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ACRÓNIMOS 

APCs 
Células presentadoras de antígenos, por sus siglas en 
inglés  

B1 
Subtipo de linfocito B que expresa en su membrana el 
cúmulo de diferenciación 5 

B2  
Subtipo de linfocito B que no expresa en su membrana el 
cúmulo de diferenciación 5 

BCR Receptor de linfocitos B 

CD25+ Cúmulo de diferenciación 25  

CD28 Cúmulo de diferenciación 28 

CD4+ Cúmulo de diferenciación 4  

CD40L Ligando del cúmulo de diferenciación 40 

CD8+ Cúmulo de diferenciación 8 

CD80 Cúmulo de diferenciación 80 

CD86 Cúmulo de diferenciación 86 

cDNA 
ADN que es una copia del ácido ribonucleico mensajero 
(ARNm) 

DLL4 Ligando número 4 de Notch 

DNA-PK Proteína cinasa dependiente de ácido desoxirribonucleico   

dNTPs 2'-desoxinucleósido'trifosfato 

DSCAM Molécula de adhesión celular del Síndrome de Down  

DTT Ditiotreitol 

EDTA Ácido etilendiaminotetraacético 

FREP 
Proteínas relacionadas con fibrinógeno con dominios de 
inmunoglobulina 

Ig Inmunoglobulina 

IgA Inmunoglobulina isotipo alpha 

IgA1 Inmunoglobulina isotipo alpha subclase 1 

IgA2 Inmunoglobulina isotipo alpha subclase 2 

IgD Inmunoglobulina isotipo delta 

IgE Inmunoglobulina isotipo épsilon  

IgG Inmunoglobulina isotipo gamma  

IgG1 Inmunoglobulina isotipo gamma subclase 1 

IgG2 Inmunoglobulina isotipo gamma subclase 2 

IgM Inmunoglobulina isotipo Mu 

IL-7 Interleucina 7 

IL-7R Receptor de Interleucina 7  

Ku70 Reparador del daño por rayos X al ADN 70  

Ku80  Reparador del daño por rayos X al ADN 80 
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Ligasa DNA 
IV Ligasa del ADN IV 

LRR Dominios ricos en repeticiones de Leucina  

MHC Complejo mayor de histocompatibilidad  

MHC I Complejo mayor de histocompatibilidad clase I 

MHC II Complejo mayor de histocompatibilidad clase II 

mTECs Células epiteliales tímicas medulares  

PAMPs Patrones moleculares asociados a patógenos  

PHA Fitohematoaglutinina  

RACE 
Rápida amplificación de terminación de ADN 
complementario (ADNc)  

RAG1 Activador de la recombinación VDJ 1 

RAG2 Activador de la recombinación VDJ 2 

RNA Ácido ribonucleico  

RSS Sitio de reconocimiento de recombinación  

Tc Linfocito T citotóxico  

TCR Receptor de linfocitos T 

TCR αβ  Receptor de linfocitos T cadenas alpha y beta 

TCR γδ Receptor de linfocitos T cadenas gamma y delta 

TD Activación de linfocitos B dependiente de linfocitos T  

TdT Desoxinucleotidil transferasa terminal 

Th Linfocito T cooperador 

Th1 Linfocito T cooperador subtipo 1 

Th17 Linfocito T cooperador subtipo 17 

Th2 Linfocito T cooperador subtipo 2 

Th22 Linfocito T cooperador subtipo 22 

Th9 Linfocito T cooperador subtipo 9 

TI Activación de linfocitos B independiente de linfocitos T  

TNF Factor de necrosis tumoral 

Treg Linfocitos T reguladores 

VCBP 
Familia de receptores que codifica dominios IgV unidos a 
quitina 
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RESUMEN 

 

La efectividad del reconocimiento antigénico y generación de memoria inmunológica 

está 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 unión (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 evolución genera conocimiento importante 

sobre la historia de vida antigénica y los canjes evolutivos inmunológicos 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 mamífero carnívoro semiacuático que durante su 

reinserción 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 

investigación, se propone que las presiones selectivas llevaron a canjes evolutivos 

y una tendencia a la expansión 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 (Ig) en comparación 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 unión antigénica con otros mamíferos, lo que vuelve a este 

pinnípedo una especie de interés biomédico, para el estudio del desarrollo de 

enfermedades infecciosas, cáncer y tolerancia inmune. Esta es la primera 

investigación que examina la conformación y explora la historia evolutiva de los 

receptores linfocitarios en un pinnípedo. 

 

Palabras clave: TCR, BCR, evolución, 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. Introducción 
 

La principal tarea del sistema inmune es distinguir entre lo propio y lo extraño. De 

manera general, este sistema está estratificado en dos tipos; innata y adaptativa 

(Abbas et al., 2017). El sistema inmune adaptativo, presente únicamente en los 

vertebrados gnatostomados,  orquesta las respuestas por medio de linfocitos T y B, 

que reconocen antígenos propios y extraños 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 somáticamente 

(Murphy & Weaver, 2017). Además, son adicionados nucleótidos a los receptores 

re-arreglados, un fenómeno conocido como ‘arreglo del receptor’, lo que genera 

todavía más diversidad. Los segmentos génicos que conforman a estos receptores 

son de tres tipos: Variabilidad (V), Unión (J) y Diversidad (D), genéricamente 

referidos como V(D)J (Outters et al., 2015). Los genes V y J están en las cadenas 

ligeras y pesadas, como lo son la cadena alpha y lambda, mientras que los genes 

D están únicamente en las cadenas pesadas como la cadena beta y heavy (Abbas 

et al., 2017). 

La diversidad de los segmentos génicos V(D)J varía 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 hábitat 

(Olivieri et al., 2014; Olivieri et al., 2015). Por lo tanto, los loci de las cadenas de los 

receptores muestran tendencias de expansión en una cadena o más (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 caracterizarón 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 

que es considerada centinela del ecosistema costero marino y para el que existe 

buena información sobre los patógenos que lo afectan en vida libre. Dado que no 

es una especie modelo para la que exista información genómica completa, se utilizó 

la técnica de 5’/3’ RACE y la secuenciación de nueva generación, para tener una 

mayor cobertura de los segmentos V(D)J y poder comparar la evolución de su 

repertorio, con respecto a la de otros mamíferos para los que ya está disponible esta 

información.  También fue modelada la estructura putativa de ambos receptores y 

se buscaron secuencias de aminoácidos que podrían reflejar los procesos co-

evolutivos entre el receptor TCR y el MHC II en esta especie. 
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II. Antecedentes 

 

1.1 El sistema inmune y la evolución del reconocimiento antigénico 

 

El sistema inmunológico es el conjunto de respuestas que permiten a un organismo 

el discernir entre lo propio y lo extraño. 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 sólo 

evolucionaron en los vertebrados mandibulados. El sistema inmune innato es rápido 

e inespecífico, ya que depende del reconocimiento de patrones moleculares 

generales asociados a patógenos o a daño celular (Abbas et al., 2017). En 

contraste, las respuestas adaptativas pueden tomar desde días hasta meses en 

implementarse, pero son específicas contra antígenos foráneos 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, además de ser claves para diversos procesos metabólicos y de 

tolerancia inmune (Eason et al., 2004).   

 

Por evolución convergente, en el genoma de la mayoría de los seres vivos se 

encuentran agrupados los genes que codifican para productos relacionados con el 

reconocimiento de lo foráneo (Cooper & Alder, 2006). Estos sistemas sofisticados 

orquestan las respuestas inmunes innatas y adaptativas entre taxones (Figura 1) 

(Boehm, 2006). Aunque los componentes estructurales de estos sistemas varían en 

su mayoría (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 

epítopos foráneos o propios alterados, y patrones moleculares asociados a 

patógenos (PAMPs) o daño (DAMPs).  
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Interesantemente, aunque carecen de los mecanismos de generación de diversidad 

y memoria, los sistemas VCBP, FREP y Dscam de los invertebrados tienen cierta 

especificidad inmunológica al adaptar los dominios de la súper familia de las 

inmunoglobulinas (IgSF) (Dermody et al., 2009). Esta súper familia también está 

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 características estructurales, estos sistemas 

generan diversidad inmunológica 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 fibrinógeno 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 

Figura 1| Sistemas análogos al TCR y BCR con 
dominios de la super familia de 
Inmunoglobulinas (IgSF). Estructura de los 
receptores antigénicos de artrópodos, moluscos, 
cefalocordados y agnatos (izquierda). Dominios 
de inmunoglobulina y péptidos señal de VLR (en 
verde). El cladograma de la derecha está 
señalando en colores en donde se caracterizaron 
estos sistemas (Cooper & Alder, 2006). 
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inmunológica, ni estár 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 sofisticación del sistema de reconocimiento antigénico de los TCRs y 

BCRs, ha sido difícil reconstruir su historia evolutiva antes de su diversificación de 

otros sistemas (Boehm & Swann, 2014). Sin embargo, debido a que los sistemas 

que 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 fácilmente, por lo que hace aproximadamente 500 

millones de años (Laird et al., 2000), eventos de duplicación en los dominios 

variables (V) de esta familia dieron lugar a las regiones determinantes de 

complementariedad (CDR), en el ancestro común de los vertebrados (Dermody et 

al., 2009). Estas regiones, conformadas por los segmentos génicos V(D)J, son un 

punto clave para entender la evolución del sistema de reconocimiento antigénico de 

los linfocitos T y B, debido a que el evento que originó esta sofisticación 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 

generación de nuevas especies génicas especializadas provenientes de un sistema 

ancestral (Boehm & Swann, 2014). Otro de los mecanismos que han permitido la 

super especialización de los sistemas TCR y BCR, es la acción catalítica de las 

enzimas de los genes de activación de la recombinación (RAG1 & RAG2, por sus 

siglas en inglés), las cuales se encargan de la recombinación de los segmentos 

V(D)J (Abbas et al., 2017). Estas enzimas se encuentran conservadas en 

vertebrados, pero el lugar en el que actúan es diferente entre mamíferos, aves, 

peces óseos y peces cartilaginosos y, en consecuencia, la contribución 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 mamíferos  

 

La diversificación entre los vertebrados superiores trajo consigo innovaciones 

morfológicas importantes, las cuales dieron lugar a nuevas funciones 

inmunológicas, como la alta especificidad y la memoria inmunológica, a través del 

origen de órganos super especializados que permitieron controlar mecanismos de 

tolerancia central y expansión 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 

antígenos que les son presentados por células presentadoras de antígenos (APCs: 

células dendríticas, macrófagos 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, II, III y IV (Robinson et al., 2012). Los 

péptidos del MHC I, son expresados en la superficie celular de todas las células 

nucleadas de los vertebrados, y mediante su reconocimiento, activan a los linfocitos 

T citotóxicos (Tc). Los péptidos del MHC II son expresados en la superficie de las 

APCs y activan a los linfocitos T cooperadores (Th). Estas células contribuyen a la 

generación de memoria inmunológica, cuando sus subtipos se diversifican en 

células de memoria y efectoras (Abbas et al., 2017). 
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Figura 2| Evolución de los órganos linfoides. El sistema inmunológico de los 
mamíferos y aves se caracteriza por la presencia de órganos linfoides 
secundarios, como los nódulos linfoides (en verde), estos tejidos sirven para que 
las células del sistema inmune interactúen. Dado que en los vertebrados más 
basales están presentes los genes TNF e IL-7R, que han sido asociados a la 
aparición de estos órganos en los mamíferos, se ha sugerido una convergencia 
evolutiva en estos genes. El timo y la medula ósea (azul y marrón) son órganos 
primarios que están presentes en la mayoría de los vertebrados debido a que 
son órganos precursores de poblaciones celulares inmunes. El bazo y el tejido 
linfoide asociado a mucosas (rojo y morado), son órganos linfoides secundarios 
que evolutivamente han permitido restricciones de tolerancia inmune. Imagen 
adaptada de: (Boehm & Bleul, 2007). 
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Los linfocitos T derivan del progenitor linfoide en la médula ósea 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 

selección positiva y negativa (Murphy & Weaver, 2017). La selección positiva tiene 

lugar en la corteza tímica, en donde se seleccionan aquellos linfocitos con un TCR 

re-arreglado y maduro.  La selección negativa es mediada por las células epiteliales 

tímicas medulares (mTECs); durante este proceso son eliminados los linfocitos 

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

 

Una vez finalizado su desarrollo en timo, los linfocitos T que cuentan con un receptor 

aún virgen (naive), migran a los nódulos linfoides, en dónde las APCs les presentan 

antígenos derivados de organismos patógenos o de células transformadas (Abbas 

et al., 2017). Esta presentación, en conjunto con la síntesis de citocinas por parte 

de diversos efectores inmunes, da lugar a la activación de los subtipos de linfocitos 

T (Murphy & Weaver, 2017). El subtipo cooperador engloba a las células que 

expresan en la membrana a la glicoproteína CD4 (Th1, Th2, Th9, Th17, Th22 y T 

reguladoras) (Araujo-Pires et al., 2014). Mientras que el subtipo citotóxico engloba 

a los linfocitos que expresan en su membrana a la glicoproteína CD8 (Abbas et al., 

2017). 

 

Los subtipos de linfocitos T son los encargados de dirigir los distintos tipos de 

respuestas por medio de la liberación al espacio extracelular de enzimas por parte 

de las CD8+ y de citocinas por parte de las CD4+ (Dustin & Choudhuri, 2016). Esta 

respuesta inmunológica se clasifica como tipo 1, ya que es dirigida por los linfocitos 

Th1, y se relaciona a las respuestas de reconocimiento de antígenos derivados de 

bacterias intracelulares, virus o autoinmunidad (Bretscher., 2014), a esta respuesta 

también se le denomina pro-inflamatoria, por lo tanto promueve la síntesis de las 

citocinas IL-1β, TNF-α, IL-6 e INF-ɣ (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 antígenos 
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derivados de parásitos helmintos, produce las citocinas IL-4, IL-10, TGF-β (Paul & 

Zhu, 2010). El tiempo en el que estas dos respuestas se activan es determinante 

para la protección del hospedero. Por esto, la respuesta pro-inflamatoria (Th1) es la 

primera en activarse para remover al patógeno, seguida por la respuesta (Th2) 

encargada de modular a la Th1 y no generar una respuesta exacervada que 

perjudique al hospedero. De esta manera, las respuestas Th1 y Th2  actúan en 

sinergia y sin excluirse, inclusive en la defensa frente a un mismo patógeno 

(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 

supresión 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 heterodímero de dominios de la súper familia de 

inmunoglobulinas, que forman las cadenas constantes y variables, además de un 

segmento transmembranal y una cola citoplasmática, la cual es el paso inicial en la 

señalización intracelular de linfocitos T, permitiéndoles activarse durante el 

reconocimiento del complejo p-MHC (Figura 3) (Murphy & Weaver, 2017). 
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La configuración genética del receptor de linfocitos T está compuesta por cuatro 

tipos de segmentos génicos: Los segmentos variables (V), unión (J), diversidad (D) 

y constante (C). Los segmentos V, J y C forman las cadenas alpha (α) y gamma (γ), 

mientras que las cadenas beta (β) y gamma (δ), además de los V, J y C, tienen 

segmentos D. Cuando los segmentos génicos que forman las cadenas α, β, γ y δ 

se reorganizan para formar el receptor generan la alta especificidad y diversidad 

clonal.  De esta manera, además de generar variabilidad en los segmentos de cada 

cadena, la súper-especificidad también es posible, debido a que los segmentos 

V(D)J, provienen de distintos locus, de otra manera estos receptores serian 

homodímeros de una cadena no variables. (Figura 4) (Abbas et al., 2017). 

 

Figura 3| Estructura del receptor de linfocitos T. En la imagen se muestra 
la estructura del receptor de linfocitos T (TCR), cadenas αβ y γδ unidas por un 
enlace disulfuro.   Las cadenas constan de una región constante y variable, a 
las cuales están unidos carbohidratos tipo hexosas (en verde). Además del 
segmento del tallo que se dividen en la región transmembranal y cola 
citoplasmática. Imagen adaptada de: (Murphy & Weaver, 2017). 
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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 palindrómicos en los extremos 3’ 

y 5’, denominados sitios de reconocimiento de reordenamiento (RSS). RAG1/2 se 

unen a estos sitios promoviendo la escisión 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 por las enzimas Ku70 y 80. Posteriormente el complejo DNA-PK y Artemis 

dan lugar a sitios monocatenarios para unir los extremos que RAG1/2 dejó 

expuestos. Finalmente, los extremos son unidos por la ligasa de DNA IV con ayuda 

de la desoxinucleotidil-transferasa terminal (TdT) (Rossjohn et al., 2015).  

 

Aunque inicialmente se pensaba que el proceso estaba regulado únicamente por 

los efectores mencionados arriba. Estudios posteriores demostraron que existen 

procesos transcripcionales adicionales que regulan la selección de un segmento 

Figura 4| Formación del receptor de linfocitos T. Las cadenas del receptor 
se forman por la unión de los segmentos J y D, al V, la unión ocurre cuando 
los sitios RSS (en morado), de los V y J, se reconocen. Esta unión da lugar 
al reordenamiento somático 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 proteínas de las cadenas que se ensamblaran para formar 
el receptor. Imagen modificada de Murphy & Weaver, 2017. 
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V(D)J, como su cercanía a sitios de unión a factores de trascripción como CTCF 

(Proudhon et al., 2015).  

