). Sin embargo, también se
estudié la evolucion de las multifamilias de segmentos V(D)J en estas especies (Nei

45



& Sitnikova, 1997; Balakirev & Ayala, 2003), lo que permitié determinar cuéles eran
las regiones conservadas en los receptores para ambas especies. A partir de estas
regiones se definieron las reglas para determinar el repertorio en otras especies
(Giudicelli et al., 1999; Giudicelli et al., 2005; Madi et al., 2017; Migalska et al., 2018).

El estudio de los TCRs y BCRs ha cambiado con el tiempo, y el desarrollo de nuevas
herramientas moleculares y de andlisis bioinformatico, ahora permite la
caracterizacion de estos receptores en otras especies, asi como el modificar las
bases de datos existentes para establecer reglas de repertorio y analisis de
ontogenia mas robustos (Lefranc et al., 2014). Por otro lado, otros programas fueron
propuestos para adaptar los analisis de ontogenia actuales a otras especies, sin
generar un sesgo hacia los repertorios existentes (Olivieri et al., 2013; Hou et al.,
2016; Rosati et al., 2017; Migalska et al., 2018).

Por otra parte, aunque algunas de las técnicas moleculares son estandares, como
el 5 RACE, la secuenciacibn de nueva generacion ha permitido nuevas
aproximaciones para el estudio del repertorio, como la PCR Multiplex y el
enriguecimiento de flancos (Rosati et al., 2017). Normalmente estas técnicas
permiten caracterizar los receptores de especies no anotadas, , sin embargo, el
disefio experimental por lo general estd basado en las regiones menos variables de
los receptores; las regiones constantes, las cuales también mantienen sitios
conservados con otros miembros de la super familia de las inmunoglobulinas
(Marchler-Bauer et al., 2016), lo cual en general puede generar desajustes al
analizar los datos, generando falsos positivos en las lecturas caracterizadas,

particularmente en especies que carecen de anotacion.

En el presente capitulo se presenta el disefio experimental que permitié la
caracterizacion de las cadenas de los receptores TCR y BCR en especies sin
genoma de referencia. Mediante la técnica 5° RACE se optimizé el numero de las
lecturas obtenidas por secuenciacion multiplex, y se evitaron desajustes en el
analisis de los datos, mediante una clusterizacién previa al analisis de las lecturas

con las de otras especies.
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Justificacion

El sistema inmunolégico ha evolucionado en distintos organismos para poder cubrir
los requerimientos patogénicos y de tolerancia en cada habitat, por lo cual se
considera un caracter de historia de vida (Demas & Nelson, 2012). La evolucion del
sistema de sofisticacion en los TCR y BCR ha permanecido como el Big Bang
inmunoldgico, no sélo por la presencia de sitios hipervariables en estos genes que
permiten un polimorfismo sin precedentes en el resto del genoma, sino ademas
porque su ontogenia sigue rigurosos controles de calidad, mediados en un principio
por la historia evolutiva del hospedero, coevolucion con patégenos en el medio, que
derivaron en canjes evolutivos de auto-tolerancia y resistencia en cada vertebrado
(Guo et al., 2011; Qin et al., 2014; Qin et al., 2015; Ujvari & Belov, 2015; Murphy &
Weaver, 2017).

La expansion de ciertos locus de los receptores TCR y BCR, sigue la tendencia
hacia el reconocimiento de epitopos especifico, en donde la expansion en los loci
del BCR representa una inclinacion hacia las respuestas humorales, mientras que
la expansion de los loci del' TCR indica una inclinacion hacia las respuestas
celulares (Olivieri et al., 2014). Es por ésto que estudiar la evolucion de los
receptores linfocitarios puede proveer de conocimiento sobre la seleccién positiva
de genes V, D, J e, incluso, C, y su relacion con la susceptibilidad a patdgenos y la
progresion de enfermedades (Proudhon et al., 2015). La alta diversidad de estos
receptores en los vertebrados, ha llevado al estudio de su asociacion en perfiles de
patologias. Sin embargo, a la fecha nuestro entendimiento sobre la evolucién del
TCRy BCR es limitado debido a que esta centrado en humanos y modelos animales
experimentales, lo cual no permite tomar en cuenta ni el contexto evolutivo ni el
contexto ecologico que dieron lugar a los receptores en diferentes grupos

taxondmicos (Boehm et al., 2006).
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En el contexto del cambio ambiental global, y el incremento en el nimero de
enfermedades infecciosas (Jones et al., 2008), el estudio de los receptores
linfocitarios en organismos de vida libre es cada vez mas relevante, sobre todo en
aquellos que por si solos son un modelo inmunolégico, como Z. californianus, que
recientemente se ha propuesto como modelo de estudio del desarrollo de
carcinogénesis (Browning et al., 2015). Ademas de su alta tolerancia a parasitos
intestinales (Acevedo-Whitehouse et al., 2006) y su susceptibilidad genética a
Leptospira interrogans (Acevedo-Whitehouse et al., 2018) y a otros patdgenos (e.qg.
Lyons et al., 1997; King et al., 2002; Johnson et al., 2006; Lloyd-Smith et al., 2007;
Ng et al., 2009; Rivera et al., 2012; Kuzmina et al., 2018). Lo anterior podria tener
relevancia biomédica, debido a que los receptores TCR y BCR son efectores
directos o reguladores de segundos mensajeras inmunes durante la transformacién

oncogeénica y la exposicion a helmintos y bacterias (Murphy et al, 2017).

Estudiar los receptores antigénicos de los linfocitos de Z. californianus es importante
desde una perspectiva ecolégicay evolutiva, debido a que en el caso del TCR, éste
co-evoluciona con el MHC Il (Castro et al., 2015), el cual, en Z. californianus, es
altamente polimorfico, con respecto a otros mamiferos, y tiene un mecanismo muy
poco comun para generar dicha diversidad (Bowen et al., 2004). Por este motivo es
que tenemos razones para creer que surgieron eventos de duplicaciéon en estos
receptores, proporcionales a la expansion del MHC Il, como se ha reportado para
otros mamiferos (Olivieri et al., 2014; Li et al., 2018).
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Preguntas de investigacion

¢, Cuéles segmentos génicos V(D)J en los receptores TCR y BCR de Zalophus
californianus son Unicos de esta especie y cuales segmentos comparte con otros
mamiferos carnivoros?

¢, COmo es la estructura tridimensional de los receptores TCR y cual es su relacion
estructural con las moléculas del MHC de Zalophus californianus?
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[ll. Objetivos

Objetivo general

Caracterizar genéticamente los receptores TCR y BCR de Zalophus
californianus.

Objetivos especificos

1. Describir la composicion genética de los receptores TCR y BCR de Zalophus
californianus.

2. Comparar los segmentos génicos V(D)J del TCR y BCR de Zalophus
californianus con los receptores de otros mamiferos carnivoros.

3. Definir la estructura tridimensional putativa de los receptores TCR y BCR de
Zalophus californianus.
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IV. Metodologia

2.1 Muestras utilizadas

Las dos muestras que se utilizaron fueron obtenidas en el 2016 durante un muestreo
realizado como parte de un proyecto de investigacion “Patrones espacio-temporales
de la diversidad de receptores antigénicos y efectores inmunes de Z. californianus
una aproximaciéon eco-inmunogenémica” (Proyecto 446 del programa Fronteras de
la Ciencia). Estas muestras consistian en capa leucocitaria colectada después de la
centrifugacion (3200 rpm por 10 minutos) de 8 ml de sangre periférica preservada
con heparina de sodio que habia sido colectada de la vena glutea caudal de crias
de Z. californianus nacidas en la Isla Granito, en el Golfo de California, México.
Todas las muestras fueran colectadas bajo los permisos de SGPA/DGVS/09004/15
y de acuerdo al visto bueno del Comité de Bioética de la Facultad de Ciencias
Naturales de la Universidad Autdbnoma de Querétaro. El trabajo de colecta de
muestras fue realizado por miembros del Laboratorio de Plasticidad Inmune y
Ecoepidemiologia Molecular, y las muestras forman parte del banco de muestras de

ese laboratorio.

2.2 Extraccion de RNA de las muestras

Para cada una de las dos muestras, la capa leucocitaria, almacenada en un criotubo
con RNAlater (76104; QIAGEN, EEUUA) y guardada en criocongelacién hasta su
analisis, fue centrifugada para obtener el pellet de leucocitos. El pellet fue
resuspendido en TRIzol Reagent y lisado con una jeringa de insulina para después
obtener la fase acuosa mediante cloroformo en una proporcion de 500ul/Iml de
Trizol. La muestra se precipité con isopropanol, se lavé con etanol al 70% y se eluy6
en 20ul de H20 DEPC (10977035; Invitrogen, EEUUA). La integridad del RNA (RIN,
por sus siglas en inglés) se determiné mediante espectrometria en un Nanodrop

(ND-2000; ThermoFisher, EEUUA) y mediante visualizacién directa en un gel de
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agarosa al 1.2% (Figura A2; Material Anexo) de acuerdo con protocolos publicados
(Pederson, 2015).

2.3 Retrotranscripcion de cDNA de muestras de RNA de Z. californianus

Se utilizé 1ug de RNA total para realizar la retrotranscripcion. Para ésto, fueron
adicionados 2ul de gDNAWipeout Buffer 7x (205310; QIAGEN, EEUUA) y se llevo
con H20 DEPC (10977035; Invitrogen, EEUUA) a un volumen final de 14 pl antes
de incubar la reaccion por 2 min a 42°C.

Posteriormente, fueron agregados a la reaccién 1lul de Quantiscript Reverse
Transcriptase (205310; QIAGEN, EEUUA), 4 ul de Quantiscript RT Buffer 5x
(205310; QIAGEN, EEUUA), 1ul de RT Primer Mix (205310; QIAGEN, EEUUA) e
incubamos los 20 pl de la reaccion durante 15 min a 42°C. Finalmente inactivamos
la transcriptasa a 95°C durante 3 min. Todo se realiz6 conforme a las instrucciones
del producto (205310; QIAGEN, EEUUA).

Para determinar la cantidad de cDNA que se utilizaria en cada reaccion de PCR de
punto final, fue determinada la cantidad y calidad del ADNc en el Nanodrop (ND-
2000; ThermaFisher, EEUUA), y se generaron alicuotas para usar 1ug/pl en cada

reaccion.

2.4 Disefio racional de oligonucleotidos cebadores para especies ho modelo

Se realizd una busqueda en la base de secuencias de GenBank
(https://lwww.ncbi.nlm.nih.gov/) reportadas para TCR-alpha, TCH-beta, IGH e IGL
de mamiferos carnivoros, para realizar el disefio de oligonucleétidos cebadores de

NCBI. Se eligieron las secuencias de las regiones constantes de cada cadena de
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Canis lupus familiaris TCR-alpha (Accession code 607937), TCR-beta (480788),
IGH (102154760), IGL (607368).

Posteriormente fueron seleccionadas las coordenadas de las secuencias
codificantes mas grandes para buscar los sitios mas conservados entre los
mamiferos disponibles utilizando el programa de la Universidad de Santa Cruz de
California (https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway). Se utiliz6 el algoritmo
blastz y encadenamiento de redes (Schwartz, 2003). Las alineaciones de pares se
realizaron de forma mdltiple utilizando el programa var_multiz (Blanchette, 2004) de
acuerdo con la topologia: ((canFam2 hgl7) (mm6 rn3)). La determinacion del grado
de conservacion entre especies se asigno con phastCons, basado en el modelo
probabilistico de phylo-HMM (Siepel & Haussler,-2005; Siepel et al., 2005), el cual
describe el proceso de sustitucion de DNA en cada sitio en un genoma como la
forma en que este proceso cambia de un sitio a otro (Figura 14).
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Figura 14| Esquematizacion de la seleccién de las regiones conservadas
para el disefio de oligonucleétidos cebadores. La imagen ejemplifica la
seleccién de las zonas para el disefio de los oligonucleétidos, basados en las
regiones contantes mas conservadas de cada cadena del genoma de Canis
lupus familiaris 3.1.
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Se seleccionaron las coordenadas de los sitios mas conservados para cada cadena
entre especies, y con base en ello se disefiaron los oligonucleétidos cebadores
Forward y Reverse (Tabla Al; Material Anexo) con la herramienta Primer-Blast de
NCBI (Untergasser et al., 2012). Finalmente fueron seleccionados ‘aquellos
oligonucledtidos que amplificaran secuencias especificas y que eran

complementarios a las secuencias de mas de una especie de mamifero carnivoro.

2.5 Estandarizacion de la amplificacion por PCR de punto final en cDNA de

Z. californianus

Se estandarizé la PCR de punto final en las muestras de ADNc. La temperatura de
fusién (Tm, por sus siglas en inglés) 6ptima para cada par de oligonucleétidos
cebadores disefiados fue determinada por PCR de punto final de gradiente (Tabla
Al; Material Anexo). Las reacciones contenian a 1ug/ul de cDNA, 1X buffer ADN
polimerasa (10342053; Invitrogen, EEUUA), MgCl2 (50mM; 10342053; Invitrogen,
EEUUA), dNTPs 10mM (10 mM dATP, 10 mM dGTP, 10 mM dCTP, 10 mM dTTP;
10342053; Invitrogen, EEUUA), cebadores forward y reverse (10 uM; sintetizados
por OligoT4, México), (Tabla Al; Material Anexo), H20 bidestilada (10977035;
Invitrogen, EEUUA) y ADN Taqg Polymerasa (5 U/ul; 10342053; Invitrogen, EEUUA).

Los productos finales fueron analizados en un gel de agarosa al 2%.

Mediante PCR de gradiente se amplificaron fragmentos de las secuencias
constantes para las cadenas alpha (Figura A3; Material Anexo), beta (Figura A4;
Material Anexo), heavy (Figura A4; Material Anexo) y lambda (Figura A5; Material
Anexo0). Las bandas de pesos esperados y Unicas se secuenciaron y se
caracterizaron por alineamiento. De esta manera se identificaron las temperaturas

optimas de hibridacion de los cebadores disefiados (Tabla Al; Material Anexo).
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Los cebadores seleccionados para usarse como cebadores especificos de la
cadena alpha fueron los Alpha-A y Alpha B. El par de cebadores Alpha-A, para
realizar la PCR touchdown y el par de cebadores alpha-B para realizar la PCR

anidada (Figura A4; Material Anexo).

Para la cadena beta los pares de cebadores seleccionados fueron, Beta-B para
RACE y Beta-C para PCR anidado (Figura A4; Material Anexo). En el caso de la
cadena heavy se seleccionaron los cebadores Heavy-A para el protocolo de RACE
y los cebadores Heavy-B, Heavy-C y Heavy-D para realizar la PCR anidada (Figura
A4; Material Anexo).

En la cadena lambda se seleccioné el par de cebadores Lambda-A para realizar el
protocolo RACE, mientras que Lambda-B y Lambda-C para ser cebadores

especificos en la PCR anidada (Figura A5; Material Anexo).

2.6 Preparacion del ARN para la rapida amplificacion del extremo 573’ del
cDNA

2.6.1 Desfosforilacion del ARN para la rapida amplificacion de los extremo 573’ del
cDNA

El ARN total usado fue obtenido con el protocolo descrito en el punto 2.2
Desfosforilamos 2 pg de ARN adicionandole 1 ul de Fosfatasa Alcalina de intestino
de ternero (CIP 10 U/ul; L1500-01; Invitrogen, EEUUA), 1ul de 10X Buffer CIP
(L1500-01; Invitrogen, EEUUA), con H20 DEPC se llev6 a 9 ul y se protegio la
reaccion de la acciébn de ARNasas con 1lul RNAseOut (40 U/ul; L1500-01;
Invitrogen, EEUUA). La reaccién se incubd a 50°C durante 1 hora en bafio Maria
(Figura 15).
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2.6.2 Precipitacion del ARN para la rapida amplificacion de los extremo 573’ del
cDNA

Para precipitar el ARN posterior a la desfosforilacion se agregaron 90 ul de H20
DEPC y 100 pl de Phenol:Chloroform:Alcohol-Isoamilico (25:24:1) 8-
hidroxiquinoleina 0.1% y se obtuvo la fase acuosa después de centrifugar a
temperatura ambiente durante 5 min a maxima velocidad. La fase acuosa se
traslad6 a un microtubo de 1.5, se le adicionardn 2ul de glicogeno.de mejillén (10
mg/ml), 10ul de acetato de sodio (3M; pH 5.2) y etanol al 95% y se obtuvo el pellet
de ARN al centrifugar a maxima velocidad por 20 min a 4°C. Por ultimo, el pellet de
ARN se limpi6 con etanol al 70%, se centrifugd a maxima velocidad durante 5 min
a 4°C y se dej6 secar a temperatura ambiente durante 2 min para finalmente ser
eluido en 7 pl de H20 DEPC, (Figura 15). Todos los reactivos utilizados fueron del
kit comercial Gene Racer (L1500-01; Invitrogen, EEUUA).

2.6.3 Decapitacion del ARN para la rapida amplificacién de los extremo 573’ del
cDNA

Al ARN obtenido después de la desfosforilacion y precipitacion, se le descapuchd
con 1 pl de pirofosfatasa acida de tabaco (TAP, 0.5 U/ul), 1ul de buffer 10X TAP), y
se protegio la reaccion de las ARNasas con 1pl de RNAseOut (40 U/ul). La reaccion
se incubo a 37°C durante 1 h en bafio Maria. El ARN descapuchado se precipitd
siguiendo el protocolo indicado previamente en el punto 2.6.2 (Figura 15). Todos los
reactivos utilizados fueron del kit comercial Gene Racer (L1500-01; Invitrogen,
EEUUA).
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2.6.4 Ligacion de Oligo 5’ al ARN para la rapida amplificacion del extremo 573’ del
cDNA

Se adiciono6 el ARN descapuchado a un tubo con cebador de ARN liofilizado [5’-
CGACUGGAGCACGAGGACACUGACAUGGACUGAAGGAGUAGAAA-3],-0.25ug
y la reaccion fue homogenizada mediante pipeteo antes de incubar a 65°C durante
5 min en bafio Maria para prevenir la formacion de estructuras secundarias.
Posterior a la incubacion adicionamos 1ul buffer de ligasa 10X, 1-ul de ATP 10 mM,
1 ul de RNA ligasa T4 (5 U/ul) y se protegio la reaccion de ARNasas con 1 pl
RNAseOut (40 U/ul). La reaccién se incub6 a 37°C durante 1 h en bafio Maria.
Finalmente, se obtuvo el ARN mediante la precipitacion descrita anteriormente en
el punto 2.6.2 (Figura 15) Todo el protocolo fue basado en el método descrito por
Scotto—Lavino et al. (2006). Todos los reactivos utilizados fueron del kit comercial
Gene Racer (L1500-01; Invitrogen, EEUUA).

2.6.5 Retrotranscripcion del ARN para la rapida amplificacion de los extremo 573’
del cDNA

Después de obtener el RNA ligado al oligo de RNA, se procedio a retrotranscribirlo
para obtener e’ RNA mensajero, para lo cual adicionamos en el primer paso 1pl de
Oligo dT [5’-GCTGTCAACGATACGCTACGTAACGGCATGACAGTG(T)24-31 (50
pMM; L1500-01; Invitrogen, EEUUA), 1pl de mix de dNTPs 10mM (10 mM dATP, 10
mM dGTP, 10 mM dCTP, 10 mM dTTP; L1500-01; Invitrogen, EEUUA) y 1pl de H20
DEPC (L1500-01; Invitrogen, EEUUA) . Se incubaron las reacciones a 65°C durante

5 min en el termociclador; para evitar la formacion de estructuras secundarias.

En el segundo paso se adicionaron al homogenizado del primer paso 4 pl de buffer
SuperScript 5X (L1500-01; Invitrogen, EEUUA), 1 ul de DTT (1M Ditiotreitol; L1500-
01; Invitrogen, EEUUA), 1 pl de RT SuperScript 11l (200 U/ul; L1500-01; Invitrogen,
EEUUA) y se protegio la reaccion de RNAsas con la adicion 1 pl de RNAseOut (40
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U/ul; L1500-01; Invitrogen, EEUUA). La reaccion fue homogenizada por pipeteo y
retrotranscrita en el termociclador usando el programa de 50°C durante 1 hora y
70°C por 15 minutos. Finalmente se agregd 1 pl de RNAsa H (2 U; L1500-01;
Invitrogen, EEUUA) y se incub6 durante 20 min a 37°C para hidrolizar y eliminar el

ARN de una sola cadena, no sintetizado a ADN complementario (Figura 15).
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Figura 15| Esquematizacion del protocolo general del protocolo de RACE.
El punto 1 hace referencia al proceso de desfosforilacién descrito en 2.2.6. El
segundo punto hace referencia al proceso de desfosforilacion del inciso 2.6.2 Los
siguientes puntos son descritos en los incisos 2.6.3, 264 y 265
respectivamente.

2.7 Rapida amplificacion de los extremo 573 del cDNA.
2.7.1 PCR Touchdown para las cadenas heavy y lambda del BCR, y Beta TCR.

Se llevo a cabo la amplificacion de los extremos de la cadena complementaria
basados en el protocolo de PCR Touchdown (Figura 16) (Korbie & Mattick, 2008).
Fue utilizado como templete el ADNc generado en el punto 2.6 y se agregaron 2.25
ul del cebador GeneRacer 513 5'GeneRacer [5'-
CGACTGGAGCACGAGGACACTGA-31, (10 uM; N150-50; Invitrogen, EEUUA),
3'GeneRacer [5-GCTGTCAACGATACGCTACGTAACG-31, (10 upM; N150-30;
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Invitrogen, EEUUA) 2.25 ul cebador gen-especifico Reverse/Forward (10uM;
OligoT4, México) (Tabla Al; Material Anexo), buffer Pfu 10X (EP0501; Fermentas,
EEUUA), 0.75 pl de mix de dNTPs 10mM (10 mM dATP, 10 mM dGTP, 10 mM
dCTP, 10 mM dTTP; 18427013; Invitrogen, EEUUA), MgSO4 (25Mm; EP0501;
Fermentas, EEUUA), ADN polimerasa recombinante Platinum Pfu; (2.5 U/pl;
EPO0501; Fermentas, EEUUA) y se llevo a 25 pl con H20 bidestilada (10977035;
Invitrogen, EEUUA).

Se programaron las reacciones de PCR acorde a las Tms especificas de cada par
de cebadores (Figura 16) y se corrieron los productos amplificados en un gel de
agarosa 2% Yy borato de sodio (SB) 1X. Fueron purificadas las bandas resultantes,
modificando el protocolo de Freeze and Squeeze (Tautz & Renz, 1983).
Brevemente, esto significo el corte de la banda de interés que era recubierta con
papel Parafilm antes de congelarla a -70 °C por 10 min. Posteriormente, era
aplastada la bandas con una superficie plana y se decantaba el liquido resultante

por una esquina del papel parafilm.
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Figura 16| Esquematizacion del protocolo general de la PCR Touchdown.
En la imagen se muestra el programa de Touchdown que se realizé durante el
presente estudio ajustado a las enzimas Pfu 2.5 U/ul; EP0501; Fermentas,
EEUUA Fermentas, Phusion High-Fidelity ADN polimerasa (2 U/ul; M0530S;
BioLabs, UK) y a los cebadores especificos para cada cadena, ejemplificado en
la imagen, TRA (azul), TRB (anaranjado), IGL (verde) e IGL (Amarillo).
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2.7.2 PCR Touchdown para la cadena Alpha del TCR

Se realizé la amplificacion de los extremos de la cadena complementaria con base
en el protocolo PCR Touchdown (Figura 16) (Korbie & Mattick, 2008). Se
adicionaron al ADNc generado en el punto 2.6 1.5 pl del cebador GeneRacer $°/3’
5'GeneRacer (N150-50; Invirogen, EEUUA), [5'-
CGACTGGAGCACGAGGACACTGA-37T 3'GeneRacer (N150-30; Invirogen,
EEUUA), [5-GCTGTCAACGATACGCTACGTAACG-37]. 1.5ul del. cebador gen-
especifico Reverse/Forward (10uM; OligoT4, México) (Tabla Al ; Material Anexo),
5ul de buffer Phusion HF 5X con MgClz (7.5mM; 2 U/ul; MO530S; BioLabs, UK),
0.5 pl de mix de dNTPs 10mM (10 mM dATP, 10 mM dGTP, 10 mM dCTP, 10 mM
dTTP; 18427013; Invitrogen, EEUUA), 0.5ul DMSO (100X; M0530S; BioLabs, UK),
0.5 pl de Phusion High-Fidelity ADN polimerasa (2 U/ul; MO530S; BioLabs, UK) y se
llevé a 25 pl con H20dd (10977035; Invitrogen, EEUUA).

