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Resumen

Dada la relevancia del estado de salud del ganado bovino en la productividad es
importante conocer los diferentes componentes de su sistema inmunitario, tanto innato
como adaptativo. En particular resulta muy importante conocer el tipo de respuesta de
anticuerpos o respuesta humoral, tanto a nivel de las respuestas frente a diferentes

agentes patdégenos como para analizar la respuesta individual frente a vacunas.

En bovinos, el locus que contiene los segmentos génicos que codifican para las
cadenas pesadas de las inmunoglobulinas (IGH) no se conoce completamente dado
gque se encuentra ausente en uno de los ensamblajes reportados del genoma bovino, y
parcialmente en el otro. Las regiones constantes correspondientes a todas las clases
humanas y murinas se mapearon en el cromosoma 21, pero la informacion sobre los
segmentos VH, DH y JH no esta sistematizada, es parcial y en algunos casos

inconsistente.

Este trabajo propone sistematizar la informacién disponible sobre los genes de

inmunoglobulina bovinos.

Se lograron identificar en los genomas bovinos reportados, un conjunto pequefio
de segmentos VH en comparacion con otras especies estudiadas. A este repertorio
limitado se le agrega que solamente un tercio presenta las sefiales necesarias para su
correcta recombinacion, y que de aquellos segmentos potencialmente funcionales
solamente 9 fueron identificados en un conjunto de bibliotecas de expresion (ADNc). El
conjunto de segmentos génicos VH bovinos funcionales y expresados pertenecen a una
sola familia filogenética homéloga a la familia VH2 humana.

Los segmentos DH identificados concuerdan con lo reportado en andlisis previos
donde se identificaron CDR3H de longitud variable, destacandose un conjunto particular

gue presenta longitudes excepcionalmente largas.

La cantidad de segmentos JH se condice con lo conocido para la mayoria de las




especies, y el patron de expresion parece asemejarse a lo conocido para humanos.

Finalmente, este trabajo propone una nueva nomenclatura sistematizada para
los segmentos VH, DH y JH identificados en el genoma bovino de manera analoga a la
existente para humanos. Dado que la ubicacion cromosémica del locus de cadena
pesada se presenta fraccionado en varios cromosomas, se discute el posible origen de
esta fragmentacion y se proponen estrategias experimentales especificas para resolver

este problema mediante la secuenciacién completa de esta region.
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A. Introduccion

Los datos para el afio 2012 demuestran la existencia de 11,4 millones de vacunos
en el Uruguay. En el mismo afio se faenaron mas de 2 millones de ejemplares. La
producciéon de carne bovina en Uruguay ocupa un 62% de la superficie del area
productiva del pais. La actividad pecuaria en Uruguay emplea una importante cantidad
de mano de obra calificada y no calificada, directa o indirectamente, desde criadores

hasta distribuidores.

Dadas las caracteristicas de la produccion de carne en Uruguay, el pais ha
entrado en mercados internacionales exigentes de calidad. Histéricamente, el principal
producto exportado por Uruguay ha sido la carne bovina congelada, habiendo sido
recientemente desplazada por las habas de soja. De todas formas, en el afio 2013 dos
de los principales productos exportados fueron carne bovina y lacteos. Segun el Anuario
Estadistico Agropecuario 2013 del Ministerio de Ganaderia, Agricultura y Pesca, y el
Informe de Comercio Exterior de Uruguaya 2013 de Uruguay XXI, durante el periodo
Enero-Diciembre de 2013 la exportacion de carne bovina congelada report6 US$ 936
millones, la carne bovina fresca US$ 363 millones y la leche US$ 365 millones. Estos
datos implicaron una participacion del 10%, 4% y 5% respectivamente de las

exportaciones totales del pais.

La produccion pecuaria tiene importantes pérdidas econdmicas debido a los
problemas de salud de los animales, como enfermedades respiratorias, digestivas o
metabdlicas. Estas pérdidas no estan solamente determinadas por la muerte del animal,
sino también por el gasto de recursos en alimentacidn, productos veterinarios y
mejoramiento. De esta manera, la salud del ganado es determinante en la rentabilidad

de la actividad pecuaria.

Los animales suelen estar sometidos a manejos, transportes, temperaturas
extremas o presiones reproductivas que pueden tener efecto negativo sobre la salud del
mismo. En el caso de la produccién de leche, para obtener una performance rentable
de la lactacion, es un prerrequisito producir un ternero a intervalos regulares, siendo el
intervalo parto-concepcion el factor limitante. Desde la década del ‘60 a la actualidad se
ha visto una disminucion del 20 al 30% en la tasa de prefiez, ya que la presion por
seleccion para produccion de leche ha afectado los indices reproductivos. El conflicto
entre el desempefio productivo y el desempefio reproductivo esta condicionado en gran
parte por el manejo diferencial en el que se puede incidir especialmente durante el

periodo de transicion. Este periodo es en el que se concentran las enfermedades
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metabdlicas o tecnopatias de la produccion de leche actual. Del equilibrio con que la
vaca resuelva este proceso dependera la capacidad de maximizar la produccion de
leche, evitar enfermedades metabdlicas y asegurar la siguiente prefiez. Se ha descrito
una disminucion transitoria de la respuesta inmune luego del parto, dada por el pasaje
de neutréfilos al tracto reproductivo, y por cambios en la respuesta de linfocitos,

afectando la produccién de anticuerpos.

Ademas de los cambios metabdlicos comandados por sefiales hormonales
durante y luego de la prefiez, la calidad de los caminos, las distancias recorridas para
acceder al alimento y la disponibilidad de alimento con valor nutricional pueden
representar un gran potencial traumético para la homeostasis del animal. La clinica
individual carece de efecto preventivo: cuando las vacas se enferman, la leche se pierde,
por lo que la intervencién no es capaz de controlar las pérdidas econdmicas que
representa una patologia. Dado que el sistema inmunitario es el responsable del
reconocimiento, resistencia y eliminacién de agentes patdgenos, este es fundamental

para la performance del animal (Meikle, Cavestany et al. 2013).

El sistema inmunitario de un individuo esta formado por un conjunto de érganos,
tejidos, células y moléculas que actian en forma colectiva y coordinada en respuesta a
la presencia de estructuras extrafias, agentes patégenos causantes de enfermedades o
estructuras propias transformadas, dafiadas o envejecidas. El sistema inmune tiene
como caracteristica principal la capacidad de discriminar “lo propio” de “lo extrafio”,

generando potentes respuestas inmunes contra “lo extrafio”.

El sistema inmune puede dividirse para su estudio en el sistema inmune innato
y el sistema inmune adaptativo. El sistema inmune innato responde basicamente de la
misma manera cada vez que se enfrenta a una infeccién. Los mecanismos de respuesta
son generales para aquellas estructuras comunes presentes en agentes patdgenos. La
respuesta inmunitaria innata esta siempre inmediatamente disponible para actuar, pero
no lleva a una inmunidad duradera. Por el contrario, una respuesta inmunitaria
adaptativa es especifica, tiene la propiedad de “recordar’” exposiciones repetidas al
mismo agente patdgeno, y aparece durante un lapso de vida de un individuo como una

adaptacion a la infeccion por ese agente patégeno.

A.l. Elsistemainmune innato

El reconocimiento y respuesta inicial frente a un agente patégeno es llevado a
cabo por el sistema inmune innato. Este sistema responde de manera inmediata y

repetida ante cualquier infeccion dado que los mecanismos moleculares efectores se
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encuentran en el lugar previamente a la infeccién. Asi la mayoria de los agentes
infecciosos a los que un individuo sano se enfrenta normalmente no suelen causar una
enfermedad perceptible ya que son reconocidos y eliminados rapidamente (de 0 a 96

horas en humanos).

El sistema inmunitario innato es la primera barrera contra la infeccion; bloquea
la entrada de agentes infecciosos y elimina o limita el crecimiento de aquellos que tienen

la capacidad de colonizar los tejidos del organismo.

El sistema inmunitario innato responde a estructuras comunes presentes en
muchos microorganismos, por lo cual no discrimina con alta especificidad a los distintos
agentes patdégenos que ingresan al organismo. Estas estructuras comunes
corresponden a moléculas simples conocidas bajo el nombre de Patrones Moleculares
Asociados a Patdgenos (del inglés, PAMPS), presentes en diversos microorganismos
pero no en células propias. Las células del sistema inmune innato (macréfagos,
neutroéfilos y células dendriticas) expresan Receptores de Reconocimiento de Patrones
(del inglés, PRRs), los cuales son inespecificos o con especificidad amplia, pero
discriminan eficazmente entre las células del hospedador y los patégenos. Los
receptores del sistema inmune innato son codificados por la linea germinal, por lo tanto
son restringidos a un repertorio limitado e invariable. Dado que los microorganismos
pueden evolucionar con mayor rapidez que sus hospedadores, es logico que los PRRs
solo reconozcan estructuras moleculares que han permanecido sin cambios durante la

evolucion.

Los principales componentes del sistema inmune innato son las barreras fisicas
y quimicas en los epitelios, las células efectoras (fagocitos mononucleares, neutrdfilos,
células natural killer (NK)) y proteinas como las citoquinas o las que forman parte del
sistema de complemento. Estos componentes proveen al organismo de diversos

mecanismos para responder a la infeccién.

Los agentes infecciosos vivos se pueden agrupar en virus, bacterias, hongos,
protozoarios y helmintos. Estos pueden crecer en todos los compartimientos del
organismo, donde los diferentes mecanismos de defensa del sistema inmunitario

deberan combatirlos.

Los sitios de interaccion entre los individuos y el ambiente externo son los
epitelios (piel, mucosa gastrointestinal y respiratoria). Estos epitelios actian como
barrera eficaz para evitar la entrada de la mayoriade los agentes infecciosos, y tienen la
capacidad de repararse rapidamente en caso de herida. Ademas, estos epitelios, asi

como algunos leucocitos producen péptidos con propiedades antimicrobianas, enzimas



degradantes potentes y sustancias quimicas toxicas. Si un agente infeccioso supera
estas barreras y accede el tejido subyacente o a la circulacion, se replicara y en general

ser& reconocido por las células efectoras.

La gran mayoria de las células efectoras del sistema inmune innato provienen
de un linaje mieloide. Estas se originan en la medula ésea y migran a los tejidos por la

circulacion sanguinea. Las células NK provienen de un progenitor linfoide.

Dentro de las células que provienen de un progenitor mieloide comuin se
encuentran los macrofagos, neutréfilos y células dendriticas. Los macréfagos son
células fagociticas que se encuentran en los tejidos subepiteliales cuya funcién
intrinseca es identificar, fagocitar y destruir agentes infecciosos. Los neutréfilos también
son células fagociticas pero migran al sitio de infecciébn poco tiempo después de la

entrada del agente infeccioso al organismo.

Las células dendriticas, al igual que los macréfagos y neutréfilos, captan materia
por medio de fagocitosis, pero su funcién principal no es la eliminacion de agentes
infecciosos. Estas células tienen un rol importante en el vinculo entre el sistema

inmunitario innato y el adaptativo.

A.2. El sistemainmune adaptativo

El sistema inmune innato defiende de manera eficaz al individuo de agentes
patébgenos que presentan determinados patrones conservados en su composicion,
como oligosacaridos, peptidoglucanos, lipopolisacéridos de la membrana externa de las
bacterias gram negativas, ARN doble cadena de algunos virus o islas CpG desmetiladas.
Estos PAMPs son comunes a muchos agentes patégenos y se han conservado durante
la evolucion. El sistema inmune adaptativo se superpone con el sistema inmune innato
de forma tardia, pero tiene la capacidad de distinguir el agente infeccioso particular y

dar una respuesta especifica para combatirlo.