 

Los segmentos génicos que codifican para las cadenas del TCR, se encuentran en 

diferentes loci, a excepción de las cadenas α y δ debido a que, los segmentos V y 

J de la cadena δ, se encuentran entre los de la cadena α (Abbas et al., 2017). Sin 

embargo, debido a que estos segmentos génicos sufren exclusión alélica entre sí, 

sólo pueden expresarse dos tipos de receptores, TCR αβ o TCR γδ; el primer 

receptor es el más abundante (Zarin et al., 2015), mientras que el receptor γδ está 

diferencialmente expresado en células residentes de epitelio. Además, la activación 

del TCR γδ, a diferencia del TCR αβ, es independiente del MHC II (Holland et al., 

2014). 

Una vez que la versión reordenada del receptor se transcribe y traduce, este 

adquiere una nueva clasificación, regiones CDR (regiones altamente variables) y 

regiones Framework (FR; regiones más conservadas). Los CDR, se subclasifican 

en CDR1, CDR2, que comprenden sólo segmentos V, que provienen de línea 

germinal, y la región CDR3. La región CDR3 comprende la unión 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 mamíferos es orquestada por los linfocitos 

B, los cuales contribuyen a la activación de células del sistema inmune innato y 

efectores del sistema de complemento, en su versión soluble conocida como 

anticuerpos o inmunoglobulinas (Ig) (Abbas et al., 2017). Los linfocitos B, a 

diferencia de los linfocitos T, no son completamente dependientes de la activación 

por el MHC, debido a que pueden reconocer epítopos libres sin restricción por parte 

de otra molécula (LeBien & Tedder, 2008). Además, las inmunoglobulinas activan 
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vías de señalización del complemento y a células del sistema inmune innato por 

medio de sus regiones constantes (Fc), sin restricción más 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 común en la médula ósea, al 

igual que los linfocitos T, no salen de la médula ósea para continuar su desarrollo, 

sino que permanecen en ella hasta que madura su receptor (Dorshkind & 

Montecino-Rodriguez, 2007). En el proceso de maduración de los linfocitos B las 

células estromales de la médula ósea cumplen un papel similar al de las mTec con 

las células T (Sellars, 2011). Después de concluir su desarrollo, estas células migran 

a los nódulos 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 nódulos linfoides se activan al reconocer un patógeno y escinden segmentos 

de la cadena Heavy del BCR/IgM, para generar diferentes isotipos de 

inmunoglobulinas (IgM, IgD, IgG1, IgG2, IgA1, IgA2 e IgE) (Hoffman et al., 2015). 

Similar a lo que ocurre con los linfocitos T, existen subpoblaciones de linfocitos B, 

que son categorizadas por la expresión de glicoproteínas en la superficie celular en 

B1 CD5+ y B2 o linfocitos B convencionales CD5- (Sellars et al., 2011).  

La diferenciación de estos subtipos también requiere de citocinas en el medio 

extracelular para su diferenciación y maduración, como linfocitos B de memoria o 

células plasmáticas (Batista & Harwood, 2009). Existen dos mecanismos para 

generar estos dos tipos de linfocitos B. La activación dependiente de linfocitos T 

(TD) ocurre cuando el linfocito B reconoce al TCR y CD40 del linfocito T por medio 

de su MHC II y CD40L (Martin et al., 2001), o por activación independientemente de 

linfocitos T (TI), en la que la célula B entra en contacto directo con un antígeno 

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 н y dos ligeras, κ y λ. éstas a su vez están constituidas por los 

segmentos génicos V(D)J y C para la cadena н y V, J y C para las cadenas κ y λ 

(Figura 5) (Treanor, 2012). 

 

 

 

 

 

El BCR y 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 mutación somática en todas sus 

cadenas, lo que genera una amplia gama de inmunoglobulinas (Abbas et al., 2017). 

Figura 5| Estructura del receptor de linfocitos B. En la imagen se muestra la 
estructura proteica del receptor de linfocitos B (BCR), la región pesada formada 
por la cadena н y la región ligera por las cadenas κ y λ. Indicado por amarillo, el 
segmento de cruce transmembranal conformado únicamente por segmentos 
constantes, denominada cola citoplasmática la cual permite al linfocito B activarse 
después del reconocimiento de un epítopo. Imagen modificada de Murphy & 
Weaver, 2017. 

 

Dire
cc

ión
 G

en
era

l d
e B

ibl
iot

ec
as

 U
AQ



30 
 

Este evento tiene lugar en la zona clara de los nódulos linfoides (Defranco et al., 

1993). Una de las diferencias más notables entre los receptores de linfocitos T y B, 

es que los linfocitos B pueden secretar su receptor, inclusive en pentámeros de IgM 

(Murphy & Weaver, 2017).  

 

 

 

 

 

 

 

 

En comparación con el receptor de células T, el BCR parece haber adquirido más 

innovaciones durante su evolución. La más impórtate de estas es su capacidad para 

generar versiones secretables de sí mismo; (IgM, IgD, IgG, IgE e IgA), las cuales 

pueden desencadenar respuestas específicas (Yang & Reth, 2010). De manera 

interesante, aunque se conoce la maquinaria que permite el corte y ensamblaje de 

la cadena н, 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 generó 

Figura 6| Formación del receptor de linfocitos B. Las cadenas del receptor se 
forman por la unión de los segmentos J y D, al V, la unión ocurre cuando los sitios 
RSS (en morado), de los V y J, se reconocen. Esta unión da lugar al 
reordenamiento somático 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 reorganización, en centros germinales el receptor BCR madura su 
afinidad por mutación somática.  Imagen modificada de Murphy & Weaver, 2017. 
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el corte de esta cadena cuando hubo necesidad de recubrir las mucosas (Mantis et 

al., 2011).  Adicionalmente, algunos mamíferos han perdido la capacidad de generar 

estos subtipos de inmunoglobulinas, específicamente los relacionados a activación 

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 mamíferos  

 

La aportación de los genes V, D y J en los loci de las cadenas del TCR y BCR(Ig), 

varia a entre taxones. Sin embargo, las cadenas que conforman a estos receptores 

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

En algunas especies como monotrema, marsupiales y peces existen loci que forman 

a los receptores únicos en esas especies, que surgen como estrategia de 

adaptación a su hábitat (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 única forma en la que los vertebrados adaptan sus requerimientos 

inmunes de hecho, es más común la expansión del repertorio de una cadena como 

mecanismo de adaptación a determinado hábitat en este sentido, especies 

cercanas pueden tener repertorios muy diferentes entre sí (Olivieri et al., 2014) 

(Figura 7-11).  
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Aunque no se conoce cuáles sean los hábitats o las condiciones que favorecen la 

expansión de una cadena determinada, la expansión está 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 inmunológica, para después ser 

eliminados por cruce desigual (Nei & Sitnikova, 1997; Das et al., 2008).  

La hipótesis que mantiene que el repertorio de genes V(D)J en las cadenas de los 

receptores está sujeta a selección positiva por presión patogénica, también refiere 

que en las cadenas del TCR, en especial las cadenas alpha y beta, el repertorio 

está comprometido a la selección de los alelos del MHC clase II, por lo que el 

repertorio de determinada especie no sólo tiene que ser reactivo a patógenos 

extrínsecos, sino que también mantener grados de tolerancia a los propios, para 

poder permanecer (Nikolich-Žugich et al., 2004).  

Figura 7| Repertorio de genes V y J de la cadena alpha en los mamíferos. 
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 mamíferos 
marinos. Imagen adaptada de Olivieri et al., 2014 y de Murphy & Weaver, 2017. 
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Si bien el número de genes V(D)J, está relacionado con la diversidad de patógenos 

que puede reconocer el sistema inmune de una especie, existen reportes en los que 

la reducción 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, está comprometida con el contexto de una especie 

(Nanda et al., 1991). 

 

 

 

 

 

 

En mamíferos, 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 

Figura 8| Repertorio de genes V (D) J de la cadena beta en los 
mamíferos. 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 
mamíferos marinos. Imagen adaptada de Olivieri et al., 2014 y Murphy 
& Weaver, 2017. 
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especies, proporcionándoles mayor inmunocompetencia, de manera que existen 

hasta 43 familias conocidas en algunos carnívoros en la cadena alpha (Figura 7) y 

30 en la beta (Martin et al., 2017) (Figura 8). Por otro lado, en comparación de los 

segmentos TRBD en los cuales se conocen dos familias TRBD1-2 y los segmentos 

de unión (J) en los que en la cadena alpha se reconocen hasta 64 familias y 2 en la 

cadena beta, los segmentos V parecen ser los principales aportadores en la 

generación de diversidad en el TCR (Lefranc, 2001). Sin embargo, a pesar de que 

el contexto determina el requerimiento del repertorio, como se explicó con 

anterioridad, se mantiene la idea de que la reducción del repertorio es una señal de 

presión patogénica menor en una especie. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9| Repertorio de genes V (D) J y pseudogenes V de la 
cadena Heavy en los mamíferos. En rojo, se muestra el repertorio 
de los genes V. En amarillo, se muestra el repertorio de genes D y en 
azul, se muestra el repertorio de genes J. Los pseudogenes V, se 
muestran en color morado.  Los puntos rojos indican a los mamíferos 
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. 
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El repertorio de las cadenas del BCR (Ig) al igual que las del TCR tiende a 

expandirse, por lo tanto, también varía entre taxones (Figura 9-11). Las cadenas del 

BCR, al no estar restringidas por el MHC directamente, exhiben repertorios más 

amplios en todas las especies; sin embargo, la diversificación y expansión de las 

familias que forman al receptor, también es resultado de su evolución, debido a que 

se hipotetiza que este receptor surgió antes que el TCR (Boehm & Bleul, 2007).  

 

 

 

 

 

 

Las familias de las cuales se diversifican los segmentos V en mamíferos diferente 

entre las órdenes y estas se extienden desde 1-16 IGHV en algunos roedores, 1-

7IGHV en humanos (Pallares et al., 1999), IGHV1-4 en algunos carnívoros (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 

Figura 10| Repertorio de genes V y J de la cadena kappa en los 
mamíferos. 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 
mamíferos 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 
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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 unión (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 expansión de un locus o 

lo deshabilita, este fenómeno se ha observado principalmente en las cadenas 

ligeras del BCR (Ig). Mientras que, en el mismo receptor en otras especies la 

expansión de una cadena ligera, se ha asociado con la compensación en la 

disminución 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, está regulado por 

el contexto ecológico de una especie (Nei & Sitnikova, 1997). Sin embargo, que el 

incremento del repertorio en los receptores TCR y BCR esta únicamente 

relacionado con la exposición patogénica en determinado hábitat es dual, debido a 

que el reconocimiento a antígenos no propios, solo es uno de los mecanismos que 

los receptores regulan (Nikolich-Zugich et al., 2004). Además, se sabe que el uso 

del repertorio está sujeto a la proximidad de los segmentos a los promotores y en 

este sentido tener un mayor número de segmentos no implica que sean utilizados 

al montar una respuesta inmune (Proudhon et al., 2015). Por lo tanto, establecer la 

competitividad inmunológica basada únicamente en el número de segmentos 

génicos V(D)J, es una aproximación deficiente.  
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1.4 Evolución de los segmentos V(D) en mamíferos  

 

Los segmentos V(D)J como se mencionó 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 duplicación y la inserción de un 

trasposon de la familia Transib (Kapitonov et al., 2005) entre los segmentos proto-

V y proto-J generó la recombinación de los sitios de reconocimiento y 

posteriormente emergió su función antigénica (Flajnik & Kasahara, 2010). Los 

eventos de duplicación subsecuentes dieron origen al proto-D (Proudhon et al., 

2015).  Adicionalmente, estos segmentos adquirieron distintas características 

ontogénicas propias de las cadenas en las que residían (Boehm, 2006). 

Figura 11| Repertorio de genes V y J de la cadena lambda en 
los mamíferos. 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 mamíferos 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. 
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Este sistema rompe los paradigmas genéticos de la selección Darwiniana, por lo 

que en cada individuo se establecen configuraciones distintas de estos genes. De 

manera que su aportación individual entre mamíferos es distinta. Además, a través 

de los mamíferos estos genes están regulados por el mecanismo de origen y 

muerte, que permite desechar genes que no son adaptables a una función 

específica o representan desventaja en el hábitat 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 aportación del repertorio entre las especies de mamíferos es distinta debido a su 

hábitat. Por lo tanto, la expansión y el ensanchamiento de los loci que forman a los 

receptores, está 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 generación de 

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

 

Cuando un organismo se desenvuelve en un hábitat que no representa estrés 

patogénico, segmentos de sus cadenas se pierden, volviéndolo incapaz a reconocer 

antígenos en vida libre (Nanda et al., 1991). Lo anterior apoya la idea de que ciertos 

hábitats pueden generar reducción 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 mencionó arriba evoluciona en cada individuo 

y como toda función fisiológica, la respuesta inmune adaptativa requiere de la 

alocación de recursos, los cuales están en competencia con otras funciones 

fisiológicas. 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 activación de la respuesta adaptativa que son costosos (Demas & Nelson, 2012).  

 

En general se acepta la idea de la heterosis, en la que ser más diverso 

genéticamente es más efectivo para el sistema inmune de las especies, al permitir 

reconocer una mayor cantidad de antígenos. Sin embargo, tener un mayor número 

de segmentos V(D)J conlleva una amplia variedad de receptores, que necesitan 

regulación. En el caso del BCR la diversidad serológica está directamente asociada 

a la coevolución con patógenos (Mantis et al., 2011). Por otro lado, la diversidad del 

TCR, además de estar asociada a la diversidad patogénica como se mencionó antes 

está restringida por el MHC (Abbas et al., 2017). En términos energéticos, la 

restricción por MHC necesita la alocación de recursos para la eliminación de células 

T autorreactivas, que a su vez están en competencia con los procesos 

inmunopatógenos, por lo cual aumentar la diversidad del MHC promueve la 

eliminación 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 patógenos como depredadores establecen niveles de oscilación 

del uso de genes, por lo que los hospederos deben adaptarse y generar alelos, a 

los que durante su historia de vida los patógenos no hayan generado resistencia. 

Este proceso es costoso, por lo que establecer procesos de tolerancia entre 

huésped y hospedero resulta más 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 reducción 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 mamíferos marinos evolucionaron a partir de diferentes mamíferos terrestres, 

los cuales regresaron al hábitat acuático debido a una falta de alimento en el hábitat 

terrestre. Existen cinco órdenes taxonómicos que contienen mamíferos marinos: los 

cetáceos y los sirenios que son completamente acuáticos, y dentro del orden 

carnívora los osos polares, las nutrias y los pinnípedos (Uhen, 2007). Los tiempos 

de evolución de estos grupos varían, siendo más antiguos para los cetáceos, y más 

recientes para los osos polares. Específicamente los pinnípedos regresaron hace 

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

El lobo marino de California (Zalophus californianus) es un pinnípedo de la familia 

Otaridae. Zalophus californianus, es una especie sexualmente dimórfica, en la que 

los machos son más grandes que las hembras y presentan una cresta sagital muy 

pronunciada. La estructura anatómica de esta especie y de los otros miembros de 

su familia le permite tener locomoción terrestre y acuática (Berta et al., 2015) (Figura 

12).   

El hábitat de Z. californianus se extiende en las costas del Pacifico oriental, desde 

Vancouver, Canadá, hasta el noreste de la península de Baja California, México, en 

donde se localizan en ambas costas de la Península de Baja California (Figura 13) 

(Szteren, 2011).  

Dire
cc

ión
 G

en
era

l d
e B

ibl
iot

ec
as

 U
AQ



41 
 

 

 

 

 

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 

mamíferos incluyendo al humano (Chinta, 2013) y perro (Canis lupus familiaris) 

(Arnason et al., 2006). Sin embargo, el nivel de compactación de su genoma es 

diferente, quizá por el porcentaje de regiones espaciadoras en el genoma de este 

pinnípedo 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 carnívoros silvestres como Z. californianus, ya que el 

perro es la divergencia más temprana en la superfamilia Canoidae que incluye a los 

pinnípedos (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 carnívoros, 42 al panda gigante, Aliuropoda 

melanoleuca, 22 a Canis lupus familiaris y 30 al gato doméstico, Felis catus (Chinta, 

2013). 

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).  