Se ajusto el programa de PCR acorde a la Tm especifica de cada par de cebadores
(Figura 16) y se corrieron las muestras en un gel de agarosa 2% y borato de sodio
(SB) 1X para visualizarlas.

2.8 PCR anidada para las cadenas Heavy y Lambda del BCR, y alpha y
beta del TCR

Se utilizd6 1 pg de la muestra de la PCR Touchdown para re-amplificar
especificamente las cadenas Heavy, Lambda y Beta. Se modificé el protocolo de
PCR de punto final para cada par de cebadores (Tablas A2; ; Material Anexo).
Fueron adicionados a la muestra 2.5 pl de de buffer de ADN polimerasa
10X(10342053; Invitrogen, EEUUA ), 0.5 pl de mix de dNTPs 10mM (10 mM dATP,
10 MM dGTP, 10 MM dCTP, 10 mM dTTP; Invitrogen), 0.75 pl de MgCl2(10342053;
Invitrogen, EEUUA), 0.5 pl de 5°/3'Nested cebador 5’Nested (N150-51; Invitrogen,
EEUUA), [5-GGACACTGACATGGACTGAAGGAGTA-3’], 3'Nested (N150-31;
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Invitrogen, EEUUA), [5'-CGCTACGTAACGGCATGACAGTG-3], 0.5 pl del cebador
anidado gen-especifico Reverse/Forward (10uM; OligoT4, México), 0.25 ul de ADN
polimerasa recombinante (10342053; Invitrogen, EEUUA) y se llevé a 25 ul con H20
bidestilada(10977035; Invitrogen, EEUUA).

Se modifico el programa de PCR de acuerdo a la Tm especifica de cada par de
cebadores (Figura 17) y se corrieron las las muestras en un gel de agarosa 2% y
borato de sodio (SB) 1X. Fueron purificadas las bandas resultantes, modificando el
protocolo de Freeze and Squeeze (Tautz & Renz, 1983), como se explica en el
punto 2.7.1.
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Figura 17| Esquematizacion del protocolo general de la PCR Anidada. En la
imagen se muestra el programa de Touchdown que se realizé durante el
presente estudio ajustado a la enzima ADN polimerasa recombinante
(Invitrogen) y a los cebadores especificos para cada cadena, ejemplificado en la
imagen, TRA (azul), TRB (Anaranjado), IGL (verde) e IGL (amarillo).
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Se obtuvieron bandas de pesos entre los 100pb-1100pb con el protocolo RACE-
Alpha (Figura A6-A; Material Anexo). Para enriquecer las especificidad de los
amplicones se realizé una PCR anidada con lo que se obtuvieron bandas de con

mayor concentracion entre los 120-900 pb (Figura A6-B; Material Anexo).

Del mismo modo se obtuvieron bandas de pesos diversos para cada cadena con el
protocolo RACE, para la cadena beta entre los 150pb-1300 pb (Figura A7-A;
Material Anexo), heavy; 75pb-1500 pb (Figura A7-A; Material Anexo) y lambda
100pb-800 pb (Figura A8-A; Material Anexo). Se enriquecio la especificidad de las
bandas obtenidas para cada caso obteniendo bandas de pesos entre 100 -500 pb
para la cadena beta (Figura A8-B; Material Anexo), 100 pb-900 pb en la heavy
(Figura A8-B; ; Material Anexo) y 90 pb-650 pb en la Lambda (Figura A9-B; Material
Anexo). En las cadenas heavy y lambda se obtuvieron algunos segmentos de pesos
similares debido a que se utiliz6 mas de un par de cebadores para realizar PCR
anidada, aunque las reacciones se- hicieron individualmente los cebadores

hibridaron en sitios muy cercanos.

2.9 Obtencion de bandas Unicas por PCR anidada para la secuenciacion de
los productos del protocolo de 57/3’ RACE

2.9.1 PCR punto final para obtener bandas Unicas de las cadenas heavy y lambda
del BCR, y alpha y beta del TCR

Se utilizd como templete el purificado de Freeze and Squeeze, para realizar PCR
de punto final de cada banda purificada. Se adicionaron a la muestra 1.5 pl de 10X
buffer de ADN polimerasa (10342053; Invitrogen, EEUUA ), 0.5 pl de mix de dNTPs
10mM (10 mM dATP, 10 mM dGTP, 10 mM dCTP, 10 mM dTTP; Invitrogen), 0.45
pul de MgClz2 (10342053; Invitrogen, EEUUA), 0.25 ul de 5/3’Nested cebador
5'Nested (N150-51; Invitrogen, EEUUA), [5'-
GGACACTGACATGGACTGAAGGAGTA-3], 3'Nested (N150-31; Invitrogen,
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EEUUA), [5-CGCTACGTAACGGCATGACAGTG-3’], 0.25ul del cebador anidado
gen-especifico  Reverse/Forward (10uM; OligoT4, México), 0.15ul de ADN
polimerasa recombinante (10342053; Invitrogen, EEUUA) y se llevo a 15 pl con H20
bidestilada (10977035; Invitrogen, EEUUA).

Se analizaron las reacciones visualmente mediante un gel 2% de agarosa y borato
de sodio (SB) 1X y se aislaron bandas Unicas por el protocolo de Frezee and
Squezee (Tautz & Renz., 1983).

Se obtuvieron bandas Unicas, que fueron re-amplificadas para cada cadena y
secuenciadas, debido a que no se conocian los pesos de cada transcrito de las
cadenas de Zalophus californianus. En la cadena beta se obtuvieron 18 amplicones
(Figura A10; Material Anexo), para la cadena heavy 34 (Figuras S12; Material
Anexo) y en la lambda 13 (Figura A12; Material Anexo).

Fueron secuenciadas 47 muestras; 18 pertenecientes a la cadena beta, 20 a la
cadena heavy y nueve a la lambda. Se caracterizaron ocho ampliaciones de la
cadena beta mediante alineamiento de secuencias (Figura Al7A-H; Material
Anexo), pertenecientes a las muestras B12, B3, B8, B17, B10, B3 y B1 (Figura A10;
Material Anexo). Finalmente se determin6é que el peso medio del transcrito de la

cadena beta de Z. californianus es de 276 pb (Figura A13; Material Anexo).

Por otro lado, en las 20 muestras de la cadena heavy caracterizamos cinco de las
muestras H23, H17, H8, H24 y H9 (Figura A22I-M; Material Anexo), (Figura Al1;
Material Anexo), de las cuales el peso medio de esta cadena para Z. californianus
es de 561 pb (Figura A13; Material Anexo), mientras que de las nueve muestras
para la cadena lambda, fue caracterizada una Unica secuencia de la muestra L11

(Figura A17-N; Material Anexo), con el peso de 424 pb (Figura A13; Material Anexo).
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2.10 Clonacion para obtener bandas Unicas de las cadenas Heavy y
Lambda del BCR, y Alpha y Beta del TCR

Las bandas menores a 200 pb fueron clonadas en el vector pCR®4TOPO (K457502;
Invitrogen, EEUUA) y se confirmé la insercion del producto mediante PCR de
colonia especifica, con los cebadores M13 del Kit de pCR®4TOPO (K457502;
Invitrogen, EEUUA) y restriccion con 10X RE Buffer (FD0275; Invitrogen, EEUUA)
y EcoRI (10 U/ul; FD0275; Invitrogen, EEUUA) y se purificaron las colonias por
miniprep (Pederson, 2015) (Figura A18; Material Anexo).

2.11 Secuenciacion tipo Sanger de los productos del protocolo de 57/3’
RACE

Las muestras derivadas de la purificacion de bandas, para prueba de cebadores,
extraccion de plasmidos y RACE se secuenciaron en Macrogen Inc. (Beotkkot-
ro, Geumcheon-gu). Se generaron las secuencias consenso con la herramienta de
secuencia consenso del menu de alineamiento del program BioEdit, version 7.0.5.3
y se alinearon las secuencias para determinar las regiones conservadas de cada
cadena y el record de identidad entre ellas en el panel de alineamiento de

secuencias en el programa Jalview version 2.11.

2.12 Andlisis bioinformético de las secuencias obtenidas por secuenciacion

tipo Sanger de los productos del protocolo de 5/3’ RACE

Se alinearon las secuencias de nucleétidos en la herramienta basica de busqueda
de alineacion local BLAST del Centro Nacional de Informacion Biotecnologia NCBI
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Fueron seleccionadas aquellas secuencias
gue alineaban con secuencias de cadenas alpha, beta, heavy o lambda de otros

mamiferos y se verific6 de nuevo la calidad de la secuencia en BioEdit, version

64



7.0.5.3 para analizarla. Finalmente se determin6 el tamafio de los amplicones

especificos para cada cadena (Figura A13; Material Anexo).

2.13 Andlisis estadistico de los tamafios de los receptores

Todo el analisis estadistico fue realizado en R version 3.6. Especificamente, se
utilizé una ANOVA para comparar el tamafio de la media de los pesos moleculares
(en pb), de las cadenas alpha/beta y heavy de los receptores TCR y BCER del Z.

californianus.

2.14 Secuenciacion de nueva generacion de los productos del protocolo de
5/3' RACE

Basados en los fragmentos del protocolo de RACE, se generaron bibliotecas para
realizar secuenciacion de nueva generacion con ellas. Previo a ésto fue evaluada
una muestra de la cadena alpha y por fluorescencia se identificaron fragmentos de
tamafios que no se habian observado en el gel de agarosa o en la secuenciacion
Sanger (Figura A14-A; Material Anexo).

Previamente a la'secuenciacion de nueva generacion, las muestras se validaron por
fluorescencia en un bioanalizador (Agilent 2100 Bioanalyzer) y se realizaron
bibliotecas de cuatro muestras las cuales representaban un pool de seis muestras
provenientes de seis individuos de Z. californianus, de esta manera durante este
estudio se trabajo con las muestras AA: TRA, BB: TRB, HH: IGL, LL: IGL (Figura
A15; Material Anexo), a las cuales se les ligo un codigo de barras de 120 pares de
bases (Figura A14-S15; Material Anexo).

Las muestras totales, obtenidas por el protocolo de 5/3° RACE, se secuenciaron en
la plataforma de Secuenciacion por Sintesis (SBS), del sistema lllumina MiSeq tipo
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nano, con la profundidad de 2x250, en la unidad de secuenciacion del Laboratorio
Nacional de Gendmica Laboratorio Nacional de Genémica CINVESTAV (Irapuato,
Guanajuato). Se caracterizaron en promedio 1,325,091 lecturas entre 35 pb y
10,380 pb por muestra con secuenciacion de nueva generacion, de las cuales la
distribucion de puntuacion de calidad fue en promedio de 20 Phreds por muestra
(Figura A14C-D; Material Anexo).

2.15 Andlisis bioinforméatico de las secuencias obtenidas por secuenciacion

de nueva generacion de los productos del protocolo de §/3” RACE

Las lecturas derivadas de la secuenciacion se sometieron a un andlisis de calidad
con el programa Trimmomatic version 0.36.6 (Bolger et al., 2014), con el cual se
recortaron los nucleétidos de baja calidad (Figura 18). Posteriormente las lecturas
se ensamblaron usando el programa Trinity (Beta) version 0.0.1 (Haas et al., 2013),
(Figura 19).

A\. Record de calidad atreves de todas las pare de bases (Sanger/ lllumina 1.9 encoding)

* sy Record de calidad atreves de todas las pare de bases (Sanger/ lllumina 1.9 encoding)
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Figura 18| Esquematizacion del control de calidad para las lecturas
derivadas de la secuenciaciéon de nueva generacion. A) la grafica de las
lecturas antes de eliminar las pb de poca calidad. B) la grafica de las lecturas
después de la eliminacion de las pb de poca calidad. En las graficas los colores
se muestran como una escala; por lo tanto, el color rojo ejemplifica la zona de
poca calidad, el amarillo la zona aceptable y el verde la zona 6ptima. Los graficos
se generaron mediante archivos Fastq, en el programa FastQC version 0.11.3.
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Para establecer cuales lecturas eran secuencias TCR e Ig, realizamos un analisis
de componentes para las lecturas AA, BB, HH y LL en conjunto con secuencias TCR
e Ig de otros carnivoros y mamiferos marinos (Texto A24; Material Anexo).
Adicionalmente se agregamos otras secuencias con dominios de la super familia de
inmunoglobulinas con las cuales los receptores TCR e Ig comparten dominios

conservado en las regiones constantes y variables (Figura A23; Material Anexo).
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— nueva generacién

Inchworm

Chrysalis

ol cobertura y lectura de emparejamiento.

Enumeracion de las isoformas de los transcritos

i

[ VTV — — )
SRR VTV VS S— — (TULY

| E—— YT

Transcritos ensamblados de novo

Incongruencias con el
genoma de referencia

N g > . Variantes de splicing
AN F=a alternativo-

Promotores Bmm =3 m mmm Aberraciones del re-arreglo

alternativos intercromosomal

Butterfly

R

Figura 19| Diagrama de flujo del funcionamiento de Trinity (Beta). El
diagrama muestra las tres etapas de analisis de Trinity (Beta). En Inchworm las
lecturas son reconocidas y extendidas complementariamente mediante valores
de k-mer. En Chrysalis, las lecturas se agrupan por sobreposicion y
emparejamientos por valores de k-mer. Por ultimo, en Butterfly los transcritos se
ensamblan y se identifican las posibles variantes de splicing.
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Para el andlisis anterior, fueron alineados el conjunto de secuencias (Katoh et al.,
2013) y generada una matriz de distancias (Schloss, 2010), posteriormente fueron
producidas las coordenadas para el andlisis de componentes principales de la
matriz de distancia con el programa Mothur (Schloss et al., 2009). Para generar el
grafico de componentes principales se usaron los valores obtenidos de la matriz de
distancias y coordenadas de componentes principales, los cuales fueron graficados
en dos planos (PC1) y (PC2) con el paquete ggplot2 en RStudio version 3.6.0 y se
seleccionaron las secuencias que se trasponian a los puntos de las secuencias TCR
e lg de otras especies (Script A25; Material Anexo). El método de clusterizacion que
se utilizo6 fue denominado Eco-Ig.

Las secuencias fueron filtradas a partir de una lista en Samtools version 1.9
construido en conda (Python 3) (Script A26; Material Anexo). Finalmente, después
de procesar con IgDiscover (Script A26; Material Anexo) fue determinado el tamafo
en pares de bases de cada cadena, ahora por secuenciacion de nueva generacion
(Figura A16; Material Anexo).

2.16 Analisis estadistico de los valores E del andlisis de secuencias de

nueva generacion y de frecuencias de genes V(D)J

Se alinearon las secuencias contra los genes V de perro (Canis lupus familiaris),
reportados en IMGT y se obtuvieron los valores E con el programa BLASTn para
Ubuntu, desarrollado en conda. Fueron unificados por el tamafio de las muestras
mediante random seed de R y se compararon las medias de los valores E de los
grupos previos al filtro y después de filtrarlos en R version 3.6.0, por prueba T de

student.

Las frecuencias de cada gen V(D)J se calcularén con base en el porcentaje de
contribucion de cada gen, al numero total del repertorio. Finalmente estas

frecuencias fueron graficadas en el programa R 3.6.0, usando el paquete ggplot2.
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2.17 ldentificacion de los segmentos génicos V(D)J de los receptores TCR y
BCR (Ig)

Se analizaron las secuencias de Zalophus californianus obtenidas mediante
secuenciacion tipo Sanger y de nueva generacion asi como de otras 18 especies
registradas en GenBank en el programa IgDiscover 0.11, (Texto A26; Material
Anexo) (Corcoran et al., 2016), siguiendo las reglas para la nomenclatura
establecidas por IMGT (Lefranc, 2001).

2.18 Andlisis filogenético

Para evaluar la evolucion de los segmentos V(D)J de los receptores antigénicos de
Z. californianus, fueron comparados los segmentos con los correspondientes de 13
especies de carnivoros terrestres y marinos (C. lupus familiaris, F. catus, A. jubatus,
A. melanoleuca, C. ursinus, E. lutris, M. putorius, N. schauinslandi, O. rosmarus, P.
concolor, U. arctos, U. maritimus, L. weddelli ) y seis mamiferos marinos de las
ordenes Cetacea y Sirenia (D. leucas, L. vexillifer, T. truncatus, O.orca, T. manatus,
L. acutus). Los arboles se construyeron Unicamente con secuencias funcionales de
los segmentos V, los pseudogenes y ORFs se eliminaron en este analisis. Mientras
gue en el analisis entre el repertorio de los segmentos DJ, de los receptores TCR y
BCR de Z. californianus, los pseudogenes y ORFs se incluyeron en la construccion

de los arboles.

La historia evolutiva de los segmentos V(D)J de Z. californianus fue inferida usando
el método de Maximum Likelihood, basado en el modelo de Kimura 2 con 1000
réplicas de bootstrap (Kimura, 1980; Felsenstein, 1985). La busqueda heuristica se
obtuvo automéaticamente por los algoritmos de Neighbor-Join y BioNJ, a partir de

una matriz de distancias pares, usando la aproximacion Maximum Composite
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Likelihood (MCL). Los analisis fueron realizados en el programa Mega X (Kumar et
al., 2018).

2.19 Distribucion geografica

Se obtuvo la distribucion geografia de las especies C. lupus familiaris, F. catus, A.
jubatus, A. melanoleuca, C. ursinus, E. lutris, M. putorius, N.-schauinslandi, O.
rosmarus, P. concolor, U. arctos, U. maritimus, L. weddelli). usando los datos
reportados en la base de datos de Maldonadoet al;, 2015 y se graficaron las
coordenadas usando los paquetes ggplot2, dplyr, rgbif, sp, countrycode vy
CoordinateCleaner en R version 3.6.

2.20 Caracterizacion de las secuencias de aminoacidos de las cadenas de

los receptores TCR y BCR

De las secuencias de nucleotidos caracterizadas por el programa IgDiscover, fueron
seleccionadas aquéllas que contaban con las zonas Framework 1, 2, 3y CDR 1, 2
y 3. Posteriormente fueron alineadas y se gener6 una secuencia consenso con el
programa BioEdit, version 7.0.5.3, para después correrla de nuevo en el programa

IgDiscovery generar una secuencia de aminoacidos Unica para cada cadena.

2.21 Modelado de los receptores TCR y BCR

Se obtuvo el consenso de secuencias de aminoacidos de cada cadena de los
receptores de Z. californianus para después parearlas y generar secuencias de
aminoacidos lineal de los receptores TCR (alpha/beta), BCR (heavy/lambda) y MHC
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Il (DRBA). Posteriormente fueron predichas las estructuras tridimensionales de los
receptores usando un enfoque jerarquico, basado en plantillas estructurales del
repertorio de Protein Data Bank (http://www.wwpdb.org/), mediado por la
aproximacion LOMETS de modelos atomicos de longitud completa construidos por
simulaciones de ensambles interactivos, los cuales mediante enhebracién. logran
proponer modelos 3D funcionales. Finalmente, de los modelos resultantes se eligio
el modelo que tuviera una puntuacion con un rango entre -5y -2, la cual permitié
estimar la calidad de cada modelo (Figura A20A, A21A y A22A; Material Anexo).
Para el uso de los subprocesos anteriormente desglosados se utilizé el programa I-
TASSER (Yang et al., 2015).

2.22 Andlisis de calidad de las estructuras tridimensionales

Se evalud la contribucidn energética entre los angulos diédricos contra los residuos
de aminoacidos en la estructura de cada proteina. Para determinar los contornos de
las regiones favorecidas @se extrajeron los datos de 12,521 estructuras
experimentales con un corte de identidad del 30%, el cual es un corte espectral que
proporciona una resolucién de 2.5 A de rayos X. Las ocurrencias en los angulos Phi
y Psi para todas las categorias (Prolina, Pre-Prolina y Glicina), se determinaron por
el nimero de pares en los espectros Phi/Psi observados en las lineas de contorno
(Figura A20B, A21B y A22B; Material Anexo).

Complementario al andlisis de arriba, se estimé también la calidad con base en las
diferencias geométricas de calidad total de la estructura y de cada residuo. Fue
estimada la calidad global del modelo (GMQE) y la puntuacién Z de QMEAN, para
estimar la concordancia entre la estructura del modelo y las estructuras
experimentales de tamafios similares y su potencial de solvatacion y potencial de
angulo de torsion (Figura A20D, A21D, A22D; Material Anexo). Finalmente, se

comparo la calidad de los componentes individuales de los modelos obtenidos por
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la comparacion con otras estructuras similares a nivel de residuos con los valores
normalizados QMEAN (Figura A20C, A21C, A22C; Material Anexo). Los
subprocesos listados en los parrafos anteriores se realizaron en el programa
SWISS-MODEL (Waterhouse et al., 2018).
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V. Resultados

3.1 Secuencias de las cadenas alpha/beta y heavy del TCR y BCR por
secuenciacion Sanger

Las secuencias de la cadena beta mostraron el 85% de identidad nucleotidica entre
si (Figura 20). Las secuencias de la cadena heavy tuvieron un porcentaje de
identidad ligeramente mas alto 88% (Figura 21). Por otro lado, la-identidad entre
secuencias nucleotidicas de la cadena lambda no pudo llevarse a cabo, debido a la
falta de informacion obtenida para esta cadena, como se menciona en la seccién de

Metodologia de la tesis (Figura 22).
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Figura 20| Identidad en la secuencia nucleotidica de las secuencias
caracterizadas por secuenciacion Sanger de la cadena beta. Las secuencias se
alinearon por el método de alineamiento de secuencias multiples (MUSCLE) y se
visualizé en el programa Jalview version 2.11.0, los colores en el gréfico indican la
conservacion de los nucleétidos entre secuencias, el apartado de consensos muestra
la secuencia consenso. Las abreviaciones TRB seguidas de un namero, corresponden
a los identificadores de las muestras de las cuales se caracterizo la secuencia.

Oceupancy.
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Figura 21| Identidad en la secuencia nucleotidica de las secuencias
caracterizadas por secuenciacion Sanger de la cadena heavy. Las secuencias se
alinearon por el método de alineamiento de secuencias multiples (MUSCLE) y se
visualizé en el programa Jalview version 2.11.0, los colores en el gréfico indican la
conservacion de los nucleétidos entre secuencias, el apartado de consenso muestra
la secuencia consenso. Las abreviaciones IGH seguidas de un numero, corresponden
a los identificadores de las muestras de las cuales se caracterizo la secuencia.
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Figura 22| Esquema de la secuencia caracterizada por secuenciacion Sanger
de la cadena lambda. La secuencia se visualizo en el programa Jalview version
2.11.0, las abreviaciones IGL-11 corresponden al identificador de la muestra de la
cual se caracteriz0 la secuencia.

3.2 Caracterizacion de secuencias alpha/beta,heavy/lambda del TCR y

BCR(IG) por secuenciacion de nueva generacion

De las bibliotecas generadas por secuenciacién de nueva generaciéon obtuvimos
1,500,349 lecturas (Figura A15-C; Material Anexo) entre 35 y los 10,380 pb en la
muestra AA (Figura A19A-B; Material Anexo), de las cuales 6,479 lecturas eran
correspondientes a la cadena alpha (Figura 23). De la muestra BB obtuvimos
1,042,004 lecturas (Figura A15-C; Material Anexo) entre 35 y 6,708 pb (Figura
A19C-D; Material Anexo) de las cuales 1,003 lecturas correspondian a la cadena
beta del TCR (Figura 24).

Para las muestras del BCR, en la muestra HH obtuvimos un total de 1,262,949
lecturas (Figura A15-C; Material Anexo) entre 35 y 8,418 pb, de las cuales
identificamos 5,120 pertenecientes a la cadena heavy (Figura 25). Mientras que de

la muestra LL obtuvimos 1,612,936 lecturas (Figura A15-C; Material Anexo), entre
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los 35y 6,554 pb (Figura A19G-H; Material Anexo), entre estas 6621 correspondian
a la cadena lambda (Figura 26).

En la comprobacion del método utilizado se obtuvieron valores E cercanos a los
genes correspondientes en perro (Canis lupus familiaris). En la cadena alpha las
diferencias entre el andlisis pre y post de nuestro filtro dieron como resultado valores
no significativos, TRAV10, p= 0.6 (Figura 23B), TRAV9-3, p=0.8 (Figura 23C) y
TRAV37, p=0.48 (Figura 23D).
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Figura 23| Analisis de componentes principales de la cadena alpha de la
muestra AA. A, El grafico de puntos, muestra en gris las lecturas derivadas de
la secuenciacidon NGS, ensamblada con el programa Trinity; los puntos lila son
lecturas de miembros de la super familia de inmunoglobulinas. En morado,
lecturas de la cadena alpha de otras especies de mamiferos, el 6valo color
morado delimita las secuencias que seleccionamos para analizar. B, C y D,
muestran las diferencias entre los genes V de la cadena alpha antes de filtrar las
secuencias y después de filtrarlas. TRAV10, p= 0.6, TRAV9-3, p=0.8 y TRAV37,
p=0.48.
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Para la cadena beta, se observaron diferencias significativas en el analisis pre y
post para el gen TRBV12, p= 0.036 (Figura 24B). Mientras que para los genes
TRBV29 (Figura 24C) y TRBV4-1 (Figura 24D), no se detectaron diferencias
significativas (p=0.46 y , p=0.25, respectivamente).