Los linfocitos especificos para antigeno son células que, al igual que las células
NK, provienen de un progenitor linfoide comun. Se diferencian en la capacidad de dar
una respuesta inmunitaria contra una gran variedad de agentes infecciosos, dada la

variabilidad en los receptores de antigeno que presentan en su superficie.

Los linfocitos se clasifican en linfocitos B y linfocitos T. Ambos se originan en la
médula 6sea, pero mientras los precursores de linfocitos B maduran alli mismo, los
precursores de linfocitos T migran al timo. Dada su funcion, la médula 6sea y el timo son

denominados 6rganos linfoides centrales o primarios. Una vez alcanzada la maduracion,



ambos tipos de linfocitos virgenes pasan a la circulacion sanguinea y se distribuyen en
los 6rganos linfoides periféricos o secundarios (ganglios linfaticos, tejidos linfoides
asociados a las mucosas, bazo, etc.), donde se inician las respuestas inmunitarias
adaptativas. Los linfocitos recirculan entre la sangre y estos érganos hasta que

encuentran su antigeno especifico y son activados.

A.2.1. Mecanismos de la respuesta inmunitaria adaptativa: Para que se
genere una respuesta inmunitaria adaptativa es necesaria la previa activacion de las
células dendriticas, que actian como células presentadoras de antigeno. Sus
receptores de reconocimiento de patrones, al unirse al antigeno, promueven la
fagocitosis y degradacion del agente patdégeno. Ademas, las células dendriticas captan
material extracelular no reconocido por sus receptores mediante macropinocitosis

independiente de receptor.

Una vez internalizado el agente patdgeno, las células dendriticas migran a los
organos linfoides periféricos. Alli maduran en células presentadoras de antigeno,
presentando fragmentos del antigeno en su superficie y expresando moléculas co-
estimuladoras. También secretan citocinas, que tienen implicancias tanto en la
inmunidad adaptativa como en la innata. Asi las células dendriticas seran capaces de
presentar el antigeno a los linfocitos T virgenes, estos Ultimos luego proliferaran y se
diferenciaran a linfocitos activados. Esta activacion es necesaria para la posterior

activacion de linfocitos B.

Los linfocitos maduros indiferenciados que no reconocen su antigeno recirculan
por los tejidos linfoides periféricos, accediendo a los mismos desde la sangre, y salen a
través de los vasos linfaticos eferentes, regresando a la sangre mediante el conducto
tor4cico. Este proceso se repite hasta que reconocen su antigeno especifico o mueren.
Los antigenos de agentes patdgenos son transportados por las células presentadoras
de antigeno desde los sitios de infeccién hacia el tejido linfoide periférico a través de los
vasos linfaticos aferentes. Los 6rganos linfoides periféricos estan compuestos de un
armazon de células del estroma que emiten sefales de supervivencia para los linfocitos.
Este tejido también esta especializado para atrapar las células presentadoras de

antigeno y facilitar el inicio de respuestas inmunitarias adaptativas.

Cuando un linfocito es activado por el encuentro de su receptor especifico con
su antigeno, comenzara un periodo de proliferacion y diferenciacion para finalmente
abandonar el 6rgano linfoide periférico como linfocito efector. Este linfocito regresa al

torrente sanguineo a través de los vasos linfaticos eferentes, y es transportado hacia los



tejidos donde actuara. Este es un proceso que se extiende en el tiempo, por lo cual una
respuesta inmunitaria adaptativa a un antigeno al cual el individuo no se enfrentd antes

recién se hara efectiva aproximadamente una semana después de la infeccion.

A.2.2. Receptores del sistema inmune adaptativo: A diferencia de los PRRs
gue reconocen estructuras diferentes compartidas por varios agentes patdgenos, cada
linfocito porta receptores de antigeno especificos para una estructura molecular Gnica
gue difiere de los receptores de los otros linfocitos. Las estructuras reconocidas por
PRRs son bastantes distintos de aquellos reconocidos por linfocitos. Los mecanismos
del sistema inmunitario adaptativo permiten vencer las restricciones inherentes a la
respuesta inmunitaria innata. La posibilidad de reconocer una diversidad de antigenos
teéricamente infinita le permite al sistema inmunitario adaptativo una respuesta

especifica a cada agente patégeno.

A partir de los mecanismos genéticos de generacion de la diversidad que
suceden durante el desarrollo de los linfocitos es posible para un individuo generar un
repertorio de receptores de linfocitos suficientemente extenso para asegurar que pueda
reconocer casi cualquier estructura. Aquellos linfocitos que presentan receptores
especificos para moléculas propias “auto-reactivas” se eliminan en una etapa temprana
del desarrollo linfocitario. A partir del repertorio de linfocitos maduros, solamente
aquellos linfocitos que se encuentren con el antigeno que se une a su receptor con alta
afinidad proliferardn y se diferenciardn en células efectoras. Asi es que un individuo
solamente producira anticuerpos contra los antigenos a los cuales haya estado expuesto.
El proceso de proliferacion se denomina expansion clonal, en ese momento la célula se
divide y produce muchas descendientes idénticas que son capaces de secretar
anticuerpos clonotipicos con una especificidad idéntica. Todo el mecanismo explicado

anteriormente se denomina teoria de la seleccién clonal.

A.2.3. El receptor de linfocitos T: El receptor de linfocitos T (TCR) esta
compuesto de dos cadenas de similar tamafio, denominadas cadena a y cadena 3. El
TCR solamente existe en forma de receptor de membrana. Cada una de estas cadenas
esta compuesta por una region variable y una regiéon constante, siendo la combinacién
de las regiones variables de la cadena a y cadena B la responsable de la generacién de
un sitio Unico para la union de antigeno. Estos receptores no son capaces de unir
directamente el antigeno, sino que solamente podran reconocer fragmentos peptidicos

cortos de antigenos proteicos unidos a glicoproteinas llamadas moléculas del complejo
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principal de histocompatibilidad (MHC) presentes en la superficie de las células
presentadoras de antigeno. Este reconocimiento hara que se emita una sefial al linfocito

para activarse.

El MHC es un locus con un alto contenido en genes sumamente polimorfos, es
decir que dentro de una poblacion existen muchos alelos. Esto aumenta la probabilidad
de que un mismo individuo exprese dos alelos distintos de la molécula, permitiendo que
pueda unir una mayor variabilidad de péptidos antigénicos. Existen dos tipos principales
de moléculas de MHC, las de clase | y las de clase Il. Las primeras entran en contacto
con antigenos citosoélicos, mientras que las de clase Il con antigenos extracelulares que
hayan sido endocitados. Estructuralmente las moléculas de MHC presentan una
hendidura a través de su superficie exterior, lugar donde unen los fragmentos peptidicos

de los antigenos.

A.2.4. El receptor de linfocitos B: Las moléculas de reconocimiento de
antigeno de los linfocitos B se denominan inmunoglobulinas (Ig). Estas moléculas se
producen como receptores de membrana en la superficie de los linfocitos B (BCRS) o
en forma de inmunoglobulinas o anticuerpos secretados al medio extracelular con la
misma especificidad de antigeno para una misma célula. La funcién de los receptores
de membrana de linfocitos B es reconocer y unirse a su antigeno, lo cual transmite una
sefal que causa la activacién del linfocito, produciéndose la expansién clonal y
secrecion de anticuerpos especificos para el antigeno. Esta respuesta tiene como fin

neutralizar la actividad del antigeno o facilitar su eliminacion.

Las inmunoglobulinas son la forma secretada del receptor de antigeno de células
B terminales diferenciadas, llamadas células plasmaticas. A diferencia de los receptores
de linfocitos T, las inmunoglobulinas pueden unirse al antigeno de forma directa,
reconociendo epitopes desplegados sobre la superficie del antigeno. Las
inmunoglobulinas se unen a agentes patégenos o sus productos téxicos en los espacios
extracelulares del organismo. La secrecion de anticuerpos es la principal funcion

efectora de las células plasmaticas.

Las inmunoglobulinas se pueden esquematizar como una molécula en forma de
Y (Figura 1). Cada molécula de anticuerpo esta formada por dos cadenas pesadas
idénticas y dos cadenas livianas idénticas, estas se ubican en la inmunoglobulina de
manera simétrica formando la Y (Figura 2A). Los “brazos” de la Y corresponden a las
dos regiones variables idénticas (dominio V) que son los sitios de unién a antigeno. La
“pata” de la Y corresponde al dominio constante (dominio C) del anticuerpo, que es la

region que determina la funcion efectora del anticuerpo.
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Figura 1. Estructura cristalografica de una inmunoglobulina IgG. La
molécula de inmunoglobulina tiene un eje de simetria y estda compuesto de dos
cadenas pesadas idénticas (formada por los segmentos Vi-CH1-CH2-CH3) y
dos cadenas ligeras iguales (formada en este caso por los rearreglos Vk-Ck). La
combinacién de la regién variable de la cadena pesada y de la cadena liviana
determina la especificidad de la inmunoglobulina (verde). La region constante
determina la funcién efectora del anticuerpo y sélo adopta unas pocas formas
distintas (isotipo IgG en este caso) (azul y celeste). Figura generada a partir de
PDB ID 1HZH. (Saphire, Parren et al. 2001)

A.2.5. El dominio constante de las Inmunoglobulinas: El dominio constante
solamente adopta unas pocas formas distintas determinadas por la clase. Las clases de
inmunoglobulinas estan definidas por los isotipos del dominio C de las cadenas pesadas.
En mamiferos se conocen cinco clases, IgM, IgA, IgD, IgG e IgE codificadas por los
genes W, a, O, y Y € respectivamente. Se han identificado isotipos adicionales en
vertebrados inferiores mandibulados, como aves, reptiles, anfibios, peces 6seos y peces
cartilaginosos (Litman, Anderson et al. 1999). La clase IgM se encuentra
estructuralmente conservada a lo largo de la evolucién y se expresa en todos los
vertebrados mandibulados. La clase IgD, a pesar de ser primitiva como la IgM, se
encuentra ausente en aves y varios mamiferos como conejo, zariglella y elefante. Si se
ha detectado en otros mamiferos, reptiles, anfibios y peces tanto 6seos como

cartilaginosos (Wilson, Bengten et al. 1997, Zhao, Kacskovics et al. 2002, Ohta and
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Flajnik 2006, Zhao, Pan-Hammarstrom et al. 2006, Wei, Wu et al. 2009). Ademas se han
identificado otras clases en distintos vertebrados como IgY en tetrapodos inferiores
(Zhao, Rabbani et al. 2000, Lundgqvist, Middleton et al. 2001, Wei, Wu et al. 2009), IgNAR
e IgNARC en peces cartilaginosos (Greenberg, Avila et al. 1995, Dooley and Flajnik
2006), IgT/IgZ en trucha y zebrafish (Danilova, Bussmann et al. 2005, Hansen, Landis
et al. 2005), IgX (mismo nombre dado para las IgNARC e IgW segun la especie) e IgF
en anfibios (Hsu, Flajnik et al. 1985, Zhao, Pan-Hammarstrom et al. 2006), e IgO en
ornitorrinco (Zhao, Cui et al. 2009). Las aves ademas de IgD tampoco expresan las
clases IgG e IgE pero si la clase IgY (Lundgvist, Middleton et al. 2006, Choi, Kim et al.
2010).

La clase IgY, se cree que deriva de la duplicacién de IgM. La clase IgY parece
haber tenido un rol central en la evolucién de las Ig en el linaje de los tetrapodos, dando
lugar a la clase IgA (presuntamente a partir de la recombinaciéon con IgM) y a IgG e IgE
a partir de eventos de duplicacién génica (Warr, Magor et al. 1995, Bengten, Wilson et
al. 2000, Deza, Espinel et al. 2007). Estas caracteristicas son compartidas para todas
las especies de aves estudiadas, incluyendo el avestruz. Dado que el avestruz es una
de las aves mas primitivas vivientes, tiene sentido que estas caracteristicas hayan
surgido muy temprano durante la divergencia de las especies de aves. En algunas
especies, como en algunas aves, se han encontrado inversiones en los genes que
codifican estas regiones. En particular la orientacion de transcripciéon del segmento
génico que codifica IgA es opuesta a la del resto de las especies estudiadas (Zhao,
Naude et al. 1996).