 

Dire
cc

ión
 G

en
era

l d
e B

ibl
iot

ec
as

 U
AQ



42 
 

  

 

 

 

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

 

Durante la transición del hábitat terrestre al semiacuático, la respuesta inmune de 

los pinnípedos, estuvo sometida a diversas presiones patogénicas tanto del medio 

terrestre como del acuático (Olivieri et al., 2014). Por tanto, el estudio de la 

respuesta inmunológica de los pinnípedos resulta interesante en términos 

comparativos con especies terrestres. Sin embargo, a la fecha, es relativamente 

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

 

Figura 13| Zona de la toma de muestra de Z. californianus en 
este estudio. El mapa muestra la zona de recolección de las 
muestras de este trabajo en el círculo rojo, Isla granito en donde 
originalmente se caracterizaron todos los alelos del MHC de Z. 
californianus. Imagen tomada de: Szteren et al., 2006. 
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En términos anatómicos, los órganos linfoides primarios y secundarios de Z. 

californianus son iguales a los de otros mamíferos marinos y terrestres. Sin 

embargo, sus requerimientos son distintos debido a que están sometidos a distintos 

niveles de presión durante su buceo, lo que deriva en la oscilación constante de 

niveles de oxígeno en el torrente sanguíneo, lo cual sugiere que la fisiología 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 inmunológica de los mismos, y también se ha 

investigado la relación de varios polimorfismos genéticos con la progresión 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 relevancia inmune que se han estudiado más en 

esta especie es el complejo mayor de histocompatibilidad clase II (ZacaDRB) lo que 

ha proporcionado conocimiento sobre la respuesta inmune adaptativa de este 

pinnípedo, debido a la alta variabilidad del MHC clase II en esta especie y su 

mecanismo atípico 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), así como con la disminución en la respuesta 

inflamatoria inespecífica (Montano-Frías et al., 2016). También se ha reportado que, 

contrario a lo que predice la teoría 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 

inmunopatología (Acevedo-Whitehouse et al., 2018).  
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1.6 Técnicas genómicas de nueva generación en inmunología 

 

El estudio de los receptores antigénicos de Z. californianus se ha enfocado 

principalmente en la cuantificación 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 organización génica del receptor 

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

 

La mayoría de las moléculas que orquestan las funciones inmunes de diversos 

organismos se descubrieron debido al alcance de técnicas como el 

radioinmunoanálisis, la inmunoprecipitación y la hibridación in situ. Sin embargo, a 

medida que el entendimiento de la respuesta inmune avanzó, las técnicas proteicas 

y moleculares mostraron ser más prometedoras, por lo tanto se comenzaron a 

utilizar para ampliar nuestro entendimiento sobre el estudio del sistema inmune 

(Murphy & Weaver, 2017). 

 

Las herramientas genómicas han contribuido al progreso en general de la ciencia y 

por consecuente al estudio sistema inmune (Mori et al., 2013). En general las 

características genómicas del sistema inmune son de gran relevancia, porque 

cambios en la secuencia de los genes derivan en variaciones fenotípicas que 

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

 

Actualmente, las técnicas genómicas de nueva generación permiten desde el 

estudio de la expresión génica de una célula individual hasta el estudio de dominios 

de asociación topológica en una célula única (TADs) (Proudhon et al., 2015). Las 

técnicas de secuenciación masiva pueden reflejar todo aquello que se transcribe en 

un sistema en determinado momento y bajo ciertas condiciones o la regulación 

transcripcional bajo diferentes condiciones (Mori et al., 2013). Por otra parte, la era 

de la genómica, le ha permitido a la inmunología, conocer el repertorio de genes 

involucrado, en el desarrollo, ecología y evolución de la respuesta inmunológica 
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(Longo et al., 2014). Sin embargo, existen otras técnicas como la rápida 

amplificación de terminación de cDNA (RACE), que permite conocer la organización 

molecular de distintos genes, incluso en especies de las que no se tiene anotación 

genómica (Yeku & Frohman, 2011) y con base a ésto, también permite la 

comparación filogenética de las características de un gen (Guo et al., 2011).  

 

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

mediante técnicas Bioinformáticas  

 

Los receptores de los linfocitos T y B son los principales orquestadores de la 

respuesta adaptativa de vertebrados. Durante su desarrollo su configuración 

genética cambia, lo cual les confiere especificidad clonal y a su vez genera memoria 

inmunológica, a través de la cual promueven la activación de efectores innatos 

(Abbas et al., 2017). Aunque los receptores TCR y BCR (estos últimos llamados Ig) 

no sólo reconocen antígenos foráneos sino también propios, el estudio de su 

diversidad está 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 varía de individuo a individuo. 

El repertorio de los receptores antigénicos es un reflejo directo del estado 

inmunológico de un individuo. Sin embargo, debido a la alta variabilidad de los 

segmentos génicos 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 había 

estudiado y caracterizado el repertorio V(D)J en especies modelo para las que el 

genoma está anotado, como el ratón y el humano, debido a que se conocían las 

secuencias de los sitios de recombinación (RSS; por sus siglas en inglés), y por lo 

tanto se podía estudiar la funcionalidad de los transcritos después del 

reordenamiento somático (Murphy & Weaver, 2017). Sin embargo, también se 

estudió la evolución de las multifamilias de segmentos V(D)J en estas especies (Nei 
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& Sitnikova, 1997; Balakirev & Ayala, 2003), lo que permitió determinar cuáles 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 análisis bioinformático, ahora permite la 

caracterización de estos receptores en otras especies, así como el modificar las 

bases de datos existentes para establecer reglas de repertorio y análisis de 

ontogenia más robustos (Lefranc et al., 2014). Por otro lado, otros programas fueron 

propuestos para adaptar los análisis 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 estándares, como 

el 5’ RACE, la secuenciación de nueva generación ha permitido nuevas 

aproximaciones para el estudio del repertorio, como la PCR Multiplex y el 

enriquecimiento de flancos (Rosati et al., 2017). Normalmente estas técnicas 

permiten caracterizar los receptores de especies no anotadas, , sin embargo, el 

diseño experimental por lo general está 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 anotación.  

En el presente capítulo se presenta el diseño experimental que permitió la 

caracterización de las cadenas de los receptores TCR y BCR en especies sin 

genoma de referencia.  Mediante la técnica 5’ RACE se optimizó el número de las 

lecturas obtenidas por secuenciación multiplex, y se evitaron desajustes en el 

análisis de los datos, mediante una clusterización previa al análisis de las lecturas 

con las de otras especies.  
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Justificación 

 

El sistema inmunológico ha evolucionado en distintos organismos para poder cubrir 

los requerimientos patogénicos y de tolerancia en cada hábitat, por lo cual se 

considera un carácter de historia de vida (Demas & Nelson, 2012). La evolución del 

sistema de sofisticación en los TCR y BCR ha permanecido como el Big Bang 

inmunológico, no sólo por la presencia de sitios hipervariables en estos genes que 

permiten un polimorfismo sin precedentes en el resto del genoma, sino además 

porque su ontogenia sigue rigurosos controles de calidad, mediados en un principio 

por la historia evolutiva del hospedero, coevolución con patógenos 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 expansión de ciertos locus de los receptores TCR y BCR, sigue la tendencia 

hacia el reconocimiento de epítopos específico, en donde la expansión en los loci 

del BCR representa una inclinación hacia las respuestas humorales, mientras que 

la expansión de los loci del TCR indica una inclinación hacia las respuestas 

celulares (Olivieri et al., 2014). Es por ésto que estudiar la evolución de los 

receptores linfocitarios puede proveer de conocimiento sobre la selección positiva 

de genes V, D, J e, incluso, C, y su relación con la susceptibilidad a patógenos y la 

progresión de enfermedades (Proudhon et al., 2015). La alta diversidad de estos 

receptores en los vertebrados, ha llevado al estudio de su asociación en perfiles de 

patologías. Sin embargo, a la fecha nuestro entendimiento sobre la evolución del 

TCR y BCR es limitado debido a que está centrado en humanos y modelos animales 

experimentales, lo cual no permite tomar en cuenta ni el contexto evolutivo ni el 

contexto ecológico que dieron lugar a los receptores en diferentes grupos 

taxonómicos (Boehm et al., 2006).  

 

Dire
cc

ión
 G

en
era

l d
e B

ibl
iot

ec
as

 U
AQ



48 
 

En el contexto del cambio ambiental global, y el incremento en el número de 

enfermedades infecciosas (Jones et al., 2008), el estudio de los receptores 

linfocitarios en organismos de vida libre es cada vez más relevante, sobre todo en 

aquellos que por sí solos son un modelo inmunológico, como Z. californianus, que 

recientemente se ha propuesto como modelo de estudio del desarrollo de 

carcinogénesis (Browning et al., 2015). Además de su alta tolerancia a parásitos 

intestinales (Acevedo-Whitehouse et al., 2006) y su susceptibilidad genética a 

Leptospira interrogans (Acevedo-Whitehouse et al., 2018) y a otros patógenos (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). Lo anterior podría tener 

relevancia biomédica, debido a que los receptores TCR y BCR son efectores 

directos o reguladores de segundos mensajeros inmunes durante la transformación 

oncogénica y la exposición a helmintos y bacterias (Murphy et al, 2017).  

 

Estudiar los receptores antigénicos de los linfocitos de Z. californianus es importante 

desde una perspectiva ecológica y evolutiva, debido a que en el caso del TCR, éste 

co-evoluciona con el MHC II (Castro et al., 2015), el cual, en Z. californianus, es 

altamente polimórfico, con respecto a otros mamíferos, y tiene un mecanismo muy 

poco común para generar dicha diversidad (Bowen et al., 2004). Por este motivo es 

que tenemos razones para creer que surgieron eventos de duplicación en estos 

receptores, proporcionales a la expansión del MHC II, como se ha reportado para 

otros mamíferos (Olivieri et al., 2014; Li et al., 2018).   
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Preguntas de investigación 

 

¿Cuáles segmentos génicos V(D)J en los receptores TCR y BCR de Zalophus 

californianus son únicos de esta especie y cuáles segmentos comparte con otros 

mamíferos carnívoros?  

 

¿Cómo es la estructura tridimensional de los receptores TCR y cuál es su relación 

estructural con las moléculas del MHC de Zalophus californianus? 
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III. Objetivos 

 

Objetivo general  

Caracterizar genéticamente los receptores TCR y BCR de Zalophus 

californianus. 

 

      Objetivos específicos 

1. Describir la composición 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 mamíferos carnívoros.     

3. Definir la estructura tridimensional putativa de los receptores TCR y BCR de     

Zalophus californianus. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dire
cc

ión
 G

en
era

l d
e B

ibl
iot

ec
as

 U
AQ



51 
 

IV. Metodología 

 

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 investigación “Patrones espacio-temporales 

de la diversidad de receptores antigénicos y efectores inmunes de Z. californianus 

una aproximación eco-inmunogenómica” (Proyecto 446 del programa Fronteras de 

la Ciencia). Estas muestras consistían en capa leucocitaria colectada después de la 

centrifugación (3200 rpm por 10 minutos) de 8 ml de sangre periférica preservada 

con heparina de sodio que había sido colectada de la vena glútea caudal de crías 

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 Autónoma de Querétaro. El trabajo de colecta de 

muestras fue realizado por miembros del Laboratorio de Plasticidad Inmune y 

Ecoepidemiología Molecular, y las muestras forman parte del banco de muestras de 

ese laboratorio. 

 

2.2 Extracción 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 criocongelación hasta su 

análisis, 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 proporción de 500µl/1ml de 

Trizol. La muestra se precipitó con isopropanol, se lavó con etanol al 70% y se eluyó 

en 20µl de H2O DEPC (10977035; Invitrogen, EEUUA). La integridad del RNA (RIN, 

por sus siglas en inglés) se determinó mediante espectrometría en un Nanodrop 

(ND-2000; ThermoFisher, EEUUA) y mediante visualización 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 Retrotranscripción de cDNA de muestras de RNA de Z. californianus 

 

Se utilizó 1µg de RNA total para realizar la retrotranscripción. Para ésto, fueron 

adicionados 2µl de gDNAWipeout Buffer 7x (205310; QIAGEN, EEUUA) y se llevó 

con H2O DEPC (10977035; Invitrogen, EEUUA) a un volumen final de 14 µl antes 

de incubar la reacción por 2 min a 42°C.  

 

Posteriormente, fueron agregados a la reacción 1µl de Quantiscript Reverse 

Transcriptase (205310; QIAGEN, EEUUA), 4 µl de Quantiscript RT Buffer 5x 

(205310; QIAGEN, EEUUA), 1µl de RT Primer Mix (205310; QIAGEN, EEUUA) e 

incubamos los 20 µl de la reacción durante 15 min a 42°C. Finalmente inactivamos 

la transcriptasa a 95°C durante 3 min. Todo se realizó conforme a las instrucciones 

del producto (205310; QIAGEN, EEUUA).   

 

Para determinar la cantidad de cDNA que se utilizaría en cada reacción de PCR de 

punto final, fue determinada la cantidad y calidad del ADNc en el Nanodrop (ND-

2000; ThermoFisher, EEUUA), y se generaron alícuotas para usar 1µg/µl en cada 

reacción.  

 

2.4 Diseño racional de oligonucleótidos cebadores para especies no modelo  

 

Se realizó una búsqueda en la base de secuencias de GenBank 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) reportadas para TCR-alpha, TCH-beta, IGH e IGL 

de mamíferos carnívoros, para realizar el diseño de oligonucleótidos 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 más grandes para buscar los sitios más conservados entre los 

mamíferos disponibles utilizando el programa de la Universidad de Santa Cruz de 

California (https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway). Se utilizó el algoritmo 

blastz y encadenamiento de redes (Schwartz, 2003). Las alineaciones de pares se 

realizaron de forma múltiple utilizando el programa var_multiz (Blanchette, 2004) de 

acuerdo con la topología: ((canFam2 hg17) (mm6 rn3)). La determinación del grado 

de conservación entre especies se asignó con phastCons, basado en el modelo 

probabilístico de phylo-HMM (Siepel & Haussler, 2005; Siepel et al., 2005), el cual 

describe el proceso de sustitución de DNA en cada sitio en un genoma como la 

forma en que este proceso cambia de un sitio a otro (Figura 14).  

 

 

 

 

 

 

Figura 14| Esquematización de la selección de las regiones conservadas 
para el diseño de oligonucleótidos cebadores. La imagen ejemplifica la 
selección de las zonas para el diseño de los oligonucleótidos, basados en las 
regiones contantes más conservadas de cada cadena del genoma de Canis 
lupus familiaris 3.1.  
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Se seleccionaron las coordenadas de los sitios más conservados para cada cadena 

entre especies, y con base en ello se diseñaron los oligonucleótidos cebadores 

Forward y Reverse (Tabla A1; Material Anexo) con la herramienta Primer-Blast de 

NCBI (Untergasser et al., 2012). Finalmente fueron seleccionados aquellos 

oligonucleótidos que amplificaran secuencias específicas y que eran 

complementarios a las secuencias de más de una especie de mamífero carnívoro.  

 

2.5 Estandarización de la amplificación por PCR de punto final en cDNA de 

Z. californianus  

 

Se estandarizó la PCR de punto final en las muestras de ADNc.  La temperatura de 

fusión (Tm, por sus siglas en inglés) óptima para cada par de oligonucleótidos 

cebadores diseñados fue determinada por PCR de punto final de gradiente (Tabla 

A1; Material Anexo). Las reacciones contenían a 1µg/µl 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 µM; sintetizados 

por OligoT4, México), (Tabla A1; Material Anexo), H2O bidestilada (10977035; 

Invitrogen, EEUUA)  y ADN Taq Polymerasa (5 U/µl; 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 

Anexo). Las bandas de pesos esperados y únicas se secuenciaron y se 

caracterizaron por alineamiento. De esta manera se identificaron las temperaturas 

óptimas de hibridación de los cebadores diseñados (Tabla A1; Material Anexo).  
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Los cebadores seleccionados para usarse como cebadores específicos 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 seleccionó el par de cebadores Lambda-A para realizar el 

protocolo RACE, mientras que Lambda-B y Lambda-C para ser cebadores 

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

 

2.6 Preparación del ARN para la rápida amplificación del extremo 5’/3’ del 

cDNA 

 

2.6.1 Desfosforilación del ARN para la rápida amplificación de los extremo 5’/3’ del 

cDNA 

 

El ARN total usado fue obtenido con el protocolo descrito en el punto 2.2 

Desfosforilamos 2 µg de ARN adicionándole 1 µl de Fosfatasa Alcalina de intestino 

de ternero (CIP 10 U/µl; L1500-01; Invitrogen, EEUUA), 1µl de 10X Buffer CIP 

(L1500-01; Invitrogen, EEUUA), con H2O DEPC se llevó a 9 µl y se protegió la 

reacción de la acción de ARNasas con 1µl RNAseOut (40 U/µl; L1500-01; 

Invitrogen, EEUUA). La reacción se incubó a 50°C durante 1 hora en baño María 

(Figura 15). 
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2.6.2 Precipitación del ARN para la rápida amplificación de los extremo 5’/3’ del 

cDNA 

 

Para precipitar el ARN posterior a la desfosforilación se agregaron 90 µl de H2O 

DEPC y 100 µl de Phenol:Chloroform:Alcohol-Isoamílico (25:24:1) 8-

hidroxiquinoleína 0.1% y se obtuvo la fase acuosa después de centrifugar a 

temperatura ambiente durante 5 min a máxima velocidad. La fase acuosa se 

trasladó a un microtubo de 1.5, se le adicionarón 2µl de glicógeno de mejillón (10 

mg/ml), 10µl de acetato de sodio (3M; pH 5.2) y etanol al 95% y se obtuvo el pellet 

de ARN al centrifugar a máxima velocidad por 20 min a 4°C. Por último, el pellet de 

ARN se limpió con etanol al 70%, se centrifugó a máxima velocidad durante 5 min 

a 4°C y se dejó secar a temperatura ambiente durante 2 min para finalmente ser 

eluido en 7 µl de H2O DEPC, (Figura 15). Todos los reactivos utilizados fueron del 

kit comercial Gene Racer (L1500-01; Invitrogen, EEUUA). 