T-test, p = 0.036
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Figura 24| Analisis de componentes principales de la cadena beta de la
muestra BB. El gréfico de puntos, muestra en gris las lecturas derivadas de la
secuenciacion NGS, ensamblada con el programa Trinity; los puntos azul pastel
son lecturas de miembros de la super familia de inmunoglobulinas. En azul
celeste, lecturas de la cadena beta de otras especies de mamiferos, el 6valo
color azul celeste delimita las secuencias que seleccionamos para analizar. B, C
y D, muestran las diferencias entre los genes V de la cadena beta antes de filtrar
las secuencias y después de filtrarlas. TRBV12, p= 0.036*, TRBV29, p=0.46 y
TRBV4-1, p=0.25.

Enla comparaciéon de los valores E del analisis pre y post de la cadena heavy del
BCR no se detectaron diferencias significativas para los genes IGHV1-15 (p= 0.11;
Figura 25B), IGHV3-10 (p=0.18; Figura 25C) y IGHV4-1 (p=0.95; Figura 25D), pre y
post clusterizacion. De la misma forma, en la cadena lambda tampoco se detectaron
diferencias significativas en los valores E para los genes IGLV1-48 (p= 0.15; Figura
26B), IGLV1-58 (p=0.73; Figura 26C) y IGHV5-64 (p=0.54; Figura 26D).
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Figura 25| Andlisis de componentes principales de la cadena heavy de la
muestra HH. El gréfico de puntos, muestra en gris las lecturas derivadas de la
secuenciacion NGS, ensamblada con el programa Trinity; los puntos rosa
pastel son lecturas de miembros de la super familia de inmunoglobulinas. En
salmon, lecturas de la cadena heavy de otras especies de mamiferos, el 6valo
color salmoén delimita las secuencias que seleccionamos para analizar. B, C y
D, muestran las diferencias entre los genes V de la cadena heavy antes de
filtrar las secuencias y después de filtrarlas. IGHV1-15, p= 0.11, IGHV3-10,
p=0.18 y IGHV4-1, p=0.95.
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Figura 26| Andlisis de componentes principales de la cadena lambda de
la muestra LL. El grafico de puntos, muestra en gris las lecturas derivada de
la secuenciacidon NGS, ensamblada con el programa Trinity; los puntos verde
pastel son lecturas de miembros de la super familia de inmunoglobulinas. En
verde oscuro, lecturas de la cadena lambda de otras especies de mamiferos,
el évalo color verde oscuro, delimita las secuencias que seleccionamos para
analizar. B, C y D, muestran las diferencias entre los genes V de la cadena
lambda antes de filtrar las secuencias y después de filtrarlas. IGLV1-48, p=
0.15, IGLV1-58, p=0.73 y IGHV5-64, p=0.54.

3.3 Caracterizacion de los segmentos génicos V(D)J de los receptores TCR

y BCR (lg) de Z. californianus

El objetivo principal de esta tesis fue la caracterizacion genética de los receptores
TCRy BCR del lobo marino de California. Se logro caracterizar individualmente los
segmentos génicos V, D y J que forman las cadenas de estos receptores. Las
lecturas totales de los segmentos V, D y J se dividieron en genes funcionales,

pseudogenes y ORF (por sus siglas en inglés: Open Reading Frame).

Las frecuencias de los segmentos individuales se analizaron con base en el nUmero

total de lecturas de genes V, D y J funcionales, pseudogenes y ORF de cada
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cadena, y se expresaron en porcentajes de su contribuciéon al numero total de
lecturas.

3.3.1 Frecuencias de los segmentos V, J de la cadena alpha del TCR Z.
californianus

En la cadena alpha caracterizamos 23 segmentos funcionales y 10 pseudogenes V
de los cuales las lecturas totales fueron 447 y 285 respectivamente (Figura 27). En
cuanto a los genes J de esta cadena caracterizamos 38 genes J funcionales, 12
ORFs y un pseudogén, con un total de lecturas de 413, 105 y 19, respectivamente
(Figura 28).
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Figura 27| Caracterizacion de los segmentos génicos V de la cadena
alpha del TCR de Z. californianus. A) Porcentajes de genes V funcionales
y pseudogenes. B) Frecuencias individuales de los pseudogenes TRAV. C,
frecuencias individuales de genes TRAV funcionales. Los valores de
frecuencia estan expresados en porcentajes, basados en el numero total de
lecturas para cada grupo de gén o pseudogén.
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Figura 28| Caracterizacion de los segmentos génicos J de la cadena alpha
del TCR de Z. californianus. A) Porcentajes de genes J funcionales,
pseudogenes y ORF. B) Frecuencias individuales de los pseudogenes y ORF
TRAJ. C, frecuencias individuales de genes TRAJ funcionales. Los valores de
frecuencia estdn expresados en porcentajes, basados en el nimero total de

lecturas para cada grupo de gén o pseudogén.
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3.3.2 Frecuencias de los segmentos V(D)J de la cadena beta del TCR de Z.
californianus

La cadena beta se conform6 de 19 genes V funcionales, cuatro pseudogenes y un
ORF, con las lecturas de 48, 17 y 1 totales, respectivamente (Figura 29). Para los
genes D, se encontraron dos genes, con ocho lecturas totales (Figura 30-D). En
cuanto a los genes J de esta cadena se encontraron cuatro genes J funcionales, un

ORF y un pseudogén con las lecturas de 9, 2 y 2, respectivamente (Figura 30A-C).
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Figura 29| Caracterizacion de los segmentos génicos V de la cadena beta
del TCR de Z. californianus. A) Porcentajes de genes V funcionales,
pseudogenes y ORF. B) Frecuencias individuales de los pseudogenes y ORF
TRBV. C, frecuencias individuales de genes TRBV funcionales. Los valores de
frecuencia estan expresados en porcentajes, basados en el numero total de
lecturas para cada grupo de gén o pseudogén.

83



RB1- 1701
TRBI1-201
TREJ1-€°01

B mas-vor

=]

g

i
GenJ

g

o
Frecuencias(%)

D

J Pseudogen
W Rest—s01

GenJ
Gen

C D
TR
JORF
W Res-a0r

'n M B © P
Frecuencias(%)

" Frecuencias(%)

Figura 30| Caracterizacion delos segmentos génicos Dy J de lacadena beta
del TCR de Z. californianus. A) Porcentajes de genes J funcionales,
pseudogenes y ORF. B)Ffrecuencias individuales de genes TRBJ funcionales. C,
frecuencias individuales -de los pseudogenes y ORF TRBJ. D, frecuencias
individuales de genes D. Los valores de frecuencia estdn expresados en
porcentajes, basados en el nimero total de lecturas para cada grupo de gén o
pseudogén.

3.3.4 Frecuencias de las configuraciones VJ de la cadena alpha y V(D)J de

la cadena beta del TCR de Z. californianus.

La cadena alpha tuvo 85 configuraciones VJ (Figura 31-A), con 160 lecturas y tres
configuraciones VDJ de la cadena Beta, y 100 lecturas totales (Figura 31-B).
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Figura 31| Configuraciones VJ de la cadenaalphay configuraciones VDJ
de la cadena beta del TCR de Z. californianus. En A, frecuencias
individuales de configuraciones VJ.
configuraciones VDJ. Los valores de frecuencia estan expresados en
porcentajes, basados en el numero total de lecturas para el total de
configuraciones VJ y VDJ.
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3.3.5 Frecuencias de los segmentos V(D)J de la cadena Heavy del BCR de Z.
californianus

Para la cadena heavy, se registraron 37 genes V funcionales, siete pseudogenes y
dos ORFs, con un total de lecturas de 214, 72 y 3, respectivamente (Figura 32). De
los genes D cinco fueron funcionales y se encontré6 un ORF, con un total de 90
lecturas para los genes funcionales y 10 para el ORF (Figura 33-C). En esta cadena
se caracteriz6 un ORF y cinco genes J funcionales con 23y 13 lecturas,

respectivamente (Figura 33 A-B).
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Figura 32| Caracterizacion de los segmentos génicos V de la cadena heavy
del BCR (IG) de Z. californianus. A) Porcentajes de genes V funcionales,
pseudogenes y ORF. B) Frecuencias individuales de los pseudogenes y ORF
IGHV. C, frecuencias individuales de genes IGHV funcionales. Los valores de
frecuencia estan expresados en porcentajes, basados en el numero total de
lecturas para cada grupo de gén o pseudogén.
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Figura 33| Caracterizacion de los segmentos génicos D y J de la cadena
heavy del BCR (IG) de Z. californianus. A) Porcentajes de genes J funcionales
y pseudogenes. B) Frecuencias individuales de los genes funcionales y ORF
IGHJ. C, frecuencias individuales de genes funcionales y ORF IGHD. Los valores
de frecuencia estan expresados en porcentajes, basados en el numero total de
lecturas para cada grupo de gén o pseudogén.
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3.3.6 Frecuencias de los segmentos VJ de la cadena lambda del BCR Z.

californianus.

En la cadena lambda del BCR, se encontraron 28 genes V funcionales, cuatro
pseudogenes y cuatro ORFs con las lecturas correspondientes de 79, 6 y 4,
respectivamente (Figura 34). En los genes J se econtraron seis genes funcionales

con 40 lecturas (Figura 35).
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Figura 34| Caracterizacion de los segmentos génicos V de la cadena lambda
del BCR (IG) de Z. californianus. A) Porcentajes de genes V funcionales,
pseudogenes y ORF. B) Frecuencias individuales de los pseudogenes y ORF IGL.
C, frecuencias individuales de genes IGLV funcionales. Los valores de frecuencia
estan expresados en porcentajes, basados en el numero total de lecturas para
cada grupo de gén o pseudogén.
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Figura 35| Caracterizacion de los segmentos génicos J de la cadena
lambda del BCR (IG) de Z. californianus. Frecuencias de genes J
funcionales de la cadena Lambda. Los valores de frecuencia estan
expresados en porcentajes, basados en el numero total de lecturas para cada
grupo de gen o pseudogen.

3.3.7 Frecuencias de las configuraciones VJ de la cadena Lambda y V(D)J

de la cadena heavy del BCR de Z. californianus.

En la cadena lambda, se encontraron nueve configuraciones VJ, con 38 lecturas
(Figura 36), mientras que en la cadena heavy, se obtuvieron 15 configuraciones

V(D)J con 36 lecturas (Figura 37).
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Figura 36| Configuraciones VJ de la cadena lambda del BCR (IG) de Z.
californianus. Frecuencia de las configuraciones VJ de la cadena Lambda.
Los valores de frecuencia estan expresados en porcentajes, basados en el
namero total de lecturas para el total de configuraciones VJ.
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Figura 37| Configuraciones VDJ de la cadena heavy del BCR (IG) de Z.
californianus. Frecuencia de las configuraciones VDJ de la cadena heavy. Los
valores de frecuencia estan expresados en porcentajes, basados en el numero total
de lecturas para el total de configuraciones VDJ.

3.3.8 Numero de segmentos V(D)J de los receptores TCR y BCR(lg) a través de
los taxones

Con el objetivo de comparar el repertorio de los segmentos génicos V(D)J de los
receptores del lobo marino de California, se analizo el repertorio de un amplio
namero de especies pertenecientes a la orden Carnivora y de otros mamiferos

marinos.

Se analizaron 19 especies, incluyendo a Z. californianus y basados en el analisis de
ontogenia descrito previamente se determinaron los segmentos de las cadenas del
TCR y BCR (Figura 38-41).



U_maritimus -

U_arctos -

T_truncatus -

T_manatus -

P_concolor -

0_rosmarus -

O_orca -
MVF
Bive

JF
JP
¥ JORF

N_schauinslandi -

M_putorius -

L_weddellii -

L_vexillifer -

F_catus -

E_tutris -

D_leucas -

C_lupus -

A_jubatus -

0 10 20 30 40 50

Figura 38| Niumero de segmentos génicos VJ de la cadena alpha del
TCR de mamiferos incluidos en este estudio. En color salmoén, se
muestran los genes V funcionales en mostaza, los pseudogenes V y en
verde los ORFs V. En azul celeste se muestran los genes J funcionales,
en azul rey los pseudogenes J y en rosa los ORFs J.
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Figura 39| NUmero de segmentos génicos V(D)J de la cadena beta del
TCR de mamiferos incluidos en este estudio. En color salmén, se
muestran los genes V funcionales en mostaza, los pseudogenes V y en
verde los ORFs V. En azul celeste se muestran los genes J funcionales,
en azul rey los pseudogenes J, en lila los ORFs J y en rosa los genes D.
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Figura 40| Numero de segmentos génicos V(D)J dela cadena Heavy del BCR
de mamiferos incluidos en este estudio. En salmon, se muestran los genes V
funcionales en mostaza, los pseudogenes V. y en verde los ORFs V. En azul
celeste los genes J funcionales, en lila los ORFs J y en rosa los genes D.

o-

Z_californianus-

U_maritimus -
U_arctos -
T_manatus -
P_concolor -
0_rosmarus
0_orca
N_schauinstandi-

M_putorius -

BvF
mve

WF
[JORF

L_weddellii -

L_vexillifer -

L_acutus -

F_catus -

Edlutris -

D.leucas

Coursinus -

C_tupus -

A_melanoleuca -

A_jubatus -

[I'[r'“”'

40 60

o
N
=]

Figura 41| Configuraciones VDJ de la cadena lambda del BCR (IG) de Z.
californianus. En color salmén se muestran los genes V funcionales en
mostaza, los pseudogenes V y en verde los ORFs V. En azul celeste se
muestran los genes J funcionales y en rosa los ORFs J.
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3.4 Evolucién de los segmentos génicos V(D)J de las cadenas del TCR 'y

BCR de lobo marino de California (Zalophus californianus)

3.4.1 Evolucion de los segmentos V de las cadenas alpha (TRAV) de carnivoros y

mamiferos marinos

El &rbol de mamiferos carnivoros incluy6 239 secuencias nucleétidicas. El analisis
filogenético de los segmentos variables de la cadena alpha, revela que estos
segmentos de Z. californianus en su mayoria se agrupan individualmente a
excepcion de los grupos TRAV29, TRAV35, TRAV37, TRAV38 y TRAV40 (Figura
42), los cuales estan conservados entre las especies de mamiferos indistintamente

de su orden filogenética de procedencia (Figura 42-43).

El arbol filogenético de las secuencias de diversos mamiferos marinos incluyé 140
secuencias nucleotidicas. A partir de este andlisis se observo que los genes TRAV
de Z. californianus se agruparon monofiléticamente a diferencia de lo observado en

el arbol filogenético de carnivoros (Figura 43).

En ambos é&rboles los segmentos TRAV43, TRAV9, TRAV3 y TRAV8 de Z.

californianus se agruparon en clanes individuales (Figura 42-43).
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Figura 42| Andlisis filogenético molecular de los segmentos TRAV de
mamiferos carnivoros. Se muestra el arbol consenso de 1000 réplicas de
Bootstrap. Las posiciones incluidas corresponden a los codones
1st+2nd+3rd+Noncoding. Todas las posiciones con menos del 95% de cobertura
se eliminaron. Menos del 5% de espacios y bases ambiguas fueron permitidos.
Los puntos rojos, estan indicando a los mamiferos carnivoros terrestres, los
puntos azules estan indicando a los mamiferos carnivoros marinos y los de color
azul cielo estan indicando secuencias de Z. californianus.
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Figura 43| Andlisis filogenético molecular de los segmentos TRAV de
mamiferos marinos. Se muestra el arbol consenso de 1000 réplicas de
Bootstrap. Las posiciones incluidas corresponden a los codones
1st+2nd+3rd+Noncoding. Todas las posiciones con menos del 95% de cobertura
se eliminaron. Menos del 5% de espacios y bases ambiguas fueron permitidos.
Los puntos azules, estan indicando a los pinnipedos, los naranjas a cetaceos, los
verdes a los sirenios, los morados al grupo de (otros mamiferos marinos) y los
de color azul cielo estan indicando secuencias de Z. californianus.
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3.4.2 Evolucién de los segmentos V de las cadenas beta (TRBV) de carnivoros y

mamiferos marinos

El &rbol filogenético de mami|feros carnivoros incluyé 160 secuencias nucleotidicas,
y en este andlisis el gen TRBV19 de Z. californianus se mostré altamente
conservado con respecto a los de otros carnivoros (Figura 44). En contraste, en el
arbol filogenético de mamiferos marinos, el cual incluyé 80 secuencias
nucleotidicas, los clanes TRBV20, TRBV10, TRBV7 y TRBV4-1 mostraron mas
homologia (Figura 45).
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Figura 44| Andlisis filogenético molecular de los segmentos TRBV de
mamiferos carnivoros. Se muestra el arbol consenso de 1000 réplicas de
Bootstrap. Las posiciones incluidas corresponden a los codones
1st+2nd+3rd+Noncoding. Todas las posiciones con menos del 95% de cobertura
se eliminaron. Menos del 5% de espacios y bases ambiguas fueron permitidos.
Los puntos rojos estan indicando a los mamiferos carnivoros terrestres, los
puntos azules estan indicando a los mamiferos carnivoros marinos y los de color
azul cielo estan indicando secuencias de Z. californianus.
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Figura 45| Analisis fiogenético molecular de los segmentos TRBV de
mamiferos marinos. Se muestra el arbol consenso de 1000 réplicas de
Bootstrap. Las posiciones incluidas corresponden a los codones
1st+2nd+3rd+Noncoding. Todas las posiciones con menos del 95% de cobertura
se eliminaron. Menos del 5% de espacios y bases ambiguas fueron permitidos.
Los puntos azules estan indicando a los pinnipedos, los naranjas a cetaceos, los
verdes a los sirenios, los morados al grupo de (otros mamiferos marinos) y los
de color azul cielo estan indicando secuencias de Z. californianus.
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3.4.3 Evolucién de los segmentos V de las cadenas heavy (IGHV) de carnivoros y

mamiferos marinos

El arbol filogenético de los mamiferos carnivoros incluyé 159 secuencias
nucleotidicas, y la mayoria de los segmentos IGHV de Z. californianus no mostraron
homologia con miembros del repertorio IGHV de carnivoros marinos o terrestres, a
excepcion de los genes IGHV4-1, IGHV3-81 e IGHV1-15 (Figura 46). Por otro lado,
el arbol filogenético de mamiferos marinos que incluyd 53 secuencias nucleotidicas
mostré que los miembros IGHV de Z. californianus son mas homélogos a genes
IGHV de otras especie y tienen mas ortdlogos entre las secuencias de otros

mamiferos marinos (Figura 47).
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Figura 46| Analisis filogenético molecular de los segmentos IGHV de
mamiferos carnivoros. Se muestra el arbol consenso de 1000 réplicas de
Bootstrap. Las posiciones incluidas corresponden a los codones
1st+2nd+3rd+Noncoding. Todas las posiciones con menos del 95% de cobertura
se eliminaron. Menos del 5% de espacios y bases ambiguas fueron permitidos.
Los puntos rojos estan indicando a los mamiferos carnivoros terrestres, los
puntos azules estan indicando a los mamiferos carnivoros marinos y los de color
azul cielo estan indicando secuencias de Z. californianus.
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Figura 47| Analisis filogenético molecular de los segmentos IGHV de
mamiferos marinos. Se muestra el arbol consenso de 1000 réplicas de
Bootstrap. Las posiciones incluidas corresponden a los codones
1st+2nd+3rd+Noncoding. Todas las posiciones con menos del 95% de cobertura
se eliminaron. Menos del 5% de espacios y bases ambiguas fueron permitidos.
Los puntos azules estan indicando a los pinnipedos, los naranjas a cetaceos, los
verdes a los sirenios, los morados al grupo de (otros mamiferos marinos) y los
de color azul cielo estan indicando secuencias de Z. californianus.
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3.4.4 Evolucion de los segmentos V de las cadenas heavy (IGLV) de carnivoros y

mamiferos marinos

En el arbol filogenético de los mamiferos carnivoros, que includé 239 secuencias
nucleotidicas, se observo que los segmentos IGLV de Z. californianus en su mayoria
pertenecian a grupos polifiléticos de carnivoros terrestres y acuaticos, aunque
principalmente acuaticos (Figura 48). En el arbol filogenético de mamiferos marinos
gue incluy6 88 secuencias nucleotidicas, los segmentos IGLV de Z. californianus se
agruparon de nuevo con ortélogos de distintas especies. Ademas, se observé un
grupo monofilético de estos segmentos con respecto a otros mamiferos marinos
(Figura 49).
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Los puntos rojos estan indicando a los mamiferos carnivoros terrestres, los

puntos azules estan indicando a los mamiferos carnivoros marinos y los de color
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Figura 49| Andlisis filogenético molecular de los segmentos IGLV de mamiferos
marinos. Se muestra el arbol consenso de 1000 réplicas de Bootstrap. Las posiciones
incluidas corresponden a los codones 1st+2nd+3rd+Noncoding. Todas las posiciones
con menos del 95% de cobertura se eliminaron. Menos del 5% de espacios y bases
ambiguas fueron permitidos. Los puntos azules estan indicando a los pinnipedos, los
naranjas a cetaceos, los verdes a los sirenios, los morados al grupo de (otros
mamiferos marinos) y los de color azul cielo estan indicando secuencias de Z.

californianus.

106



3.4.5 Evolucién de los segmentos J de las cadenas alpha (TRAJ) de carnivoros y
mamiferos marinos

El arbol filogenético de los mamiferos carnivoros, que incluyé 263 secuencias
nucleotidicas y el de los mamiferos marinos, que incluyé 88 secuencias
nucleotidicas mostraron que los segmentos TRAJ de Z. californianus se agruparon
con un amplio grado de homologia en ambas reconstrucciones filogenéticas (Figura
50-51).
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Figura -50| Analisis filogenético molecular de los segmentos TRAJ de
mamiferos carnivoros. Se muestra el arbol consenso de 1000 réplicas de
Bootstrap. Todas las posiciones con menos del 95% de cobertura se eliminaron.
Menos del 5% de espacios y bases ambiguas fueron permitidos. Los puntos rojos
estan indicando a los mamiferos carnivoros terrestres, los puntos azules estan
indicando a los mamiferos carnivoros marinos y los de color azul cielo estan

indicando secuencias de Z. californianus.
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Figura 51| Andlisis filogenético molecular de los segmentos TRAJ de
mamiferos marinos. Se muestra el arbol consenso de 1000 réplicas de
Bootstrap. Todas las posiciones con menos del 95% de cobertura se eliminaron.
Menos del 5% de espacios y bases ambiguas fueron permitidos. Los puntos
azules estan indicando a los pinnipedos, los naranjas a cetaceos, los verdes a
los sirenios, los morados al grupo de (otros mamiferos marinos) y los de color
azul cielo estan indicando secuencias de Z. californianus.
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3.4.6 Evolucién de los segmentos DJ de las cadenas beta (TRBJD) de carnivoros

y mamiferos marinos

Durante la reconstruccion filogenética de los genes TRBD de Z. californianus
mostraron tener dos posibles origenes, con base a nuestro analisis entre carnivoros
y mamiferos marinos (Figura 52-53). Este andlisis incluyé 60 (Figura 52) y 48

secuencias (Figura 53).

Al reconstruir la historia evolutiva de los genes TRBJ, mostraron que estos tienen
homologos entre las especies de mamiferos carnivoros, mientras encontramos
menos homoélogos de las familias TRBJ de Z. californianus con respecto a
mamiferos marinos (Figura 54-55). En este analisis incluimos 21 (Figura 54) y 20

secuencias (Figura 55).

- B Npstoka TREOTD!
__C‘F—L @ F o TRODI'O!