Cada uno de los isotipos se especializa en activar diferentes mecanismos
efectores. La regién que codifica las clases se denomina region constante ya que no
estd sometida a los mecanismos de recombinacion generadores de diversidad de la
region variable. Asi es que las funciones de reconocimiento y efectoras estan separadas
de forma estructural en la molécula de anticuerpo. De la misma manera una molécula
de anticuerpo tiene dos funciones, una es unirse de manera especifica al antigeno del
agente patdégeno que desencadend la respuesta inmunitaria, y una vez unido al antigeno,
la otra funcién es reclutar células y moléculas para deshacerse del agente patdgeno.
Estas funciones efectoras son caracteristicas de los anticuerpos ya que la regién C del

receptor de linfocitos B de membrana permanece insertada en la membrana de la célula.

Una vez que se alcanza la especificidad por un antigeno, la funcion de la Ig
puede ser modulada por cambio de clase de la regidén constante. El cambio de clase es
una fase secundaria de diversificaciébn que ocurre en los linfocitos B activados, que

solamente involucra a la regién C de la inmunoglobulina. En este proceso se reemplaza
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la regién C de la cadena pesada Cp original por una region C alternativa, aumentando
la diversidad funcional del repertorio de inmunoglobulinas. A diferencia de los segmentos
Vi, Du Yy Ju que se recombinan tempranamente en la diferenciacién de linfocitos B, la
region C puede expresarse en la progenie conforme éstas maduran y proliferan en el
transcurso de una respuesta inmunitaria. El primer receptor de antigeno expresado por
una célula B en una respuesta inmunitaria es el IgM. Més tarde durante la respuesta
inmunitaria, la misma region V ensamblada puede expresarse en otras clases de
anticuerpo de manera irreversible. El cambio de clase ocurre solamente después de que

el linfocito B haya sido estimulado por antigeno.

A.2.6. El dominio variable de las inmunoglobulinas: Tanto las cadenas
pesadas como las livianas estan formadas por una regién variable y una constante. Las
regiones variables de una cadena pesada y de una cadena liviana se combinan para
formar el sitio de unién a antigeno del anticuerpo (dominio variable o dominio V) (Figura
2A). La secuencia aminoacidica de esta region de union varia mucho entre diferentes
moléculas de anticuerpos, y es por ello que se denomina “region variable”. La estructura
en forma de dominios V y C y el mecanismo de generacién de diversidad para los
receptores de linfocitos B es igual al empleado para los TCR. Esta estructura basica
puede presentar una gran variabilidad de estructuras tridimensionales con capacidad de

unirse en forma altamente especifica a los diferentes tipos de antigenos.

A.2.7. Formacion de wuna inmunoglobulina: Practicamente cualquier
sustancia puede ser el desencadenante de una respuesta de anticuerpos. Ademas, la
respuesta a un solo antigeno puede comprender la produccién de muchos anticuerpos

diferentes cada uno con especificidades y afinidades diferentes (respuesta policlonal).

Cada variante de receptor no se puede codificar por completo en el genoma ya
gue requeriria un numero de genes codificantes mayor al nimero de genes que hay en
todo el genoma. Los genes que codifican las regiones variables de los receptores de

linfocitos se heredan como sets de segmentos génicos (Hozumi and Tonegawa 1976).
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Figura 2. A. Una molécula de anticuerpo esta compuesta por dos cadenas
pesadas idénticas (verde), y dos ligeras idénticas (amarillo). Cada una de las
cadenas consta de una regidn constante (celeste) y una region variable (rosado).
Cada una de las regiones variables esta formada por una cadena ligera y una
pesada, que conforman el sitio de unién a antigeno. B. La region variable de una
cadena pesada se construye a partir de un segmento génico Vn (rojo), uno D
(verde) y uno Jux (amarillo). Con azul se representa la region constante. G-C. En
primer lugar, los segmentos génicos DH y JH se unen, después el segmento
génico VH se une a la secuencia DJ combinada. Un gen de la region C de la
cadena pesada es codificado por varios exones y una region bisagra (violeta).
Los exones de la region C, junto con la secuencia lider (blanco) son empalmados
a la secuencia del dominio V durante el procesamiento del transcrito de ARN de
la cadena pesada. H. El locus de la cadena pesada tiene una agrupacion de
segmentos génicos VH, otra de segmentos DH seguida de una agrupacion de
segmentos JH. A continuacion se ubica una agrupacion de segmentos C, que
comienza con el segmento Cu. Un segmento de cada agrupacion se selecciona
para formar la cadena pesada de las moléculas de inmunoglobulina. Figura
adaptada de Fig. 1-13, Fig. 4-2 y Fig. 4-4 (Murphy, Travers et al. 2008).
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Durante el desarrollo de estas células, los segmentos génicos de la regiéon
variable se seleccionan y ensamblan de manera irreversible mediante el mecanismo de
recombinacion de ADN. Este mecanismo se conoce como reordenamiento génico. Una
secuencia de la regidn V entonces estara formada por dos o tres tipos de segmentos
génicos, cada uno de los cuales esta presente en multiples copias en el genoma de la
linea germinal. Dado que la seleccion de un segmento génico de cada tipo ocurre de
manera aleatoria es posible un gran niamero de posibles combinaciones y por ende la
gran diversidad del repertorio de receptores. Se estima que en seres humanos este
repertorio puede llegar a mas de 10" moléculas de inmunoglobulinas con estructuras

diferentes.

La diversidad que se puede generar en la region V de la molécula de
inmunoglobulina tiene una dependencia basica en el nimero de segmentos génicos y
la distincién en sus secuencias. Dada la multiplicidad de segmentos génicos en el ADN
de la linea germinal, ninguno de estos es esencial. Esto reduce la presion evolutiva
sobre cada segmento génico para permanecer intacto, acumulando mutaciones. Asi es
gue no todos los segmentos génicos identificados son funcionales, cierta proporcion ha
acumulado mutaciones que no les permiten codificar proteinas funcionales. Estos se
denominan pseudogenes. Por ejemplo, en humanos existen 87 genes Vy (de los cuales

46 son funcionales) (Berman, Mellis et al. 1988, Cook, Tomlinson et al. 1994).

Dada la existencia de diversos segmentos génicos en cada set, dicha seleccion
generara para cada célula un gen singular para la region variable de las cadenas pesada
y liviana (Figura 2H). Asi es que a partir del reordenamiento de un nimero limitado de
segmentos génicos somaticos es posible generar un gran nimero de proteinas
diferentes. Si una combinacion de segmentos es funcional, el reordenamiento se detiene
y ese linfocito solo expresara esa especificidad de receptor. Como consecuencia de esto,
toda la progenie de esa célula heredara genes que codifican la misma especificidad de

receptor.

A.2.8. Organizacién de los segmentos génicos de la cadena pesada de las
inmunoglobulinas: El dominio V de una inmunoglobulina es codificada por méas de un
segmento génico (Figura 2H). El primero de estos se denomina segmento génico Vy 0
variable y codifica los primeros 95 a 101 aminoacidos. Este segmento forma la mayor
parte del dominio V. Dado que las inmunoglobulinas son proteinas extracelulares, cada
segmento V4 es precedido por un exén que codifica un péptido lider (L) que dirige la
proteina hacia las vias secretoras de la célula. El péptido lider presenta un intrén en su

secuencia.
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En el caso de la cadena ligera, el segundo segmento génico se llama segmento
génico J o de unién, y codifica el resto del dominio. Asi es que la uniéon de un segmento

génico V con uno J crea un exon que codifica la region V de la cadena liviana completa.

Para producir un ARNm de cadena ligera dicho exén se une a la secuencia de la
region C mediante corte y empalme de ARN luego de la transcripcion; el segmento
génico J. (segmento génico J de cadena liviana) del dominio V reordenado esta

separado del dominio C por un intrén corto.

En la cadena pesada existe ademas un tercer tipo de segmento génico llamado
segmento génico Dy o de diversidad, que se encuentra entre los segmentos Vy y Ju. ES
decir que el dominio V de la cadena pesada se codifica en tres segmentos génicos.
Entonces para formar un exén del dominio V de la cadena pesada completo, primero un
segmento génico Dy se recombina con un segmento génico Ju, Y luego un segmento
génico Vy se reordena con el DJy (Figura 2G-B). Los segmentos génicos Vy, Dy Jude
la cadena pesada, estan flanqueados por secuencias sefializadoras de la recombinacion
(RSSs) muy conservadas. Al comienzo de la recombinacion, un par de RSSs son
acercadas por los componentes RAG-1 y RAG-2 de la recombinasa, que introducen
cortes doble-hebra entre las RSSs y los segmentos génicos codificantes. Luego, la via
“non homologous end joining” (NHEJ) se emplea para unir los extremos de los
segmentos génicos para formar la unién codificante y la unién sefial respectivamente
(Bassing, Swat et al. 2002, Jung, Giallourakis et al. 2006). El ARN se procesa de la

misma manera que para la cadena ligera.

El dominio de la inmunoglobulina codificado por los segmentos génicos Vi, Dy
Ju contiene tres regiones determinantes de la complementariedad (CDRs). Estas
regiones de la proteina son las que unen al antigeno. Los CDRs estan separados por
regiones framework (FRs) conservadas que le dan soporte estructural a la proteina
(Kirkham, Mortari et al. 1992). El segmento génico V4 codifica las regiones denominadas
CDR1H, CDR2H, FR1, FR2 y FR3. La region CDR3H esta codificada por el extremo 3’

del segmento V4 y la unién de los segmentos Dy y Ju (Tonegawa 1983).

Los segmentos génicos de inmunoglobulinas de mamiferos estan organizados
en tres loci, el IGH que codifica la cadena pesada (o cadena H) y los loci IGK e IGL que
codifican dos tipos equivalentes de cadena liviana (cadenas k y cadenas A
respectivamente). Cada uno de estos loci puede ensamblar una secuencia de domino
V completa. En algunos casos excepcionales, como en algunas subclases de IgGs de
camélidos, o las IgNARs de tiburén solamente se utilizan cadenas pesadas (Hamers-
Casterman, Atarhouch et al. 1993, Greenberg, Avila et al. 1995).
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El loci IGH en mamiferos, anfibios y reptiles esta organizado en forma de
translocdn, en el cual los segmentos génicos estan ordenados como (Vu)n-(Du)n-(Iu)n-
(CH)n. En algunas especies se ha identificado un patrén inusual en esta organizacion.
En peces 6seos los segmentos génicos que codifican la region 1gZ/T (gen /1) se
encuentran ubicados entre los genes Vuy Dy, algo similar a lo que ocurre en el locus de
los TCRa y TCRp de raton.

En peces cartilaginosos (vertebrados mandibulados filogenéticamente mas
primitivos), el loci IGH presenta una organizacién multicluster, donde multiples clusters

se agrupan en tdndem. Cada cluster esta ordenado como Vy-Dy-Du-Ju-CH.