 

2.6.3 Decapitación del ARN para la rápida amplificación de los extremo 5’/3’ del 

cDNA 

 

Al ARN obtenido después de la desfosforilación y precipitación, se le descapuchó 

con 1 µl de pirofosfatasa ácida de tabaco (TAP, 0.5 U/µl), 1µl de buffer 10X TAP), y 

se protegió la reacción de las ARNasas con 1µl de RNAseOut (40 U/µl). La reacción 

se incubó a 37°C durante 1 h en baño María. El ARN descapuchado se precipitó 

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 Ligación de Oligo 5’ al ARN para la rápida amplificación del extremo 5’/3’ del 

cDNA 

 

Se adicionó el ARN descapuchado a un tubo con cebador de ARN liofilizado [5’-

CGACUGGAGCACGAGGACACUGACAUGGACUGAAGGAGUAGAAA-3’], 0.25µg 

y la reacción fue homogenizada mediante pipeteo antes de incubar a 65°C durante 

5 min en baño María para prevenir la formación de estructuras secundarias. 

Posterior a la incubación adicionamos 1µl buffer de ligasa 10X, 1 µl de ATP 10 mM, 

1 µl de RNA ligasa T4 (5 U/µl) y se protegió la reacción de ARNasas con 1 µl 

RNAseOut (40 U/µl). La reacción se incubó a 37°C durante 1 h en baño María. 

Finalmente, se obtuvo el ARN mediante la precipitación 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 Retrotranscripción del ARN para la rápida amplificación de los extremo 5’/3’ 

del cDNA 

 

Después de obtener el RNA ligado al oligo de RNA, se procedió a retrotranscribirlo 

para obtener el RNA mensajero, para lo cual adicionamos en el primer paso 1µl de 

Oligo dT [5’-GCTGTCAACGATACGCTACGTAACGGCATGACAGTG(T)24-3’] (50 

µM; L1500-01; Invitrogen, EEUUA), 1µl  de mix de dNTPs 10mM (10 mM dATP, 10 

mM dGTP, 10 mM dCTP, 10 mM dTTP; L1500-01; Invitrogen, EEUUA) y 1µl de H2O 

DEPC (L1500-01; Invitrogen, EEUUA) . Se incubaron las reacciones a 65°C durante 

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

 

En el segundo paso se adicionaron al homogenizado del primer paso 4 µl de buffer 

SuperScript 5X (L1500-01; Invitrogen, EEUUA), 1 µl de DTT (1M Ditiotreitol; L1500-

01; Invitrogen, EEUUA), 1 µl de RT SuperScript III (200 U/µl; L1500-01; Invitrogen, 

EEUUA) y se protegió la reacción de RNAsas con la adición 1 µl de RNAseOut (40 
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U/µl; L1500-01; Invitrogen, EEUUA). La reacción 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 agregó 1 µl de RNAsa H (2 U; L1500-01; 

Invitrogen, EEUUA) y se incubó durante 20 min  a 37°C para hidrolizar y eliminar el 

ARN de una sola cadena, no sintetizado a ADN complementario (Figura 15).  

 

 

 

 

 

 

2.7 Rápida amplificación de los extremo 5’/3’ del cDNA.  

2.7.1 PCR Touchdown para las cadenas heavy y lambda del BCR, y Beta TCR. 

 

Se llevó a cabo la amplificación 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 

µl del cebador GeneRacer 5’/3’ 5’GeneRacer [5′-

CGACTGGAGCACGAGGACACTGA-3′], (10 µM; N150-50; Invitrogen, EEUUA), 

3’GeneRacer [5′-GCTGTCAACGATACGCTACGTAACG-3′], (10 µM; N150-30;  

Figura 15| Esquematización del protocolo general del protocolo de RACE. 
El punto 1 hace referencia al proceso de desfosforilación descrito en 2.2.6. El 
segundo punto hace referencia al proceso de desfosforilación del inciso 2.6.2 Los 
siguientes puntos son descritos en los incisos 2.6.3, 2.6.4 y 2.6.5 
respectivamente. 
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Invitrogen, EEUUA) 2.25 µl cebador gen-especifico Reverse/Forward (10µM; 

OligoT4, México) (Tabla A1; Material Anexo), buffer Pfu 10X (EP0501; Fermentas, 

EEUUA), 0.75 µl 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/µl; 

EP0501; Fermentas, EEUUA) y se llevó a 25 µl con H2O bidestilada (10977035; 

Invitrogen, EEUUA).  

 

Se programaron las reacciones de PCR acorde a las Tms específicas de cada par 

de cebadores (Figura 16) y se corrieron los productos amplificados 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). 

Brevemente, esto significó 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 líquido resultante 

por una esquina del papel parafilm. 

 

 

 

 

Figura 16| Esquematización del protocolo general de la PCR Touchdown. 
En la imagen se muestra el programa de Touchdown que se realizó durante el 
presente estudio ajustado a las enzimas Pfu 2.5 U/µl; EP0501; Fermentas, 
EEUUA Fermentas, Phusion High-Fidelity ADN polimerasa (2 U/µl; M0530S; 
BioLabs, UK) y a los cebadores específicos 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 realizó la amplificación 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 µl del cebador GeneRacer 5’/3’ 

5’GeneRacer (N150-50;  Invirogen, EEUUA), [5′-

CGACTGGAGCACGAGGACACTGA-3′] 3’GeneRacer (N150-30;  Invirogen, 

EEUUA), [5′-GCTGTCAACGATACGCTACGTAACG-3′]. 1.5µl del cebador gen-

especifico Reverse/Forward (10µM; OligoT4, México) (Tabla A1 ; Material Anexo), 

5µl de buffer Phusion HF 5X  con  MgCl2 (7.5mM; 2 U/µl; M0530S; BioLabs, UK), 

0.5 µl de mix de dNTPs 10mM (10 mM dATP, 10 mM dGTP, 10 mM dCTP, 10 mM 

dTTP; 18427013; Invitrogen, EEUUA), 0.5µl DMSO (100X; M0530S; BioLabs, UK), 

0.5 µl de Phusion High-Fidelity ADN polimerasa (2 U/µl; M0530S; BioLabs, UK) y se 

llevó a 25 µl con H2Odd (10977035; Invitrogen, EEUUA).  

 

Se ajustó el programa de PCR acorde a la Tm específica 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 utilizó 1 µg de la muestra de la PCR Touchdown para re-amplificar 

específicamente las cadenas Heavy, Lambda y Beta. Se modificó el protocolo de 

PCR de punto final para cada par de cebadores (Tablas A2; ; Material Anexo). 

Fueron adicionados a la muestra 2.5 µl de de buffer de ADN polimerasa 

10X(10342053; Invitrogen, EEUUA ), 0.5 µl  de mix de dNTPs 10mM (10 mM dATP, 

10 mM dGTP, 10 mM dCTP, 10 mM dTTP; Invitrogen), 0.75 µl  de MgCl2 (10342053; 

Invitrogen, EEUUA), 0.5 µl 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 µl del cebador 

anidado gen-especifico  Reverse/Forward (10µM; OligoT4, México), 0.25 µl de ADN 

polimerasa recombinante (10342053; Invitrogen, EEUUA) y se llevó a 25 µl con H2O 

bidestilada(10977035; Invitrogen, EEUUA).  

 

Se modificó el programa de PCR de acuerdo a la Tm específica 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. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17| Esquematización del protocolo general de la PCR Anidada. En la 
imagen se muestra el programa de Touchdown que se realizó durante el 
presente estudio ajustado a la enzima ADN polimerasa recombinante 
(Invitrogen) y a los cebadores específicos 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 realizó una PCR anidada con lo que se obtuvieron bandas de con 

mayor concentración 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 enriqueció 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 utilizó más de un par de cebadores para realizar PCR 

anidada, aunque las reacciones se hicieron individualmente los cebadores 

hibridaron en sitios muy cercanos.   

 

2.9 Obtención de bandas únicas por PCR anidada para la secuenciación de 

los productos del protocolo de 5´/3’ RACE 

 

2.9.1 PCR punto final para obtener bandas únicas de las cadenas heavy y lambda 

del BCR, y alpha y beta del TCR 

 

Se utilizó 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 µl de 10X 

buffer de ADN polimerasa (10342053; Invitrogen, EEUUA ), 0.5 µl  de mix de dNTPs 

10mM (10 mM dATP, 10 mM dGTP, 10 mM dCTP, 10 mM dTTP; Invitrogen), 0.45 

µl  de MgCl2 (10342053; Invitrogen, EEUUA), 0.25 µl 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’], 0.25µl del cebador anidado 

gen-especifico  Reverse/Forward (10µM; OligoT4, México), 0.15µl de ADN 

polimerasa recombinante (10342053; Invitrogen, EEUUA) y se llevó a 15 µl con H2O 

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 únicas por el protocolo de Frezee and 

Squezee (Tautz & Renz., 1983). 

 

Se obtuvieron bandas únicas, que fueron re-amplificadas para cada cadena y 

secuenciadas, debido a que no se conocían 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 A17A-H; Material 

Anexo), pertenecientes a las muestras B12, B3, B8, B17, B10, B3 y B1 (Figura A10; 

Material Anexo). Finalmente se determinó 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 A11; 

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 única 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 Clonación para obtener bandas únicas 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 confirmó la inserción del producto mediante PCR de 

colonia específica, con los cebadores M13 del Kit de pCR®4TOPO (K457502; 

Invitrogen, EEUUA) y restricción con 10X RE Buffer (FD0275; Invitrogen, EEUUA) 

y EcoRI (10 U/µl; FD0275; Invitrogen, EEUUA) y se purificaron las colonias por 

miniprep (Pederson, 2015) (Figura A18; Material Anexo). 

 

2.11 Secuenciación tipo Sanger de los productos del protocolo de 5´/3’ 

RACE  

 

Las muestras derivadas de la purificación de bandas, para prueba de cebadores, 

extracción de plásmidos y RACE se secuenciaron en Macrogen Inc. (Beotkkot-

ro, Geumcheon-gu). Se generaron las secuencias consenso con la herramienta de 

secuencia consenso del menú de alineamiento del program BioEdit, versión 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 versión 2.11.  

 

2.12 Análisis bioinformático de las secuencias obtenidas por secuenciación 

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

 

Se alinearon las secuencias de nucleótidos en la herramienta básica de búsqueda 

de alineación local BLAST del Centro Nacional de Información Biotecnología NCBI 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Fueron seleccionadas aquellas secuencias 

que alineaban con secuencias de cadenas alpha, beta, heavy o lambda de otros 

mamíferos y se verificó de nuevo la calidad de la secuencia en BioEdit, versión 
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7.0.5.3 para analizarla. Finalmente se determinó el tamaño de los amplicones 

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

 

2.13 Análisis estadístico de los tamaños de los receptores  

 

Todo el análisis estadístico fue realizado en R versión 3.6. Específicamente, se 

utilizó una ANOVA para comparar el tamaño 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 Secuenciación de nueva generación de los productos del protocolo de 

5´/3’ RACE  

 

Basados en los fragmentos del protocolo de RACE, se generaron bibliotecas para 

realizar secuenciación de nueva generación con ellas. Previo a ésto fue evaluada 

una muestra de la cadena alpha y por fluorescencia se identificaron fragmentos de 

tamaños que no se habían observado en el gel de agarosa o en la secuenciación 

Sanger (Figura A14-A; Material Anexo). 

 

Previamente a la secuenciación de nueva generación, 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 trabajó con las muestras AA: TRA, BB: TRB, HH: IGL, LL: IGL (Figura 

A15; Material Anexo), a las cuales se les ligó un código 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 Secuenciación por Síntesis (SBS), del sistema Illumina MiSeq tipo 
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nano, con la profundidad de 2x250, en la unidad de secuenciación del Laboratorio 

Nacional de Genómica Laboratorio Nacional de Genómica CINVESTAV (Irapuato, 

Guanajuato). Se caracterizaron en promedio 1,325,091 lecturas entre 35 pb y 

10,380 pb por muestra con secuenciación de nueva generación, de las cuales la 

distribución de puntuación de calidad fue en promedio de 20 Phreds por muestra 

(Figura A14C-D; Material Anexo). 

 

2.15 Análisis bioinformático de las secuencias obtenidas por secuenciación 

de nueva generación de los productos del protocolo de 5´/3’ RACE  

 

Las lecturas derivadas de la secuenciación se sometieron a un análisis de calidad 

con el programa Trimmomatic versión 0.36.6 (Bolger et al., 2014), con el cual se 

recortaron los nucleótidos de baja calidad (Figura 18). Posteriormente las lecturas 

se ensamblaron usando el programa Trinity (Beta) versión 0.0.1 (Haas et al., 2013), 

(Figura 19).  

 

 

 

 

 

 

Figura 18| Esquematización del control de calidad para las lecturas 
derivadas de la secuenciación de nueva generación. A) la gráfica de las 
lecturas antes de eliminar las pb de poca calidad. B) la gráfica de las lecturas 
después de la eliminación de las pb de poca calidad. En las gráficas 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 óptima. Los gráficos 
se generaron mediante archivos Fastq, en el programa FastQC versión 0.11.3.  
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Para establecer cuales lecturas eran secuencias TCR e Ig, realizamos un análisis 

de componentes para las lecturas AA, BB, HH y LL en conjunto con secuencias TCR 

e Ig de otros carnívoros y mamíferos marinos (Texto A24; Material Anexo). 

Adicionalmente se agregamos otras secuencias con dominios de la súper familia de 

inmunoglobulinas con las cuales los receptores TCR e Ig comparten dominios 

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

 

 

 

 

 

 

Figura 19| Diagrama de flujo del funcionamiento de Trinity (Beta). El 
diagrama muestra las tres etapas de análisis de Trinity (Beta). En Inchworm las 
lecturas son reconocidas y extendidas complementariamente mediante valores 
de k-mer. En Chrysalis, las lecturas se agrupan por sobreposición y 
emparejamientos por valores de k-mer. Por último, en Butterfly los transcritos se 
ensamblan y se identifican las posibles variantes de splicing.  
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Para el análisis 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 análisis de componentes principales de la 

matriz de distancia con el programa Mothur (Schloss et al., 2009). Para generar el 

gráfico de componentes principales se usaron los valores obtenidos de la matriz de 

distancias y coordenadas de componentes principales, los cuales fueron gráficados 

en dos planos (PC1) y (PC2) con el paquete ggplot2 en RStudio versión 3.6.0 y se 

seleccionaron las secuencias que se trasponían a los puntos de las secuencias TCR 

e Ig de otras especies (Script A25; Material Anexo). El método de clusterización que 

se utilizó fue denominado Eco-Ig.  

 

Las secuencias fueron filtradas a partir de una lista en Samtools versión 1.9 

construido en conda (Python 3) (Script A26; Material Anexo). Finalmente, después 

de procesar con IgDiscover (Script A26; Material Anexo) fue determinado el tamaño 

en pares de bases de cada cadena, ahora por secuenciación de nueva generación 

(Figura A16; Material Anexo).   

 

2.16 Análisis estadístico de los valores E del análisis de secuencias de 

nueva generación 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 tamaño 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 versión 3.6.0, por prueba T de 

student.  

 

Las frecuencias de cada gen V(D)J se calcularón con base en el porcentaje de 

contribución de cada gen, al número total del repertorio. Finalmente estas 

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

BCR (Ig)  

 

Se analizaron las secuencias de Zalophus californianus obtenidas mediante 

secuenciación tipo Sanger y de nueva generación así 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 Análisis 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 carnívoros 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 mamíferos marinos de las 

ordenes Cetacea y Sirenia  (D. leucas, L. vexillifer, T. truncatus, O.orca, T. manatus, 

L. acutus). Los árboles se construyeron únicamente con secuencias funcionales de 

los segmentos V, los pseudogenes y ORFs se eliminaron en este análisis. Mientras 

que en el análisis entre el repertorio de los segmentos DJ, de los receptores TCR y 

BCR de Z. californianus, los pseudogenes y ORFs se incluyeron en la construcción 

de los árboles.  

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 búsqueda heurística se 

obtuvo automáticamente por los algoritmos de Neighbor-Join y BioNJ, a partir de 

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

al., 2018). 

 

2.19 Distribución geográfica 

 

Se obtuvo la distribución geografía 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 gráficaron las 

coordenadas usando los paquetes ggplot2, dplyr, rgbif, sp, countrycode y 

CoordinateCleaner en R versión 3.6. 

 

2.20 Caracterización de las secuencias de aminoácidos de las cadenas de 

los receptores TCR y BCR 

 

De las secuencias de nucleótidos caracterizadas por el programa IgDiscover, fueron 

seleccionadas aquéllas que contaban con las zonas Framework 1, 2, 3 y CDR 1, 2 

y 3. Posteriormente fueron alineadas y se generó una secuencia consenso con el 

programa BioEdit, versión 7.0.5.3, para después correrla de nuevo en el programa 

IgDiscover y generar una secuencia de aminoácidos única para cada cadena. 