1

. L ecipamoor
SR Y el  TROO2O1

~— L )

[ TREOTOY

© Nachudssand TREOYS1

|
= @ Ametanciecs TREO1D)

@ Unrcion TROOT'OY
—
’;.NM‘M

- © Orcarann TREOI
@ Eatde TRODIO

= ® TRECTCt

~ @ Cursrun TAIZ'O
™) 9 Oroamenn TRECC'N
‘L.lu«moa-m
D,—Ozmm
® Cursrun TREOTD!
] [7Q-mmw

gl mconiin

Figura 52| Anélisis filogenético molecular de los segmentos TRBD de
mamiferos carnivoros. Se muestra el arbol consenso de 1000 réplicas de
Bootstrap. Todas las posiciones con menos del 95% de cobertura se eliminaron.
Menos del 5% de espacios y bases ambiguas fueron permitidos. Los puntos rojos
estan indicando a los mamiferos carnivoros terrestres, los puntos azules estan
indicando a los mamiferos carnivoros marinos y los de color azul cielo estan
indicando secuencias de Z. californianus.
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Figura 53| Anédlisis filogenético molecular de los segmentos TRBD de mamiferos
marinos. Se muestra el arbol consenso de 1000 réplicas de Bootstrap. Todas las
posiciones con menos del 95% de cobertura se eliminaron. Menos del 5% de espacios
y bases ambiguas fueron permitidos. Los puntos azules estan indicando a los
pinnipedos, los naranjas a cetaceos, los verdes a los sirenios, los morados al grupo
de (otros mamiferos marinos) y los de color azul cielo estan indicando secuencias de
Z. californianus.
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Figura 54| Analisis filogenético molecular de los segmentos TRBJ de
mamiferos carnivoros. Se muestra el arbol consenso de 1000 réplicas de
Bootstrap. Todas las posiciones con menos del 95% de cobertura se
eliminaron. Menos del 5% de espacios y bases ambiguas fueron permitidos.
Los puntos rojos estan indicando a los mamiferos carnivoros terrestres, los
puntos azules estan indicando a los mamiferos carnivoros marinos y los de
color azul cielo estan indicando secuencias de Z. californianus.
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Figura 55| Analisis filogenético molecular de los segmentos TRBJ de
mamiferos marinos. Se muestra el arbol consenso de 1000 réplicas de
Bootstrap. Todas las posiciones con menos del 95% de cobertura se eliminaron.
Menos del 5% de espacios y bases ambiguas fueron permitidos. Los puntos
azules estan indicando a los pinnipedos, los naranjas a cetaceos, los verdes a
los sirenios, los morados al grupo de (otros mamiferos marinos) y los de color
azul cielo estan indicando secuencias de Z. californianus.
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3.4.7 Evolucién de los segmentos DJ de las cadenas heavy (IGHDJ) de carnivoros

y mamiferos marinos

En este andlisis la reconstruccion filogenética de carnivoros incluyeron 48
secuencias nucleotidicas de los segmentos IGHD (Figura 56) y la de. mamiferos
marinos, 41 secuencias (Figura 57). Para el andlisis de los segmentos IGHJ fueron
46 (Figura 58) y 27 (Figura 59) secuencias, respectivamente. En el primer andlisis
los segmentos IGHD de Z. californianus mostraron homologia con distintos grupos
filogenéticos (Figura 56-57). Los genes IGHJ de Z. californianus por otro lado,

parecieron tener un origen unico entre especies de pinnipedos (Figura 58-59).
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Figura 56| Anélisis filogenético molecular de los segmentos IGHD de
mamiferos carnivoros. Se muestra el arbol consenso de 1000 réplicas de
Bootstrap. Todas las posiciones con menos del 95% de cobertura se eliminaron.
Menos del 5% de espacios y bases ambiguas fueron permitidos. Los puntos rojos
estan indicando a los mamiferos carnivoros terrestres, los puntos azules estan
indicando a los mamiferos carnivoros marinos y los de color azul cielo estan
indicando secuencias de Z. californianus.
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Figura 57| Analisis filogenético molecular de los segmentos IGHD de
mamiferos marinos. Se muestra el arbol consenso de 1000 réplicas de
Bootstrap. 'Las posiciones incluidas corresponden a los codones
1st+2nd+3rd+Noncoding. Todas las posiciones con menos del 95% de cobertura
se eliminaron. Menos del 5% de espacios y bases ambiguas fueron permitidos.
Los puntos azules estan indicando a los pinnipedos, los naranjas a cetaceos, los
verdes a los sirenios, los morados al grupo de (otros mamiferos marinos) y los
de color azul cielo estan indicando secuencias de Z. californianus.
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Figura 58| Analisis filogenético molecular de los segmentos IGHJ de
mamiferos carnivoros. Se muestra el arbol consenso de 1000 réplicas de
Bootstrap. Todas las posiciones con menos del 95% de cobertura se eliminaron.
Menos del 5% de espacios y bases ambiguas fueron permitidos. Los puntos rojos
estan indicando a los mamiferos carnivoros terrestres, los puntos azules estan
indicando a los mamiferos carnivoros marinos y los de color azul cielo estan
indicando secuencias de Z. californianus.
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Figura 59| Analisis filogenético molecular de los segmentos IGHJ de
mamiferos marinos. Se muestra el arbol consenso de 1000 réplicas de
Bootstrap. Las posiciones incluidas corresponden a los codones
1st+2nd+3rd+Noncoding. Todas las posiciones con menos del 95% de cobertura
se eliminaron. Menos del 5% de espacios y bases ambiguas fueron permitidos.
Los puntos azules estéan indicando a los pinnipedos, los naranjas a cetaceos, los
verdes a los sirenios, los morados al grupo de (otros mamiferos marinos) y los
de color azul cielo estan indicando secuencias de Z. californianus.
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3.4.8 Evolucién de los segmentos J de las cadenas lambda (IGLJ) de carnivoros y

mamiferos marinos

Al recontruir la historia evolutiva de los segmentos IGLJ de Z. californianus, el
analisis incluyéo 58 y 37 secuencias en la inferencia con otros carnivoros y
mamiferos marinos, respectivamente. Estos segmentos mostraron homologia entre
los segmentos de otros carnivoros, a excepcion de los segmentos IGLJ1 e IGLJ7
en ambas reconstrucciones (Figura 60-61). Por otro lado, el segmento IGL2 mostrd
tener homologia entre los segmentos IGL2 de distintas especies de carnivoros y

mamiferos marinos (Figura 60-61).
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Figura 60| Anélisis filogenético molecular de los segmentos IGLJ de
mamiferos carnivoros. Se muestra el arbol consenso de 1000 réplicas de
Bootstrap. Todas las posiciones con menos del 95% de cobertura se eliminaron.
Menos del 5% de espacios y bases ambiguas fueron permitidos. Los puntos rojos
estan indicando a los mamiferos carnivoros terrestres, los puntos azules estan
indicando a los mamiferos carnivoros marinos y los de color azul cielo estan
indicando secuencias de Z. californianus.
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Figura 61| Analisis filogenético molecular de los segmentos IGLJ de
mamiferos marinos. Se muestra el arbol consenso de 1000 réplicas de Bootstrap.
Las posiciones incluidas corresponden a los codones 1st+2nd+3rd+Noncoding.
Todas las posiciones con menos del 95% de cobertura se eliminaron. Menos del
5% de espacios y bases ambiguas fueron permitidos. Los puntos azules estan
indicando a los pinnipedos, los naranjas a cetaceos, los verdes a los sirenios, los
morados al grupo de otros mamiferos marinos y los de color azul cielo estan
indicando secuencias de Z. californianus.
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3.5 Evolucion y ecologia de los receptores TCR y BCR de Z. californianus

3.5.1 Relacion ecologica y evolucidon de los segmentos V en las cadenas del TCR

alpha/beta del lobo marino de California

La reconstruccion filogenética con respecto a las especies con relaciones ecoldgica
con Z. californianus, incluy6 86 secuencias nucleotidicas de los segmentos TRAV
(Figura 63) y 44 de los segmentos TRBV (Figura 64). En este andlisis se observo
que los segmentos TRBV tienen homologos y ortélogos a través de las especies

incluidas en el analisis, principalmente los segmentos (Figura 63-64).
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Figura 62| Distribucion geografica de las especies de mamiferos incluidas en
el estudio. Los puntos en el mapa representan la distribucién de las especies
analizadas en este estudio. El recuadro indica el color que ejemplifica a cada
especie.
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® TRAVS-12701 E Iutris

® TRAVS-571 E lutris

4| @ TRAVS-11°D1 E lutris

® TRAYS-11°01 C ursinus
TRAVET T truncatus
TRAVTD2 T truncatus
*| @ TRAVE-1°D1 € ursinus

@ TRAVI-G'D1 E lutris

#® TRAVI-G°01 C ursinus
® TRAVS-10°01 E Iutris
@ TRAVIGD1 E lutris

@ TRAVI-7D1 E lutris
& TRAVIT*D1 C ursinus

@ TRAV291 C ursinus
TRAVIZD1 T truncatus
TRAVZ0-1701 O orea

@ TRAV24*01 C ursin
® TRAY29D1 E Iutris

@ TRAYIZ'1 C ursinus

@ TRAVIZ'D1 E lutris

@ TRAV22TT T

Figura 63| Analisis filogenético de los segmentos
TRAV de especies con las que Z. californianus
comparte nichos ecolégicos. Se muestra el arbol
con la mayor probabilidad de registro (-838.50). El
arbol se dibuj6 a escala, con longitudes de rama
medidas en el nUmero de sustituciones por sitio. Se
eliminaron todas las posiciones con menos del 95%
de cobertura del sitio, es decir, se permitieron
espacios de alineacion de menos del 5%, datos
faltantes y bases ambiguas en cualquier posicion.
Los puntos de colores estan indicando la especie a la

us

TRAVZ20-1"01 T truncatus

TRAVZD 0 Tt gue pertenece las secuencias nucleotidicas.

7\»"@!\\/17‘131 E lutris
#® TRAY23701 C ursinus

& TRAVE-1T1

® TRAVITD1 Z californianus

@ TRAV3E-201 Z californianus

@ TRAVATPD1 Z californianus

® TRAVE-101 Z californianus
7 californianus

& TRAY3IS®DN T californianus

& TRAVITTN

Z californianus

& TRAYZED1 I californianus
® TRAV29T1

TRAVAT'D1 O orca
TRAVH™D1 T truncatus
® TRAVAZ-11 E lutris
& TRAVAZ-5"D1 C ursinus
@ TRAV2ED1 C ursinus

2

TRAVIFT2 O orca

TRAVZET'D2 T truncatus
TRAVITD1 T truncatus
& TRAV43-201 E lutris

]

5 @ TRAVAZ-3T1 C ursi
@ TRAV4Z-TT1

@ TRAVE-127T1 Z califomi
@ TRAYIZ

TRAVIZD T truncatus

TRAVI7T2 T truncatus

TRAVITD O orea

® TRAVISON E lutris

[ @ TRAVE-101 Z californianus
@ TRAVZET  californianus
#® TRAY27°01 C ursinus
TRAVEE-1D1 O orca
TRAVIE-1D1 T truncatus
TRAVEE-ZD1 T truncatus
TRAWI4D1 O orca

@ TRAVZED1 C ursinus
TRAVE-1"D1 T trun

TRAVE-1DT
& TRAVE-ZTN

@ TRAVI-9'D1 Z califomianus

B TRAVAS

@ TRAV23T1 7 califormianus
@ TRAV24'D1 Z californianus
=1 ® TRAV34T1 I califonianus

@ TRAVA3-501 Z califomianus
@ TRAVZ-6T1 Z californianus

@ TRAV25T1 7 californianus

@ TRAVI-13"T1 Z californianus

@ TRAVIT01 C ursinus

inus
E lutris

@ TRAVAZ-Z'1 Z califomianus

® TRAYE-2'D1 7 californianus

janus

P01 Z californianus

® TRAVI-1101 7 californianus

TRAV14°01 T truncatus

catus

& TRAVE-2'D1 E lutris
TRAVE-101 O arca

1 T truncatus

C ursinus

® TRAVD-3TN 7 califormianus
@ TRAVZZDN C ursinus

@ TRAVSET1 C ursinus
TRAVIE1D1 O orca
TRAVIB-1"D1 T truncatus

@& TRAV2701 T californianus

-1701 Z californianus
@ TRAVE-1D1 I californianus
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@ TREYV1"D1 C ursinus
“ | @ TREVIOT 7 californianus
2 @ TREV1"01 E lutris
TREW1*01 O orca
TREY4-1"01 O orca
# TREV18*D1 Z californianus
TREV1Z2-2701 O orca
@ TREY21701 Z californianus
# TREVZ401 7 californianus
& TREVS-4"01 Z californianus

@ TREVIED 7 californianus
@ TREV20"01 E lutris
@ TREVZ701 I califomianus
@ TREVA-301 7 californianus
& TREV1501 E lutris
@ TREV3-201 Z californianus
——  TREV2201 O orca
—— @ TREVS-2"01 E lutris
@ TREYS-4701 E lutris
@ TREV19"01 Z californianus
TREV24*01 O orca
—— @ TREW2301 C ursinus
#® TREY29°01 Z californianus
& TRBVI2-1"D1 7 californianus
& TREVZ1'D1 C ursinus
= @ TRBVTD1 Zcalifamianus
— L # TREW1 £ californianus
@ TREV3-1"01 Z californianus
TREW10O1 O orca
& TREVID01 E lutris
W TREV2E™01 T truncatus

—,7.TREN4-1*D1 Z californianus
214 TREY7*D1 E lutris

TREV3O™01 T truncatus

& TRBEV4-401 7 califarnianus

? ——— @ TREV22°01 Z californianus
& TREVI001 C ursinus

& TREVIDD1 E lutris

— ® TREY1001 7 califormianus

&

13

@ TREV25'D1 7 californianus

3 8 TREVZ4'T1 C ursinus
@ TRBY15"01 Z californianus

|— @ TREV20"01 Z californianus

L— & TREW26"01 Z californianus

[

02

Figura 64| Andlisis filogenético de los segmentos TRBV de especies con las que Z.
californianus comparte nichos ecoldgicos. Se muestra el arbol con la mayor
probabilidad de registro (-79793.00). El arbol se dibuja a escala, con longitudes de rama
medidas en el nimero de sustituciones por sitio. Se eliminaron todas las posiciones con
menos del 95% de cobertura del sitio, es decir, se permitieron espacios de alineacion de
menos del 5%, datos faltantes y bases ambiguas en cualquier posicion. Los puntos de
colores estan indicando la especie a la que pertenece las secuencias nucleotidicas.
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3.5.2 Relacion ecologica y evolucion de los segmentos V en las cadenas del BCR

(Ig) heavy/lambda del lobo marino de California

En la reconstruccion de la historia evolutiva de estos segmentos en Z. californianus
se observé que IGHV e IGLV mantienen alto grado de homologia con E. lutris
(Figura 65-66). En este analisis incluimos 65 (Figura 65) y 62 secuencias

nuleotidicas (Figura 66).
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# IGHV3-2"01 E lutris

# IGHV3-58701 E lutris

@ IGHVI-5T1 E lutris

#® IGHYI-5'T1 C ursinus

#® IGHY3-43701 7 californianus

@ IGHV3-37*01 E lutris

<’—. IGHY3-50"01 Z californianus
# IGHY3-2371 I californianus

[| @ 1GHV3-78°01 Z californianus

# IGHY3-36"01 7 califarnianus
& IGHY3-72°01 £ californianus
@ IGHY3-25*01 Z califormianus
# IGHV1-30°01 7 californianus
@ IGHY3-70°1 T californianus
@ IGHY3-16°D1 I califormianus
#® IGHY3-13D1 Z californianus

@ IGHY3-54*T1 7 californianus
45{. IGHY3-54*01 E lutris
# IGHY3-35"01 E lutris

|. IGHW3-37°01 £ californianus
ul # 1GHY3-10°01 I californianus
# IGHV3-E1"01 7 californianus
B |GHYI-47-1701 E californianus
@ IGHV3-45"01 7 californianus
® IGHY3-21701 I califormianus

& |GHV3-44"01 Z californianus
¥ IGHV3-8"07 T truncatus

IGHY3-9"071 O orca

IGHY3-5"01 T truncatus

IGHW3-38"01 O orca

B IGHV4-1701 E lutris
2@ 1GHY3-10°01 E lutris
= - IGHV4-1"D01 7 califomianus
® IGHY3-18D1 I califorianus

& IGHY1-15"01 Z californianus
#® IGHY3-81701 Z californianus
—_ IGHV1-307D1 O orca
® IGHV3-52*01 7 califarnianus
® IGHY3-24701 Z californianus
@ |GHV3-24*01 E lutris
# IGHv3-63"01 7 californianus

® IGHY3-7501 I californianus
® IGHY3-80°01 Z califormianus

IGHY4-1"01 T truncatus
4‘3{ IGH4-1701 O arca
IGHY3-8%01 O arca

@ |GHY1-30"01 E lutris

& IGHV3-E3T1 Z californianus
@ |GHY3-14°D1 7 californianus
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permitieron espacios de alineacion de menos del 5%, datos

et Figura 65| Analisis filogenético de los segmentos IGHV

® (GHV3 2T E s de especies con las que Z. californianus comparte

@ [GHV3-26D1 Z calfomians nichos ecoldgicos. Se muestra el arbol con la mayor

# IGHY3-301 Z californianus .y . 7 . .

® IGHV33TD1 7 calfomianus probabilidad de registro (-57016.47). El arbol se dibuja a

:'GHW-%*MZH'WWMMS escala, con longitudes de rama medidas en el numero de
IGHY3-36"01 E lutris . n - . . .

& GHV3.41D1 E e sustituciones por sitio. Se eliminaron todas las posiciones

# IGHV3-41701 Z calfomians con menos del 95% de cobertura del sitio, es decir, se

# IGHY3-9°01 7 californianus
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® (GHVI5701 E s faltantes y bases ambiguas en cualquier posicién. Los

# 1GHY3-B0D1 7 californianus Z H H H

o oHAE £ puntos de colores estan indicando la‘especie a la que

® 1GHV35301 Z calfemianus pertenece las secuencias nucleotidicas.
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@ 1GL3-29"01 C ursinus

@ 1GLY3-3001 Z californianus

@ 1GLV3-268"01 7 califarmianus

@ |GLY3-28701 E lutris

@ IGLY3-2801 C ursinus

@ |GLY3-24701 E lutris

@ GLY1-55*01 Z californianus

@ IGLY1-55*01 E lutris

@ GLY1-54*01 Z californianus

@ GLY1-48°01 7 californianus

@ GLY1-48*D1 E lutris

@ GLY1-37*01 E lutris

@ GLY1-106"01 Z californianus

@ IGLYE-74-1"01 7 californianus

@ IGLY5-8501 7 californianus

@ 1GL1-41"01 7 califormianus
IGLY1-48701 O orca

@ GLY3-801 E lutris

@ GLY4-10°D01 E lutris

@ GLY4-6"01 E lutris

@ IGLYE-109"01 Z califormianus

@ GLY1-125*01 Z californianus

@ IGLV1-132°01 C ursinus

@ IGLY1-45"01 Z californianus

@ IGLY1-73*01 7 californianus

@ GLY1-152°01 Z califormianus

& 1GLY3-15701 7 californianus
_*’j @ 1GLY3-30"01 E lutris
&

& 1GLY4-10°01 Z californianus
I1GLY1-49%01 O orca
@ GLYE-64*01 L californianus
- IGLYE-64*01 E lutris
@ IGLY3-201 C ursinus
#IGLY3-2"D1 Z californianus
£l @ IGLV4-22°01 7 califorianus
#1GL1-58"01 Z californianus

@ |GLYE-131"01 G ursinug
[ # IGLVE-43"01 Z califarnianus

I1GLY3-24%01 O orca
@ IGLYE-131°01 E lutris
. — @ IGLv3-27"01 Z californianus
#IGLV1-63*01 7 californianus
@ GLY1-104°01 Z califormianus
@ [GLY3-27*01 E lutris
@ IGLY3-2901 E lutris
IGLY2-31"01 O orca
@ IGLY2-31"07 E lutris
@ GLY2-32*1 E lutris
 1GLY2-31"01 Z californianus
@ |GLYE-180-1"01 Z californianus
IGLV1-73"01 O orca

— @ 1GLY4-20°01 Z califormianus

# 1GLYV1-144°01 T californianus

# 1GLY1-87701 Z californianus
#1GLY3-14*01 7 califamianus

51|—' IGLY3-14701 C ursinus
|. IGLV3-26701 E lutris
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@ GLY1-146*01 Z californianus

o W IGLY319T1 7 californianus
2";|:L #1GLY2-32701 Z califormianus

_| @ GLY1-92°01 Z californianus
=1 @ 15L3-11"01 Z califarnianus

Figura 66| Anédlisis filogenético de los
segmentos IGLV de especies con las
que Z. californianus comparte nichos
ecologicos. Se muestra el arbol con la
mayor probabilidad de registro (-
45652.11). El arbol se dibuja a escala,
con longitudes de rama medidas en el
namero de sustituciones por sitio. Se
eliminaron todas las posiciones con
menos del 95% de cobertura del sitio, es
decir, se permitieron espacios de
alineacion de ‘menos del 5%, datos
faltantes y bases ambiguas en cualquier
posicion. Los puntos de colores estan
indicando la especie a la que pertenece
las secuencias nucleotidicas.



3.6 Evolucion de las familias de los segmentos V(D)J de las cadenas del

TCR de Z. californianus y BCR de Z. californianus
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Figura 67| Evolucion de las familias de los segmentos V(D)J de los
receptores TCRy BCR de Z. californianus. A) Arbol de los segmentos TRAV
(-2071.21). B) Arbol de los segmentos TRBV (-2115.88).C) Arbol de los
segmentos IGHV (-45604.65).D) Arbol de los segmentos IGLV (-237.79). Los
arboles se contruyeron por el método de Maximum likelihood y el método de
Kimura de 2 parametros. Los cuadros de colores indican el tipo de segmento en
cada cadena.
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3.7 Modelado 3D de los receptores TCR, BCR y MHC Il de Z. californianus

Para predecir las estructuras de los receptores, encontramos concordancia con
otros receptores TCR, BCR, y MHC Il de otras especies para las que existe
informacion genética, como el humano y el raton. Por lo tanto, su estructura se
predijo a partir de éstas. Posterior a la prediccion de su estructura 3D realizamos

los analisis correspondientes de calidad para cada estructura.

Los valores obtenidos por el anélisis Rammachandran en el TCR alpha/beta, son
76.7% de aminoacidos en regiones favorables, 16.4% en regiones permitidas y 6%
en regiones aisladas, con respecto al andlisis globlal de los angulos Phiy Psi (Figura
A20B; Material Anexo). Por otro lado en el analisis de la estimacion de calidad global
por valores QMEAN fue de -9.27 (Figura A20D; Material Anexo), mientras que el
andlisis respecto a la media de los modelos determinados por el valores Z fue menor
a 0.5 (Figura A20C; Material Anexo). A pesar de este resultado se observo que la
mayoria de los aminoaciados en el analisis individual por QMEAN tenian calidad
media (Figura A20E-F; Material Anexo). La estructura putativa 3D del TCR

alpha/beta de Z. californianus, se muestra en la figura 68.
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Figura 68| Estructura 3D del receptor TCRap de Z. californianus. El
diagrama muestra las regiones del receptor TCRaf de Z. californianus
y la secuencia dividida por regiones de complementariedad vy
frameworks.
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En el analisis Rammachandran para el receptor BCR heavy/lambda, encontramos
al 86.4% de aminoé&cidos en regiones favorables, 10.9% en regiones permitidas y
2.7% en regiones aisladas, con respecto al andlisis globlal de los angulos Phiy Psi
(Figura A21B; Material Anexo). En la estimacion global por QMEAN se obtuvo un
valor de -5.51 (Figura A21D; Material Anexo). En el analisis de estimacion de la
media por valor Z, se obtuvo el valor de mayor a 0.5 (Figura S21C; Material Anexo).
La mayoria de los aminoacidos en el analisis individual por QMEAN tenian calidad
alta (Figura A21E-F; Material Anexo). La estructura 3D putativa del receptor IG

heavy/lambda de Z. californianus se muestra en la figura 69.
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Figura 69| Estructura 3D del receptor IGHA de Z. californianus. El
diagrama muestra las regiones del receptor BCR heavy/lambda de Z.
californianus 'y la secuencia dividida por regiones de
complementariedad y frameworks.

En el modelo 3D del MHC Il, los valores del analisis Rammachandran fueron 60.6%
de aminoacidos en regiones favorables, 20.3% en regiones permitidas y 19.1% en
regiones aisladas (Figura A22; Material Anexo), determinadas por analisis global de

los anglulos Phiy Psi (Figura A22B; Material Anexo). El valor obtenido de QMEAN
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fue de -20.75 (Figura A22D; Material Anexo) y un valor menor a 0.6 de la puntuacion
Z (Figura A22C; Material Anexo). En el analisis QMEAN individual la mayoria de los
aminoacidos de la estructura tenian calidad alta (Figura A22E-F; Material Anexo).