A.2.9. Organizacién de los segmentos génicos de la cadena liviana de las
inmunoglobulinas: Las cadenas livianas (o cadenas L) tienen una contribuciéon
considerable a la diversidad combinatoria de los anticuerpos al asociarse con las
cadenas pesadas. Tanto en mamiferos como en reptiles solamente existen los tipos de
cadenak (p en anfibios, L1/L3 en teledsteos o tipo 3 en elasmobranquios) y A (tipo Il en
anfibios o tipo 2 en elasmobranquios). Sin embargo, en anfibios y peces cartilaginosos
y teledsteos se identificd un tercer tipo llamado cadena o (L2 en tele6steos) (Haire, Rast
et al. 2000, Criscitiello and Flajnik 2007, Qin, Ren et al. 2008). Un cuarto tipo, o-cart, se

encontré en elasmobranquios (Fleurant, Changchien et al. 2004).

Para el locus IGL se han identificado tres formas principales de organizacion de
sus segmentos: multicluster (en elasmobranquios), minimalista (en aves) y en translocén
(en mamiferos) (Zhang, Nie et al. 2003). Sin embargo no todos los tipos de cadena son
funcionales en todas las especies, por ejemplo las aves solamente expresan cadenas A
(Sanders and Travis 1975, Magor, Higgins et al. 1994). Ademas, en pollo y pinzén cebra
se identific6 solamente un segmento génico funcional Kk y uno A. Sin embargo, se
encontraron varios pseudogenes, dejando la generacion de diversidad en manos de la
conversion génica intracromosémica (Parvari, Ziv et al. 1987, Das, Mohamedy et al.
2010).

A.2.10. Aspectos evolutivos de los genes Vu: Los genes Vy de
mamiferos pueden ser clasificados en tres grandes clanes (denominados |, 1l y 1ll) que
han coexistido en el genoma por mas de 350 Myr (Tutter and Riblet 1989, Kirkham,
Mortari et al. 1992, Ota and Nei 1994). Una familia se define como tal cuando sus

miembros comparten mas de 80% de identidad nucleotidica.

Se ha estudiado que los segmentos génicos del clan Il estan presentes en todas
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las especies de mamiferos estudiadas (Tutter and Riblet 1989, Johansson, Aveskogh et
al. 2002, De Genst, Saerens et al. 2006). En caballo se han identificado miembros de
los tres clanes: familia 1 y 5 del clan |, familias 2,4, 6 y 7 del clan Il, y familia 3 del clan
Il (Sun, Wang et al. 2010). En oveja, los genes Vy expresados pertenecen al clan Il
principalmente (Sun, Kacskovics et al. 1994, Dufour, Malinge et al. 1996). Ademas, los
genes Vy en conejo, ornitorrinco, zariglieya, cerdo y pollo se ha identificado que solo
expresan una familia o familias muy relacionados pertenecientes al clan Il (Currier,
Gallarda et al. 1988, Reynaud, Dahan et al. 1989, Ota and Nei 1994, Sun, Kacskovics
et al. 1994, Miller, Grabe et al. 1998, Johansson, Aveskogh et al. 2002). En humanos y
raton, los segmentos Vy del clan Il también son preferencialmente expresados durante
el estadio fetal, sugiriendo que estos segmentos Vytienen un rol esencial en el desarrollo
de la respuesta inmunitaria (Alt, Blackwell et al. 1987, Tutter and Riblet 1989, Schroeder
and Wang 1990).

A.2.11.Repertorio y generacién de la diversidad de las inmunoglobulinas:
Durante la recombinacion la diversidad del repertorio del receptor de linfocitos B se
incrementa por la enzima desoxinucleotidiltransferasa terminal (TdT) que afiade
nucleétidos no codificados por una plantilla (nucleétidos N) en las uniones entre
segmentos génicos reordenados. Durante la recombinacion, la accién de las proteinas
del complejo RAG crea una horquilla de ADN en los extremos de los segmentos
seleccionados. Estas horquillas son con frecuencia escindidas asimétricamente por un
complejo formado por la proteina Artemis. La cadena mas corta se debe prolongar con
nucleétidos complementarios a la cadena mas largas antes de la ligadura de los dos
segmentos. Estos nucleétido afiadidos segun la plantilla se denominan nucleétidos P
(palindrémicos). Otro mecanismo de diversidad de la unién es la adicion aleatoria de
hasta 20 nucle6tidos no codificados por una plantilla denominados nucle6tidos N. La
adicion de nucledtidos P y N en los sitios de recombinacion puede introducir
desplazamiento del marco de lectura, lo que podrian generar codones de terminacion.
La accion de la enzima TdT contribuye especialmente con la diversidad de la
denominada region CDR3H (Alt and Baltimore 1982, Tonegawa 1983). Los otros
mecanismos de generacion de diversidad son la asociacién combinatorial al azar entre
una cadena H y una cadena L en la formacion de la molécula de anticuerpo (de Wildt,
Hoet et al. 1999), la hipermutacion somética y la conversion génica (Weill and Reynaud
1996, Flajnik 2002).

La hipermutacion somatica ocurre luego de que los linfocitos B han sido

activados por su antigeno, o sea que opera sobre los genes de inmunoglobulina ya
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ensamblados. Este proceso provoca mutaciones puntuales por transicion (T por C 0 A
por G) mediadas por la enzima desaminasa de citidina inducida por activacion (AID).
Este proceso altera las secuencias de aminoacidos en la inmunoglobulina, siendo
favorecida la supervivencia de aquellas clonas que produzcan mayor afinidad por el
antigeno. Pruebas actuales sugieren que la AID actiia como desaminasa de citidina de
ADN, transformando los residuos de citidina de los genes de inmunoglobulina en uridina.
El residuo uracilo producido puede ser el sustrato para la enzima de reparacién por
escision de bases de uracilo-DNA-glucosilasa (UNG) que elimina la base pirimidina para
formar un sitio abasico. La replicacion sin molde a través del sitio puede generar
mutaciones por transicion o por transversion. Al incrementar considerablemente el dafio
en el ADN, aumenta en gran medida la probabilidad de que este dafio sea reparado de
modo incorrecto, provocando una mutacién. Estas mutaciones estan distribuidas en
toda la region variable, pero no de manera totalmente aleatoria, ya que se conocen
“puntos calientes” en los que se concentran las mutaciones. La hipermutacién somatica
en genes funcionales tiende a alterar la estructura bésica de las inmunoglobulinas. Estas
son luego seleccionadas de forma negativa porque el proceso ocurre en el centro
germinal donde clonas de linfocitos B compiten entre si por la interaccidn con el antigeno.
Sin embargo, algunas mutaciones favorecen la unién de la inmunoglobulina al antigeno.
Los linfocitos que expresan estos receptores son seleccionados para madurar y

convertirse en linfocitos secretores de anticuerpos.

La conversidn génica es un proceso por el cual secuencias cortas del gen de
la regibn V reordenado son reemplazadas por secuencias provenientes de un
pseudogen. Este proceso también estaria mediado por la accién de las proteinas AID y
UNG. Una vez eliminada la base pirimidina, la endonucleasa apurica/apirimidica 1
(APE1) puede escindir el resto del residuo, produciendo una mella en una sola cadena
del ADN, en el sitio de la citosina original. Se cree que estas mellas son las sefiales que
inician un proceso de reparacion dirigido por homologia en el cual un segmento génico
homodlogo se usa como molde para la replicacion de ADN que repara al segmento.
Eventos repetidos de conversion génica puede continuar diversificando el repertorio. De
forma analoga a lo que sucede durante la hipermutacién somatica, algunas de estas
conversiones haran que el segmento ya no sea funcional, mientras que otras

favoreceréan la interaccion de la inmunoglobulina con el antigeno.

En la mayoria de la especies, el locus VH contiene multiples segmentos génicos
Vu funcionales, multiples segmentos Vu pseudogénicos, asi como también mdaltiples
segmentos Vy con secuencia codificante pero carentes de sitios de splicing o sefiales

de recombinacién (RSSs). El nUmero total de segmentos Vy varia considerablemente
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de una especie a otra; se han identificado alrededor de 160 en roedores, pero menos
de 20 en ungulados como vacas y ovejas. Mientras tanto, la cantidad de segmentos D
y J es bastante menor. Asi es que el repertorio de VDJ en rumiantes, cerdo, oveja y pollo
€S menor que en otras especies estudiadas. En las especies como estas, donde el
repertorio de genes de inmunoglobulinas es limitado, la conversion génica e
hipermutacién somética tienen un papel importante en la generacion de diversidad post-
rearreglo génico (Zhao, Jackson et al. 2006, Verma and Aitken 2012). Ademas, en estos
casos, generalmente todos los segmentos VH pertenecen a una sola familia génica, lo
cual no promueve la diversidad. En pollos la conversiébn génica se encarga de
diversificar el repertorio primario de inmunoglobulinas. Esto seria necesario dado que
s6lo 1 segmento Vy y uno VL pueden rearreglarse. La conversion génica somatica tiene
lugar en la Bursa de Fabricius de pollos jévenes, donde se reemplazan regiones de los
exones de cadena pesada y cadena liviana con secuencias derivadas de pseudogenes
(w) (Thompson and Neiman 1987, Reynaud, Dahan et al. 1989, Carlson, McCormack et
al. 1990, Thompson 1992). Un proceso similar sucede en conejos, donde la mayoria de
los linfocitos B rearreglan solamente el segmento Vy ubicado en 3’, el cual luego es

modificado por conversion génica (Becker and Knight 1990, Knight and Winstead 1997).

En la oveja, el cerdo y la zariglieya, el repertorio de segmentos Vy funcionales
esta formado por algunos pocos segmentos Vy similares y pertenecientes al mismo clan.
Es decir que el repertorio esta limitado tanto en nimero como en diversidad. En cerdo
se han identificado alrededor de 30 segmentos Vy pertenecientes a la misma familia
(Sun, Kacskovics et al. 1994), cinco segmentos Dy y cinco Ju. Solamente dos segmentos

Du y uno Jy son funcionales (Butler, Sun et al. 1996, Eguchi-Ogawa, Wertz et al. 2010).

El analisis estructural de los genes de inmunoglobulinas indica que los genes Vy
son el resultado de la duplicaciéon de genes en tandem en el contexto de la conversion
génica. Dado que solo algunos de estos segmentos Vy contribuyen sustancialmente al
repertorio de anticuerpos, se mantiene que la poligenia podria ser un vestigio de tiempos
anteriores a cuando los procesos somaticos se hicieron lo suficientemente

evolucionados para generar un repertorio de anticuerpos (Butler and Wertz 2012).

A.2.12. Herramientas informaticas de analisis de los genes de Ig.

El sitio web IMGT (the international ImMunoGeneTics information system,

http://imgt.cines.fr) recopila y permite el acceso a informacion estandarizada de

proteinas que pertenecen al sistema inmune. En particular provee de secuencias

nucleotidicas, aminoacidicas; mapas génicos; polimorfismos genéticos; especificidades
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y estructuras 2D y 3D (Lefranc, Giudicelli et al. 2005).

Dentro de IMGT es posible trabajar con la base de datos LIGM-DB. Esta contiene
todas las secuencias nucleotidicas de inmunoglobulinas y receptores de células T
reportadas para varias especies de vertebrados, pero incluye secuencias de DNA
gendémico de la linea germinal (no rearreglado), rearreglado (gDNA) y cDNA (Giudicelli,
Duroux et al. 2006). Es muy complejo trabajar con este tipo de informacion dados los
mecanismos involucrados en la generaciéon de la diversidad de inmunoglobulinas, como
los rearreglos de cientos de bases de ADN, recombinaciones, deleciones, inserciones e

hipermutacion somética.