 

2.21 Modelado de los receptores TCR y BCR 

 

Se obtuvo el consenso de secuencias de aminoácidos de cada cadena de los 

receptores de Z. californianus para después parearlas y generar secuencias de 

aminoácidos lineal de los receptores TCR (alpha/beta), BCR (heavy/lambda) y MHC 
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II (DRBA). Posteriormente fueron predichas las estructuras tridimensionales de los 

receptores usando un enfoque jerárquico, basado en plantillas estructurales del 

repertorio de Protein Data Bank (http://www.wwpdb.org/), mediado por la 

aproximación LOMETS de modelos atómicos de longitud completa construidos por 

simulaciones de ensambles interactivos, los cuales mediante enhebración logran 

proponer modelos 3D funcionales. Finalmente, de los modelos resultantes se eligió 

el modelo que tuviera una puntuación con un rango entre -5 y -2, la cual permitió 

estimar la calidad de cada modelo (Figura A20A, A21A y A22A; Material Anexo).   

Para el uso de los subprocesos anteriormente desglosados se utilizó el programa I-

TASSER (Yang et al., 2015). 

 

2.22 Análisis de calidad de las estructuras tridimensionales 

 

Se evaluó la contribución energética entre los ángulos diédricos contra los residuos 

de aminoácidos en la estructura de cada proteína. 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 resolución de 2.5 A de rayos X. Las ocurrencias en los ángulos Phi 

y Psi para todas las categorías (Prolina, Pre-Prolina y Glicina), se determinaron por 

el número de pares en los espectros Phi/Psi observados en las líneas de contorno 

(Figura A20B, A21B y A22B; Material Anexo).  

Complementario al análisis de arriba, se estimó 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 puntuación Z de QMEAN, para 

estimar la concordancia entre la estructura del modelo y las estructuras 

experimentales de tamaños similares y su potencial de solvatación y potencial de 

ángulo de torsión (Figura A20D, A21D, A22D; Material Anexo). Finalmente, se 

comparó la calidad de los componentes individuales de los modelos obtenidos por 
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la comparación con otras estructuras similares a nivel de residuos con los valores 

normalizados QMEAN (Figura A20C, A21C, A22C; Material Anexo). Los 

subprocesos listados en los párrafos 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 

secuenciación Sanger 
 

Las secuencias de la cadena beta mostraron el 85% de identidad nucleotídica entre 

sí (Figura 20). Las secuencias de la cadena heavy tuvieron un porcentaje de 

identidad ligeramente más alto 88% (Figura 21). Por otro lado, la identidad entre 

secuencias nucleotídicas de la cadena lambda no pudo llevarse a cabo, debido a la 

falta de información obtenida para esta cadena, como se menciona en la sección de 

Metodología de la tesis (Figura 22). 
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Figura 20| Identidad en la secuencia nucleotídica de las secuencias 
caracterizadas por secuenciación Sanger de la cadena beta. Las secuencias se 
alinearon por el método de alineamiento de secuencias múltiples (MUSCLE) y se 
visualizó en el programa Jalview versión 2.11.0, los colores en el gráfico indican la 
conservación de los nucleótidos entre secuencias, el apartado de consensos muestra 
la secuencia consenso. Las abreviaciones TRB seguidas de un número, corresponden 
a los identificadores de las muestras de las cuales se caracterizó la secuencia. 
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Figura 21| Identidad en la secuencia nucleotídica de las secuencias 
caracterizadas por secuenciación Sanger de la cadena heavy. Las secuencias se 
alinearon por el método de alineamiento de secuencias múltiples (MUSCLE) y se 
visualizó en el programa Jalview versión 2.11.0, los colores en el gráfico indican la 
conservación de los nucleótidos entre secuencias, el apartado de consenso muestra 
la secuencia consenso. Las abreviaciones IGH seguidas de un número, corresponden 
a los identificadores de las muestras de las cuales se caracterizó la secuencia.  

 

 

 

 

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 

del lobo marino de California. El marcador de peso molecular está indicado por (GR).  
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3.2 Caracterización de secuencias alpha/beta,heavy/lambda del TCR y 

BCR(IG) por secuenciación de nueva generación  

 

De las bibliotecas generadas por secuenciación de nueva generación 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 correspondían 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 

Figura 22| Esquema de la secuencia caracterizada por secuenciación Sanger 
de la cadena lambda. La secuencia se visualizó en el programa Jalview versión 
2.11.0, las abreviaciones IGL-11 corresponden al identificador de la muestra de la 
cual se caracterizó la secuencia.  

 

 

 

 

 

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 

del lobo marino de California. El marcador de peso molecular está indicado por (GR).  

 

Figura 531| Esquema de la secuencia caracterizada por secuenciación Sanger de la cadena Lambda. 

La secuencia se visualizó en el programa Jalview versión 2.11.0, las abreviaciones 

IGL-11 corresponden al identificador de la muestra de la cual se caracterizó la 

secuencia.  

 

 

 

 

 

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 

del lobo marino de California. El marcador de peso molecular está indicado por (GR).  
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los 35 y 6,554 pb (Figura A19G-H; Material Anexo), entre estas 6621 correspondían 

a la cadena lambda (Figura 26). 

En la comprobación 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 análisis 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). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23| Análisis de componentes principales de la cadena alpha de la 
muestra AA. A, El gráfico de puntos, muestra en gris las lecturas derivadas de 
la secuenciación 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 mamíferos, el óvalo 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 análisis 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).  

 

 

 

 

 

 

 

En la comparación de los valores E del análisis 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 clusterización. 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). 

Figura 24| Análisis de componentes principales de la cadena beta de la 
muestra BB. El gráfico de puntos, muestra en gris las lecturas derivadas de la 
secuenciación 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 mamíferos, el óvalo 
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. 
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Figura 25| Análisis de componentes principales de la cadena heavy de la 
muestra HH. El gráfico de puntos, muestra en gris las lecturas derivadas de la 
secuenciación NGS, ensamblada con el programa Trinity; los puntos rosa 
pastel son lecturas de miembros de la super familia de inmunoglobulinas. En 
salmón, lecturas de la cadena heavy de otras especies de mamíferos, el óvalo 
color salmón 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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3.3 Caracterización de los segmentos génicos V(D)J de los receptores TCR 

y BCR (Ig) de Z. californianus 

 

El objetivo principal de esta tesis fue la caracterización genética de los receptores 

TCR y BCR del lobo marino de California. Se logró 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 número 

total de lecturas de genes V, D y J funcionales, pseudogenes y ORF de cada 

Figura 26| Análisis de componentes principales de la cadena lambda de 
la muestra LL. El gráfico de puntos, muestra en gris las lecturas derivada de 
la secuenciación 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 mamíferos, 
el óvalo 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. 
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cadena, y se  expresaron en porcentajes de su contribución al número 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).  

 

Figura 27| Caracterización 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 están expresados en porcentajes, basados en el número total de 
lecturas para cada grupo de gén o pseudogén.  
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Figura 28| Caracterización 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 están expresados en porcentajes, basados en el número 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 conformó 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).  

 

 

 

Figura 29| Caracterización 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 están expresados en porcentajes, basados en el número total de 
lecturas para cada grupo de gén o pseudogén.  
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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). 

 

Figura 30| Caracterización de los segmentos génicos D y J de la cadena 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 están expresados en 
porcentajes, basados en el número total de lecturas para cada grupo de gén o 
pseudogén.  
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Figura 31| Configuraciones VJ de la cadena alpha y configuraciones VDJ 
de la cadena beta del TCR de Z. californianus. En A, frecuencias 
individuales de configuraciones VJ. B, frecuencias individuales de 
configuraciones VDJ. Los valores de frecuencia están expresados en 
porcentajes, basados en el número 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 encontró un ORF, con un total de 90 

lecturas para los genes funcionales y 10 para el ORF (Figura 33-C). En esta cadena 

se caracterizó un ORF y cinco genes J funcionales con 23 y 13 lecturas, 

respectivamente (Figura 33 A-B).  
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Figura 32| Caracterización 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 están expresados en porcentajes, basados en el número total de 
lecturas para cada grupo de gén o pseudogén. 
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Figura 33| Caracterización 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 están expresados en porcentajes, basados en el número 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). 

 

 

 

Figura 34| Caracterización 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 
están expresados en porcentajes, basados en el número total de lecturas para 
cada grupo de gén o pseudogén. 
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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). 

 

 

 

 

 

Figura 35| Caracterización 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 están 
expresados en porcentajes, basados en el número total de lecturas para cada 
grupo de gen o pseudogen. 
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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 están expresados en porcentajes, basados en el 
número total de lecturas para el total de configuraciones VJ.  
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3.3.8 Número de segmentos V(D)J de los receptores TCR y BCR(Ig) 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 analizó el repertorio de un amplio 

número de especies pertenecientes a la orden Carnívora y de otros mamíferos 

marinos.  

Se analizaron 19 especies, incluyendo a Z. californianus y basados en el análisis de 

ontogenia descrito previamente se determinaron los segmentos de las cadenas del 

TCR y BCR (Figura 38-41).  

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 están expresados en porcentajes, basados en el número total 
de lecturas para el total de configuraciones VDJ. 
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Figura 38| Número de segmentos génicos VJ de la cadena alpha del 
TCR de mamíferos incluidos en este estudio. En color salmón, 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. 

 

Figura 39| Número de segmentos génicos V(D)J de la cadena beta del 
TCR de mamíferos incluidos en este estudio. En color salmón, 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 de la cadena Heavy del BCR 
de mamíferos incluidos en este estudio. En salmón, 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.  

 

 

Figura 786| Numero de segmentos génicos V(D)J de la cadena Heavy del BCR de mamíferos incluidos en este estudio 

En salmón, 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.  

 

 

Figura 787| Numero de segmentos génicos V(D)J de la cadena Heavy del BCR de mamíferos incluidos en este estudio 

En salmón, 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.  

 

 

Figura 788| Numero de segmentos génicos V(D)J de la cadena Heavy del BCR de mamíferos incluidos en este estudio 

En salmón, 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.  

 

 

Figura 789| Numero de segmentos génicos V(D)J de la cadena Heavy del BCR de mamíferos incluidos en este estudio 

En salmón, se muestran los genes V funcionales en mostaza, los pseudogenes 

Figura 41| Configuraciones VDJ de la cadena lambda del BCR (IG) de Z. 
californianus. En color salmón 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 Evolución de los segmentos génicos V(D)J de las cadenas del TCR y 

BCR de lobo marino de California (Zalophus californianus) 

 

3.4.1 Evolución de los segmentos V de las cadenas alpha (TRAV) de carnívoros y 

mamíferos marinos  

 

El árbol de mamíferos carnívoros incluyó 239 secuencias nucleótidicas. El análisis 

filogenético de los segmentos variables de la cadena alpha, revela que estos 

segmentos de Z. californianus en su mayoría se agrupan individualmente a 

excepción de los grupos TRAV29, TRAV35, TRAV37, TRAV38 y TRAV40 (Figura 

42), los cuales están conservados entre las especies de mamíferos indistintamente 

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

El árbol filogenético de las secuencias de diversos mamíferos marinos incluyó 140 

secuencias nucleótidicas. A partir de este análisis  se observó que los genes TRAV 

de Z. californianus se agruparon monofiléticamente a diferencia de lo observado en 

el árbol filogenético de carnívoros (Figura 43).  

En ambos árboles los segmentos TRAV43, TRAV9, TRAV3 y TRAV8 de Z. 

californianus se agruparon en clanes individuales (Figura 42-43).  
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Figura 42| Análisis filogenético molecular de los segmentos TRAV de 
mamíferos carnívoros. Se muestra el árbol 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, están indicando a los mamíferos carnívoros terrestres, los 
puntos azules están indicando a los mamíferos carnívoros marinos y los de color 
azul cielo están indicando secuencias de Z. californianus.  
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Figura 43| Análisis filogenético molecular de los segmentos TRAV de 
mamíferos marinos. Se muestra el árbol 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, están indicando a los pinnípedos, los naranjas a cetáceos, los 
verdes a los sirenios, los morados al grupo de (otros mamíferos marinos) y los 
de color azul cielo están indicando secuencias de Z. californianus.  
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3.4.2 Evolución de los segmentos V de las cadenas beta (TRBV) de carnívoros y 

mamíferos marinos  

 

El árbol filogenético de mamí|feros carnívoros incluyó 160 secuencias nucleótidicas, 

y en este análisis el gen TRBV19 de Z. californianus se mostró altamente 

conservado con respecto a los de otros carnívoros (Figura 44). En contraste, en el 

árbol filogenético de mamíferos marinos, el cual incluyó 80 secuencias 

nucleotídicas, los clanes TRBV20, TRBV10, TRBV7 y TRBV4-1 mostraron más 

homología (Figura 45).  
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Figura 44| Análisis filogenético molecular de los segmentos TRBV de 
mamíferos carnívoros. Se muestra el árbol 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 están indicando a los mamíferos carnívoros terrestres, los 
puntos azules están indicando a los mamíferos carnívoros marinos y los de color 
azul cielo están indicando secuencias de Z. californianus.  
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Figura 45| Análisis fiogenético molecular de los segmentos TRBV de 
mamíferos marinos. Se muestra el árbol 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 están indicando a los pinnípedos, los naranjas a cetáceos, los 
verdes a los sirenios, los morados al grupo de (otros mamíferos marinos) y los 
de color azul cielo están indicando secuencias de Z. californianus.  
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3.4.3 Evolución de los segmentos V de las cadenas heavy (IGHV) de carnívoros y 

mamíferos marinos  

 

El árbol filogenético de los mamíferos carnívoros incluyó 159 secuencias 

nucleótidicas, y la mayoría de los segmentos IGHV de Z. californianus no mostraron 

homología con miembros del repertorio IGHV de carnívoros marinos o terrestres, a 

excepción de los genes IGHV4-1, IGHV3-81 e IGHV1-15 (Figura 46). Por otro lado, 

el árbol filogenético de mamíferos marinos que incluyó 53 secuencias nucleotídicas 

mostró que los  miembros IGHV de Z. californianus son más homólogos a genes 

IGHV de otras especie y tienen más ortólogos entre las secuencias de otros 

mamíferos marinos (Figura 47).  
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Figura 46| Análisis filogenético molecular de los segmentos IGHV de 

mamíferos carnívoros. Se muestra el árbol 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 están indicando a los mamíferos carnívoros terrestres, los 

puntos azules están indicando a los mamíferos carnívoros marinos y los de color 

azul cielo están indicando secuencias de Z. californianus. Dire
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Figura 47| Análisis filogenético molecular de los segmentos IGHV de 
mamíferos marinos. Se muestra el árbol 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 están indicando a los pinnípedos, los naranjas a cetáceos, los 
verdes a los sirenios, los morados al grupo de (otros mamíferos marinos) y los 
de color azul cielo están indicando secuencias de Z. californianus.  
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3.4.4 Evolución de los segmentos V de las cadenas heavy (IGLV) de carnívoros y 

mamíferos marinos  

 

En el árbol filogenético de los mamíferos carnívoros, que includó 239 secuencias 

nucleótidicas, se observó que los segmentos IGLV de Z. californianus en su mayoría 

pertenecían a grupos polifiléticos de carnívoros terrestres y acuáticos, aunque 

principalmente acuáticos (Figura 48). En el árbol filogenético de mamíferos marinos 

que incluyó 88 secuencias nucleotídicas, los segmentos IGLV de Z. californianus se 

agruparon de nuevo con ortólogos de distintas especies. Además, se observó un 

grupo monofilético de estos segmentos con respecto a otros mamíferos marinos 

(Figura 49).  
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Figura 48| Análisis filogenético molecular de los segmentos IGLV de 
mamíferos carnívoros. Se muestra el árbol consenso de 1000 réplicas de 
Bootstrap. Las posiciones incluídas 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 están indicando a los mamíferos carnívoros terrestres, los 
puntos azules están indicando a los mamíferos carnívoros marinos y los de color 
azul cielo están indicando secuencias de Z. californianus.  
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Figura 49| Análisis filogenético molecular de los segmentos IGLV de mamíferos 
marinos. Se muestra el árbol consenso de 1000 réplicas de Bootstrap. Las posiciones 
incluídas 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 están indicando a los pinnípedos, los 
naranjas a cetáceos, los verdes a los sirenios, los morados al grupo de (otros 
mamíferos marinos) y los de color azul cielo están indicando secuencias de Z. 
californianus.  
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3.4.5 Evolución de los segmentos J de las cadenas alpha (TRAJ) de carnívoros y 

mamíferos marinos  

El árbol filogenético de los mamíferos carnívoros, que incluyó 263 secuencias 

nucleotídicas y el de los mamíferos marinos, que incluyó 88 secuencias 

nucleotídicas mostraron que los segmentos TRAJ de Z. californianus se agruparon 

con un amplio grado de homología en ambas reconstrucciones filogenéticas  (Figura 

50-51).  
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Figura 50| Análisis filogenético molecular de los segmentos TRAJ de 
mamíferos carnívoros. Se muestra el árbol 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 
están indicando a los mamíferos carnívoros terrestres, los puntos azules están 
indicando a los mamíferos carnívoros marinos y los de color azul cielo están 
indicando secuencias de Z. californianus.  
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Figura 51| Análisis filogenético molecular de los segmentos TRAJ de 
mamíferos marinos. Se muestra el árbol 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 están indicando a los pinnípedos, los naranjas a cetáceos, los verdes a 
los sirenios, los morados al grupo de (otros mamíferos marinos) y los de color 
azul cielo están indicando secuencias de Z. californianus.  
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3.4.6 Evolución de los segmentos DJ de las cadenas beta (TRBJD) de carnívoros 

y mamíferos marinos  

 

Durante la reconstrucción filogenética de los genes TRBD de Z. californianus 

mostrarón tener dos posibles origenes, con base a nuestro análisis entre carnívoros 

y mamíferos marinos (Figura 52-53). Este análisis incluyó 60 (Figura 52) y 48 

secuencias (Figura 53).  