El receptor putativo 3D del MHC 1l de Z. californianus se muestra en la figura 70.
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Figura 70| Estructura 3D del receptor MHC Il de Z. californianus.
El diagrama muestra la estructura tridimensional del receptor MHC Il
(DRBA), los colores estan ejemplificando las cadenas del receptor.
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Discusion

En esta tesis se caracterizd el repertorio de los receptotres antigénicos de Z.
californianus, y dado que no es una especie tradicional, fue desarrollado y
optimizado un método que permitiera trabajar con una amplia cobertura, sin sesgar
los datos. Aunque existen multiples programas que permiten extraer los segmentos
génicos V(D)J, la mayoria de estos utilizan especies modelo para demostrar su
exactitud (e.g. Olivieri et al., 2013; Hou et al., 2016; Rosati et al., 2017; Migalska et
al., 2018). Por lo tanto, suelen sesgar el repertorio Unicamente a genes funcionales
debido a que basan su caracterizacidn en regiones conservadas previamente
reportadas, lo cual en ecologia y evolucién representa un problema, debido a que
los pseudogenes y los ORF son huellas genéticas del pasado patogénico de una
especie (Nei & Sitnikova, 1997; Balakirev & Ayala, 2003).

En esta tesis se demostré que no esta siendo sesgado el repertorio con el filtro de
las secuencias, sino que se favorece la asignacion del repertorio de los receptores
TCR y BCR debido a que las secuencias con las cuales se gener0 el filtrado
provienen de receptores caracterizados y anotados de una gran variedad de

especies.

Por otro lado, esta tesis tomd en cuenta que la mayoria de las caracteristicas que
delimitan el que una secuencia sea un receptor TCR o BCR (lg), estan establecidas
en las secuencias aminoacidicas (Giudicelli, 2004; Olivieri et al., 2013), lo cual en
especies sin genoma de referencia resulta inconveniente, por lo tanto la
metodologia aqui desarrollada incluyé secuencias nucleotidicas, y se establecieron

relaciones cuantitativas para su caracterizacion.

La exactitud del método utilizado se comprobo cuantitativamente y en la mayoria de
los segmentos V de las cadenas fueron optimizadas las similitudes entre los genes
V de las especies filogenéticamente cercanas. En comparaciéon con los diagramas
de trabajo de otros programas el alineamiento en esta etapa del analisis result ser

de suma importancia, porque demostré que, aunque se conservan similitudes con
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otras especies, los genes V(D)J son representativos de cada especie, lo que en su
mayoria se resuelve mediante filogenia con el conjunto de datos de los genes y no
individualmente (Olivieri et al., 2013; Hou et al., 2016; Rosati et al., 2017; Migalska
et al.,, 2018). Fue interesante encontrar que los valores de similitud de estos
segmentos eran mas cercanos filogenéticamente para las cadenas pesadas,
especificamente la cadena beta del TCR. En contraste, en las cadenas ligeras de
los receptores, los valores de similitud en el pre y post analisis ho mostrarén
diferencias significativas debido a que existian lecturas compartidas entre las dos

muestras.

El método de clusterizacion aqui empleado logré discernir entre miembros de la
superfamilia de las inmunoglobulinas y receptores TCR y BCR (Ig) de forma
cuantitativa y permitio diferenciar inclusive entre genes con caracteristicas muy
conservadas entre los receptores (Marchler-Bauer et al., 2016). Otros programas
se esfuerzan en mantener los criterios de ontologia génica de los receptores y
olvidan que en otras especies estos varian significativamente y asi terminan
sesgando la caracterizacion potencial de nuevos segmentos (Hou et al., 2016;
Rosati et al., 2017). EI método utilizado, en contraste, permitié que el programa
IgDiscover caracterizara un amplio repertorio en todas las cadenas de los

receptores.

Por otro lado, existen programas que prueban su funcionalidad en repertorios
previamente repostados y pierden de vista las similitudes genéticas con otros
miembros de la superfamilia de las inmunoglobulinas (Olivieri et al., 2013; Migalska
et al., 2018), por lo que el método aqui empleado también es una potencial

extension para evitar este tipo de errores en estos programas.

Durante el presente estudio, se encontraron caracteres conservados en las cadenas
del TCR de Z. californianus. La primera es la relacidbn que se mantiene entre los
genes funcionales V, pseudogenes y ORFs, en donde los genes funcionales
predominan. También se observé que los genes J funcionales de Z. californianus

son tan diversos como en otras especies (Lefranc, 2001; Linguiti et al., 2016; Martin
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et al., 2017). Por lo anterior, es posible afirmar que la cadena alpha del TCR de Z.
californianus tiende a la expansion, como ocurre en otras especies (Olvieri et al.,
2014).

Por otro lado, el uso de los genes V de la cadena alpha de Z. californianus es
marcado en los segmentos TRAVS-1, TRAV38, TRAV24, TRAV9-1y TRAV28. Por
otro lado, en especies que comparten nichos ecolégicos con Z. californianus el uso
es marcado en las familias TRAV18 y TRAV20 (Linguiti et al., 2016). Lo anterior
ademas de ser un indicio en la organizacion del TRA de Z. californianus, (Proudhon
et al., 2015), también contradice la idea de que el repertorio esta restringido a la

presion patogénica en un habitat determinado (Olivieri et al., 2014).

Fueron caracterizados pseudogenes en la cadena alpha: TRAV12, TRAV19,
TRAV27 TRAV21, TRAV26, TRAV22, TRAV23, TRAV9-13, TRAV9-11, TRAV9-12
y beta: TRBV4-1, TRBV12-1, TRBV4-3, TRBV7, ademas de un potencial ORF
(TRBV15), los cuales en otras especies tienen un rol funcional. En ambas cadenas
también se caracterizaron genes funcionales TRAV25y TRAV37, TRBV19, TRBV21
y TRBV27, que en otras especies, como el perro (Canis lupus familiaris), gato (Felix
catus) y hurén (Mustela putorius furo), se encuentran pseudogenizados o en forma
de ORFs (Lefranc, 2001; Linguiti et al., 2016; Martin et al., 2017). Ejemplos similares
se han observado entre el humano y el chimpancé, Pan troglodytes, en los que los
pseudogenes de una especie son funcionales en otra, e inclusive participan en las
respuestas contra virus que son potencialmente inmunogénicos en ambas especies
(Meyer-Olson et al., 2003).

Los segmentos de variabilidad de la cadena alpha y beta de Z. californianus
pertenecieron a una gran diversidad de familias y la relacibn entre genes
funcionales, pseudogenes y ORFs, fue similar a lo reportado para el perro (Canis
lupus familiaris), gato (Felix catus) y hurén (Mustela putorius furo). De la misma
manera la relacion de genes J funcionales, pseudogenes, ORF, y genes D fue
consistente con la de otros carnivoros (Martin et al., 2017; Lefranc, 2001). Asimismo,

se encontré que en la cadena beta el uso de los segmentos es marcado hacia los
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miembros de las familias TRBV19, TRBV16 y TRBV29. Lo anterior concuerda con
lo publicado por Proudhon et al. (2015), quienes propusieron que el uso de genes
V(D)J refleja cercania a las zonas reguladoras, y ofrece una idea sobre como se

encuentra organizado el locus TRB en Z. californianus.

Las frecuencias y la diversidad de las familias V en la cadena alpha fueron mas altas
que las de la cadena beta. Una explicacion podria ser la limitacion que el MHC I
ejerce sobre esta cadena durante el establecimiento de la sinapsis inmunolégica
(Nikolich-Zugich et al., 2004). Adicionalmente, se observo que las cadenas del TCR
de Z. californianus mantienen la tendencia en el radio de genes V observada para
otros mamiferos (Das et al., 2008), en el que el nUmero enla cadena alpha es en
general més alto que el de la cadena Beta (Olivieri et al., 2014).

Los segmentos TRAV y TRBV con altas frecuencias encontradas en este estudio
se han asociado al desarrollo de memoria inmune periférica durante la patogénesis
del carcinoma renal en el humano (Wang et al.,, 2012). Interesantemente, el
carcinoma urogenital es un proceso patoldgico frecuente en Z. californianus
(Browning et al., 2015), por lo que los hallazgos de esta tesis sugieren que la alta
prevalencia de este cuadro neoplasico en el lobo marino de California podria tener
un origen evolutivo, en el que estos genes que fueron ventajosos para la regulaciéon
de la respuesta de los linfocitos T en el pasado, ahora predisponen a esta especie
al cancer debido a la configuracion genética de los loci del TCR (Proudhon et al.,
2015). Adicional a lo anterior, algunos de esos segmentos TRBV en Z. californianus
estan pseudogenizados, lo que podria indicar procesos diferentes para establecer
mecanismos de memoria periférica o procesos de tolerogenia durante el desarrollo

del carcinoma.

A diferencia de lo observado para el TCR, en donde se encontré un amplio nimero
de familias constituyendo en repertorio del receptor, en el BCR se observo un sesgo
en las familias de este receptor. Especificamente, en la cadena heavy, encontramos
un marcado uso de genes de la familia IGHV3, en comparacion con las otras dos
familias encontradas (IGHV1 e IGHV4). Aunque en general la familia lll se encuentra
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enriquecida en el repertorio de otros carnivoros (Das et al., 2008), el sesgo hacia el
uso de esta familia no se habia reportado. Observamos lo mismo en los segmentos
IGHD, en donde el uso de los segmentos IGHD1 e IGHD4, es marcado en
comparacion con las otros. En contraste, este sesgo en el uso no fue encontrado en
los segmentos J, lo cual podria deberse al nimero reducido de genes funcionales
encontrados en Z. californianus. De la misma manera, como se planteé para los loci
TRB, las frecuencias de los genes V(D)J de la cadena heavy también podrian
ofrecer indicios sobre la organizacion y posible expansion del locus IGH de esta
especie (Proudhon et al., 2015). De manera interesante los pseudogenes V de esta
cadena también pertenecen Unicamente a la familia Ill, contrario a lo observado en

otras especies (Olivieri et al., 2014; Martin et al., 2017).

Por otro lado, en la cadena lambda del receptor, no se observo un sesgo de uso
hacia las familias IGLV ni hacia las familias IGLJ. Ademas se encontraron
frecuencias similares entre los segmentos V de esta cadena. En general los
segmentos de ambas cadenas mantienen una relacion entre genes funcionales,
pseudogenes y ORFs, que se ha caracterizado previamente en otras especies de

carnivoros (Das et al., 2008).

Similar a lo observado para el TCR, se detectaron segmentos IGHV e IGLV que son
funcionales en otras especies (IGHV3-2, IGHV3-24, IGHV3-39, IGHV3-8, IGLV5-64,
IGLV3-27, IGLV5-85) (Martin et al., 2017). Sin embargo, fue interesante observar
qgue el numero de pseudogenes encontrados en este receptor, era menor que el
namero de pseudogenes encontrados en el receptor de linfocitos T, lo cual podria
indicar que el proceso de generacion, diversificacion y muerte de las cadenas de
este receptor es menor en comparacion a las cadenas del receptor TCR, lo que es
apoyado por el niumero reducido de familias que forman el repertorio de heavy y
lambda. Hallazgos similares en la cadena lambda de O. rosmarus soportan esta
idea (Olivieri et al., 2014). Sin embargo, a diferencia del estudio de Olivieri de 2014,
en el cual se asocia el numero de genes V de la cadena lambda con el entorno

patogénico del hébitat acuatico, con base en los resultados aqui obtenidos, se

134



sugiere que podria deberse a que las cadenas ligeras cumplen un papel importante
en el establecimiento de auto tolerancia (Collins & Watson, 2018), por lo que esto

representa un cange evolutivo entre la pérdida de diversidad y la auto reactividad.

En cuanto a la cadena heavy, se ha observado la pérdida de segmentos constantes
en esta cadena en dos especies de focidos, O. rosmarus y L. weddellii, similar.a lo
gue nosotros observamos en los segmentos de variacion donde predomina
solamente una familia. En conjunto, estos hallazgos plantean un escenario
interesante sobre la adaptacion de este loci en mamiferos semi acuaticos, en donde
la pérdida de estos segmentos llevé a un sesgo hacia la respuesta celular en lugar
de la respuesta humoral, por un proceso de segregacion durante el regreso al medio
acuatico del ancestro de los pinnipedos (Li et al., 2018).- Por otro lado, vale la pena
tomar en cuenta que miembros de la familia 4 de este locus se han relacionado con
la progresién a desarrollo de autoinmunidad en humanos (Bashford-Rogers et al.,
2018) en Z. californianus el uso del Unico miembro caracterizado de esta familia
(IGHV4-1) exhibe frecuencias bajas, lo que apoya la explicacion propuesta de la
disminucién en las familias de este locus IGH pudo ser en consecuencia de la

reduccion evolutiva de genes que representaban riesgos de auto-reactividad.

Ademas de caracterizar los segmentos V(D)J de los receptores de Z. californianus,
se generd un repositorio de los segmentos de otras especies de mamiferos. Eso
permiti6 detectar que Z. californianus se relaciona, en cuanto al numero de
segmentos funcionales, ORFs y pseudogenes de las distintas cadenas, con otros
vertebrados de distintas érdenes. En las cadenas alpha y beta, el niumero de
segmentos V(D)J fue muy cercano al de otros mamiferos terrestres, tanto en los
datos de esta tesis, como en los de repositorios publicados previamente (Olivieri et
al., 2015). Por otro lado, los segmentos V(D)J de la cadena lambda en nimero
también resultaron ser cercanos a los de otras especies aun sin compartir el mismo
habitat, tanto en nuestro repertorio como en reportes publicados (Olivieri et al.,
2014). Por lo tanto, la hipotesis anteriormente propuesta de que el niamero de

segmentos esta relacionado a la pobre o amplia restriccién patogénica en un habitat
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determinado (Olivieri et al. 2014) no se sostiene, ya que los resultados de esta tesis
muestran que el repertorio de los genes del TCR y BCR de mamiferos marinos y
terrestres es similar en niumero. La discrepancia entre los resultados del estudio
previo y esta tesis podrian deberse a que, como se indicé con antelacion, el
repertorio de una especie estd estrechamente relacionado al microambiente 'y
canjes energéticos con otras caracteristicas de historia de vida, ademas de la
presion patogénica (Das et al., 2008).

A partir del andlisis comparativo de los segmentos de la cadena alpha de Z.
californianus, se propone que los segmentos TRAV de esta especie evolucionaron
en distintas etapas. Los subgrupos TRAV29, TRAV35, TRAV37, TRAV38y TRAV40
de Z. californianus estan mas conservados entre especies de carnivoros y
mamiferos marinos lo que indica que estos: clanes evolucionaron en el ancestro
comun antes de que se diversificaran hace 28 millones de afios (Berta, 1991).
Ejemplos similares para TRAV37 y TRAV40 se han reportado, en los que se observo
gue mantienen homologia con segmentos con otras especies de mamiferos (Martin
et al., 2017; Linguiti et al., 2016). Sin embargo, estos segmentos nho mantienen
homologia con los ungulados (Reinink & Van Rhijn, 2009), por lo que pudieron
haberse diversificado antes de la separacion entre perisodactilos y carnivoros,

ocurrida hace aproximadamente 87.6 millones de afios (Waddell et al., 1999).

Otro amplio repertorio de segmentos TRAV resultaron ser ortélogos o paralogos a
segmentos de pinnipedos, ursidos y mustélidos acuaticos, principalmente. Esto
podria deberse a la especiacion de estos segmentos en los carnivoros ancestros de
los pinnipedos, que durante su regreso al habitat acuatico evolucionaron de manera
neutral (Nei, 2007). Por otro lado, familias de los segmentos TRAV, como TRAV43,
TRAV9, TRAV3 y TRAV8 podrian haber evolucionado adaptativamente y
posteriormente diversificarse en Z. californianus (Olivieri et al., 2014), debido a que
estos clanes se agruparon monofiléticamente durante la reconstruccion filogenética,
mientras que para los mismos segmentos se observaron algunos ortélogos en el

grupo de sirenios y cetaceos, lo cual podria indicar evolucién convergente entre los
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TRAV de estas especies, debido a que comparten presiones patogénicas similares

en el océano por parte de los virus (Lang et al., 2009).

Los segmentos TRAJ de Z. californianus se agruparon indistintamente a través de
los clados de mamiferos. Lo anterior es consistente con estudios previos que
reportaron que los genes TRAJ mantienen niveles de homologia entre especies
filogenéticamente lejanas (Martin et al., 2017) y su uso en general parece aleatorio
(Linguiti et al., 2016), posiblemente porque los clanes TRAJ mantienen restricciones
evolutivas coordinadas por el proceso de origen y muerte (Nei et al., 1997) de los

clusteres V cercanos.

Resultd interesante observar que las familias TRAV® que parecen haberse
diversificado en Z. californianus, también muestran seleccion positiva durante la
configuracion del receptor y mantienen. una alta tasa de segmentos
pseudogenizados, lo cual sugiere que estos segmentos confieren una ventaja
inmunoldgica a este pinnipedo en su habitat. Sin embargo, a pesar del sesgo en el
uso y diversificacion de determinadas familias en Z. californianus, la tasa de
evolucion de este locus es consistente con otras especies (Lefranc, 2001; Linguiti
et al., 2016; Martin et al., 2017). Por otro lado, estudios sobre las secciones
constantes del TCR de otros pinnipedos apoyan la idea del aumento de repertorio
en las cadenas del TCR en organismos de nichos semiacuéticos (Zhang et al.,
2019).

En el andlisis comparativo de los segmentos de la cadena beta, se encontraron
caracteristicas conservadas con el locus TRAV. Se encontro que el clan TRAV19
estaba altamente conservado entre los mamiferos incluidos en este estudio y
estudios previos en C. lupus y A. lemurinus (Martin et al., 2017; Moncada et al.,
2005). En contraste con los segmentos TRAV que parecen haber emergido antes
de la diversificacion las 6rdenes de Laurasiatheria, la homologia de este segmento
se extiende a Perissodactyla (Connelley et al., 2009), lo que lo postula como un
segmento ancestral de los vertebrados. A lo largo de los clanes del TRBV, se
encontraron homaologos y ortdlogos, principalmente con mustélidos y pinnipedos.
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De manera interesante, cuando se infiere la historia evolutiva de estos segmentos
en el grupo de mamiferos marinos, la homologia de los clanes TRBV20, TRBV10,
TRBV7 y TRBV4-1 fue mas clara entre pinnipedos, indicando que estos clanes
evolucionaron adaptativamente en el ancestro comun de pinnipedos durante su
regreso al medio acuético (Nei, 2007). Por otro lado, en algunos clanes. TRBV
observamos indicios de evolucién adaptativa en Z. californianus, cuando de manera
similar a lo observado en la cadena alpha estos se clusterizaban en clados
independientes. En este sentido, la adaptacion de las familias TRBV en Z.
californianus podria deberse a una co-evolucion con la regiéon DRB del MHC, el cual
es altamente diverso en este pinnipedo (Bowen et al., 2004). Mecanisticamente, es
necesario establecer comunicacion entre ambos durante el reconocimiento
antigénico, y estas interacciones se establecen principalmente con los segmentos
TRBV (Nikolich-Zugich et al., 2004). Ademds, un estudio reciente encontré que el
aumento en la expresion de los alelos del MHC Il estan asociados con la progresion
de inmunopatologias infecciosas (Acevedo-Whitehouse et al.,, 2018). En este
sentido, el que Z. californianus- use los genes TRBV mas conservados en lugar de
los que han evolucionado adaptativamente podria ser una sefial sobre la restricciéon
gue ejercen los alelos del MHC sobre este locus en esta especie (Castro et al.,
2015).

La reconstruccion filogenética de los segmentos TRBD de Z. californianus fue muy
interesante, ya que TRBD1 parece haber aparecido en el ancestro comun de los
mamiferos, mientras que TRBD2 podria haber aparecido mas adelante en este
mismo. ancestro durante su reincorporacion al medio acuatico para después
evolucionar adaptativamente en Z. californianus. TRBD2, ademas, muestra
homologia y ortologia con los segmentos de mustélidos acuaticos y cetaceos,
respectivamente. Este resultado es consistente con la diversificacion de los
cetadceos con respecto a los pinnipedos, en la cual los cetaceos pudieron haber

adaptado el segmento TRBD2 (Kumar et al., 2017) hace 50 millones de afios (Uhen,
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2010), en contraste a los pinnipedos que lo hicieron més tarde, hace 28 millones de
afos (Berta, 1991).

Por otro lado, los segmentos TRBJ, mostraron ortélogos y homélogos a lo largo de
su historia evolutiva, y fue interesante notar que las homologias mas frecuentes
eran con el grupo de los ursidos, lo cual implica que los clanes TRBJ de Z.
californianus no han sufrido cambios importantes durante su diversificacion del
ancestro comun, como se ha reportado en Canis lupus familiaris (Mineccia et al.,
2012).

Como se menciono previamente, el uso de los segmentos IGHV muestra un sesgo
hacia la familia IGHV lll, interesantemente al reconstruir la historia evolutiva las
familias IGHV. Algunos miembros de esta familia fueron homoélogos a los de otras
especies, lo cual indica que posiblemente aparecieron en el ancestro comun, antes
de la diversificacion de mamiferos. Por otro lado, la mayoria de los miembros de
esta familia parecen haber evolucionado de forma adaptativa, durante la reinsercion
de los pinnipedos al medio acuatico y después haber surgido Z. californianus. Lo
anterior es sustentado por los hallazgos que se comentaron anteriormente, en
donde los pseudogenes IGHV provienen Unicamente de esta familia, lo que en
general implica una tendencia hacia el uso de los segmentos de una familia (Nei et
al., 1997). Adicional a lo anterior, se ha demostrado que los ungulados construyen
su repertorio principalmente a partir de la familia 1ll, mientras que los roedores lo
hacen a partir de la familia Il (Das et al., 2008). El enriquecimiento de la familia IlI
en Z. californianus, podria haber tenido su origen durante el declive del locus heavy
en el ancestro comun de mamiferos, en el que se perdieron familias IGH (Olivieri et
al., 2014), entonces el precursor de la familia Ill debié haberse diversificado en el
ancestro de pinnipedos, para después expandirse en una uUnica familia en Z.
californianus. Lo anterior quiza, a que enriquecer otras familias implicaba coordinar
mecanismos de auto-tolerancia (Bashford-Rogers et al.,, 2018), que son

evolutivamente mas costosos (Demas & Nelson, 2012) .
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En las otras familias génicas aqui caracterizadas para Z. californianus la homologia
con otras especies fue muy alta, principalmente para la familia IV. En el andlisis
comparativo no se observaron ortologos a la familia Il en esta especie lo que se ha

reportado también en el cerdo (Aitken et al., 1997).

El origen de los segmentos IGHD en Z. californianus, segun los resultados aqui
obtenidos, es dual. IGHD6, IGH3 y IGH4 posiblemente se originaron en el ancestro
comun antes de su separacion, debido a que son evolutivamente cercanos a los de
otros carnivoros (Martin et al., 2017). Mientras que IGHD1 e IGH6 parecen estar
relacionados al ancestro comun de mamiferos. Resulta interesante que el uso de
estos segmentos muestra una tendencia hacia ambos las familias IGHD1 e IGHD4,
lo cual sugiere procesos de seleccidén natural sobre estos clanes y una habituacion
del sistema inmune de Z. californianus al habitat semi acuatico, como en otras
especies en donde su evolucion se ha relacionado con procesos de segregacion
gue conduce a una mayor homocigosis-(Martin et al., 2017).

Por otra parte, los segmentos de union, a diferencia de los del TCR, mostraron mas
homologia con las familias IGHJ de los pinnipedos que con otros mamiferos, lo cual
también podria ser un indico de como han evolucionado las cadenas IGH a través
de los taxones para conferir mayor habituacion al medio acuético, y compensar la
pérdida de genes IGH, como se ha postulado en trabajos anteriores (Olivieri et al.,
2014). Sin embargo, a diferencia de lo observado por estos autores, aqui se propone
que la reduccion en el repertorio antigénico, no es sinénimo de reduccion en la
capacidad inmune de una especie, sino una estrategia evolutiva que podria ayudar
al desarrollo de mecanismos de tolerancia, que a su vez, podrian incrementar su

susceptibilidad a desarrollar cancer (Browning et al., 2015).

Ademas, resulta interesante que la pérdida en la expansion y uso de otras familias
IGHVDJ fue consistente con lo reportado para las regiones constantes de otros
pinnipedos, en donde este grupo parece no haber duplicado algunos segmentos
para la generacion de inmunoglobulinas solubles IgG y en donde IgD parece estar
incompleta (Li et al., 2018).
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Durante la reconstruccién evolutiva de los segmentos VJ de la cadena lambda, se
encontré que la mayoria de los segmentos tenian ortélogos y homologos en otras
especies de pinnipedos principalmente, seguido de su relacion con ursidos. Dentro
de estos, IGLV1-58, IGLV2-31, IGLV1-125, IGLJ2 también fueron de los mas
usados y consistentemente los que guardaban mayor relacion con otros pinnipedos.
Esto podria ser indicios de su habituacion durante el regreso al ecosistema acuatico,
ademas debido a su cercania evolutiva también podrian hablarnos sobre su historia
patogénica. Por otro lado, en esta cadena como en IGH encontramos un sesgo
hacia el uso de los miembros de la familia IGL1 e IGLJ2 que, aunque en general
podemos encontrar homologos en pinnipedos y Ursidos, su Uso en otras especies
no podria ser el mismo. En este sentido el numero -de los segmentos reportados en
este trabajo también es menor al reportado para-otras especies como Canis lupus
familiaris, que tiende a la expansién de esta cadena (Olivieri et al., 2014; Martin et
al., 2017). Aunque en este contexto Z. californianus podria parecer contar con
menos restricciones patogénicas, esto podria ser compensado por la hipermutacion
somatica del BCR (Abbas et al.; 2017). En contraste, la reduccién de las familias VJ
gue conforman el repertorio en Z. californianus, también podria deberse a controles
estrictos de auto-reactividad durante la evolucién de sus segmentos, como se ha
observado en la cadena kappa de otras especies (Collins & Watson, 2018).