La base de datos GENE-DB fue desarrollada para manejar la complejidad de las
IGy TR, a partir del andlisis de la informacion existente en LIGM-DB. Comprende todas
las secuencias nucleotidicas de inmunoglobulinas y receptores de células T reportadas
principalmente para humano y ratén. Define una secuencia de referencia para cada gen
y alelo individual, y cada una de estas secuencias estd identificada segin su
funcionalidad. Ademas cada gen esta definido como V, D o0 J, y asociado a la especie a
la cual pertenece. Dada la estandarizacion y anotacion de la informacion, este trabajo
se realiz6 basandose en los datos aportados por esta base de datos. Actualmente
GENE-DB se encuentra en desarrollo la expansién a otras especies de vertebrados. Al
dia de hoy, sobre bovinos solamente se encuentran disponibles genes de TRs (Giudicelli,
Chaume et al. 2005).

A.3. Analisis de repertorios de anticuerpos en bovinos

A.3.1. Proyecto genoma bovino: Al dia de hoy existen depositados en bases
de datos publicas solamente dos proyectos de secuenciacién del genoma de la vaca.
Ambos proyectos estan basados en la misma “raw data” pero utilizan distintas
herramientas bioinformaticas. Uno de estos, el denominado UMD_3.1, fue llevado a
cabo por el Center for Bioinformatics and Computational Biology (University of Maryland).

El otro, Btau_4.6.1, por el Cattle Genome Sequencing and Analysis Consortium.

Ambos proyectos del genoma bovino fueron secuenciados a partir de la
combinacién de los métodos “Hierarchical Shotgun sequencing” y “Whole-genome
shotgun sequencing” (WGS). La primer estrategia se basa en la secuenciacion de BACS,
clones de insertos extensos de entre 100 y 150 Kbp. La segunda ensambla lecturas

cortas sin mapeo previo.
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La biblioteca de ADN de BACs se generd a partir de una muestra de sangre de
un toro Hereford, denominado L1 Domino 99375. EI ADN a partir del cual se obtuvieron
las secuencias de WGS se extrajo de células blancas de una vaca hija de Domino (L1
Dominette 01449). El coeficiente de “inbreeding” es del 31%.

El proyecto Btau_4.6.1 fue ensamblado con el sistema Atlas por el Medicine
Human Genome Sequencing Center del Baylor College. Se ensamblaron 13.387
scaffolds, en un total de 2,940 Gb. El 90% de scaffolds se ubicaron en 31 cromosomas

(29 autosomas, cromosoma X y cromosoma Y)(Liu, Qin et al. 2009).

El proyecto UMD_3.1 consta de 36.82 millones de lecturas en 2,670 Gb, de los
cuales 2 Gb (99%) han sido ubicados en 30 cromosomas (29 autosomas y cromosoma
X). El 97% de las lecturas fueron secuenciadas por el Baylor College of Medicine. El
genoma se ensamblo6 con Celera Assembler 5.2 a partir de todas las lecturas disponibles
en el NCBI Trace Archive. Las lecturas fueron ensambladas en 66.141 scaffolds de
40.86 Kbp de largo promedio (Zimin, Delcher et al. 2009).

A pesar de que en ambos proyectos los scaffolds no ubicados en cromosomas
son una pequefia fraccion del total (10% de los scaffolds para Btau_4.6.1, 1% de las
lecturas para UMD_3.1) es probable que los loci de genes de inmunoglobulinas hayan
presentado dificultad para el ensamblaje, dado que las muestras a partir de las cuales
se secuencio el genoma fueron de sangre periférica donde se incluyen los linfocitos que

presentan reordenamiento génico.

A.3.2. Segmentos génicos de inmunoglobulinas en el genoma bovino: El
locus de la cadena A fue ubicado en el cromosoma 17. Se identificaron 63 segmentos
VA (25 de los cuales serian potencialmente funcionales), 3 segmentos JA y 5 segmentos
CA. Los segmentos VA se pueden organizar en 8 familias filogenéticas, las cuales
también agruparian la mayoria de los segmentos VA identificados en ovinos. La mitad
de los segmentos VA identificados no pudieron ser asignados a una posicion
cromosomal especifica. Dado que fueron identificados en contigs gendmicos sin ubicar
en el genoma, varios podrian corresponder a segmentos huérfanos. Por su parte, el
locus de la cadena k se ubicé en el cromosoma 11, identificAndose 22 segmentos Vk
(siendo 8 de ellos potencialmente funcionales), 3 segmentos JKk y 1 segmento Ck. Los
segmentos VK se pueden agrupar en 4 familias filogenéticas, que también conservarian
el agrupamiento de los segmentos Vk identificados en ovinos. Este analisis de
identificacion de segmentos génicos de cadena liviana se baso en la version Btau_3.1

del genoma bovino, generada por el Cattle Genome Sequencing and Analysis
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Consortium. En humanos y en raton se identificaron significativamente mas segmentos
génicos funcionales de cadena liviana que en bovinos (el doble y el triple

respectivamente). (Ekman, Niku et al. 2009).

El locus IGH no se conoce completamente dado que se encuentra ausente del
ensamblaje Btau_4.2, y parcialmente en el UMD_3.1. Las regiones constantes
correspondientes a todas las clases humanas y murinas han sido mapeadas en
BTA21g23-24 (Tobin-Janzen and Womack 1992, Chowdhary, Fronicke et al. 1996, Zhao,
Kacskovics et al. 2002, Zhao, Kacskovics et al. 2003). Un estudio identificé que el locus
JH se localiza en BTA21 y contiene 6 genes de los cuales 2 son funcionales. Sin
embargo analizando datos de transcriptomica solamente uno de ellos seria utilizado.
Los otros 4 segmentos presentan secuencias divergentes del consenso en las RSSs y
los sitios de splicing (Zhao, Kacskovics et al. 2003). Otro estudio identifica también 6
segmentos ordenados de manera similar a lo observado en oveja. De los 6 segmentos
también clasifica como pseudogenes a 4 de estos. Encuentran un segmento en el
cromosoma 11 que se rearregla a baja frecuencia y otro en el cromosoma 21 el cual se
rearregla con alta frecuencia. Esta informacién difiere de lo esperado, ya que no se
suelen expresar cadenas pesadas procedentes de ubicaciones gendmicas distintas
(Hosseini, Campbell et al. 2004). Se identificaron probablemente 7 segmentos Dy
distintos (Koti, Kataeva et al. 2008). Otro elemento interesante es que se identificaron
algunos segmentos Dy de longitud extremadamente larga, produciendo regiones
CDR3H de hasta 62 aminoéacidos (Saini, Allore et al. 1999, Saini and Kaushik 2002,
Shojaei, Saini et al. 2003, Koti, Kataeva et al. 2008, Kaushik, Kehrli et al. 2009, Kaoti,
Kataeva et al. 2010). También se identific6 una secuencia p-like aparentemente
funcional y un locus JH en BTA11g23 (Hayes and Petit 1993, Hosseini, Campbell et al.
2004, Kuroiwa, Kasinathan et al. 2009).

El conocimiento de segmentos Vy en rumiantes es muy limitado. Las primeras
evidencias identificaron una sola familia, homdéloga a la VH2 humanay a la Q52 murina,
con aproximadamente 10 segmentos Unicos, pero que presentan baja diversidad entre
si. Por Southern blotting se identificaron algunas familias mas pero probablemente no
funcionales ya que no se identifican en transcriptos. También observaron que el patrén
de sustitucion nucleotidica en transcriptos de bazo es consistente con el de
diversificacidbn por hipermutacibn somatica, y que este proceso comenzaria mas
temprano que en otras especies estudiadas (Berens, Wylie et al. 1997, Sinclair, Gilchrist
et al. 1997).

Mas recientemente se identificaron 36 genes Vy en el genoma bovino, la mayoria

de estos a partir del genoma UMD_3.1, pocos de estos incluidos en Btau_4.2. Siete de
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estos genes fueron solamente identificados en los datos originales o high throughput
data de un BAC clone. Los genes fueron identificados en los cromosomas 7 y 21. De los
36 genes que se encontraron 10 serian funcionales, con promotor conservado y exones
intactos. Ademas todos los segmentos V4 identificados en el cDNA del ileum fetal
alinearon con los segmentos V4 identificados. Estos 10 segmentos pertenecen a la
familia descripta como VH1. Los segmentos pertenecientes a las familias VH2 e VH3
consisten solamente de pseudogenes. (Niku, Liljavirta et al. 2012). Otro estudio identifica
también 36 genes Vu de los cuales 13 serian potencialmente funcionales. El andlisis
filogenético revel6 2 familias, a las que denominaron boVH1 y boVH2, donde boVH1

comprende a todos los segmentos funcionales (Walther, Czerny et al. 2013).

Sila cantidad y diversidad de segmentos V4 es asi de limitada, el rearreglo seria
incapaz de crear un repertorio con variabilidad significativa. Ademas, existe escasa
contribucién a la diversidad por la cadena liviana, ya que dichos loci también tienen un
tamario reducido (Ekman, Niku et al. 2009, Pasman, Saini et al. 2010). Inicialmente se
propuso que el proceso de conversion génica podria ser el mecanismo principal de
generacién de la diversidad en el repertorio de Ig en bovinos, pero varios estudios han
sugerido a la hipermutacién somatica como proceso de diversificacion. Dado que en la
conversién génica las secuencias que causan diversificacion son tomadas de donantes
pseudogénicos surgidos de duplicaciones o fusiones de segmentos Vu, se esperan
modificaciones confinadas en el marco de lectura de la Ig. Sin embargo se han
identificado sustituciones nucleotidicas tanto en el exén VDJ como en las regiones
downstream no codificantes, sugiriendo que el mecanismo de hipermutacién somatica
seria el predominante en el proceso de generacion de la diversidad de los anticuerpos
bovinos (Berens, Wylie et al. 1997, Saini, Hein et al. 1997, Sinclair, Gilchrist et al. 1997,
Lopez, Perez et al. 1998, Kaushik, Shojaei et al. 2002, Das, Nozawa et al. 2008, Kaushik,
Kehrli et al. 2009, Verma and Aitken 2012).

A.4. Problema ldentificado

Dada la relevancia del estado de salud del animal en la productividad es
importante conocer los diferentes componentes del sistema inmune bovino, tanto innato
como adaptativo. En particular resulta muy importante conocer en el bovino el tipo de
respuesta de anticuerpos o respuesta humoral, tanto a nivel de las respuestas frente a
diferentes agentes patdgenos como para analizar la respuesta individual frente a

vacunas.

El gran repertorio de inmunoglobulinas con especificidades Unicas ha hecho
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complejo el estudio de la diversidad real generada a partir del potencial genémico. Para
vaca se estima un potencial de ~1x10’ especificidades Unicas, no siendo posible el
analisis exhaustivo con métodos tradicionales de secuenciacion. Los avances recientes
en secuenciacion de alto rendimiento permitiran la secuenciacién de estos repertorios
en profundidad. Estos estudios a gran escala contribuyen al entendimiento sobre cémo
el sistema inmunitario se enfrenta a infecciones, desarrollo de vacunas y determinar
marcadores de riesgo, diagndstico y prondstico de enfermedades. Aunque los métodos
de secuenciacién han tenido un rol importante en la biologia desde los '80, la
secuenciacion de repertorios de inmunoglobulinas es reciente, propiciado por el rapido

desarrollo de técnicas y la disminucién de costos.

Para poder analizar correctamente los resultados del analisis de repertorios por
secuenciado masivo es imprescindible contar con una informacion sistematizada sobre
el conjunto de segmentos génicos germinales que codifican para las direntes cadenas

de inmunoglobulinas.

A.5. Objetivo

El objetivo general de este trabajo es sistematizar la informacion disponible sobre
los genes de inmunoglobulina bovinos. Primero recopilando la informacion relativa a los
genes de inmunoglobulinas conocidos y el genoma bovino, y posteriormente analizando
la informacion con herramientas disponibles, para finalmente reportar una lista de

potenciales genes de inmunoglobulina bovinos.