Al reconstruir la historia evolutiva de los genes TRBJ, mostrarón que estos tienen 

homólogos entre las especies de mamíferos carnívoros, mientras encontramos 

menos homólogos de las familias TRBJ de Z. californianus con respecto a 

mamíferos marinos (Figura 54-55). En este análisis incluimos 21 (Figura 54) y 20 

secuencias (Figura 55).  

 

 

 

 

 

 

Figura 52| Análisis filogenético molecular de los segmentos TRBD de 
mamíferos carnívoros. Se muestra el árbol 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 
están indicando a los mamíferos carnívoros terrestres, los puntos azules están 
indicando a los mamíferos carnívoros marinos y los de color azul cielo están 
indicando secuencias de Z. californianus.  
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Figura 53| Análisis filogenético molecular de los segmentos TRBD de mamíferos 
marinos. Se muestra el árbol 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 están indicando a los 
pinnípedos, los naranjas a cetáceos, los verdes a los sirenios, los morados al grupo 
de (otros mamíferos marinos) y los de color azul cielo están indicando secuencias de 
Z. californianus.  
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Figura 54| Análisis filogenético molecular de los segmentos TRBJ de 
mamíferos carnívoros. Se muestra el árbol 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 están indicando a los mamíferos carnívoros terrestres, los 
puntos azules están indicando a los mamíferos carnívoros marinos y los de 
color azul cielo están indicando secuencias de Z. californianus.  
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Figura 55| Análisis filogenético molecular de los segmentos TRBJ de 
mamíferos marinos. Se muestra el árbol 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 están indicando a los pinnípedos, los naranjas a cetáceos, los verdes a 
los sirenios, los morados al grupo de (otros mamíferos marinos) y los de color 
azul cielo están indicando secuencias de Z. californianus.  
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3.4.7 Evolución de los segmentos DJ de las cadenas heavy (IGHDJ) de carnívoros 

y mamíferos marinos  

 

En este análisis la reconstrucción filogenética de carnívoros incluyeron 48 

secuencias nucleotídicas de los segmentos IGHD (Figura 56) y la de mamíferos 

marinos, 41 secuencias (Figura 57). Para el análisis de los segmentos IGHJ fueron 

46 (Figura 58) y 27 (Figura 59) secuencias, respectivamente. En el primer análisis 

los segmentos IGHD de Z. californianus mostraron homología con distintos grupos 

filogenéticos (Figura 56-57). Los genes IGHJ de Z. californianus por otro lado, 

parecieron tener un origen único entre especies de pinnípedos (Figura 58-59).  

 

 

 

 

Figura 56| Análisis filogenético molecular de los segmentos IGHD de 
mamíferos carnívoros. Se muestra el árbol 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 
están indicando a los mamíferos carnívoros terrestres, los puntos azules están 
indicando a los mamíferos carnívoros marinos y los de color azul cielo están 
indicando secuencias de Z. californianus.  
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Figura 57| Análisis filogenético molecular de los segmentos IGHD de 
mamíferos marinos. Se muestra el árbol 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 están indicando a los pinnípedos, los naranjas a cetáceos, los 
verdes a los sirenios, los morados al grupo de (otros mamíferos marinos) y los 
de color azul cielo están indicando secuencias de Z. californianus.  
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Figura 58| Análisis filogenético molecular de los segmentos IGHJ de 
mamíferos carnívoros. Se muestra el árbol 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 
están indicando a los mamíferos carnívoros terrestres, los puntos azules están 
indicando a los mamíferos carnívoros marinos y los de color azul cielo están 
indicando secuencias de Z. californianus.  
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Figura 59| Análisis filogenético molecular de los segmentos IGHJ de 
mamíferos marinos. Se muestra el árbol 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 están indicando a los pinnípedos, los naranjas a cetáceos, los 
verdes a los sirenios, los morados al grupo de (otros mamíferos marinos) y los 
de color azul cielo están indicando secuencias de Z. californianus.  
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3.4.8 Evolución de los segmentos J de las cadenas lambda (IGLJ) de carnívoros y 

mamíferos marinos  

 

Al recontruir la historia evolutiva de los segmentos IGLJ de Z. californianus, el 

análisis incluyó 58 y 37 secuencias en la inferencia con otros carnívoros y 

mamíferos marinos, respectivamente. Estos segmentos mostraron homología entre 

los segmentos de otros carnívoros, a excepción de los segmentos IGLJ1 e IGLJ7 

en ambas reconstrucciones (Figura 60-61). Por otro lado, el segmento IGL2 mostró 

tener homología entre los segmentos IGL2 de distintas especies de carnívoros y 

mamíferos marinos (Figura 60-61).   

 

 
Figura 60| Análisis filogenético molecular de los segmentos IGLJ de 
mamíferos carnívoros. Se muestra el árbol 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 
están indicando a los mamíferos carnívoros terrestres, los puntos azules están 
indicando a los mamíferos carnívoros marinos y los de color azul cielo están 
indicando secuencias de Z. californianus.  
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Figura 61| Análisis filogenético molecular de los segmentos IGLJ de 
mamíferos marinos. Se muestra el árbol 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 están 
indicando a los pinnípedos, los naranjas a cetáceos, los verdes a los sirenios, los 
morados al grupo de otros mamíferos marinos y los de color azul cielo están 
indicando secuencias de Z. californianus.  
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3.5 Evolución y ecología de los receptores TCR y BCR de Z. californianus 

3.5.1 Relación ecológica y evolución de los segmentos V en las cadenas del TCR 

alpha/beta del lobo marino de California 

 

La reconstrucción filogenética con respecto a las especies con relaciones ecológica 

con Z. californianus, incluyó 86 secuencias nucleotídicas de los segmentos TRAV 

(Figura 63) y 44 de los segmentos TRBV (Figura 64). En este análisis se observó 

que los segmentos TRBV tienen homólogos y ortólogos a través de las especies 

incluidas en el análisis, principalmente los segmentos (Figura 63-64).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 62| Distribución geográfica de las especies de mamíferos incluidas en 
el estudio. Los puntos en el mapa representan la distribución de las especies 
analizadas en este estudio. El recuadro indica el color que ejemplifica a cada 
especie.   
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Figura 63| Análisis filogenético de los segmentos 
TRAV de especies con las que Z. californianus 
comparte nichos ecológicos.  Se muestra el árbol 
con la mayor probabilidad de registro (-838.50). El 
árbol se dibujó a escala, con longitudes de rama 
medidas en el número de sustituciones por sitio. Se 
eliminaron todas las posiciones con menos del 95% 
de cobertura del sitio, es decir, se permitieron 
espacios de alineación de menos del 5%, datos 
faltantes y bases ambiguas en cualquier posición. 
Los puntos de colores están indicando la especie a la 
que pertenece las secuencias nucleotídicas.   
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Figura 64| Análisis filogenético de los segmentos TRBV de especies con las que Z. 
californianus comparte nichos ecológicos. Se muestra el árbol con la mayor 
probabilidad de registro (-79793.00). El árbol se dibuja a escala, con longitudes de rama 
medidas en el número de sustituciones por sitio. Se eliminaron todas las posiciones con 
menos del 95% de cobertura del sitio, es decir, se permitieron espacios de alineación de 
menos del 5%, datos faltantes y bases ambiguas en cualquier posición. Los puntos de 
colores están indicando la especie a la que pertenece las secuencias nucleotídicas. 

 

Dire
cc

ión
 G

en
era

l d
e B

ibl
iot

ec
as

 U
AQ



123 
 

3.5.2  Relación ecológica y evolución de los segmentos V en las cadenas del BCR 

(Ig)  heavy/lambda del lobo marino de California 

 

En la reconstrucción de la historia evolutiva de estos segmentos en Z. californianus 

se observó que IGHV e IGLV mantienen alto grado de homología con E. lutris 

(Figura 65-66). En este análisis incluimos 65 (Figura 65) y 62 secuencias 

nuleotídicas (Figura 66).  
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Figura 65| Análisis filogenético de los segmentos IGHV 
de especies con las que Z. californianus comparte 
nichos ecológicos. Se muestra el árbol con la mayor 
probabilidad de registro (-57016.47). El árbol se dibuja a 
escala, con longitudes de rama medidas en el número de 
sustituciones por sitio. Se eliminaron todas las posiciones 
con menos del 95% de cobertura del sitio, es decir, se 
permitieron espacios de alineación de menos del 5%, datos 
faltantes y bases ambiguas en cualquier posición. Los 
puntos de colores están indicando la especie a la que 
pertenece las secuencias nucleotídicas. 
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Figura 66| Análisis filogenético de los 
segmentos IGLV de especies con las 
que Z. californianus comparte nichos 
ecológicos. Se muestra el árbol con la 
mayor probabilidad de registro (-
45652.11). El árbol se dibuja a escala, 
con longitudes de rama medidas en el 
número de sustituciones por sitio. Se 
eliminaron todas las posiciones con 
menos del 95% de cobertura del sitio, es 
decir, se permitieron espacios de 
alineación de menos del 5%, datos 
faltantes y bases ambiguas en cualquier 
posición. Los puntos de colores están 
indicando la especie a la que pertenece 
las secuencias nucleotídicas. 

 

Dire
cc

ión
 G

en
era

l d
e B

ibl
iot

ec
as

 U
AQ



126 
 

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

TCR de Z. californianus y BCR de Z. californianus 

 

 

 

 

 

Figura 67| Evolución de las familias de los segmentos V(D)J de los 
receptores TCR y BCR de Z. californianus. A) Árbol de los segmentos TRAV 
(-2071.21). B) Árbol de los segmentos TRBV (-2115.88).C) Árbol de los 
segmentos IGHV (-45604.65).D) Árbol de los segmentos IGLV (-237.79). Los 
árboles 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 II de Z. californianus 

 

Para predecir las estructuras de los receptores, encontramos concordancia con 

otros receptores TCR, BCR, y MHC II de otras especies para las que existe 

información genética, como el humano y el ratón. Por lo tanto, su estructura se 

predijo a partir de éstas. Posterior a la predicción de su estructura 3D realizamos 

los análisis correspondientes de calidad para cada estructura. 

Los valores obtenidos por el análisis Rammachandran en el TCR alpha/beta, son 

76.7% de aminoácidos en regiones favorables, 16.4% en regiones permitidas y 6% 

en regiones aisladas, con respecto al análisis globlal de los ángulos Phi y Psi (Figura 

A20B; Material Anexo). Por otro lado en el análisis de la estimación de calidad global 

por valores QMEAN fue de -9.27 (Figura A20D; Material Anexo), mientras que el 

análisis 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 observó que la 

mayoría de los aminoáciados en el análisis individual por QMEAN tenían calidad 

media (Figura A20E-F; Material Anexo). La estructura putativa 3D del TCR 

alpha/beta de Z. californianus,  se muestra en la figura 68.  

 

Figura 68| Estructura 3D del receptor TCRαβ de Z. californianus. El 
diagrama muestra las regiones del receptor TCRαβ de Z. californianus 
y la secuencia dividida por regiones de complementariedad y 
frameworks. 
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En el análisis Rammachandran para el receptor BCR heavy/lambda, encontramos 

al 86.4% de aminoácidos en regiones favorables, 10.9% en regiones permitidas y 

2.7% en regiones aisladas, con respecto al análisis globlal de los angulos Phi y Psi 

(Figura A21B; Material Anexo). En la estimación global por QMEAN se obtuvo un 

valor de -5.51 (Figura A21D; Material Anexo). En el análisis de estimación de la 

media por valor Z, se obtuvo el valor de mayor a 0.5 (Figura S21C; Material Anexo). 

La mayoría de los aminoácidos en el análisis individual por QMEAN tenían 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.  

 

 

 

 

 

 

En el modelo 3D del MHC II, los valores del análisis Rammachandran fueron 60.6% 

de aminoácidos en regiones favorables, 20.3% en regiones permitidas y 19.1% en 

regiones aisladas (Figura A22; Material Anexo), determinadas por análisis global de 

los ánglulos Phi y Psi (Figura A22B; Material Anexo). El valor obtenido de QMEAN 

Figura 69| Estructura 3D del receptor IGʜʎ 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. 
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fue de -20.75 (Figura A22D; Material Anexo) y un valor menor a 0.6 de la puntuación 

Z (Figura A22C; Material Anexo). En el análisis QMEAN individual la mayoría de los 

aminoácidos de la estructura tenían calidad alta (Figura A22E-F; Material Anexo). 

El receptor putativo 3D del MHC II de Z. californianus se muestra en la figura 70.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 70| Estructura 3D del receptor MHC II de Z. californianus. 
El diagrama muestra la estructura tridimensional del receptor MHC II 
(DRBA), los colores están ejemplificando las cadenas del receptor.  
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Discusión 

 

En esta tesis se caracterizó  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 múltiples programas que permiten extraer los segmentos 

génicos V(D)J, la mayoría 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 únicamente a genes funcionales 

debido a que basan su caracterización en regiones conservadas previamente 

reportadas, lo cual en ecología y evolución 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 demostró que no está siendo sesgado el repertorio con el filtro de 

las secuencias, sino que se favorece la asignación del repertorio de los receptores 

TCR y BCR debido a que las secuencias con las cuales se generó el filtrado 

provienen de receptores caracterizados y anotados de una gran variedad de 

especies.  

Por otro lado,  esta tesis tomó en cuenta que la mayoría de las características que 

delimitan el que una secuencia sea un receptor TCR o BCR (Ig), están establecidas 

en las secuencias aminoacídicas (Giudicelli, 2004; Olivieri et al., 2013), lo cual en 

especies sin genoma de referencia resulta inconveniente, por lo tanto la 

metodología aquí desarrollada incluyó secuencias nucleotídicas,  y se establecieron 

relaciones cuantitativas para su caracterización.  

La exactitud del método utilizado se comprobó cuantitativamente y en la mayoría de 

los segmentos V de las cadenas fueron optimizadas las similitudes entre los genes 

V de las especies filogenéticamente cercanas. En comparación con los diagramas 

de trabajo de otros programas el alineamiento en esta etapa del análisis resultó ser 

de suma importancia, porque demostró 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 

mayoría 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 más cercanos filogenéticamente para las cadenas pesadas, 

específicamente la cadena beta del TCR. En contraste, en las cadenas ligeras de 

los receptores, los valores de similitud en el pre y post análisis no mostrarón 

diferencias significativas debido a que existían lecturas compartidas entre las dos 

muestras.  