Cuando comparamos los segmentos V del TCR y BCR de Z. californianus con
especies con las que comparten nichos ecoldgicos, encontramos que en la cadena
alpha la-evolucién de la mayoria de sus segmentos, no compartian homologia con
otros mamiferos, mientras que la cadena beta, comparte homologia con los
segmentos de otras especies con las que comparten nichos ecolégicos, pero siguen

existiendo clusteres de segmentos V de Z. californianus que se agrupan solos.

Una posible explicacion a lo anterior podria ser que las especies como E. lutrisy C.
ursinus, quienes a pesar de compartir nichos ecolégicos similares y ser semi-
acuaticas, no son especies sociales (Silverstein et al., 1995; Gentry, 2014), lo no

favorece la interaccién entre los miembros de un ecosistema y no permite que los
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patégenos entre las poblaciones de estas especies y llevar a la generacién de alelos
nuevos, lo que se ha asociado al nimero de secuencias constantes en el TCR
(Zhang et al., 2019). Esto seria un factor importante para determinar la respuesta
inmunolégica ya que en especies sociales como Z. californianus (Schusterman et
al., 1966), es mas comun observar una alta prevalencia y diversidad de patdgenos
(e.g. Lyons et al., 1997; King et al., 2002; Johnson et al., 2006; Lloyd-Smith et al.,
2007; Ng et al., 2009; Rivera et al., 2012; Kuzmina et al., 2018)

Por lo anterior, la evolucion de los segmentos TRAV en Z. californianus, parece
haber seguido una linea evolutiva adaptativa, mientras que los segmentos TRBV
parecen estar mas restringidos por el MHC de esta especie debido, a que no se han

diversificado tanto como el locus alpha en nichos ecoldgicos similares.

En el caso del BCR de Z. californianus, los segmentos V de las cadenas parecen
ser mas cercanos a los de especies con los que comparte nichos ecologicos
similares, especialmente a E. lutris a pesar del comportamiento diferencial que
exhiben las dos especies en las cuales la diseminacién de patégenos y probabilidad
de infeccidn son distintas, parece que estas especies en el BCR comparten genes
ortélogos y paralogos, una posible explicacion de nuevo podria deberse a que
comparten agentes infecciosos virales similares (Lang et al., 2009). Aunque a
diferencia del TCR en donde trabajos previos relacionan la genética de los
segmentos y variables ecoldgicas, para el BCR no se han publicado estudios
semejantes. Con base en los resultados aqui obtenidos, se sugiere que como en
otros genes relacionados con la respuesta innata (Tian et al., 2018), en donde no
existen limitaciones al reconocimiento de otras molecular y que son capaces de
reconocer patrones derivados de una infeccion libremente, como lo hacen los BCRs
con antigenos libres en su forma soluble como inmunoglobulina (Murphy & Weaver,
2017).

Al modelar la estructura putativa del TCR Alpha/beta de Z. californianus se
encontraron concordancias con los receptores de otras especies, principalmente el

humano (Adams et al., 2005; Gras et al., 2009). Sin embargo, es probable que esta
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relacion refleje el que existen muy pocas especies dentro del repertorio de Protein
Data Bank (PDB) para las que se cuente con estructuras cristalizadas a partir de las
cuales I-TASSER pudiera modelar la estructura de este receptor. Esto ademas
explicaria el porcentaje de similitud con los receptores de estas especies. Por otro
lado, tanto en el TCR Alpha/beta como en el MHC Il se encontraron aminoécidos-de
contacto entre sus cadenas conservadas entre especies con estructuras bien

reportadas (Marrack et al., 2008).

En el caso del MHC Il DRB de Z. californianus la similitud ‘estructural de este
receptor con otras estructuras también fue principalmente con el humano (Fremont
et al., 1997), de nuevo plausiblemente debido al nimero reducido de estructuras
en el PDB. Fue interesante observar que para la‘cadena beta subunidad 1 de este
receptor se encontraron aminoacidos conservados, Utiles para el establecimiento de
la sinapsis inmunolégica (Marrack et al.; 2008), lo que habla de un patron bien
establecido a través de las especies para la co-evolucion de estos dos receptores,
el cual se extiende hasta Z. californianus. Seran necesarios mas analisis a futuro
para determinar, en las regiones contantes, como evolucionaron estos patrones en

los mamiferos.

Para el BCR heavy/lambda(lg), a pesar de que existe un gran nimero de receptores
de diversas especies en el repertorio de PDB, su principal asociacion por
interacciones y secuencia aminoacidica fue de nuevo con humano (Sato et al.,
2019). Durante el modelado de la estructura del receptor se asocio al
reconocimiento de antigenos propios. Sin embargo, no es posible relacionar este
receptor a un antigeno especifico porque su estructura fue modelada a partir de una

secuencia de aminoacidos proveniente de una concatenacion de secuencias.
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VI. Conclusiones

Esta tesis generd conocimiento primerio novedoso sobre como ha evolucionado el

repertorio antigénico en distintas especies, a partir de cuatro hallazgos principales:

Primero, a través de este estudio se conoce ahora el repertorio de los segmentos
génicos V(D)J del TCR y BCR de Z. californianus. En términos -de numero y
diversidad, este repertorio es similar al de otros mamiferos carnivoros, lo que

descarta la idea de que el medio acuéatico contiene menos patogénos.

En este sentido, la metodologia (Eco-1g) desarrollada que permitié caracterizar el
repertorio o puede aplicarse para estudiar a otros organismos no modelo, debido a
que no sesga la caracterizacion del repertorio en especies no anotadas. Ademas,

puede aplicarse al estudio de otros genes, independientemente de su funcién.

Segundo, el repertorio de los segmentos V(D)J del TCR de Z. californianus exhibe
tendencias hacia la expansion, como ocurre en otras especies de pinnipedos,
mientras que repertorio del BCR (lg) esta constituido por un nimero reducido de
familias, indicando tendencias hacia la reduccién de la diversidad. Este hallazgo
podria ser evidencia de que existe un sesgo hacia la respuesta inmune celular y no

humoral en esta especie.

Tercero, la evolucion del repertorio de Z. californianus podria estar indicando
mecanismos de tolerancia inmune en especies semiacuaticas del ambiente marino,

debido al amplio espectro al cual son expuestos .

Cuarto, a nivel estructura, los receptores conservan patrones de reconocimiento

similar a las de otras especies, incluyendo al humano.

Finalmente, no se puede descartar que pueda existir expansion de las cadenas
gammal/delta o kappa, las cuales no fueron exploradas en esta tesis. Sin embargo,
con base en los resultados obtenidos, se hipotetiza que estas cadenas mantienen
el patron de uso aqui observado. Estudios subsecuentes podran desafiar esta
hipotesi
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Anexos
Tabla A1

Lista de primers usados en el estudio

Cadena Nombre de primer Secuencia del primer Primer pb Tm  Amplicon pb
AlphaAForward [5-ATCCCCTTTTCCCCCAAGATGTGG-3] 24 62,5 65
;g& AlphaAReverse  [5-GCTCAGATAACAGCATAGCAGGGC-3] 24 625 65
AlphaBForward [5-TGGGTCCTCTTGGGCTCTAGCTCC-31 24 64.7 108
AlphaBReverse [5'-CCCCACATCTTGGGGGAAAAGGG-3] 24 64.7 108
BetaCForward [5-GCGAGGGTTGTGCCAGAAGG-3]] 20 64.7 214
BetaCReverse [5-GATCTCCCGCACCCAGAAGG-3 20 64.7 214
BetaC2Forward [5-CCCGTGGAACTGGACTTGGC-3] 20 63,2 130
BetaC2Reverse [5-AGACCCGCAGCCCTACAAGG-3] 20 63,2 130
HeavyHA-2Forward  [5-TCAGGGTGGGTGGCTGTGCAGG-3 22 69 179
HeavyHA-2Reverse  [5-GGCCTGAAAGACCCCAAGGGTGC-3] 24 69 179
HeavyEForward [5-GCACAGCCTGGTAGGACACTGG-3] 22 65 108
higsy HeavyEReverse [5-TGCCACCTTCACCTGGAACCC-3]] 21 65 108
HeavyG1Forward [5-CCATCCAGAAGAGCCCTGAGCG-3]] 22 61.6 71
HeavyG1Reverse [5-TGCACAGCCTGGCAGCACAC-31 20 61.6 71
HeavyG2Forward [5-CCAGAAGAGCCCTGAGCGTGA-3] 21 69 97
HeavyG2Reverse-A2 [5-GGAGAAGGTCTCCCCACGGT-3] 20 69 97
LambdaAForward [5-TACCCCAGCGGCGTGACGGT-3 20 59 219
LambdaAReverse [5-AGAGCACTCTGCGGGGGCCA-3 20 59 219
LambdaCForward [5-CCCAGCGGCGTGACAGTGGC-3] 20 61 184
LambdaCReverse [5-CGGTGCTCCCCTCGTGCGTG-3] 20 61 184
LambdaB2Forward [5-GGGCGCCAACAAGGCCACCC-3] 20 61 264
LambdaAeverseA [5-AGAGCACTCTGCGGGGGCCA-3]] 20 61 264

Tabla Al| Listade primers usados en el estudio. La columnaizquierda en colores
muestra el nombre de la cadena que amplifica el primer, la segunda columna de
izquierda a derecha muestra el nombre del primer, seguido por la secuencia del
primer y el tamafo en pares de bases. La columna de Tm muestra la Temperatura
de melting determinada por PCR de gradiente. La ultima columna de la derecha
muestra el tamafio del amplicon en pares de bases determinado por PCR por punto
final.
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Figura A2| Ejemplificacion del nUmero de integridad del RNA. En laimagen
se muestra un gel de agarosa al 1.2%, donde se observan las fracciones 28s
y 18s de la extraccion de RNA. También se muestra la lectura en el nanodrop
de RNA. El cuadro azul en la grafica muestra el pico en 240 y 280nm para
determinar la lectura 6ptima del RNA que se utiliz6 durante todo el trabajo,
ademas el cuadro color rojo ejemplifica las lecturas que se determinaron como
Optimas con cada muestra de RNA.
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Figura A3| Gel del PCR de gradiente para optimizar la Tm de los
primers disefiados para la cadena Alpha. El gel al 2% de agarosa,
muestra las reacciones de PCR para los pares de primers Alpha-A (1-6),
Alpha-B (1-5) y Alpha-C (1-5) para la cadena alpha del TCR de Z.
californianus El marcador de peso molecular esté indicado por (GR).
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FiguraA4| Gel del PCR de gradiente para optimizar la Tm de los primers
disefiados para las cadenas Beta y Heavy. El gel al 2% de agarosa enumera
en anaranjado las reacciones de PCR para los pares de primers Beta-A (1-6),
Beta-B(1-5) y Beta-C (1-5), para la cadena beta del TCR de Z. californianus. En
color verde se enumeran las reacciones de PCR para los pares de primers
Heavy-A (1-5), Heavy-B (1-5), Heavy-C (1-5) y Heavy-D (1-5), para la cadena
Heavy del BCR de Z. californianus. El marcador de peso molecular esta
indicado por (GR).
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Figura A5| Gel del PCR de gradiente para optimizar la Tm de los
primers disefiados para la cadena Lambda. El gel al 2% de agarosa,
muestra las reacciones de PCR para los pares de primers Lambda-A (1-7),
Lambda-B(1-6) y Lambda-C (1-7) para la cadena Lambda del BCR de Z.
californianus. El marcador de peso molecular esté indicado por (GR).
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Figura A6| Geles de RACE y Nested de la cadena alpha. La imagen
ejemplifica los sitios de hibridacion de los primers 5'/3’ Race, 5'/3" Nested y
los primers especificos (GSP). En A se muestra el gel al 2% de agarosa de
los productos de RACE (PCR" Touchdown) con los primers 5°/3’ Race y
Forward y Reverse Alpha-A. En B se muestra el gel al 2% de agarosa de los
productos de la PCR anidada (Nested) con los primers 5°/3’" Nested y
Forward y Reverse Alpha-B.
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Figura A7| Geles de RACE y Nested de la.cadena Beta. La imagen
ejemplifica los sitios de hibridacion de los primers 5’/3’ Race, 5'/3’ Nested
y los primers especificos (GSP). En A se:muestra el gel al 2% de agarosa
de los productos de RACE (PCR Touchdown) con los primers 5'/3’ Race
y Forward y Reverse Beta-A. En B se muestra el gel al 2% de agarosa de
los productos de la PCR anidada (Nested) con los primers 5/3’ Nested y
Forward y Reverse Beta-B.
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Figura A8| Geles de RACE y Nested de la cadena Heavy. La imagen
ejemplifica los sitios de hibridacién de los primers 5'/3’ Race, 5'/3’ Nested y
los primers especificos (GSP). En A se muestra el gel al 2% de agarosa de
los productos de RACE (PCR Touchdown) con los primers 5’/3° Race y
Forward y Reverse Heavy-A. En B se muestra el gel al 2% de agarosa de
los productos de la PCR anidada (Nested) con los primers 5/3’ Nested y
Forward y Reverse Heavy-B, Heavy-C y Heavy-D.
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Figura A9| Geles de RACE y Nested de la cadena Lambda. La imagen
ejemplifica los sitios de hibridacion de los primers 5'/3’ Race, 5’/3’ Nested y
los primers especificos (GSP). En A se muestra el gel al 2% de agarosa de
los productos de RACE (PCR Touchdown) con los primers 5/3° Race y
Forward y Reverse Lambda-A. En B se muestra el gel al 2% de agarosa de

los productos de la PCR anidada (Nested) con los primers 5/3’ Nested y
Forward y Reverse Lambda-B y Lambda-C.
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Figura A10| Gel del PCR punto final para aislar bandas Unicas de la
cadena Beta. Gel 2% de agarosa en la cual se muestran las bandas re-
amplificadas provenientes del protocolo de Nested de la cadena Beta
obtenidas por el protocolo Frezee and Squeeze (Tautz & Renz, 1983).

170



GR H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 H10 H11 H12 H13 H14 H15H16 H17 GR

GR H18 H19 H20 H21 H22 H23 H24 H25 H26 H27 H28 H29 H30 H31 H32 H33 H34 GR

AN

Figura All| Gel del PCR punto final para aislar bandas unicas de la
cadena Heavy. Gel 2% de agarosa en la cual se muestran las bandas re-
amplificadas provenientes del protocolo Nested de la cadena Heavy, obtenidas
por el protocolo Frezee and Squeeze (Tautz & Renz, 1983).
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Figura Al13| Largo medio de las secuencias caracterizadas por
secuenciacion Sanger. El grafico muestra la media de tamafio promedio
de las cadenas IGH, IGL y TRB caracterizadas por secuenciacion tipo
Sanger. IGH; 561pb, IGL; 424pb y TRB; 276pb.
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Figura Al4| Electrograma de lecturas del Bioanalyzer y calidad de las lecturas
por secuenciacién de nueva generacion de la muestra prueba. En A, el
electrograma de los fragmentos identificados previo a la generacion de bibliotecas.
En B, el electrograma de los fragmentos identificados por el posterior a la generacion
de bibliotecas. En C, la_concentracion de la muestra y el nimero de lecturas
identificadas con la secuenciacion de nueva generaciéon. En D, la distribucion general

de la puntuacion de calidad de todas las secuencias.
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° Muestra original (cuantificacién por fluorescencia)

1 AA 350 1.3 1.59
2 BB 350 1.35 1.6
3 HH 350 133 1.17
a LL 350 1.29 1.21

CUANTIFICACION INTERNA POR FLUORESCENGIA'Y CALCULOS PARA REACCION

1 AA 11.8 KA1AP3S502 708 502
2 BB 45.2 KA1AP35503 708 503
3 HH 26.6 KA1AP35504 708 504
q LL 22 KA1AP3S505 708 505
D.
P % Reads Reads
# Sample | ID'biblioteca | index 1 (17) | Index 2 (15) orafieadie| | iderificaday
1 KATAP3SS0S | TAATGCGC | AGGCGAAG 7.4396 1,612,936
2 KA1AP3SS02 | TAATGCGC | ATAGAGGC 6.9203 1,500,349
3 KATAP3SS03 | TAATGCGC | CCTATCCT 4.8062 1,042,004
4 KA1AP3SS04 | TAATGCGC | GGTCTGA 5.8253 1,262,949

Figura A15| Muestras analizadas por el protocolo de secuenciacién de nueva
generacion. En A, las mandas del mix de muestras de TRA (AA), TRB (BB), IGH
(HH) y IGL (LL). En B, las concentraciones y calidad por muestras. En C, las
concentraciones usadas para la generacion de las bibliotecas. En D, el
identificador usado en las bibliotecas por muestra y las lecturas por muestra por
secuenciacion de nueva generacion.

175



800~

600-

Cadena

B3 16H
[==HCR

B3 T8

i
g

400-

ulun

200- £ N
1GH 6L TRA TR

Figura A16| Largo medio de las secuencias caracterizadas por secuenciacion
de nueva generacion. El-grafico muestra la media de tamafio promedio de las
cadenas TRA; 314, TRB; 347, IGH; 327, IGL;460.
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Figura A17-A| Resultados del Blast de NCBI de la muestra TRB12. Del lado
Izquierdo se muestra el alineamiento con secuencias del RefSeq. En el lado
derecho se muestra la lista de los alineamientos con el Identificador de la lectura
del RefSeq ordenados por orden descendente acorde al valor E.
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Figura A17-B| Resultados del Blast. de NCBI de la muestra TRB3. Del lado
Izquierdo se muestra el alineamiento con secuencias del RefSeq. En el lado
derecho se muestra la lista de los-alineamientos con el Identificador de la lectura
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Figura A17-C| Resultados del Blast de NCBI de la muestra TRB8.
Izquierdo se muestra el alineamiento con secuencias del RefSeq. En el lado
derecho se muestra la lista-de los alineamientos con el Identificador de la lectura

del RefSeq ordenados por orden descendente acorde al valor E.
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Job title: Nucleotide Sequence (309 letters)

RID

Query ID
Description
Molecule type
Query Length

ONGPPEDED1R (Expires on 12-09 01:58 am)
Icl|Query_40057

Database Name nr

None D

nucleic acid
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Program BLASTN 2.8.1+
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Figura A17-D| Resultados del Blast de NCBI de la muestra TRB17. Del lado
Izquierdo se muestra el alineamiento con secuencias del RefSeq. En el lado
derecho se muestra la lista de los alineamientos con el Identificador de la lectura
del RefSeq ordenados por orden descendente acorde al valor E.
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Job title: Nucleotide Sequence (729 letters)

RID

Query ID
Description
Molecule type
Query Length

ONGY15VU014 (Expires on 12-09 02:02 am)
Icl|Query_56569

None

nucleic acid
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Database Name nr

D

(nt)
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ur
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Figura A17-E| Resultados del Blast de NCBI de la muestra TRB10. Del
lado Izquierdo se muestra el alineamiento con secuencias del RefSeq. En el
lado derecho se muestra la lista de los alineamientos con el Identificador de la

lectura del RefSeq ordenados por orden descendente acorde al valor E.
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Description Max Total Query
score score cover
Cans (Uous famiiens Dartel MRNA for
T 2ol rececior bets chan (V0 gene), “2 " b
Job title: Nucleotide Sequence (279 letters) e SROY
Cons 1uous Taviians partiel MANA for
RID ONHRBCHDO1S (Expires on 12-09 02:15 am) mmmwnmm.‘. " "2 ™
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Figura Al7-F| Resultados del Blast de NCBI de la muestra TRB7. Del lado
Izquierdo se muestra el alineamiento con secuencias del RefSeq. En el lado derecho
se muestra la lista de los alineamientos con el Identificador de la lectura del RefSeq
ordenados por orden descendente acorde al valor E.
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Job title: Nucleotide Sequence (341 letters) Description Max Total Query E Ident Accession
score score cover value

RID ONKKS8957015 (Expires on 12-09 02:47 am) T

Query ID Icl|Query_70955 Database Name nr untharacterized LOC 101686008 nr nr am 10 " ENL_R12060448.1
fa s b LOD1O1626008). MANA
Description None (nt) i A e %
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Figura A17-G| Resultados del Blast de NCBI de la muestra TRB3. Del lado
Izquierdo se muestra el alineamiento con secuencias del RefSeq. En el lado derecho
se muestra la lista de los alineamientos con el Identificador de la lectura del RefSeq
ordenados por orden descendente acorde al valor E.
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Job title: Nucleotide Sequence (313 letters)

RID ONMI1FWTT014 (Expires on 12-09 02:55 am)
Query ID Icl|Query_119473
Description None
Molecule type nucleic acid
Query Length 313

Database Name nr
Description Nucleotide collaction (nt)
Program BLASTN 2.8.1+

Distribution of the top 104 Blast Hits on 100 subject sequences
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Figura A17-H| Resultados del Blast de NCBI de la muestra TRB1
Izquierdo se muestra el alineamiento con secuencias del RefSeq. En el lado
derecho se muestra la lista de los alineamientos con el Identificador de la
lectura del RefSeq ordenados por orden descendente acorde al valor E.
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Job title: Nucleotide Sequence (118 letters)

RID
Query ID
Description
Molecule type
Query Length

ONKOSMJI5015 (Expires on 12-09 02:37 am)

Iel|Query_24223 Database Name nr
None ipti leotid ion (nt)
nucleic acid Program BLASTN 2.8.1+
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Figura Al7-l] Resultados del Blast de NCBI de la muestra
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IGH23. Del lado

Izquierdo se muestra el alineamiento con secuencias del RefSeq. En el lado derecho
se muestra la lista de los alineamientos con el Identificador de la lectura del RefSeq
ordenados por orden descendente acorde al valor E.
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Job title: Nucleotide Sequence (643 letters)
RID ONJRWUPRO14 (Expires on 12-09 02:33 am)
Query ID Id|Query_76257
Description None
Molecule type nudcleic acid
Query Length 643

Database Name nr
Description Nucleotide collection (nt)
Program BLASTN 2.8.1+

Distribution of the top 105 Blast Hits on 100 subject sequences
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Figura A17-J| Resultados del Blast de NCBI'de€ 1a muestra
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Del lado

Izquierdo se muestra el alineamiento con secuencias del RefSeq. En el lado derecho
se muestra la lista de los alineamientos con el Identificador de la lectura del RefSeq
ordenados por orden descendente acorde al valor E.
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Job title: Nucleotide Sequence (662 letters)

RID
Query ID
Description
Molecule type
Query Length

ONJTMYBGO14 (Expires on 12-03 02:34 am)
lcl|Query_6871 Database Name nr
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Fels catus cone o3t 24GHA GA
‘constart region MRNA, pertisl cos
Fels catus Cone 23t 14GHAS GA
constart region MANA, partisl cls
Fels catus cione cat 14GHA'S DA
‘constart region MANA, partisl cds
Fets catus cons &8t 10HA DA
‘constant region MRNA, partisl oo
Feis cata cone cat 14GHA GA
constart region MRNA, partisl 03
Fets calis cone gat 14GHA2 GA
censtat fegion MRNA, sertisl o33
Fels Calus cone o3t 4GHAA12 QA
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Feis cabs cone cat 240HAT GA
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| Carts tamaars gA nes cram
‘constart region gene. partel s

BB B B B 8B BB 8 8 8

2R B R BANJEER B

Total
score

BB B R B BN B B B B B BB B B B

8

Query E Ident Accession
cover value

5% o0 s Ave13a7
% et % KYTRE4R
= e =N HYTBE06T 1
3% beris site EYTRERE21
% s B2t MYTBE4D 1
o e L) #y7eease 1
% berE S Laee ot R
&% betis s3% KTRERGE
2 e % 7863501
= seras S KTREMEY
= Se1ss B H7RE4R S
€% Setas B3t KYTBEDSE 1
[ seras s 7RS4
% ] % KYTRERELY
% Se-148 3% HYTRE061 1
o setas £ KY7RERS7.3
o se1ss £ TR S
o Serss e HY7BE0SL 1
6% se1s % 786823
o Se-148 e 7Ry
o 21a ™ KYTB6060.1
o 2143 ”™ Lve L
% e Bt [F]

Figura Al7-K| Resultados del Blast de NCBI de la muestra
Izquierdo se muestra el alineamiento con secuencias del RefSeq. En el lado derecho
se muestra la lista de los alineamientos con el Identificador de la lectura del RefSeq
ordenados por orden descendente acorde al valor E.
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Job title: Nucleotide Sequence (210 letters) R . N . o
Description Max Totsl Query E ident

RID ONKSDM4DO014 (Expires on 12-09 02:50 am) soose.  .hoom:  |tover

Query ID lcl|Query_104467 Database Name nr Canis tamtiss igA reavy chain

Description None Description i ion (nt , Darte ois

Molecule type nucleic acid Program BLASTN 2.8.1+ Feils catus Oone Cat AGHAMZIGA. g4+ &

Query Length 210 constact region MERNA, serty cos.