B. Materiales y métodos

B.1. Obtencién de genes de referencia

Con el objetivo de identificar los genes de inmunoglobulina en bovinos se
obtuvieron todas las secuencias codificantes en formato FASTA para genes homoélogos
de otras especies presentes en la base de datos GENE-DB de IMGT depositadas en el

sitio ftp de EBI (European Bioinformatics Institute, ftp://ftp.ebi.ac.uk). También se

obtuvieron las secuencias de los segmentos VH reportadas por Niku, Liljavirta et al. 2012
y Walther, Czerny et al. 2013, y las de los segmentos JH reportadas por Zhao,
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Kacskovics et al. 2003 y Hosseini, Campbell et al. 2004.

B.2. Identificacion de genes de inmunoglobulina en el genoma

bovino

Para identificar potenciales genes de inmunoglobulina en el genoma bovino se
realizé una busqueda de homologia con la herramienta blastn del paquete BLAST a
partir segmentos génicos de inmunoglobulinas de otras especies (Tabla 1) contra los
scaffolds ubicados y no ubicados en cromosomas de los dos proyectos de
secuenciacion del genoma bovino existentes.Las secuencias de los scaffolds se
descargaron de NCBI (AC GJ060423:GJ063645 y GJ057137:GJ060422 para UMD_3.1
y AC JH119571:JH126398 para Btau_4.6.1) (Liu, Qin et al. 2009, Zimin, Delcher et al.
2009).

B.3. Identificacion de patrones necesarios para la expresion de los

segmentos identificados

Los segmentos de inmunoglobulinas para ser funcionales deben tener
adyacentes a ellos diversas sefiales, siendo particularmente importantes los sitios de
union a factores de transcripcion en el promotor, sitios de splicing o secuencias de sefial

de recombinacion.

A los efectos de identificar los RSS adyacentes a los segmentos génicos de
inmunoglobulinas se utilizé la herramienta FUZZNUC de EMBOSS, permitiendo 5
diferencias nucleotidicas (mismatches) como maximo. Se utilizaron como patrén
CACAGTGN(23)TCAGAAACC para segmentos Vy, GGTTTTTGAN(11-
13)CACTGTGN(200)CACAGTGN(11-13)TCAAAAACC para segmentos Du, vy
GGTTTTTGTN(23)CAATGTG para Ju. Estos patrones fueron determinados a partir del
consenso de los RSS identificados en humanos depositados en IMGT. Para los
segmentos Vy se buscé el patron RSS en la regién 3’ de la secuencia, y para los
segmentos Ju en la regién 5’ correspondiente. También se utiliz6 la herramienta
FUZZNUC para identificar el patrén octamérico “ATGCAAAT” en el promotor,

permitiendo 1mismatch como maximo.

Se utilizé la herramienta FEX (http:/linux1.softberry.com/) para identificar el

codédn de inicio (ATG) y los sitios de splicing en el péptido lider de los segmentos V.
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B.4. Analisis filogenético de los segmentos VH identificados

Para el andlisis filogenético de los segmentos V4 se realiz6 un alineamiento
multiple con Clustal Q a partir de un miembro de cada familia de segmentos génicos Vu
de humano y ratén en la base de datos GENE-DB de IMGT y los segmentos Vy bovinos
identificados. Como outgroup se utilizo la secuencia VH8-1 de Oncorhynchus mykiss.

Se utilizé la herramienta JModelTest (https://code.google.com/p/imodeltest2/) para la

seleccion del modelo de sustitucion nucleotidica (GTR+G+l). Se analizaron las

secuencias con BEAUTI y BEAST (hitp:/beast.bio.ed.ac.uk/Main_Page) para la

reconstruccion de la filogenia. Se analizaron los datos generados por BEAST con Tracer

(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/tracer/). Finalmente se generd y edit6 el arbol con la

herramienta treeanotator de BEAST y FigTree (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

B.5. Identificacion de mRNA correspondientes aimnunoglobulinas

Para analizar la expresion, y por ende la funcionalidad de los segmentos de
inmunoglobulina identificados en el genoma bovino, se hizo una busqueda de mRNAs
en sangre y tejidos linfoides donde se encuentran grandes cantidades de
inmunoglobulinas. Para esto se realiz6 un analisis de blastn utilizando como query los
segmentos V4 identificados en bovinos contra las secuencias de las librerias bovinas de
sangre (Lib.19002), intestino (Lib.15490, Lib.17884, Lib.15436, Lib.17251, Lib.18995,
Lib.22657, Lib.10204, Lib.10222, Lib.22658, Lib.10203, Lib.18988, Lib.22656, Lib.17250)
y tejido linforeticular (Lib.19006, Lib.10111, Lib.18999, Lib.17578, Lib.22653, Lib.22654,
Lib.17575, Lib.18994, Lib.19012, Lib.19020, Lib.22655) depositadas en la base de datos
UniGene de NCBI.

C. Resultados

C.1. Obtencion de genes de referencia

A enero de 2013 se encontraban depositados en GENE-DB de IMGT 1127
segmentos Vu, 162 Dy y 59 Jy de las especies: Danio rerio, Homo sapiens, Macaca
mulatta, Mus musculus, Oncorhynchus mykiss, Oryctolagus cuniculus y Rattus

norvegicus (Tabla 1).
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Tabla 1. Cantidad de segmentos VH, DH y JH depositados en GENE-DB a enero

de 2013 desglosados por especie.

VH DH JH
Danio rerio 41 7 7
Homo sapiens 341 44 13
Macaca mulatta 23 32 8
Mus musculus 406 39 9
Oncorhynchus mykiss 58 9 7
Oryctolagus cuniculus 49 11 11
Rattus norvegicus 209 20 4

C.2. Identificacién de genes de inmunoglobulina en el genoma

bovino
C.2.1. Segmentos VH

Seidentificaron 57 segmentos VH repartidos en 21 scaffolds de ambos genomas,
de los cuales 35 corresponden a secuencias distintas (Tabla 2). Al trabajar con 2
genomas distintos esperamos que la informacion esté duplicada, por lo tanto, para
identificar a 2 segmentos como el mismo se buscé una identidad de mas de 98%, para
descartar polimorfismos. De los 35 segmentos distintos, 33 se encuentran ubicados en
cromosomas (VH1-1 al VH2-33, la nomenclatura se comentara en el apartado C.4.1.).
Todos los segmentos ubicados en cromosomas pertenecen al proyecto UMD_3.1, y 22
de estos también fueron obtenidos en scaffolds del proyecto Btau_4.6.1. En el proyecto
UMD _3.1 también se pudo identificar un segmento sin ubicar en cromosoma (VH2-33).
En el proyecto Btau 4.6.1 se identificaron solamente 2 segmentos distintos a los
identificados en el proyecto UMD _3.1 (VH1-34 y VH1-35). Dentro de un mismo scaffold
se identificaron segmentos tanto en la hebra positiva (VH2-17 al VH1-21) como en la
negativa (VH2-22 al VH1-28).
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Tabla 2. Segmentos VH identificados en el genoma bovino por homologia con segmentos VH de
otras especies.

ID UBICACION PROYECTO SCAFFOLD HEBRA

VH1-1 NW_003064413.1 -

VH1-2 NW_003064411.1 -

VH2-3 -

VH3-4 NW_003064299.1 -

VH2-5 -

VH1-6 -

NW_003064298.1
VH2-7 -

VH2-8 Chr7 -

VH3-9 NW_003064297.1

VH1-10 -

VH3-11 NW_003064296.1

+
VH2-12 +
VH1-13 NW_003064295.1 +

VH1-14 NW_003064291.1 -

VH3-15 NW_003064290.1 +

VH3-16 NW_003064289.1 -

VH2-17 UMD_3.1 -

VH3-18 -

VH3-19 -

VH3-20

VH1-21 -

VH2-22

NW_003104538.1
VH1-23

VH1-24 Chr21

VH3-26

VH2-27

;
;
;
VH3-25 +
;
;
;

VH1-28

VH1-29 -

VH2-30 -

NW_003104530.1
VH3-31 -

VH3-32

VH2-33 ChrUn NW_003100762.1

VH1-2* NW_001503306.1

VH2-7*

VH2-30*

VH3-31*

VH3-32*

VH3-16* NT_183109.1

VH1-34

VH2-33*

VH3-4*

++ |+ |+ [+ ][]+ |+]+

VH2-5*

VH3-9* -

Vio-a* NT_182449.1
. ChrUn Btau_4.6.1
VH1-13* NW_001504477.2

VH2-17* NT_185907.1 -

VH2-12*

NT_182448.1
VH3-20*

T
VH3-11* +
T
T

VH1-24*

VH1-35 -

VH3-25*% -

NT_185036.1
VH2-27* -

VH1-28* -

VH3-18*

NT_186922.1

VH3-19*
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Se indica en qué genoma se identificd, en qué scaffold y en cuél hebra del
scaffold. En la columna “UBICACION” se indica en qué cromosoma esta ubicado
el scaffold. En caso de los scaffolds no ubicados en cromosomas de indica
“Chrun”. Los segmentos indicados con “*” corresponden a segmentos
identificados en el genoma Btau_4.6.1 repetidos en UMD_3.1. La nhomenclatura

y colores se comentaran en el apartado C.4.1..

C.2.2. Segmentos DH

Debido a la gran diversidad intrinseca en los segmentos DH, no fue posible
identificar dichos segmentos a partir de busquedas de homologia con segmentos DH de
otras especies. Por esta razon la estrategia de busqueda se basé en la identificacion de

secuencias RSS lo cual se describe en la seccion C3.2.

C.2.3. Segmentos JH

Se identificaron 15 segmentos JH repartidos en 3 scaffolds de ambos genomas,
de los cuales 9 corresponden a secuencias distintas (Tabla 3). Fueron identificados 5
segmentos previamente identificados por Zhao, Kacskovics et al. 2003 (JH1, JH2, JH-
PS1, JH-PS2y JH-PS4)y 5 previamente identificados por Hosseini, Campbell et al. 2004
(JH2, JH3, JH4, JH5 y JH6), de los cuales solamente uno es comun. Todos los
segmentos fueron ubicados en el cromosoma 8 a excepcion del JH-7, JH-8 y JH-9 que

no pudieron ser ubicados.

C.3. lIdentificaciéon de patrones necesarios para la expresion de los

segmentos identificados

En este trabajo se defini6 como ORF a aquel segmento génico que tiene un
coddn ATG, sitios de splicing adecuados y al menos un marco abierto de lectura, y que
no contiene codones de terminacion o frameshifts en su secuencia, por lo que
potencialmente podria traducirse en una proteina. Un segmento clasificado como ORF
no se pudo considerar potencialmente funcional dado que no contiene una o mas de las
secuencias necesarias para su expresion. Para considerar a un segmento como
potencialmente funcional, se tomaron en cuenta la existencia de RSS de longitud,
identidad y ubicacion adecuadas, y la presencia del octdmero “ATGCAAAT” en el

promotor. Las secuencias clasificadas como pseudogenes carecen de un ORF.
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Tabla 3. Segmentos JH identificados en el genoma bovino por homologia con

segmentos identificados por Zhao, Kacskovics et al. 2003 y Hosseini, Campbell

et al. 2004.
ID UBICACION | PROYECTO SCAFFOLD HEBRA HIT

JH-1 - JH-PS1 (Zhao)
| ey
JH-3 Chr8 UMD 3.1 |NW_003066919.1|  ~ JH3 (Hosseini)
JH-4 - JH4 (Hosseini)
JH-5 - JH5 (Hosseini)
JH-6 - JH6 (Hosseini)
JH-1* - JH-PS1 (Zhao)
|
JH-3* NW_001494075.1 - JH3 (Hosseini)
JH-4* - JH4 (Hosseini)
JH-5* ChrUn Btau_4.6.1 R JH5 (Hosseini)
JH-6* - JH6 (Hosseini)
JH-7 + JH1 (Zhao)

JH-8 NT_186572.1 + JH-PS4 (Zhao)
JH-9 + JH2 (Zhao)

Se indica en qué genoma se identificé, en qué scaffold y en cudl hebra del

scaffold. En la columna “UBICACION” se indica en qué cromosoma esta ubicado

el scaffold. En caso de los scaffolds no ubicados en cromosomas de indica

“ChruUn”.