El método de clusterización aquí empleado logró discernir entre miembros de la 

superfamilia de las inmunoglobulinas y receptores TCR y BCR (Ig) de forma 

cuantitativa y permitió diferenciar inclusive entre genes con características muy 

conservadas entre los receptores (Marchler-Bauer et al., 2016).  Otros programas 

se esfuerzan en mantener los criterios de ontología génica de los receptores y 

olvidan que en otras especies estos varían significativamente y así terminan 

sesgando la caracterización potencial de nuevos segmentos (Hou et al., 2016; 

Rosati et al., 2017). El método utilizado, en contraste, permitió 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 aquí empleado también es una potencial 

extensión 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 relación que se mantiene entre los 

genes funcionales V, pseudogenes y ORFs, en donde los genes funcionales 

predominan. También se observó 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 expansión, 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 TRAV8-1, TRAV38, TRAV24, TRAV9-1 y TRAV28.  Por 

otro lado, en especies que comparten nichos ecológicos con Z. californianus el uso 

es marcado en las familias TRAV18 y TRAV20 (Linguiti et al., 2016). Lo anterior 

además de ser un indicio en la organización del TRA de Z. californianus, (Proudhon 

et al., 2015), también contradice la idea de que el repertorio esta restringido a la 

presión patogénica en un hábitat 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, además de un potencial ORF 

(TRBV15), los cuales en otras especies tienen un rol funcional. En ambas cadenas 

también se caracterizaron genes funcionales TRAV25 y TRAV37, TRBV19, TRBV21 

y TRBV27, que en otras especies, como el perro (Canis lupus familiaris), gato (Felix 

catus) y hurón (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 relación entre genes 

funcionales, pseudogenes y ORFs, fue similar a lo reportado para el perro (Canis 

lupus familiaris), gato (Felix catus) y hurón (Mustela putorius furo). De la misma 

manera la relación de genes J funcionales, pseudogenes, ORF, y genes D fue 

consistente con la de otros carnívoros (Martin et al., 2017; Lefranc, 2001). Asimismo, 

se encontró que en la cadena beta el uso de los segmentos es marcado hacia los 

Dire
cc

ión
 G

en
era

l d
e B

ibl
iot

ec
as

 U
AQ



133 
 

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 cercanía 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 más altas 

que las de la cadena beta. Una explicación podría ser la limitación que el MHC II 

ejerce sobre esta cadena durante el establecimiento de la sinapsis inmunológica 

(Nikolich-Zugich et al., 2004). Adicionalmente, se observó que las cadenas del TCR 

de Z. californianus mantienen la tendencia en el radio de genes V observada para 

otros mamíferos (Das et al., 2008), en el que el número en la cadena alpha es en 

general más 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 patológico frecuente en Z. californianus 

(Browning et al., 2015), por lo que los hallazgos de esta tesis sugieren que la alta 

prevalencia de este cuadro neoplásico  en el lobo marino de California podría tener 

un origen evolutivo, en el que estos genes que fueron ventajosos para la regulación 

de la respuesta de los linfocitos T en el pasado, ahora predisponen a esta especie 

al cáncer debido a la configuración genética de los loci del TCR (Proudhon et al., 

2015). Adicional a lo anterior, algunos de esos segmentos TRBV en Z. californianus 

están pseudogenizados, lo que podría 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 encontró un amplio número 

de familias constituyendo en repertorio del receptor, en el BCR se observó un sesgo 

en las familias de este receptor.  Específicamente, en la cadena heavy, encontramos 

un marcado uso de genes de la familia IGHV3, en comparación con las otras dos 

familias encontradas (IGHV1 e IGHV4). Aunque en general la familia III se encuentra 
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enriquecida en el repertorio de otros carnívoros (Das et al., 2008), el sesgo hacia el 

uso de esta familia no se había reportado. Observamos lo mismo en los segmentos 

IGHD, en donde el uso de los segmentos IGHD1 e IGHD4, es marcado en 

comparación con las otros. En contraste, este sesgo en el uso no fue encontrado en 

los segmentos J, lo cual podría deberse al número reducido de genes funcionales 

encontrados en Z. californianus. De la misma manera, como se planteó para los loci 

TRB, las frecuencias de los genes V(D)J de la cadena heavy también podrían 

ofrecer indicios sobre la organización y posible expansión del locus IGH de esta 

especie (Proudhon et al., 2015). De manera interesante los pseudogenes V de esta 

cadena también pertenecen únicamente a la familia III, 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 observó un sesgo de uso 

hacia las familias IGLV ni hacia las familias IGLJ. Además se encontraron 

frecuencias similares entre los segmentos V de esta cadena. En general los 

segmentos de ambas cadenas mantienen una relación entre genes funcionales, 

pseudogenes y ORFs, que se ha caracterizado previamente en otras especies de 

carnívoros (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 

que el número de pseudogenes encontrados en este receptor, era menor que el 

número de pseudogenes encontrados en el receptor de linfocitos T, lo cual podría 

indicar que el proceso de generación, diversificación y muerte de las cadenas de 

este receptor es menor en comparación a las cadenas del receptor TCR, lo que es 

apoyado por el número 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 número de genes V de la cadena lambda con el entorno 

patogénico del hábitat acuático, con base en los resultados aquí obtenidos, se 
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sugiere que podría 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 fócidos, O. rosmarus y L. weddellii, similar a lo 

que nosotros observamos en los segmentos de variación donde predomina 

solamente una familia. En conjunto, estos hallazgos plantean un escenario 

interesante sobre la adaptación de este loci en mamíferos semi acuáticos, en donde 

la pérdida de estos segmentos llevó a un sesgo hacia la respuesta celular en lugar 

de la respuesta humoral, por un proceso de segregación durante el regreso al medio 

acuático del ancestro de los pinnípedos (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 progresión a desarrollo de autoinmunidad en humanos (Bashford-Rogers et al., 

2018) en Z. californianus el uso del único miembro caracterizado de esta familia 

(IGHV4-1) exhibe frecuencias bajas, lo que apoya la explicación propuesta de la 

disminución en las familias de este locus IGH pudo ser en consecuencia de la 

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

Además de caracterizar los segmentos V(D)J de los receptores de Z. californianus, 

se generó un repositorio de los segmentos de otras especies de mamíferos. Eso 

permitió detectar que Z. californianus se relaciona, en cuanto al número de 

segmentos funcionales, ORFs y pseudogenes de las distintas cadenas, con otros 

vertebrados de distintas órdenes. En las cadenas alpha y beta, el número de 

segmentos V(D)J fue muy cercano al de otros mamíferos 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 número 

también resultaron ser cercanos a los de otras especies aún sin compartir el mismo 

hábitat, tanto en nuestro repertorio como en reportes publicados (Olivieri et al., 

2014). Por lo tanto, la hipótesis anteriormente propuesta de que el número de 

segmentos está relacionado a la pobre o amplia restricción patogénica en un hábitat 
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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 mamíferos marinos y 

terrestres es similar en número. La discrepancia entre los resultados del estudio 

previo y esta tesis podrían deberse a que, como se indicó con antelación, el 

repertorio de una especie está estrechamente relacionado al microambiente y 

canjes energéticos con otras características de historia de vida, además de la 

presión patogénica (Das et al., 2008).  

A partir del análisis 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, TRAV38 y TRAV40 

de Z. californianus están más conservados entre especies de carnívoros y 

mamíferos marinos lo que indica que estos clanes evolucionaron en el ancestro 

común antes de que se diversificaran hace 28 millones de años (Berta, 1991). 

Ejemplos similares para TRAV37 y TRAV40 se han reportado, en los que se observó 

que mantienen homología con segmentos con otras especies de mamíferos (Martin 

et al., 2017; Linguiti et al., 2016). Sin embargo, estos segmentos no mantienen 

homología con los ungulados (Reinink & Van Rhijn, 2009), por lo que pudieron 

haberse diversificado antes de la separación entre perisodáctilos y carnívoros, 

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

Otro amplio repertorio de segmentos TRAV resultaron ser ortólogos o parálogos a 

segmentos de pinnípedos, úrsidos y mustélidos acuáticos, principalmente. Esto 

podría deberse a la especiación de estos segmentos en los carnívoros ancestros de 

los pinnípedos, que durante su regreso al hábitat acuático evolucionaron de manera 

neutral (Nei, 2007). Por otro lado, familias de los segmentos TRAV, como TRAV43, 

TRAV9, TRAV3 y TRAV8 podrían haber evolucionado adaptativamente y 

posteriormente diversificarse en Z. californianus  (Olivieri et al., 2014), debido a que 

estos clanes se agruparon monofiléticamente durante la reconstrucción filogenética, 

mientras que para los mismos segmentos se observaron algunos ortólogos en el 

grupo de sirenios y cetáceos, lo cual podría indicar evolución 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 mamíferos. Lo anterior es consistente con estudios previos que 

reportaron que los genes TRAJ mantienen niveles de homología 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 

clústeres V cercanos.  

Resultó interesante observar que las familias TRAV que parecen haberse 

diversificado en Z. californianus, también muestran selección positiva durante la 

configuración del receptor y mantienen una alta tasa de segmentos 

pseudogenizados, lo cual sugiere que estos segmentos confieren una ventaja 

inmunológica a este pinnípedo en su hábitat. Sin embargo, a pesar del sesgo en el 

uso y diversificación de determinadas familias en Z. californianus, la tasa de 

evolución 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 pinnípedos apoyan la idea del aumento de repertorio 

en las cadenas del TCR en organismos de nichos semiacuáticos (Zhang et al., 

2019). 

En el análisis comparativo de los segmentos de la cadena beta, se encontraron 

características conservadas con el locus TRAV. Se encontró que el clan TRAV19 

estaba altamente conservado entre los mamíferos 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 diversificación las órdenes de Laurasiatheria, la homología 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 homólogos y ortólogos, principalmente con mustélidos y pinnípedos. 
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De manera interesante, cuando se infiere la historia evolutiva de estos segmentos 

en el grupo de mamíferos marinos, la homología de los clanes TRBV20, TRBV10, 

TRBV7 y TRBV4-1 fue más clara entre pinnípedos, indicando que estos clanes 

evolucionaron adaptativamente en el ancestro común de pinnípedos durante su 

regreso al medio acuático (Nei, 2007).  Por otro lado, en algunos clanes TRBV 

observamos indicios de evolución 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 adaptación de las familias TRBV en Z. 

californianus podría deberse a una co-evolución con la región DRB del MHC, el cual 

es altamente diverso en este pinnípedo (Bowen et al., 2004). Mecanísticamente, es 

necesario establecer comunicación entre ambos durante el reconocimiento 

antigénico, y estas interacciones se establecen principalmente con los segmentos 

TRBV (Nikolich-Zugich et al., 2004). Además, un estudio reciente encontró que el 

aumento en la expresión de los alelos del MHC II están asociados con la progresión 

de inmunopatologias infecciosas (Acevedo-Whitehouse et al., 2018). En este 

sentido, el que Z. californianus  use los genes TRBV más conservados en lugar de 

los que han evolucionado adaptativamente podría ser una señal sobre la restricción 

que ejercen los alelos del MHC sobre este locus en esta especie (Castro et al., 

2015).  

La reconstrucción filogenética de los segmentos TRBD de Z. californianus fue muy 

interesante, ya que TRBD1 parece haber aparecido en el ancestro común de los 

mamíferos, mientras que TRBD2 podría haber aparecido más adelante en este 

mismo ancestro durante su reincorporación al medio acuático para después 

evolucionar adaptativamente en Z. californianus. TRBD2, además, muestra 

homología y ortología con los segmentos de mustélidos acuáticos y cetáceos, 

respectivamente. Este resultado es consistente con la diversificación de los 

cetáceos con respecto a los pinnípedos, en la cual los cetáceos pudieron haber 

adaptado el segmento TRBD2 (Kumar et al., 2017) hace 50 millones de años (Uhen, 
Dire

cc
ión

 G
en

era
l d

e B
ibl

iot
ec

as
 U

AQ



139 
 

2010), en contraste a los pinnípedos que lo hicieron más tarde, hace 28 millones de 

años (Berta, 1991).  

Por otro lado, los segmentos TRBJ, mostraron ortólogos y homólogos a lo largo de 

su historia evolutiva, y fue interesante notar que las homologías más frecuentes 

eran con el grupo de los úrsidos, lo cual implica que los clanes TRBJ de Z. 

californianus no han sufrido cambios importantes durante su diversificación del 

ancestro común, como se ha reportado en Canis lupus familiaris (Mineccia et al., 

2012).  

Como se mencionó previamente, el uso de los segmentos IGHV muestra un sesgo 

hacia la familia IGHV III, interesantemente al reconstruir la historia evolutiva las 

familias IGHV. Algunos miembros de esta familia fueron homólogos a los de otras 

especies, lo cual indica que posiblemente aparecieron en el ancestro común, antes 

de la diversificación de mamíferos. Por otro lado, la mayoría de los miembros de 

esta familia parecen haber evolucionado de forma adaptativa, durante la reinserción 

de los pinnípedos al medio acuático y después haber surgido  Z. californianus. Lo 

anterior es sustentado por los hallazgos que se comentaron anteriormente, en 

donde los pseudogenes IGHV provienen únicamente 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 III, mientras que los roedores lo 

hacen a partir de la familia II (Das et al., 2008). El enriquecimiento de la familia III 

en Z. californianus, podría haber tenido su origen durante el declive del locus heavy 

en el ancestro común de mamíferos, en el que se perdieron familias IGH (Olivieri et 

al., 2014), entonces el precursor de la familia III debió haberse diversificado en el 

ancestro de pinnípedos, para después expandirse en una única familia en Z. 

californianus. Lo anterior quizá, a que enriquecer otras familias implicaba coordinar 

mecanismos de auto-tolerancia (Bashford-Rogers et al., 2018), que son 

evolutivamente más costosos (Demas & Nelson, 2012) .  
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En las otras familias génicas aquí caracterizadas para Z. californianus la homología 

con otras especies fue muy alta, principalmente para la familia IV. En el análisis 

comparativo no se observaron ortólogos a la familia II 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, según los resultados aquí 

obtenidos, es dual. IGHD6, IGH3 y IGH4 posiblemente se originaron en el ancestro 

común antes de su separación, debido a que son evolutivamente cercanos a los de 

otros carnívoros (Martin et al., 2017). Mientras que IGHD1 e IGH6 parecen estar 

relacionados al ancestro común de mamíferos. Resulta interesante que el uso de 

estos segmentos muestra una tendencia hacia ambos las familias IGHD1 e IGHD4, 

lo cual sugiere procesos de selección natural sobre estos clanes y una habituación 

del sistema inmune de Z. californianus al hábitat semi acuático, como en otras 

especies en donde su evolución se ha relacionado con procesos de segregación 

que conduce a una mayor homocigosis (Martin et al., 2017).  

Por otra parte, los segmentos de unión, a diferencia de los del TCR, mostraron más 

homología con las familias IGHJ de los pinnípedos que con otros mamíferos, lo cual 

también podría ser un indico de cómo han evolucionado las cadenas IGH a través 

de los taxones para conferir mayor habituación al medio acuático, 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, aquí se propone 

que la reducción en el repertorio antigénico, no es sinónimo de reducción en la 

capacidad inmune de una especie, sino una estrategia evolutiva que podría ayudar 

al desarrollo de mecanismos de tolerancia, que a su vez, podrían incrementar su 

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

Además, resulta interesante que la pérdida en la expansión y uso de otras familias 

IGHVDJ fue consistente con lo reportado para las regiones constantes de otros 

pinnípedos, en donde este grupo parece no haber duplicado algunos segmentos 

para la generación de inmunoglobulinas solubles IgG y en donde IgD parece estar 

incompleta (Li et al., 2018).  
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Durante la reconstrucción evolutiva de los segmentos VJ de la cadena lambda, se 

encontró que la mayoría de los segmentos tenían ortólogos y homólogos en otras 

especies de pinnípedos principalmente, seguido de su relación con úrsidos. Dentro 

de estos, IGLV1-58, IGLV2-31, IGLV1-125, IGLJ2 también fueron de los más 

usados y consistentemente los que guardaban mayor relación con otros pinnípedos. 

Esto podría ser indicios de su habituación durante el regreso al ecosistema acuático, 

además debido a su cercanía evolutiva también podrían 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 homólogos en pinnípedos y úrsidos, su uso en otras especies 

no podría ser el mismo. En este sentido el número de los segmentos reportados en 

este trabajo también es menor al reportado para otras especies como Canis lupus 

familiaris, que tiende a la expansión de esta cadena (Olivieri et al., 2014; Martin et 

al., 2017). Aunque en este contexto Z. californianus podría parecer contar con 

menos restricciones patogénicas, esto podría ser compensado por la hipermutación 

somática del BCR (Abbas et al., 2017). En contraste, la reducción de las familias VJ 

que conforman el repertorio en Z. californianus, también podría deberse a controles 

estrictos de auto-reactividad durante la evolución 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 ecológicos, encontramos que en la cadena 

alpha la evolución de la mayoría de sus segmentos, no compartían homología con 

otros mamíferos, mientras que la cadena beta, comparte homología con los 

segmentos de otras especies con las que comparten nichos ecológicos, pero siguen 

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

Una posible explicación a lo anterior podría ser que las especies como E. lutris y  C. 

ursinus, quienes a pesar de compartir nichos ecológicos similares y ser semi- 

acuáticas, no son especies sociales (Silverstein et al., 1995; Gentry, 2014), lo no 

favorece la interacción entre los miembros de un ecosistema y no permite que los 
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patógenos entre las poblaciones de estas especies y llevar a la generación de alelos 

nuevos, lo que se ha asociado al número de secuencias constantes en el TCR 

(Zhang et al., 2019). Esto sería un factor importante para determinar la respuesta 

inmunológica ya que en especies sociales como Z. californianus (Schusterman et 

al., 1966), es más común observar una alta prevalencia y diversidad de patógenos 

(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 evolución de los segmentos TRAV en Z. californianus, parece 

haber seguido una línea evolutiva adaptativa, mientras que los segmentos TRBV 

parecen estar más restringidos por el MHC de esta especie debido, a que no se han 

diversificado tanto como el locus alpha en nichos ecológicos similares.  

En el caso del BCR de Z. californianus, los segmentos V de las cadenas parecen 

ser más cercanos a los de especies con los que comparte nichos ecológicos 

similares, especialmente a E. lutris a pesar del comportamiento diferencial que 

exhiben las dos especies en las cuales la diseminación de patógenos y probabilidad 

de infección son distintas, parece que estas especies en el BCR comparten genes 

ortólogos y parálogos, una posible explicación de nuevo podría 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 ecológicas, para el BCR no se han publicado estudios 

semejantes. Con base en los resultados aquí 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 infección libremente, como lo hacen los BCRs 

con antígenos 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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relación 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. Ésto además 

explicaría el porcentaje de similitud con los receptores de estas especies. Por otro 

lado, tanto en el TCR Alpha/beta como en el MHC II se encontraron aminoácidos de 

contacto entre sus cadenas conservadas entre especies con estructuras bien 

reportadas (Marrack et al., 2008).  

En el caso del MHC II 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 número reducido de estructuras 

en el PDB. Fue interesante observar que para la cadena beta subunidad 1 de este 

receptor se encontraron aminoácidos conservados, útiles para el establecimiento de 

la sinapsis inmunológica (Marrack et al., 2008), lo que habla de un patrón bien 

establecido a través de las especies para la co-evolución de estos dos receptores, 

el cual se extiende hasta Z. californianus. Serán necesarios más análisis a futuro 

para determinar, en las regiones contantes, cómo evolucionaron estos patrones en 

los mamíferos.  