Feils catus one cat -IGHA10 IgA a7y IThs

COTSIS"t regicn MANA, Darty cos

Distribution of the top 100 Blast Hits on 100 subject sequences ool gt AR [t

Color key for alignment scores Fails catus cione Cat SIGHAT IGA

W<40 W 40-50 M 50-80 ms0-200  [>=200 R T

Feils catus cone cat 2-GHAS IgA

- e s e

Feils catus Cone cat 2-1GHACS 1A 3 3
1 40 80 120 160 200 Cormtart ragion mANNA, cartel ots 617 617
Fafls catus Cone cat 21GHAZ IA
constart region MANA, Sarty cis
Feis catus Ciome cat 1-1GHAS IgA
constant region MRNA, serty cis
FEB ks Oe CR HGHASBA o o .
constant regicn MRNA, Dersy cos. ’ .
Feils catus ome cat 1-IGHAT IGA
consiart reglon MANA, partsl ois
Feiis catus cione cat 1-1GHAS IgA
Co7sint regicn MRINA, perty cos
Fecats Gone cat HGHASIDA oo >
consiant regicn MRNA, carts cds
Fais catus Oone Cat 1-1GHAS IGA
constat regicn MANA, parss cds
Fen oot oone ct 1HIGHAZIA g b &
constact regicn mRNA, persy o3
Fais catus ciome cat 1-4GHACT IGA,
Consiat regien MANA, sy s
FREDICTED: Mans jsvanical
uncreractenzed LOC 108280811 nr ®nr
LOC10E350611), MANA,
8us 3crcfa MRANA Stne: o @z
CUNT1002405, &xoressed i toice
Busgercts SRNA. Sine
CUNTH0042506, excresses in cocn
2u3 3cTCMANA cooe:

T A BB B AR D o N B

i

L RTRRERTRTIrTaaet §

CANTI0031802, xpresses incoen

2us st mRNA cane
| BT Conres, e osin 0 L

ioioyd

L]

Faiis catus oone cat TGHATT BA
consiant region MRNA, Derdy oI5

Fei cats Gone Cat 2IGHAS GA
cosiwtregen mANA cets cis 0 N

S EENEIEEEESEEYEEEEEEEE
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i ¥

E

Figura Al17-L| Resultados del Blast de NCBI de la muestra IGH24. Del lado
Izquierdo se muestra el alineamiento con secuencias del RefSeq. En el lado
derecho se muestra la lista de los alineamientos con el Identificador de la lectura
del RefSeq ordenados por orden descendente acorde al valor E.
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Job title: Nucleotide Sequence (609 letters)

RID

Query ID
Description
Molecule type
Query Length 603

None

nucleic acid

ONKSVUSV014 (Expires on 12-09 02:50 am)
Icl|Query_226479

Database Name nr

Description

Alwopoca meisncieucs

IITUNOYICDUIN SIEhs Pesvy Chain

oene. partal cos

PREC(CTED: Ursus arcics hombls
00113267145

Program BLASTN 2.8.1+

Distribution of the top 104 Blast Hits on 100 subject sequences

Color key for alignment scores

W <40 W40-50 8 50-80 N 80-200 W >=200
. | @ —— —
1 100 200 300 400 500 600

Figura A17-M| Resultados del Blast de NCBI de la muestra IGH9.
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(nt)

(OO 3267145), MANA
Feis catus cone cat 240MA11 GA
constant region ANA, patil cds
Feis catus Cone Sat 2+10HAS 1A
constant region MANA, partial eds
Fels catus cone cat 2-10A 1I9A
canstant region MANA, partsl cds
Fels catus cene cat 210MA2 I9A
constant region mANA, patal cds
Fels catus cone cat 1-1GHAS I9A
constant region MANA, patal cds
Fels catus cne cat 1-10MA7 IgA
constent region MANA, partil cds
Fels catus ocne cat 1-(GHAS 1I9A
consiant region MANA, partisl cds
Fels catus oone cat 1-1GwA1 19A
constant region MANA, patal cds
Feis catus cone cat 240MA10 DA
constant region WANA, patal cds
Feis catus cone cat 240mA- IgA
constant region ANA, partiel cds
Fels catus cione cat 210WA7 I9A
constant region MANA, partial cds
Feis catus cone cat 2-(OHAS 19A
constant region MANA, patal cds
Fels calus cone cat 240MAS 19A
constant region WANA, partil cds
Fels catus cone ot 210MAR DA
ConSIant 16010 MANA, patial eas
Fels catus cone cat 1+(0mA-E 1gA
constant region mANA, partel cds
Fein catus cone cat 14OMAS 1DA
ConsIant region MANA, patal cas
Feis colul cone <ot 1-0MA IgA
consiatt region mANA, petal tds
Feis catus CONE gal 140MA-] DA
| ccngient region mANA, patil cds.
Fois catus cona cal 1-(0mA-2 I9A
| ot re0iAANA, satal cos
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Accession

Avkiaaary

XM_O20616118 1
KYTO6048.1
Lt LA
KY7H804L 1
FT96080 1
KY7R6088 Y
KYTI6038.1
KYTH60361
KYT96030.1
KYTH60L
KYTR60 1
KYTHE044 1
KYTHOM 1
KYTI6043 1
KYTR041.1
KYT082.1
X704
K0
KXTREORR
KXIMOR1LY
KXTR6060.1
KXTM0Y

AFDI4ML

Del lado
Izquierdo se muestra el alineamiento con secuencias del RefSeq. En el lado
derecho se muestra la lista de los alineamientos con el Identificador de la lectura
del RefSeq ordenados por orden descendente acorde al valor E.



Job title: Nucleotide Sequence (424 letters)
RID ONMFE38HO014 (Expires on 12-09 03:02 am)
Query ID Icl|Query_30142 Database Name nr

Description None

Molecule type nucleic acid
Query Length 424

Distribution of the top 100 Blast Hits on 100 subject sequences

Program BLASTN 2.8.1+

| Description

PREDICTED. Onlorhins usrus
IUROY IOt 1 lemBce-1 ight chain-
The (LOC112812464). omcriot
varant X9, mRNA

PREDICTED, Owlomins usius
Irvvunogicuin lambas-1 Kght chain:
Tt (LOCH12812464), vommcriot
Varant X3, mRNA

PREOCTED: Catomingg unrus

Color key for alignment scores

W <40 W40-50 W 50-80 W 80-200 W>=200
e |
1 80 160 240 320 400

oM chain-
Te (LOC112812464). warmcniot
Varant X7, mRNA

PREDCTED. Ostoming unrus
IunogIculin ambe-t KGN chain:
The (LOCHIZH12484), warcnst
Varant X6, mANA

PRECCTED: Omloming unrus
TUNOgIooUIn MR-t Ight Chain-
e (LOCTIZE12484) Pomcriot
variant X8, mRNA

PRECCTED Ostoming unrus
IN0QIcouIn IaMDGR-1 Ight chain-
Te (LOCHZRI2484). varscnot
Varant X4, mRNA

PREDICTED. Ontorming unrus
Imunoglodutn lambce-t ight chain-
Ve (LOCHZE12464), vamcriot
varant X3, mRNA

PREDICTED. Oalorming unrus
Irrrunogiotin lambda-t ight chain-
Tt (LOCHE12464). vamcriot

PREDICTED. Oploming ursrus
Ierunegiooulin mboe-1 Aght Ehain:
Tt (LOC2E12464). varscriot
varant X1,

PREDICTED. Odobenus rosmans
dnergens G iamucs chain \e| fegien
BL2 (LOC101382618), MANA

PRECICTED: Lestorychotes waooed!
RO oGN] N Iamuge- ine
poypeptde §ke LODIOI7TINM),
MRNA.

| ooy/peDtde § COLLE), MRNA
PREDICTED, Neomonachus
SENBUNS NSl I mUNOJLEUIR IBTRCe-

| tee satypezage 5 1L.OC1108726%)
MRNA

PREDICTED: Ursus maritmus
Irunogiotidin lambos-ike
oy pepide § LOC10EE52€Y)
MRNA
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Accession

INRIEIETIIA Y

2083678

XM_036367283 1

0363673311

XM_036067238.1

XM_0I6367220.1

XM_012682387. 1

AM_00AT416261

Xa_sosesTent

Figura A18| Esquematizacion del proceso de clonacion utilizado durante el
estudio. En A, el mapa del vector pCR4-TOPO utilizado en todas las clonaciones
del estudio. En B, el proceso de cribado por restriccion con EcoRI, en azulen Cy
por PCR de colonia especifica en amarillo en C.
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EcoR1 PCR

201

261

311

LacZa initiation codon
M13 Reverse priming site | T3 priming site

[ | | |
CACACAGGARA ACAGCTATGA CCATGATTAC GCCAAGCTCA GAATTAACCC TCACTAAAGG
GTGTGTCCTT TGTCGATACT GGTACTAN[‘G CGETTCGAGT CTTAATTGGG AGTGATTTCC

— See! Pstl  Pmel ! EcoR|  Not|

e | | | |
GACTAGTCCT GCAGGTTTAA @ACBAATTCGC CCTAGGGC GAATTCGCGG
CTGATCAGGA CGTCCAAATT TGCTTAAGCG GGARNMRALLUSINTTCCCG CTTAAGCGCC

T7 priming site M13 Forward (-20) priming site

CCGCTAAATT CAATTCdCCC TATAGTGAGT CGTATTI\!CAA TTC.-‘\IC'ICGCC GTCGTTTTACI

GGCGATTTAA GITAAGCGGG ATATCACTCA GCATAATGTT AAGTGACCGG CAGCAAAATG

Figura A18| Esquematizacion del proceso de clonacién utilizado durante el
estudio. En A, el mapa del vector pCR4-TOPO utilizado en todas las clonaciones del
estudio. En B, el proceso de cribado por restriccién con EcoRl, en azul en Cy por PCR
de colonia especifica en amarillo en C.
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B Tabla de picos de la muestra: AA
* Pico Longitud (pb) Concentracion __Molaridad[pmol]

1 2 000 00
2 43 125.00 54113
3 » 66627 26,0089
4 7 143.02 29738
5 82 139.50 25866
6 8 198.19 35024
7 9 14201 23549
A. AA 8 111 ma 38054
9 18 24100 3,086.5
[FUl4 A 10 133 187.30 21410
D 1 148 30420 31195
12 153 186.38 1,8453
. e} 161 15297 1,415
120 " 168 13473 12183
© 15 174 1273 1,158
100 0 B 16 27 1,5594 11,1476
i ) A 7 27 81029 54166
0% 5. 18 %8 19574 1,106.1
80 - 9 19 302 5207 2612
& 2 316 105.61 506.5
& & 2 30 5129 288
604 R Y \ &o‘b “ ﬁ 2 363 60.89 2538
3 ,"4,\% o 5 \ P m 3924 14779
@ > [\ Q%\, o b2} 397 24139 921.0
40 o 3 o 2 Y\ .a D » 19 1324 813
’ ’*g{ot@f’ © A % 453 52.67 1763
A? s N .{‘;\ 2 549 288.13 7958
20 Y < : - 570 183.70 4886
t ST i - 29 599 309.55 724
30 687 110.98 2448
3 766 14657 269.1
0 2 913 56.76 942
3 939 48.10 776
5 100 | 20 ' 0 S0 700 | 206 Fo §7 e o 1
35 100 200 300 400 500 700 2000 10380 [bp] 3 ia 7 A
37 1,89 2713 19.0
8 2,073 1889 138
39 2,400 19.22 121
40 3s5n 12.75 55
a1 a3 1543 54
@2 5174 17.85 52
a3 6,360 11.53 27
a“ 6,971 12.52 27
a5 8,302 7.9 15
46 » 10,380 75.00 109
a7 13,289 0.00 0.0
W 14,952 000 0.0
9 15,829 0.00 0.0

Figura A19-A| Electrograma'y lecturas previas ala generacion de biblioteca AA.
En A, el electrograma de los fragmentos identificados previo a la generacion de la
biblioteca AA. En B la longitud en pb de cada pico identificado en el electrograma y la
concentracion.de cada pico.
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100
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35 100 200 300 400 600 1000 3000 10380

[bp]

. Tabla de picos de la muestra: AA [Adaptador]

Pico Longitud (pb) Concentracion  Molaridadpmol/l]

19 0.00 0.0
3 2 0.00 0.0
4 25 0.00 0.0
s 8 0.00 0.0
6 3 0.00 0.0
7 4 3 125.00 54113
8 49 3203 986.5
9 64 19.75 467.5
10 74 29.90 616.1
1 82 21.91 404.0
12 88 18.83 3234
13 94 18.14 2929
14 104 51.02 743.7
15 114 33.05 438.7
16 129 26.24 308.2
17 145 43.08 450.8
18 157 25.16 2434
19 19 165.73 1,263.0
20 27 27.73 184.7
2 239 13.46 85.5
2 249 1155 704
23 257 8.15 48.1
24 m 7.86 441
25 281 431 233
26 286 3.16 16.7
27 n 16.29 66.6
28 394 6.24 240
29 549 6.00 16.6
30 583 11.23 292
3t » 10380 75.00 109

Figura A19-B| Electrogramay lecturas posteriores ala generaciéon de biblioteca
AA. En A, el electrograma de los fragmentos identificados posterior a la generacion
de la biblioteca AA. En B la longitud en pb de cada pico identificado en el electrograma

y la concentracion de cada pico.
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A. BB

[FU] N
300 A s
Ny
o
250 \“\%
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R 1
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Tabla de picos de la muestra: BB
Pico Longitud (pb) Concentracion

1 2 0.00
2 4« B 125.00
3 4 110.93
a 9 206,24
s 67 220
6 7% 1383
7 9% 184.72
8 109 144.78
9 17 331.36
10 126 375.28
1 137 602.67
12 145 519.84
13 153 41223
14 161 60834
15 168 730.12
16 183 604.20
17 197 5319.03
18 20 34520
19 248 159.28
20 275 1,010.31
2 306 25263
2 n3 453,80
n 360 61.07
24 74 4302
2 39 196.20
2 404 242.66
2 434 11019
8 asi 11028
2 0 81.99
30 524 427.19
n 566 156.62
32 593 97.58
] 617 124.66
3 659 100.96
38 685 97.52
26 746 100.78
37 900 138221
38 1431 158.90
39 1,634 198.31
40 2,025 139.64
41 2,597 120,64
2 3,568 31.29
4 4,603 79.49
4 6,065 34.56
45 6,778 25,89
% 7,539 26.12
47 8,593 27.00
48 » 10380 75.00
9 12,717 0.00
50 14,000 0.00
51 15,099 0,00
52 15,695 0.00
53 17,619 0,00
54 18,902 0.00
55 19,727 0.00
56 20,964 0,00
57 21,697 0,00
58 22,934 0.00
59 24,721 0.00
60 26,325 0,00

Molaridad[pmol/l]

00
sA3
39217
64193
4995
268
2,901.1
20120
4,307.0
45301
6,6506
54204
40847
57395
65739
49978
41538
23819
o731
5,578
1,299
21998

Figura A19-C| Electrograma y lecturas previas a la generacion de biblioteca BB.
En A, el electrograma de los fragmentos identificados previo a la generacién de la
biblioteca BB. En B la longitud en pb-de cada pico identificado en el electrograma y la

concentracion de cada pico.
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B Tabla de picos de la muestra: BB [Adaptador]
= Pico Longitud (pb) Concentracion Molaridad[pmol/f]

1 30 0.00 00
2 4 3 125.00 54113
3 % 7.10 1189
4 % 1029 1592
A. BB 5 106 16,53 253
=N o) 6 118 248 2876
(Ful P 7 126 217 2541
b 8 135 21.66 2429
“ | 9 142 29.07 310.4
> 10 151 344 336.0
2004 1 166 19.43 1771
12 181 7.95 66.7
13 259 19.70 115.1
14 265 1447 82.6
150 15 29 887 46.3
16 305 6.97 4.7
17 321 214 10.1
18 330 5.9 37
19 413 5.28 194
100 20 49 442 149
21 468 3.67 19
2 499 9.40 85
Q’t& 3 512 16.09 47.6
50 &s 24 559 2.86 78
'Y \ Y o 2 570 228 6.1
3 \.Ao NG 5 M’ > 26 586 228 59
Y R P w ’§’Qn W \"‘\ XV 2 613 339 84
0 - e 28 644 363 85
% 848 80.63 1441
30 1,266 62 74
T T T T T T T L T T ;; :x ;;: :“g
35 100 200 300 400 600 1000 3000 10380 [bp] o 2228 et 25
3 2,707 235 13
35 3,038 166 08
36 3,628 264 11
37 4378 2.95 10
38 5,405 394 11
39 6,708 190 04
40 7,488 156 03
a1 » 10380 75.00 109
%2 12,816 0.00 0.0

Figura A19-D| Electrograma y lecturas posteriores a la generacion de
biblioteca BB. En A, el electrograma de los fragmentos identificados posterior a la
generacion de la biblioteca BB. En B la longitud en pb de cada pico identificado en
el electrograma y la concentracion de cada pico.
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A. HH
(FU) &
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Tabla de picos de la muestra: HH

- Pico Longitud (pb) Concentracion
1 29 2
2 4 33 125.00
3 49 235.00
4 56 130.26
5 0 96.11
6 %0 21.62
7 104 50.98
8 110 3174
9 125 5144
10 138 60.07
1 172 67.89
12 181 59.06
13 188 62.45
14 204 60.46
15 23 80.98
16 28 131.00
17 253 180.31
18 263 29334
19 291 u.a
20 316 73.94
21 3 217.40
2 370 167.79
23 389 12240
24 405 £88.30
25 430 94.03
26 468 416.73
27 503 58,62
3 545 156.33
29 606 33544
30 8 42487
n 840 297.91
n 94 99.00
3 1,374 188.73
3 1,557 13835
35 1,714 17347
) 3,380 2,229.68
kL » 10380 75.00
38 11,663 0.00
» 13,448 0.00
40 15,957 0.00
41 18,021 0.00
“2 19,360 0.00
Rx] 20,643 0.00
“ 23,989 0.00
45 26,499 0.00
%6 22,224 0.00
L 28,507 0.00
48 2939 0.00
9 30,459 0.00
50 43,39 0.00
51 46,745 000

Molaridadfpmol]
0.0

54113
72937
35148
2,087.8
3633
7397
4388
623.1
6582
598.1
495.1

Figura A19-E| Electrograma y lecturas previas a la generacion de
biblioteca HH. En A, el electrograma de los fragmentos identificados previo a
la generacion de la biblioteca HH. En B la longitud en pb de cada pico
identificado en el electrograma y la concentracion de cada pico.

196



B Tabla de picos de la muestra: HH [Adaptador]
* Pico Longitud (pb) Concentracion  Molaridad[pmol/l]
1 B 0.00 0.0

2 » 0.00 00
A. HH 3 40 12500 54113
X 4 “ 1200 3764
[FU] o s % 9.08 143.7
& 6 102 791 1720
180+ ¥ 7 2 550 8.0
8 m 764 8.1
Jd > 9 1 1598 1720
160 ~ 10 155 1.3 110
,\Q; n 191 1640 130.1
140 ) 2 28 217 1583
" 13 6 1268 M9
1 w7 2% 789
120+ 15 23 1073 842
16 2%3 251 1354
100 v ®m 14 1268
& \ 18 26 3.9 9.0
19 2 918 00
80 2 - 357 239 20039
2 39 2.60 %03
60 A DPS f 2 “0 5042 1735
) Ag 2 o 6815 7
N o » 517 B 116
40+ & o 20 @\ 2 49 1617 e
Y o $ ~ 'i\ (000 5 % %5 240 825
204 ,{‘7\, R OPQ’\« @ N ) % 27 624 23.66 575
/ Y, - " 2% 640 a9 9.2
by 2 918 3077 707
01 30 1895 791 63
31 2,008 182 126
2 273 622 34
-20 T T T T T PR o v | 5 P 1 3m 367 15
35 100 200 300 400 600 1000 3000 10380 [bp] ;: z’:z ;3; :2
3% 74669 12 02
7 10380 75.00 109
38 13,091 0.00 0.0

Figura A19-F| Electrogramay lecturas posteriores ala generacion de biblioteca
HH. En A, el electrograma de los fragmentos identificados posterior a la generacién
de la biblioteca HH. En B la longitud en pb de cada pico identificado en el
electrograma y la concentracién de cada pico.
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B Tabla de picos de la muestra: LL
" Pico Longitud(pb) Concentracion Molaridadpmol]
1 2 0.00 00

2 26 0.00 0o
3 3 0.00
b <« 3 125.00 Saus
5 55 682 1742
o 64 1401 3293
H 78 .9 3
A LL H o o0 157
° 1o 2131 724
N 10 129 705 ss20
[FU] 4 AD n 199 1891 1918
& 2 158 1614 1347
B 168 1903 12656
> \ 14 179 658 762
N 15 198 1215 %25
16 212 925 60
v 225 v 301
1 m 338 221
150+ 19 236 951 56.2

100 &

%%
%
RUREN
1888 N
1331

N :
N N Y
o B 2 & ) 3 S50 161
\‘o 4 'Y 3 559 615 167
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Figura A19-G| Electrograma y lecturas previas a la generacién de biblioteca
LL. En A, el electrograma de los fragmentos identificados previo a la generacion
de la biblioteca LL. En B la longitud en pb de cada pico identificado en el
electrograma y la concentracion de cada pico.
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(FU) 2 o B Tabla de picos de la muestra: LL [Adaptador]
oK = Pico Longitud (pb) Concentracion  Molaridad[pmol/l]
o 1 » 0.00 00
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Figura A19-H| Electrograma y lecturas posteriores a la generacién de
bibliotecaLL. En A, el electrograma de los fragmentos identificados posterior a la
generacion de la biblioteca LL. En B la longitud en pb de cada pico identificado en
el electrograma y la concentracion de cada pico.
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Figura A20| Andlisis de calidad estructural y residual del TCRab. A, gréfico de
factos B, (elasticidad de la estructura). B, grafico de Rammachandran. C, factor Z
de los residuos de la estructura TCRab. D, estimacién de calidad por estructuras y
caracteristicas fisicoquimicas. E y F, valores de factor Z de cada residuo en la
estructura TCRab

200



A normalized B-factor —— Welin * strand = coll

B-facter

BmRwaw

-

= 15
150°
@
g
D in
-
zZ
<
5
=
a
3
B
e
E
o
=z
Y
ae

O

1807
-180° 180°

(=5

(& AT

= IRAEANARm . . . S

FTIRLLLLL b LoblbllisleoObiuSoblbeblbel (21 COLOLSPLOLULelieiLLlite  ILL wnp
2Nz snﬁiﬂn—sn‘n-mvnanqcnm qsu.-rqps-u.aqr

= T o ST T R o

{CEce@otTTTSCTTSCLICCE (TTSL EE [CI!TT BCCTTCCYTLLECLETTELLECLTTLLGE |
oL yeEwrzsciersNpzaary llﬁ!lb RL ﬂ -

IR

l

NN R N AN

e ED=ROSNCESER s o N TGRS s GEPEEL

o
ce uucuc:u & SCARESEREREEERT RN SERORRE YT ESCLcELELRY
spesaTRYARSMR

— -
158 B

Companson wilh Non-redtindant Sl of PD3 Stuctures

% |Z-score|>2 « 1<|Z-score|<2 . ]Z-s:ore]c:l * model

ne 'M" a0
Protein SIZG (Resxduua)

avean [T T T T 551
ce T Wl 151
Alatom [, L. . 162
solvation -2.60
torsion I:::.-4.35

Figura A21| Andlisis de calidad estructural y residual del BCRhI. A, grafico de
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Figura A22| Andlisis de calidad estructural y residual del MHC Il (DRB). A,
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estructuras y caracteristicas fisicoquimicas. E y F, valores de factor Z de cada
residuo en la estructura MHC II.
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Figura A23| Identificadores de NCBI para las
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Texto Anexo 24