Los segmentos indicados con “*” corresponden a segmentos

identificados en el genoma Btau_4.6.1 repetidos en UMD_3.1. La columna HIT

indica a qué secuencia es homélogo cada segmento. Los segmentos indicados

como “Zhao” corresponden a los identificados por Zhao, Kacskovics et al. 2003

y los indicados como “Hosseini” corresponden a los identificados por Hosseini,
Campbell et al. 2004.

C.3.1. Segmentos VH

De los 57 segmentos identificados, solamente 11 no contienen la secuencia RSS
adyacente en 3'. Estos 11 segmentos corresponden a 6 segmentos distintos (VH2-12,
VH3-19, VH1-24, VH3-25, VH1-29 y VH3-32). Las secuencias RSS identificadas
presentan un heptadmero idéntico al buscado, las secuencias espaciadoras tienen un
largo constante de 23 bp y parecen presentar poca variabilidad a nivel de secuencia. Se

visualiza cierta variabilidad en la secuencia del nonamero (Tabla 4).
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Tabla 4. Secuencias RSS ubicadas adyacentes al extremos 3’ de los segmentos VH identificados.

MIS- < LARGO DE P
ID
MATCHES HEPTAMERO ESPACIADOR ESPACIADOR (bp) NONAMERO

® VHI1-1 . CACAGTG TGAAAACCCACATCCTGAGGGTG 23 TCAGAAACC
® VHI1-2 . CACAGTG TGAAAACCCACATCCTGAGGGTG 23 TCAGAAACC
® VH1-2* . CACAGTG TGAAAACCCACATCCTGAGGGTG 23 TCAGAAACC
® VH2-3 2 CACAGTG AGGGGAAGTCAGTGTGAGCCCAG 23 ACAAAAACC
® VH3-4 5 CACAGTG AGGGGAAGGCAGTGTGAGCCCAG 23 ACACCACAC
® VH3-4* 5 CACAGTG AGGGGAAGGCAGTGTGAGCCCAG 23 ACACCACAC
® VH2-5 2 CACAGTG AGGGGAAATCAGTGTGAGCCCAG 23 ACAAAAACC
® VH2-5* 2 CACAGTG AGGGGAAATCAGTGTGAGCCCAG 23 ACAAAAACC
® VH1-6 3 CACAGTG TGAAAACCCCCATCCTGAGGGTG 23 TCAGACCCT
® VH2-7 2 CACAGTG AGGGGAAGTCAGTGTGAGCCCAG 23 ACAAAAACC
® VH2-7* 2 CACAGTG AGGGGAAGTCAGTGTGAGCCCAG 23 ACAAAAACC
® VH2-8 2 CACAGTG AGGGGAAGTCGGAGTGAGCCCAG 23 ACAAAAACC
® VH2-8* 2 CACAGTG AGGGGAAGTCGGAGTGAGCCCAG 23 ACAAAAACC
® VH3-9 4 CACAGTG AGGGGAAGTCAGTGTGAGCCCAG 23 ACACCAGCC
® VH3-9* 4 CACAGTG AGGGGAAGTCAGTGTGAGCCCAG 23 ACACCAGCC
® VHI-10 . CACAGTG TGAAAACCCACATCCTGAGGGTG 23 TCAGAAACC
® VH3-11 4 CACAGTG AGGGGAAGTCAGTGTGAGCCCAG 23 ACACCAGCC
® VH3-11* CACAGTG AGGGGAAGTCAGTGTGAGCCCAG ACACCAGCC
® VH2-12
® VH2-12*

VH1-13 CACAGTG TGAAAACCCCCATCCTGAGGGTG TCAGAAACC

VH1-13* . CGCAGTG CATGTAGTCGGTGAAGGTGTAT 22 CCAGAAGCC
® VHI1-14 . CACAGTG TGAAAACCCCCATCCTGAGGGTG 23 TCAGAAACC
® VH3-15 4 CACAGTG AGGGGAAGGCAGTGTGAGCCCAG 23 ACACCAGCC
® VH3-16 4 CACAGTG AGGGGAAGGCAGTGTGAGCCCAG 23 ACACCAGCC
@® VH3-16* 4 CACAGTG AGGGGAAGGCAGTGTGAGCCCAG 23 ACACCAGCC
® VH2-17 2 CACAGTG AGGGGAAATCAGTGTGAGCCCAG 23 ACAAAAACC
® VH2-17* 2 CACAGTG AGGGGAAATCAGTGTGAGCCCAG 23 ACAAAAACC
® VH3-18 4 CACACTG AGGGGACCTCAGTGTGAGCCCAG 23 CCACAAGCC
@® VH3-18* 4 CACACTG AGGGGACCTCAGTGTGAGCCCAG CCACAAGCC
® VH3-19
® VH3-19*
® VH3-20 CACAGTG AGGGGAAGGCAGTGTGAGCCCAG ACACCAGCC
® VH3-20* 4 CACAGTG AGGGGAAGGCAGTGTGAGCCCAG 23 ACACCAGCC

VH1-21 . CACAGTG TGAAAACCCACATCCTGAGGGTG 23 TCAGAAACC
® VH2-22 2 CACAGTG AGGGGAAATCAGTGTGAGCCCAG 23 ACAAAAACC
® VHI1-23 1 CACAGTG TAAAAACCCACATCCTGAGGGTG 23 TCAGAAACA
® VH1-24
® VH3-26 4 CACAGTG AGGGGACGTCAGTGTGAGCCCAG 23 ACACAGGCC
® VH2-27 2 CACAGTG AGGGGAAGTCAGTGTGAGCCCAG 23 ACAAAAACC
® VH2-27* 2 CACAGTG AGGGGAAGTCAGTGTGAGCCCAG 23 ACAAAAACC
® VH1-28 . CACAGTG TGAAAACCCACATCCTGAGGGTG 23 TCAGAAACC
® VH1-28* CACAGTG TGAAAACCCACATCCTGAGGGTG TCAGAAACC
® VH1-29
® VH2-30 2 CACAGTG AGGGGAAGTCAGTGTGAGCCCAG ACAAAAACC
® VH2-30* 2 CACAGTG AGGGGAAGTCAGTGTGAGCCCAG 23 ACAAAAACC
® VH3-31 3 CACAGTG AGGGGATGGCAGTGTCAGCCCAG 23 CCACAAGCC
® VH3-31* 3 CACAGTG AGGGGATGGCAGTGTCAGCCCAG CCACAAGCC
® VH3-32
® VH3-32*
® VH2-33 3 CACAGTG AGGGGACGTCAGTGTGAGCCCAG ACAAAACC

VH2-33* 2 CACAGTG AGGGGACGTCAGTGTGAGCCCAG 23 ACAAAAACC

VH1-34 3 CACACCG TGAAAACCCACATCCTGAGGGTG 23 TCAGAAAAC
® VHI1-35 4 CACAGTG AGGGGAAGTCAGTGTGAGCCCAG 23 ACACCAGCC

El punto (“.”) en la columna “MISMATCHES” indica que la secuencia encontrada es idéntica a la canénica.
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El patron octamérico en el promotor fue identificado adyacente a 27 segmentos,
correspondientes a 18 segmentos distintos. En la mayoria de los casos la secuencia del
octamero es idéntica a la candnica (Tabla 5). Cada segmento VH es precedido por un
segmento lider, el cual presenta un intrén en su interior. El andlisis con la herramienta
FEX permiti6 identificar si cada segmento consta de un codo6n inicio y los sitios
necesarios para el corte y empalme de los exones. Esta informacién junto al largo de
los exones y la distancia del codén inicio a la secuencia RSS permitiria identificar si
dicho segmento codifica un ORF. Solamente 18 segmentos cumplieron con todas las
condiciones establecidas, de los cuales 11 corresponden a segmentos distintos (VH2-3,
VH2-5, VH2-7, VH2-8, VH3-9, VH3-11, VH2-17, VH3-20, VH2-27, VH2-30 y VH2-33).
Para estos 11 la longitud del ex6n 1 es de 44 o 45 bp, con la excepcion de 3 casos
donde la longitud es mayor. La longitud desde el inicio al RSS es mas variable, rondando
las 440 bp a excepcion de 1 segmento (Tabla 5). A partir de la informacion recabada por
estos analisis se le asigné a cada segmento la etiqueta de “funcional’, “ORF" o
“pseudogen”. En cualquier caso, estas etiquetas son predicciones a base de unos pocos
pardmetros y pretenden discriminar aquellos segmentos que serian potencialmente
funcionales de aquellos que no. De los 57 segmentos 17 serian potencialmente
funcionales, los cuales corresponden a 12 segmentos distintos (Tabla 6). En todas las
tablas, a la derecha de cada identificador se indic6 con un circulo de color si el segmento

se clasific6 como funcional (verde), ORF (amarillo) o pseudogen (rojo).

C.3.2. Segmentos DH

Dado que la secuencia de los segmentos Dy es muy variable, la blusqueda se
baso en la identificacién de los patrones RSS flanqueando la secuencia codificante.
Dado que se ha reportado el largo particularmente extenso de algunos segmentos Dy
bovinos se permiti6 la busqueda de segmentos de hasta 200 bp (~66 aas). Se
identificaron 15 segmentos DH, de los cuales 8 son distintos. Todos los segmentos
presentan nonameros y heptameros muy cercanos al consenso, y secuencias
espaciadoras del largo esperado. Todos los segmentos presentan al menos un ORF,
aunque no todos los segmentos tienen un ORF partiendo del primer nucleétido (DH-1,
DH-2 y DH-4). El largo de los exones es muy variable, y codifican desde 10 hasta 51

aminodcidos. Se ubicaron segmentos en los cromosomas 7, 8 y 21 (Tabla 7).
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Tabla 5. Localizacién de secuencia octamérica en el promotor e identificacion se sefiales necesarias

para codificar un ORF.

VH2-12

ATTCAAAT

) MIS- LARGO DE LARGO DE
OCTAMERO MATCHES EXON 1 INICIO A RSS
®
®
®
® ATGCAAAT
® ATGCAAAT
® ATGCAAAT
® ATGCAAAT
®
®
® VH2-7 GTGCAAAT
® VH2-7* GTGCAAAT 1 44 Si 432
® VH2-8 ATGCAAAT 59 Si 451
® VH2-8* ATGCAAAT 59 Si 451
® VH3-9 ATGCAAAT 58 Si 437
® VH3-9* ATGCAAAT . 58 Si 437
® VHI1-10
® VH3-11 ATTCAAAT 1 45 i 414
® VH3-11* ATTCAAAT 1 45 i 414

ATGCAAAT

ATGCAAAT

VH3-20

ATGCAAAT

ATTCAAAT

® VH3-20*

ATTCAAAT

ATGCAAAT | . |

ATGCAAAT

ATGCAAAT

ATGCAAAT

ATGCAAAT

VH2-33*

ATGCAAAT

ATGCAAAT | . |

ATGCAAAT
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Tabla 6. Resumen de andlisis de busqueda de patrones necesarios para la expresion de los

segmentos identificados.