Para el BCR heavy/lambda (Ig), a pesar de que existe un gran número de receptores 

de diversas especies en el repertorio de PDB, su principal asociación por 

interacciones y secuencia aminoacídica fue de nuevo con humano (Sato et al., 

2019). Durante el modelado de la estructura del receptor se asoció al 

reconocimiento de antígenos propios. Sin embargo, no es posible relacionar este 

receptor a un antígeno específico porque su estructura fue modelada a partir de una 

secuencia de aminoácidos proveniente de una concatenación de secuencias.  
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VI. Conclusiones 

 

Esta tesis generó conocimiento primerio novedoso sobre cómo 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 número y 

diversidad, este repertorio es similar al de otros mamíferos carnívoros, lo que 

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

En este sentido, la metodología (Eco-Ig) desarrollada que permitió caracterizar el 

repertorio o puede aplicarse para estudiar a otros organismos no modelo, debido a 

que no sesga la caracterización del repertorio en especies no anotadas. Además, 

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

Segundo, el repertorio de los segmentos V(D)J del TCR de Z. californianus exhibe 

tendencias hacia la expansión, como ocurre en otras especies de pinnípedos, 

mientras que repertorio del BCR (Ig) está constituido por un número reducido de 

familias, indicando tendencias hacia la reducción de la diversidad. Este hallazgo 

podría ser evidencia de que existe un sesgo hacia la respuesta inmune celular y no 

humoral en esta especie.  

Tercero, la evolución del repertorio de Z. californianus podría estar indicando 

mecanismos de tolerancia inmune en especies semiacuáticas 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 expansión de las cadenas 

gamma/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 patrón de uso aquí observado. Estudios subsecuentes podrán desafiar esta 

hipótesi 
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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 

TCR 
alpha 

 

AlphaAForward [5'-ATCCCCTTTTCCCCCAAGATGTGG-3'] 24 62,5 65 

AlphaAReverse [5'-GCTCAGATAACAGCATAGCAGGGC-3'] 24 62,5 65 

AlphaBForward [5'-TGGGTCCTCTTGGGCTCTAGCTCC-3'] 24 64.7 108 

AlphaBReverse [5'-CCCCACATCTTGGGGGAAAAGGG-3'] 24 64.7 108 

TCR 
beta 

 

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 

BCR 
heavy 

 

HeavyHA-2Forward [5'-TCAGGGTGGGTGGCTGTGCAGG-3'] 22 69 179 

HeavyHA-2Reverse [5'-GGCCTGAAAGACCCCAAGGGTGC-3'] 24 69 179 

HeavyEForward [5'-GCACAGCCTGGTAGGACACTGG-3'] 22 65 108 

HeavyEReverse [5'-TGCCACCTTCACCTGGAACCC-3'] 21 65 108 

HeavyG1Forward [5'-CCATCCAGAAGAGCCCTGAGCG-3'] 22 61.6 71 

HeavyG1Reverse [5'-TGCACAGCCTGGCAGCACAC-3'] 20 61.6 71 

HeavyG2Forward [5'-CCAGAAGAGCCCTGAGCGTGA-3'] 21 69 97 

HeavyG2Reverse-A2 [5'-GGAGAAGGTCTCCCCACGGT-3'] 20 69 97 

BCR 
lambda 

 

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 A1| Lista de primers usados en el estudio.  La columna izquierda 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 tamaño en pares de bases. La columna de Tm muestra la Temperatura 

de melting determinada por PCR de gradiente. La última columna de la derecha 

muestra el tamaño del amplicon en pares de bases determinado por PCR por punto 

final. 
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Figura A2| Ejemplificación del número de integridad del RNA. En la imagen 

se muestra un gel de agarosa al 1.2%, donde se observan las fracciones 28s 

y 18s de la extracción de RNA. También se muestra la lectura en el nanodrop 

de RNA. El cuadro azul en la gráfica muestra el pico en 240 y 280nm para 

determinar la lectura óptima del RNA que se utilizó durante todo el trabajo, 

además el cuadro color rojo ejemplifica las lecturas que se determinaron como 

óptimas con cada muestra de RNA. 
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Figura A3| Gel del PCR de gradiente para optimizar la Tm de los 

primers diseñados 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 está indicado por (GR).  
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Figura A4| Gel del PCR de gradiente para optimizar la Tm de los primers 

diseñados 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 está 

indicado por (GR).  
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Figura A5| Gel del PCR de gradiente para optimizar la Tm de los 

primers diseñados 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 está indicado por (GR).  
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Figura A6| Geles de RACE y Nested de la cadena alpha.  La imagen 

ejemplifica los sitios de hibridación de los primers 5’/3’ Race, 5’/3’ Nested y 

los primers específicos (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 hibridación de los primers 5’/3’ Race, 5’/3’ Nested 

y los primers específicos (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 hibridación de los primers 5’/3’ Race, 5’/3’ Nested y 

los primers específicos (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 hibridación de los primers 5’/3’ Race, 5’/3’ Nested y 

los primers específicos (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 únicas 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). 
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Figura A11| Gel del PCR punto final para aislar bandas únicas 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 A12| Gel del PCR punto final para aislar bandas únicas de la 

cadena Lambda. Gel 2% de agarosa en la cual se muestran las bandas 

re-amplificadas provenientes del protocolo Nested de la cadena Lambda, 

obtenidas por el protocolo Frezee and Squeeze (Tautz & Renz., 1983).  
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Figura A13| Largo medio de las secuencias caracterizadas por 

secuenciación Sanger.  El gráfico muestra la media de tamaño promedio 

de las cadenas IGH, IGL y TRB caracterizadas por secuenciación tipo 

Sanger. IGH; 561pb, IGL; 424pb y TRB; 276pb. 
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Figura A14| Electrograma de lecturas del Bioanalyzer y calidad de las lecturas 

por secuenciación de nueva generación de la muestra prueba. En A, el 

electrograma de los fragmentos identificados previo a la generación de bibliotecas. 

En B, el electrograma de los fragmentos identificados por el posterior a la generación 

de bibliotecas. En C, la concentración de la muestra y el número de lecturas 

identificadas con la secuenciación de nueva generación. En D, la distribución general 

de la puntuación de calidad de todas las secuencias. 
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Figura A15| Muestras analizadas por el protocolo de secuenciación de nueva 

generación. 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 generación de las bibliotecas. En D, el 

identificador usado en las bibliotecas por muestra y las lecturas por muestra por 

secuenciación de nueva generación.  
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Figura A16| Largo medio de las secuencias caracterizadas por secuenciación 

de nueva generación.  El gráfico muestra la media de tamaño 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 

del RefSeq ordenados por orden descendente acorde al valor E. 
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Figura A17-C| Resultados del Blast de NCBI de la muestra TRB8.  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-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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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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Figura A17-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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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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Figura A17-H| Resultados del Blast de NCBI de la muestra TRB1.  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-I| Resultados del Blast de NCBI de la muestra 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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Figura A17-J| Resultados del Blast de NCBI de la muestra IGH17.  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-K| Resultados del Blast de NCBI de la muestra IGH8.  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-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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Figura A17-M| Resultados del Blast de NCBI de la muestra IGH9.  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 A18| Esquematización del proceso de clonación 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 restricción con EcoRI, en azul en C y 

por PCR de colonia especifica en amarillo en C.  
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Figura A18| Esquematización del proceso de clonación 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 restricción con EcoRI, en azul en C y por PCR 

de colonia especifica en amarillo en C.  
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Figura A19-A| Electrograma y lecturas previas a la generación de biblioteca AA.  

En A, el electrograma de los fragmentos identificados previo a la generación de la 

biblioteca AA. En B la longitud en pb de cada pico identificado en el electrograma y la 

concentración de cada pico.  
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Figura A19-B| Electrograma y lecturas posteriores a la generación de biblioteca 

AA.  En A, el electrograma de los fragmentos identificados posterior a la generación 

de la biblioteca AA. En B la longitud en pb de cada pico identificado en el electrograma 

y la concentración de cada pico.  
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Figura A19-C| Electrograma y lecturas previas a la generación de biblioteca BB.  

En A, el electrograma de los fragmentos identificados previo a la generación de la 

biblioteca BB. En B la longitud en pb de cada pico identificado en el electrograma y la 

concentración de cada pico.  
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Figura A19-D| Electrograma y lecturas posteriores a la generación de 

biblioteca BB.  En A, el electrograma de los fragmentos identificados posterior a la 

generación de la biblioteca BB. En B la longitud en pb de cada pico identificado en 

el electrograma y la concentración de cada pico.  
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Figura A19-E| Electrograma y lecturas previas a la generación de 

biblioteca HH.  En A, el electrograma de los fragmentos identificados previo a 

la generación de la biblioteca HH. En B la longitud en pb de cada pico 

identificado en el electrograma y la concentración de cada pico.  
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Figura A19-F| Electrograma y lecturas posteriores a la generación de biblioteca 

HH.  En A, el electrograma de los fragmentos identificados posterior a la generación 

de la biblioteca HH. En B la longitud en pb de cada pico identificado en el 

electrograma y la concentración de cada pico.  
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Figura A19-G| Electrograma y lecturas previas a la generación de biblioteca 

LL.  En A, el electrograma de los fragmentos identificados previo a la generación 

de la biblioteca LL. En B la longitud en pb de cada pico identificado en el 

electrograma y la concentración de cada pico.  
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Figura A19-H| Electrograma y lecturas posteriores a la generación de 

biblioteca LL.  En A, el electrograma de los fragmentos identificados posterior a la 

generación de la biblioteca LL. En B la longitud en pb de cada pico identificado en 

el electrograma y la concentración de cada pico.  
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Figura A20| Análisis de calidad estructural y residual del TCRab. A, gráfico de 

factos B, (elasticidad de la estructura). B, grafico de Rammachandran. C, factor Z 

de los residuos de la estructura TCRab. D, estimación de calidad por estructuras y 

características fisicoquímicas. E y F, valores de factor Z de cada residuo en la 

estructura TCRab  
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Figura A21| Análisis de calidad estructural y residual del BCRhl. A, gráfico de 

factos B, (elasticidad de la estructura). B, grafico de Rammachandran. C, factor Z 

de los residuos de la estructura BCRhl. D, estimación de calidad por estructuras y 

características fisicoquímicas. E y F, valores de factor Z de cada residuo en la 

estructura BCRhl. 
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Figura A22| Análisis de calidad estructural y residual del MHC II (DRB). A, 

grafico de factos B, (elasticidad de la estructura). B, gráfico de Rammachandran. 

C, factor Z de los residuos de la estructura MHC II. D, estimación de calidad por 

estructuras y características fisicoquímicas. 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 

secuencias con dominios conservados con el 

TCR e Ig. Dendrograma de las regiones 

conservadas entre los dominios de 

inmunoglobulina del TCR e Ig compartidos con 

otros miembros de la IgSF.  
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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, NW_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, NW_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, NW_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, NW_019160856, NW_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, NW_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, NW_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, NW_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, NW_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, NW_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, NW_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. 
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Anexo 25 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

library(ggplot2) 

#Importar la matriz 

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

#Etiquetado de todas las filas que están 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)) 

 

#Graficación del PCA 

Ts <- ggplot(TRA, aes(x=axis1, y=axis2, color=group2)) + 

geom_point() + geom_rug() +  scale_color_manual(values = 

c('#0099FF','#FF9900')) 

Ts 

 

#Selección del grupo de interes 

h + coord_cartesian(xlim = c(-0.2, 0.3), ylim = c(-0.4, -0.1)) 

TRAsub <- TRA[TRA$axis1>0 & TRA$axis1<0.2,] 

TRAsub <- TRAsub[TRAsub$axis2<0.1 ,] 

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

TRAsub_trinity <- TRAsub[TrinityRows,] 

TRAsub_trinity <- TRAsub[-TrinityRows,] 

 

#Agrupamiento del subconjuntos como archivo csv 

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

 

 

library(ggplot2) 

#Importar la matriz 

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

#Etiquetado de todas las filas que están 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)) 

 

#Graficación del PCA 

Ts <- ggplot(TRA, aes(x=axis1, y=axis2, color=group2)) + 

geom_point() + geom_rug() +  scale_color_manual(values = 

c('#0099FF','#FF9900')) 

Ts 
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Anexo 26 

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

 

 

Script utilizado en IgDiscover 0.11 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

$ conda install -c bioconda samtools  

 

#Lista de TRINITY  

$ grep “TRINITY” TRAZaca.csv > AAtoSplit.txt 

 

#Selección de secuencias TRINITY  

$ xargs samtools faidx AA.fasta < AAtoSPlit.txt > SpS1AA.fasta 

$ cat SpS1AA.fasta > TRAZaca.fasta 

 

 

$ conda install -c bioconda samtools  

 

#Lista de TRINITY  

$ grep “TRINITY” TRAZaca.csv > AAtoSplit.txt 

 

#Selección de secuencias TRINITY  

$ xargs samtools faidx AA.fasta < AAtoSPlit.txt > SpS1AA.fasta 

$ cat SpS1AA.fasta > TRAZaca.fasta 

 

 

$ conda install -c bioconda samtools  

 

#Lista de TRINITY  

$ grep “TRINITY” TRAZaca.csv > AAtoSplit.txt 

 

#Selección de secuencias TRINITY  

$ xargs samtools faidx AA.fasta < AAtoSPlit.txt > SpS1AA.fasta 

$ cat SpS1AA.fasta > TRAZaca.fasta 

 

 

$ conda install -c bioconda samtools  

 

#Lista de TRINITY  

$ grep “TRINITY” TRAZaca.csv > AAtoSplit.txt 

 

#Selección de secuencias TRINITY  

$ xargs samtools faidx AA.fasta < AAtoSPlit.txt > SpS1AA.fasta 

$ cat SpS1AA.fasta > TRAZaca.fasta 

 

 

$ conda install -c bioconda samtools  

 

#Lista de TRINITY  

$ grep “TRINITY” TRAZaca.csv > AAtoSplit.txt 

 

#Selección de secuencias TRINITY  

$ xargs samtools faidx AA.fasta < AAtoSPlit.txt > SpS1AA.fasta 

$ cat SpS1AA.fasta > TRAZaca.fasta 

 

 

$ conda install -c bioconda samtools  

 

#Lista de TRINITY  

$ grep “TRINITY” TRAZaca.csv > AAtoSplit.txt 

 

#Selección 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   

$ actívate source igdiscover  

 

#Correr el programa  

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

 

#Edición del archivo igdiscover.yaml  

 

(igdiscover)$ nano igdiscover.yaml 

 

## configuración IgDiscover  

 

# Cuantas iteraciones de descubrimiento ejecutar.  

 

iterations: 1 

 

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

# 

sequence_type: TCR 

 

 

## Barcoding settings 

 

barcode_length_5prime: 0 

barcode_length_3prime: 0 

barcode_consensus: false 

 

 

# deteción de locacones CDR3 funciona sólo con secuencias VH. 

cdr3_location: 'false'   

 

 

# Eliminación 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 número de lecturas (para ejecuciones de pruebas rápidas) Establecer en 

falso para 

# procesar todas las lecturas. 
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# Filtre las lecturas combinadas que sean más cortas que esta longitud 

 

minimum_merged_read_length: 300 

merge_program: pear 

flash_maximum_overlap: 300 

rename: false 

debug: false 

seed: 1 

 

# El 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 

 

## Configuración de descubrimiento de candidatos 

 

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

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

# J, no ignore su% SHM 

ignore_j: false 

 

# Al agrupar secuencias para descubrir nuevos genes, haga una submuestra a este número de 

# secuencias. Más alto es más 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 configuración de filtrado de candidatos (filtrado de línea germinal) 

 

# Criterios de filtrado aplicados a secuencias candidatas en todas las iteraciones excepto la 

última. 

# 

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: 0            # 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 0 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 

 

 

 

 

 

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

 

minimum_merged_read_length: 300 

merge_program: pear 

flash_maximum_overlap: 300 

rename: false 

debug: false 
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# Criterios de filtrado aplicados a secuencias candidatas en la última iteración. 

# Estos deben ser más estrictos que los criterios pre_germline_filter. 

# 

germline_filter: 

  unique_cdr3s: 5            # Minimum number of unique CDR3s (within exact matches) 

  unique_js: 3               # Minimum number of unique J genes (within exact matches) 

  whitelist: true            # Add database sequences to the whitelist 

  cluster_size: 100          # Minimum number of sequences assigned to cluster 

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

  cross_mapping_ratio: 0.02  # Threshold for removal of cross-mapping artifacts (set to 0 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 

 

## configuración 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  

 

 

# Criterios de filtrado aplicados a secuencias candidatas en la última iteración. 

# Estos deben ser más estrictos que los criterios pre_germline_filter. 

# 

germline_filter: 

  unique_cdr3s: 5            # Minimum number of unique CDR3s (within exact matches) 

  unique_js: 3               # Minimum number of unique J genes (within exact matches) 

  whitelist: true            # Add database sequences to the whitelist 

  cluster_size: 100          # Minimum number of sequences assigned to cluster 

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

  cross_mapping_ratio: 0.02  # Threshold for removal of cross-mapping artifacts (set to 0 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 

 

## configuración 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  

 

 

# Criterios de filtrado aplicados a secuencias candidatas en la última iteración. 

# Estos deben ser más estrictos que los criterios pre_germline_filter. 

# 

germline_filter: 

  unique_cdr3s: 5            # Minimum number of unique CDR3s (within exact matches) 
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