Identificadores de NCBI para las secuencias de la cadena Alpha del TCR de
las especies utilizadas en este estudio

NW_020834750, NW_020834750, NW_020834750, NW_020836337, NW_020834750, NW_020834750, NW 020834750,
NW_020836337, NW_020834750, NW_020834750, NW_020834750, NW_020834750, NW_020834750, NW_020834750,
NW_020834750, NW_020834750, NW_020834750, NW_020834750, NW_020834750, NW_020834750, NW_020834750,
NW_020834750, NW_020834750, NW_020834750, NW_020836337, NW_020836337, NW_003220125, NW_ 003218322,
NW_003223366, NW_003222053, NW_003220735, NW_003220710, NW_003220710, NW_003220317, NW. 003220296,
NW_003220284, NW_003220284, NW_003220284, NW_003220199, NW_003220199, NW_003220199, NW_003220199,
NW_003220199, NW_003220125, NW_003220125, NW_003220125, NW_003220053, NW_003221053, NW_003220125,
NW_003220125, NW_003220125, NW_003220125, NW_003220053, NW_003220710, NW_020312827, NW_020312827,
NW_020312827, NW_020312827, NW_020312827, NW_020312827, NW_020312827, NW-020312827, NW_020312827,
NW_020312827, NW_020312827, NW_020312827, NW_020312827, NW_020312827, NW_020312827, NW_020312827,
NW_020312827, NW_020312827, NW_020312827, NW_020312827, NW_020312827, NW_020312827, NW_020312827,
NW_020312827, NW_020312827, NW_020312827, NW_020312827, NW_020312827, NW_020312827, NW_020312827,
NW_019365332, NW_019365332, NW_019365332, NW_019365332, NW_019365332, N\W_019154088, NW_019154356,
NW_019154356, NW_019154088, NW_019154088, NW_019154088, NW 019154088, NW_019154088, NW_019154088,
NW_019154088, NW_019154088, NW_019154088, NW_019154088, NW.. 019154088, NW_019154088, NW_019154088,
NW_019154088, NW_019154088, NW_019154088, NW_019154088, NW. 019154088, NW_019154088, NW_019154088,
NW_019154088, NW_019154088, NW_019154088, NW_019154088, NW_019154088, NW_019154088, NW_019154088,
NW_019154088, NW_019154088, NW_004569190, NW_004569190, NW_004569190, NW_004569190, NW_004569190,
NW_004569190, NW_004569190, NW_004569190, NW_004569190, NW_004569190, NW_004569190, NW_004569190,
NW_004569190, NW_004569190, NW_004569190, NW_004569190, NW_004569190, NW_004569190, NW_004569190,
NW_004569190, NW_004569190, NW_004569190, NW_004569190, NW_004569190, NW_004569190, NW_004569190,
NW_004569190, NW_004569190, NW_004569190, NW_004569190, NW_004569190, NW_004569190, NW_004569190,
NW_004569190, NW_004569190, NW_004569190, NW. 004569190, NW_004569190, NW_004569190, NW_004569190,
NW_004569190, NW_004569190, NW_004569190, NW. 004569190, NW_004569190, NW_004569190, NW_020339215,
NW_020339215, NW_020339215, NW_020339215, NW_020339215, NW_020339215, NW_020339215, NW_020339215,
NW_020339215, NW_020339215, NW_020339215, NW_020339215, NW_020339215, NW_020339215, NW_020339215,
NW_020339215, NW_020339215, NW_020339215, NW_020339215, NW_020339215, NW_020339215, NW_020656304,
NW_020656209, NW_020660523, NW. 020660243, NW_020660241, NW_020659999, NW_020659615, NW_020659574,
NW_020659305, NW_020659304, NW_020658284, NW_020658283, NW_020656846, NW_020656463, NW_020656405,
NW_020656382, NW_020656382, NW. 020656382, NW_020656382, NW_020656382, NW_020656320, NW_020656320,
NW_020656320, NW_020656308, NW_020656308, NW_020656308, NW_020656304, NW_020656304, NW_020656304,
NW_020656304, NW_020656301, NW_020656301, NW_020656301, NW_020656301, NW_020656301, NW_020656301,
NW_020656301, NW_006384351, NW_006384351, NW_006391958, N\W_006383330, NW_006383330, NW_006383330,
NW_006383330, NW_006391859, NW_006383330, NW_006383330, NW_006383330, NW_006383330, NW_006383330,
NW_018734356, NW_004450416, NW_004450416, NW_004450416, NW_004450416, NW_004450416, NW_004450416,
NW_004450416, NW_004450416, NW_004450416, NW_004450416, NW_004450416, NW_004450416, NW_004450416,
NW_004450416, NW_004450416, NW_004450416, NW_004450416, NW_007929279, NW_007928325, NW_007928325,
NW_007928325, NW_007928325, NW_007927879, NW_007927879, NW_007926903, NW_007926715, NW_007926715,
NW_007929279, NW_007926715, NW_007925172, NW_007925172, NW_007925172, NW_007925172, NW_007925172,
NW. 007925172, NW_007925172, NW_007925172, NW_007925172, NW_007929279, NW_007925172, NW_007925172,
NW_007925172, NW_007925172, NW_007925172, NW_007925113, NW_007925113, NW_007925113, NW_007925113,
NW-007925113, NW_007925081, NW_007907322, NW_007929279, NW_007929279, NW_007929279, NW_007929279,
NW_007929279, NW_007929279, NW_007929279, NW_007928325, NW_007929279, NW_019160856, NW_019165611,
NW_019164883, NW_019162653, NW_019162619, NW_019162035, NW_019160932, NW_019160932, NW_006774793,
NW_006774793, NW_006774793, NW_006774793, NW_006774793, NW_006774793, NW_006774793, NW_006774793,
NW_006769725, NW_004438792, NW_004438474, NW_004438782, NW_004438590, NW_004438590, NW_004438782,
NW_004438590, NW_004438590, NW_004438590, NW_004438811, NW_004438799, NW_004438795, NW_004438474,
NW_004438792, NW_004444204, NW_004444204, NW_004444204, NW_004444204, NW_004444204, NW_004444204,
NW_004444204, NW_004446972, NW_004444209, NW_004444204, NW_004448322, NW_004444209, NW_004444209,
NW_004444209, NW_004444204, NW_004444204, NW_004444204, NW_004444204, NW_004444204, NW_004444209,
NW_004444209, NW_004444204.
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Identificadores de NCBI para las secuencias de la cadena Beta del TCR de
las especies utilizadas en este estudio

NW_020834760, NW_003218064, NW_003218064, NW_003218064, NW_003218064, NW_003218064, NW_003218064,
NW_003218064, NW_003218064, NW_003218064, NW_003218064, NW_003217797, NW_003227687, NW_003218064,
NW_003218064, NW_003218064, NW_003218064, NW_019154111, NW_019154111, NW_019154111, NW_019154111,
NW_019154111, NW_019154111, NW_019154111, NW_019154111, NW_019154111, NW_019154111, NW_006384713,
NW_006384713, NW_006383330, NW_006384713, NW_018734348, NW_018734348, NW_018734348, NW_018734348,
NW 018734348, NW_004451143, NW_004451143, NW_004451143, NW_004451143, NW_004451520, N\W_020339852,
NW_020339852, NW_020339852, NW_007907159, NW_007907159, NW_007907159, NW_007907159, NW_007907159,
NW_007907159, NW_007907159, NW_007907159, NW_007907159, NW_007907159, NW._007907159, NW_007907159,
NW_007907159, NW_007907159, NW_007918157, NW_020656122, NW_020325483, NW_020323490, NW_020313069,
NW_020313069, NW_020313069, NW_020325528, NW_006793703, NW_006793703, NW 006793703, NW_006793703,
NW_006793703, NW_019160856, NW_019161543, NW_019160856, N\W_019160856, N\W_019160856, NW_019160856,
NW_019160856, NW_019160856, NW_019160856, NW_019160856, NW_019160856, NW_019160856, NW_017843107,
NW 017843107, NW_017843107, NW_017843107, NW_017843107, NW-017843107, NW_017843107, NW_004438464,
NW_004438464, NW_004438464, NW_004438464, NW_004438464, NW._004438464, NW_004438464, NW_004438464,
NW_004444029, NW_004444029, NW_004444029, NW_004444029, NW._004444029, NW_004444029, NW_004444029,
NW_004444029, NW_004444029, NW_004444029, NW_004444029, NW_004444029, NW_004444204, N\W_004444029,
NW_004444029, NW_004444029, NW_004444029, NW_004444029, NW 004444029, NW_004444029, NW_004444029,
NW_004444029, NW_004445976, NW_004444029.

Identificadores de NCBI para las secuencias de la cadena Heavy del BCR de
las especies utilizadas en este estudio

NW_020339401, NW_020339216, NW_020339216, NW_020339215, NW_020339215, NW_020339215, NW_020338499,
NW_020339904, NW_020837870, NW_020837087, NW_020835481, NW_020339303, NW_020835132, NW_020835115,
NW_020835105, NW_020835050, NW_020834921, NW_020339242, NW_020339216, NW_020339216, NW_020339216,
NW_020339216, NW_020834761, NW 020834761, NW_003221599, NW_003221219, NW_003220079, NW_003220079,
NW_003221767, NW_003221767, NW_019366519, NW_019365337, N_018728, NW_019365772, N_018728, N_018728,
NW_019365436, N_018728, NW_019365337, NW_019365341, NW_019368549, N_018728, N_018728, NW_019365349,
N_018737, N_018737, NW_019155252, NW_019155202, NW_019154770, NW_019154752, NW_019154635,
NW_019154565, NW_019154425, NW_019154412, NW_019154343, NW_019154317, NW_019154276, NW_019154265,
NW_019154265, NW_019154265, NW_019154265, NW_019154265, NW_019154265, NW_019154211, NW_019154211,
NW_019154211, NW_019154211, NW_019154211, NW_019154211, NW_019154211, NW_019154211, NW_019154211,
NW_019154114, NW_019154114, NW_019154104, NW_019154104, NW_019157759, NW_019157050, NW_019157024,
NW_019156959, NW_019156234, NW_019155772, NW_004571043, NW_004570061, NW_004569604, NW_004569742,
NW_004569604, NW_004569742, NW_004569742, NW_004569742, NW_004569604, NW_004569742, NW_004570114,
NW_004569604, NW_004569809, NW_004569809, NW_004569803, NW_004569801, NW_004569190, NW_004569697,
NW_004570924, NW_004569697, NW_004569697, NW_004569697, NW_004569671, NW_004571378, NW_018733248,
NW_018729687, NW_018729687, NW_018728291, NW_018734275, NW_018734275, NW_018731755, NW_018731754,
NW_018731548, NW_018729795, NW_018729687, NW_018729687, NW_018729687, NW_018729687, NW_018733406,
NW 004451809, NW_004451115, NW_004450779, NW_004450779, NW_004451115, NW_004450779, NW_004452154,
NW_004452378, NW_004450991, NW_004452375, NW_004450991, NW_004450991, NW_004450991, NW_004450991,
NW_004451115, NW_004450779, NW_004450953, NW_004452145, NW_004450953, NW_004453092, NW_004451115,
NW_004450779, NW_004450953, NW_004450779, NW_004450953, NW_004451115, NW_020339629, NW_020339216,
NW_020339216, NW_020339215, NW_020339215, NW_020339215, NW_020338499, NW_020339401, NW_020339303,
NW_020339242, NW_020339216, NW_020339216, NW_020339216, N\W_020339216, NW_020339904, NW_020656160,
NW_020659747, NW_020659254, NW_020658472, NW_020658434, NW_020657642, NW_020657642, NW_020657501,
NW_020657363, NW_020657359, NW_020657249, NW_020662086, N\W_020656893, NW_020656312, NW_020656312,
NW_020656312, NW_020656312, NW_020661336, NW_020661314, NW_020660984, NW_020660471, NW_020660407,
NW_020660287, NW_020659851, NW_020656126, NW_007930724, NW_007930724, NW_007930724, NW_007930724,
NW_020321757, NW_020316668, NW_020313530, NW_020313530, NW_020323450, NW_006389761, NW_006384023,
NW_006384023, NW_006384023, NW_006384023, NW_006387085, N\W_006387085, NW_006387085, NW_006387085,
NW_006769874, NW_006773553, NW_006783775, NW_006783775, NW_006783775, NW_006783775, NW_006769874,
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NW_019161231, NW_019161160, NW_019160932, NW_019161333, NW_019160871, NW_019163253, NW_019163085,
NW_019162594, NW_019162549, NW_019161981, NW_019161672, NW_019161322, NW_019167325, NW_017843946,
NW_017843946, NW_017843946, NW_017843946, NW_020842872, NW_020842436, NW_020840064, NW_020839667,
NW_020839230, NW_020839229, NW_020838105, NW_020838105, NW_020837965, NW_004438590, NW_004438415,
NW_004438734, NW_004438734, NW_004438768, NW_004438734, NW_004438734, NW_004438734, NW_004438768,
NW_004438768, NW_004438768, NW_004438768, NW_004438768, NW_004438734, NW_004443989, NW_004443989,
NW_004443989, NW_004443989, NW_004443989, NW_004443989, NW_004444204, NW_004443989, NW_004443989,
NW_004443989, NW_004443989, NW_004443989, NW_004443989, NW_004443989, NW_004443989.

Identificadores de NCBI para las secuencias de la cadena Lambda del BCR
de las especies utilizadas en este estudio

NW_020836495, NW_020834823, NW_020834823, NW_020834793, NW_020834813, NW_020834823, NW_020834823,
NW_020837130, NW_020837188, NW_020837191, NW_020834793, NW_020837134, NW_020835361, NW_020834823,
NW_020834823, NW_020834823, NW_020834823, NW_020834793, NW_020834823, NW_020834823, NW_020834823,
NW_020834823, NW_020834823, NW_020834823, NW_020834793, NW_020834793, NW. 020834793, NW_020834755,
NW_020834755, NW_020834755, NW_003220322, NW_003220408, NW_003220408, NW_003220305, NW_003219960,
NW_003219960, NW_003221936, NW_003220676, NW_003220322, NW_003222016, NW_003221312, NW_003221237,
NW_003221161, NW_003221119, NW_003220962, NW_003220910, NW_003220594, NW_003218165, NW_019154092,
NW_019154092, NW_019156122, NW_019154783, NW_019154208, NW_019154208, NW_019154208, NW_019154208,
NW_019154208, NW_019154157, NW_019154208, NW_019154208, NW 019154208, NW_019154208, NW_019154208,
NW_019154157, NW_019154157, NW_019154157, NW_019154157, NW_ 019154092, NW_019154092, NW_019154092,
NW_019154092, NW_019154092, NW_019154092, NW_019154092, NW- 004569650, NW_004569662, NW_004569662,
NW_004571541, NW_004569662, NW_004569810, NW_004569529, NW_004569529, NW_004571476, NW_004570223,
NW_004571240, NW_004569650, NW_004569907, NW_004569884, NW_004569650, NW_004570648, NW_004569644,
NW_004569529, NW_004569529, NW_004569529, NW_004569529, NW_004569150, NW_018734392, NW_018728850,
NW_018728677, NW_018734314, NW_018734314, NW_018734314, NW_018734314, NW_018727940, NW_018727764,
NW_018727712, NW_018727703, NW_018732666, NW_018727443, NW_018727266, N\W_018732666, NW_018732581,
NW_018732233, NW_018730917, NW_018730038, NW_018729459, NW_018729458, NW_018734314, NW_004450416,
NW_004452165, NW_004450381, NW_004450381, NW_004450381, NW_004450381, NW_004450372, NW_004450381,
NW_004450805, NW_004450805, NW_004450805, NW_004451411, NW_004451867, NW_004451867, NW_004450381,
NW_004450381, NW_020340053, NW_020340053, NW_020340053, NW_020340053, NW_020340053, NW_020340053,
NW_020340053, NW_020340053, NW 020340053, NW_020340053, NW_020340083, NW_020340053, NW_020340053,
NW_020340053, NW_020340053, NW_020340053, NW_020340053, NW_020340053, NW_020340053, NW_007907231,
NW_007907161, NW_007907161, NW_007907161, NW_007907161, NW_007907161, NW_007907161, NW_007907161,
NW_007907161, NW_007907161, NW_007907161, NW_007907161, NW_007907161, NW_007907161, NW_007907161,
NW_007907161, NW_007907161, NW_007907161, NW_007907161, NW_007907161, NW_007907161, NW_007907161,
NW_007907161, NW_007907161, NW_007907161, NW_007907161, NW_007907161, NW_007907161, NW_007907161,
NW_007907161, NW_007907161, NW_007907161, NW_007907161, NW_007907161, NW_007907161, NW_007907161,
NW_007907161, NW_007907161, NW_007907161, NW_007930676, NW_007930676, NW_007930676, NW_007930676,
NW_007907231, NW_007907231, NW_007907231, NW_007907231, NW_007907231, NW_007907231, NW_007907161,
NW_007907161, NW_007907231, NW_020657804, NW_020656273, NW_020656273, NW_020656273, NW_020656273,
NW_020656273, NW_020656273, NW_020656273, NW_020656273, NW_020656273, NW_020656273, NW_020657681,
NW_020656273, NW_020656273, NW_020656273, NW_020656225, NW_020656225, NW_020656225, NW_020656490,
NW_020656490, NW_020656429, NW_020656408, NW_020656408, NW_020656372, NW_020656372, NW_020656225,
NW._020312827, NW_020323862, NW_020313081, NW_020313077, NW_020313077, NW_020313077, NW_020313077,
NW_020313077, NW_020313077, NW_020313077, NW_020313077, N\W_020313077, NW_020313077, NW_020313077,
NW._ 020313077, NW_020313077, NW_020313077, 20313324, 1:c1 NW_006385710, NW_006389540, NW_006390789,
NW_006387617, NW_006384395, NW_006385710, NW_006794052, NW_006777435, NW_006777435, NW_019160923,
NW_020840353, NW_020840271, NW_020838007, NW_004438613, NW_004438613, NW_004438613, NW_004438613,
NW_004438474, NW_004438489, NW_004438783, NW_004438783, NW_004444093.

206



Anexo 25

Script para la seleccién de secuencias TCR e Ig (RStudio)

library(ggplot2)

#Importar la matriz

TRA <- read.csv("/AA.csv")

#Etiquetado de todas las filas que estan etiquetadas como TRINITY

A <- grep("TRINITY", TRA$group)

Names <- TRA[A, ]$group

TRA$group2 <- ifelse(TRA$group %in% Names, TRUE, FALSE)
table(ifelse(TRA$group %in% Names, TRUE, FALSE))

#Graficacidén del PCA

Ts <- ggplot(TRA, aes(x=axisl, y=axis2, color=group2)) +
geom_point() + geom_rug() + scale_color_manual(values =
c('#@O99FF "', '#FF9900"'))

Ts

#Seleccidn del grupo de interes

h + coord_cartesian(xlim = c(-0.2, @.3), ylim = c(-0.4, -0.1))
TRAsub <- TRA[TRA$axis1>0 & TRA$axis1<0.2,]

TRAsub <- TRAsub[TRAsub$axis2<9.1 ,]

TrinityRows <- grep("TRINITY", TRAsub$group)

TRAsub_trinity <- TRAsub[TrinityRows, ]

TRAsub_trinity <- TRAsub[-TrinityRows, ]

#Agrupamientosdelisubconjuntos como archivo csv

write.csv(TRAsub, file = "TRAZaca.csv")
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Anexo 26

Script para la seleccién de secuencias TCR e Ig (Samtools e IgDiscover)

$ conda install -c bioconda samtools

#Lista de TRINITY
$ grep “TRINITY” TRAZaca.csv > AAtoSplit.txt

#Seleccion de secuencias TRINITY
$ xargs samtools faidx AA.fasta < AAtoSPlit.txt > SpS1AA.fasta
$ cat SpS1AA.fasta > TRAZaca.fasta

$ conda install -c bioconda samtools

#Iniciar el programa
$ activate source igdiscover

#Correr el programa
(igdiscover)$ igdiscover init --single-reads=TRAZaca.fasta --database=mydatabase/ myZacaTRA

#Edicion del archivo igdiscover.yaml
(igdiscover)$ nano igdiscover.yaml

## configuracion IgDiscover

# Cuantas iteraciones de descubrimiento ejecutar
iterations: 1

# Tipo de secuencia: Escoge 'Ig' or 'TCR'.
#
sequence_type: TCR

## Barcoding settings

barcode_length_5prime: ©
barcode_length_3prime: @
barcode_consensus: false

# deteciodn de locacones CDR3 funciona sélo con secuencias VH.
cdr3_location: 'false'

# Eliminacidn se oligos ligados de RACE
race_g: true
stranded: true

# List of 5' primers

#

forward_primers:

# - CGACTGGAGCACGAGGACACTGA

# - GGACACTGACATGGACTGAAGGAGTA

# List of 3' primers

#

reverse_primers:

# - GCTGTCAACGATACGCTACGTAACG # TCR
# - CGCTACGTAACGGCATGACAGTG # TCR

# Trabajar solo en este numero de lecturas (para ejecuciones de pruebas rdpidas) Establecer en




# Filtre las lecturas combinadas que sean mds cortas que esta longitud

minimum_merged_read_length: 300
merge_program: pear
flash_maximum_overlap: 300
rename: false

debug: false

seed: 1

# E1 filtro de preprocesamiento siempre se aplica directamente después de ejecutar IgBLAST,
# incluso si no se solicita el descubrimiento de un gen.
#
preprocessing_filter:
v_coverage: 90 # Match must cover V gene by at least this percentage
j_coverage: 60 # Match must cover J gene by at least this percentage
v_evalue: 0.001 # Highest allowed V gene match E-value

## Configuracion de descubrimiento de candidatos

# Al descubrir nuevos genes V, ignore si un gen J ha sido asignado

#y también ignorar su% SHM. verdadero: si, ignora la J falso: no ignore la asignacioén de
# J, no ignore su% SHM

ignore_j: false

# Al agrupar secuencias para descubrir nuevos genes, haga una submuestra a este numero de
# secuencias. Mas alto es mas lento.

#

subsample: 1000

# Al calcular la columna Ds_exact, considere solo D hits que

# cubren la secuencia del gen de referencia D al menos en este porcentaje.
#

d_coverage: 70

## V configuracion de filtrado de candidatos (filtrado de linea germinal)

# Criterios de filtrado aplicados a secuencias candidatas en todas las iteraciones excepto 1la
ultima.
#
pre_germline_filter:

unique_cdr3s: 2 Minimum number of unique CDR3s (within exact matches)

unique_js: 2 Minimum number of unique J genes (within exact matches)

whitelist: true Add database sequences to the whitelist

cluster_size: © Minimum number of sequences assigned to cluster

allow_stop: true Whether to allow non-productive sequences containing stop codons

cross_mapping_ratio: 0.02 Threshold for removal of cross-mapping artifacts (set to @ to
disable)

clonotype_ratio: 0.12 Required minimum ratio of clonotype counts between alleles of the
same gene

exact_ratio: 0.12 Required minimum ratio of "exact" counts between alleles of the
same gene

cdr3_shared_ratio: 0.8 Maximum allowed CDR3_shared_ratio

unique_d_ratio: 0.3 Minimum Ds_exact ratio between alleles

unique_d_threshold: 10 Check Ds_exact ratio only if highest-expressed allele has at
least this Ds_exact count




# Criterios de filtrado aplicados a secuencias candidatas en la udltima iteracidn.
# Estos deben ser mas estrictos que los criterios pre_germline_filter.

#
germline_filter:
unique_cdr3s: 5
unique_js: 3
whitelist: true
cluster_size: 100
allow_stop: false
cross_mapping_ratio: 0.02
disable)
clonotype_ratio: 0.12
same gene
exact_ratio: 0.12
same gene
cdr3_shared_ratio: 0.8
unique_d_ratio: 0.3
unique_d_threshold: 10
least this Ds_exact count

Minimum number of unique CDR3s (within exact matches)

Minimum number of unique J genes (within exact matches)

Add database sequences to the whitelist

Minimum number of sequences assigned to cluster

Whether to allow non-productive sequences containing stop codons
Threshold for removal of cross-mapping artifacts (set to @ to

Required minimum ratio of clonotype counts between alleles of the
Required minimum ratio of "exact" counts between alleles of the
Maximum allowed CDR3_shared_ratio

Minimum Ds_exact ratio between alleles
Check Ds_exact ratio only if highest-expressed allele has at

## configuracion de descubrimiento J

j_discovery:

allele_ratio: 0.2 # Required minimum ratio between alleles of a single gene
cross_mapping_ratio: 0.1 # Threshold for removal of cross-mapping artifacts.
propagate: true # Use J genes discovered in iteration 1 in subsequent ones

(igdiscover)$

igdiscover run
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