ID RESUMEN RSS OCTAMERO
® VH1-1 PSEUDOGEN 0
® VH1-2 PSEUDOGEN 0
® VH1-2* PSEUDOGEN 0
® VH2-3 FUNCTIONAL o
® VH3-4 PSEUDOGEN 0
®  VH3-4* PSEUDOGEN 0
® VH2-5 FUNCIONAL (e}
® VH2-5* PSEUDOGEN 0
® VH1-6 PSEUDOGEN 0
® VH2-7 FUNCIONAL 0
® VH2-7* FUNCIONAL o
® VH2-8 FUNCIONAL o
® VH2-8* FUNCIONAL 0
® VH3-9 FUNCIONAL 0
®  VH3-9* FUNCIONAL o
® VHI-10 PSEUDOGEN 0
® VH3-11 FUNCIONAL 0
® VH3-11* FUNCIONAL 0
® VH2-12 PSEUDOGEN
® VH2-12* PSEUDOGEN
VH1-13 0 0
VH1-13* 0 o
® VH1-14 PSEUDOGEN 0
® VH3-15 PSEUDOGEN 0
® VH3-16 PSEUDOGEN 0
® VH3-16* PSEUDOGEN 0 0
® VH2-17 FUNCIONAL 0 0 0
® VH2-17* FUNCIONAL o 0 0
® VH3-18 PSEUDOGEN 0 o)
® VH3-18* PSEUDOGEN 0
® VH3-19 PSEUDOGEN
® VH3-19* PSEUDOGEN
® VH3-20 FUNCIONAL 0 o) o)
® VH3-20* FUNCIONAL 0 o) 0
VH1-21 0 0
® VH2-22 FUNCIONAL o )
® VH1-23 PSEUDOGEN 0
® VH1-24 PSEUDOGEN
® VH1-24* PSEUDOGEN
® VH3-25 PSEUDOGEN
® VH3-25* PSEUDOGEN
® VH3-26 PSEUDOGEN
® VH2-27 FUNCIONAL
® VH2-27* FUNCIONAL
® VH1-28 PSEUDOGEN
® VH1-28* PSEUDOGEN
® VH1-29 PSEUDOGEN
® VH2-30 FUNCIONAL
® VH2-30* PSEUDOGEN
® VH3-31 PSEUDOGEN
® VH3-31* PSEUDOGEN
® VH3-32 PSEUDOGEN
® VH3-32* PSEUDOGEN
® VH2-33 FUNCIONAL
VH2-33*
VH1-34
® VH1-35 PSEUDOGEN
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Tabla 7. Segmentos DH identificados a partir de la busqueda de RSSs.

5

5

3

3

; : EXON ; ;

ID |UBICACION|PROYECTO| SCAFFOLD |HEBRA MA'\T"E:SAES NONAMERO ESPA(E;\DOR HEPTAMERO G0 T TARGS HEPTAMERO ESPA(bC:SDOR NONAMERO |pr

SECUENCIA SECUENCIA | /"> () | SECUENCIA SECUENCIA
DH8| - NW._ 0030644111 |— 3 GGTTTCTGA 12 CACGGTG 57 19 CACAGTG 12 ACAAAAACC
DH-7 - 3 GGTTTCTGA 12 CACGGTG | 153 51 CACAGTG 12 ACAAAAACC
DH-6 - 3 GGTTTCTGA 12 CACGGTG 57 19 CACAGTG 12 ACAAAAACC
DH-5|  Chrs UMD 3.1 | NW_003066918.1 [ 2 GGTTTTTGA 12 CACGGTG 66 22 CACAGTG 12 ACAAAAACC
DH-4 = - 4 GGTTTCTGA 12 CACGGTG 35 11 CACAGTG 12 ACAGAAACC | +1
DH-3 - 3 GGTTTCTGA 12 CACGGTG 42 14 CACAGTG 12 ACAAAAACC
DH2| cChr21 NW_003104538.1 | - ) GGTTTCTGA 12 CACGGTG 35 11 CACAGTG 12 ACAGAAACC | +1
DH-1 - 4 GGATTTTGA 12 CACTGTG 30 10 CACAGTG 12 ACATAAAGC | +1
DH-7*| _ ChrUn NT_186153.1 - 3 GGTTTCTGA 12 CACGGTG | 153 51 CACAGTG 12 ACAAAAACC
DH-4 T ) GGTTTCTGA 12 CACGGTG 35 11 CACAGTG 12 ACAGAAACC | +1
DH5*|  ChrUn NW_001503306.1 | + 2 GGTTTTTGA 12 CACGGTG 66 22 CACAGTG 12 ACAAAAACC
DH-6* Btau 4.6.1 T 3 GGTTTCTGA 12 CACGGTG 57 19 CACAGTG 12 ACAAAAACC
DH-3* - 3 GGTTTCTGA 12 CACGGTG 22 14 CACAGTG 12 ACAAAAACC
DH2*| Chrun NW_001504477.2 [ - P GGTTTCTGA 12 CACGGTG 35 11 CACAGTG 12 ACAGAAACC | +1
DH-1* 4 GGATTTTGA 12 CACTGTG 30 10 CACAGTG 12 ACATAAAGC | +1
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C.3.3. Segmentos JH

Se identificaron secuencias RSS ubicadas adyacentes al extremo 5’ de los

segmentos JH en 9 de los 15 segmentos identificados. Estos 9 segmentos corresponden
a 6 segmentos distintos (JH-1, JH-2, JH-4, JH-6, JH-7 y JH-9). Se observa mayor

variabilidad en las regiones nonaméricas y heptaméricas, asi como también en la

longitud de la secuencia espaciadora, en comparacién con lo visto para los segmentos
VH (Tabla 8).

Tabla 8. Secuencias RSS ubicadas adyacentes al extremos 3’ de los segmentos

JH identificados.

LARGO
ID | MM | NONAMERO ESPACIADOR ESPACIADOR | HEPTAMERO
(bp)
JH-1 GGGTTTCCG| TGCTCCCAGCACGGGGCCAGCC 22 CACTGTG
JH-1* GGGTTTCCG| TGCTCCCAGCACGGGGCCAGCC 22 CACTGTG
JH-2
JH-2* | 4 | TGTTTTTGT | GGAAAAGAAGCAACAGAATGGAAG 24 CCATGCT
JH-3
JH-3*
JH-4 GGTTTTTGC | ACAGCCCCTAGCGGGGCCCATGG 23 CACTGTG
JH-4* GGTTTTTGC | ACAGCCCCTAGCGGGGCCCATGG 23 CACTGTG
JH-5
JH-5*
JH-6 GGTTTTTGT | TGGGCGAGGCTGGAGATATCAC 22 CACTGTG
JH-6* GGTTTTTGT | TGGGCGAGGCTGGAGATATCAC 22 CACTGTG
JH-7 | 5 |GGTTTTGGC | CAAGCCAGGAACCTCAGGGGAA 22 CTCGGTG
JH-8
JH-9 | 1 | GGTTTTTGT | TGGGCGAGGCTGGAGATATCAC 22 CACTGTG

La columna MM indica la cantidad de mismatches que presenta la RSS respecto

del consenso.

C.4. Andlisis filogenético de los segmentos identificados

C.4.1. Segmentos VH

En el andlisis filogenético de los segmentos V4 se observa que se agruparon en

3 grandes grupos. Uno de estos grupos estd comprendido dentro del clan | humano, que

agrupa a las familias VH1, VH5 y VH7 humanas. Dentro de este clan aparecen las

familias VH1, VH9 y VH15 de ratén. Los segmentos bovinos agrupados alli

corresponden a segmentos que fueron clasificados como ORF o pseudogenes. A este

grupo se le denomin6 VH1 (Figura 3).
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|
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Figura 3. Andlisis filogenético de los segmentos VH. Con marrén se identifico la familia a la que se denominé VH1, con azul la familia
VH2 y con verde la familia VH3.
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Ningan segmento bovino fue agrupado dentro del clan Il humano, el cual
comprende a la familia VH3 humana, y agrupé a las familias VH4, VH5, VH6 y VH7
murinas. El clan Il humano comprende las familias VH2, VH4 y VH6 humanas, y agrupa
las familias VH2, VH3, VH8 y VH12 murinas. Dentro de este clan los segmentos VH
bovinos se ubicaron en 2 grandes grupos a los cuales se denomin6 VH2 y VH3. El grupo
VH2 se agrupd més cercano a la familia VH2 humana, mientras que el grupo VH3 se
observa mas cercano a las familias VH4 y VH6 humanas. La mayoria de los segmentos
identificados como potencialmente funcionales se encuentran comprendidos en el grupo
VH2 (VH2-3, VH2-5, VH2-7, VH2-8, VH2-17, VH2-22, VH2-27, VH2-30 y VH2-33),
mientras que unos pocos en el grupo VH3 (VH3-9, VH3-11 y VH3-20) (Figura 3).

La nomenclatura de los segmentos se baso en esta agrupacién de los segmentos
y las reglas de nomenclatura que define IMGT para humano. Luego del prefijo VH se
indica a qué grupo pertenece, y al final un nimero que se defini6 de manera mas o
menos arbitraria. Para los segmentos ubicados en cromosomas se humeré de menor a
mayor leyéndolos de 3’ a 5, partiendo del segmento VH inmediatamente adyacente en
5" del primer segmento DH. En humano, asi como en la mayoria de las especies
descriptas, no se conocen segmentos funcionales en mas de un cromosoma. Dado que
para bovinos en la bibliografia se habia identificado el locus VH en el cromosoma 21 se
comenzaron a numerar a partir de este cromosoma. Para aquellos segmentos no

ubicados en cromosomas la numeracion fue arbitraria.
C.4.2. Segmentos DH

Dada la variabilidad en longitud y diversidad en secuencia de los segmentos DH
identificados con bovinos no se realiz6 un analisis filogenético. La naturaleza de los
segmentos DH implica una gran diversidad, por lo que este tipo de andlisis seria

complejo de interpretar.
C.4.3. Segmentos JH

Los segmentos JH identificados en bovinos parecen encontrarse alejados
filogenéticamente de 2 de los 3 pseudogenes identificados en humanos (JH-1P y JH-
3P). Sin embargo, el segmento pseudogénico JH-2P humano se encuentra cercano a
los segmentos JH-5 y JH-8 bovinos. El segmento JH-4 bovino no se encuentra agrupado
con ningun segmento humano. El resto de los segmentos bovinos se encuentran
agrupados con los segmentos humanos funcionales (Figura 4). En particular,

destacamos que el segmento JH7 bovino se agrupa junto con el JH4 y JH5 humanaos.

40



JH-1P_Homo_sapiens

JH-3P_Homo_sapiens

JH-4_Bos_taurus

JH-7_Bos_taurus
- _|: JH-4_Homo_sapiens
JH-5_Homo_sapiens

JH-2_Homo_sapiens

JH-2_Bos_taurus

JH-1_Homo_sapiens

JH-1_Bos_taurus

JH-3_Bos_taurus

JH-6_Bos_taurus

JH-9_Bos_taurus

JH-6_Homo_sapiens

JH-3_Homo_sapiens
[ JH-8_Bos_taurus
JH-5_Bos_taurus

JH-2P_Homo_sapiens

03

Figura 4. Andlisis filogenético de los segmentos JH. Para los segmentos JH

humanos la letra “P” adyacente al nombre indica que se trata de un pseudogen.

C.5. Identificacién de mRNA correspondientes a lg

De los 35 segmentos VH distintos identificados solamente 9 se encontraron en
las librerias bovinas analizadas (VH2-3, VH2-5, VH2-7, VH2-8, VH2-17, VH2-22, VH2-
27, VH2-30, VH2-33. Estos 9 segmentos corresponden a todos los segmentos del grupo
VH2 clasificados como potencialmente funcionales y se reparten entre el cromosoma 7
y el 21. Los 3 segmentos del grupo VH3 clasificados como potencialmente funcionales
no fueron identificados en dichas librerias. Ningin segmento clasificado como ORF o

pseudogen se encontré en las librerias (Figura 5A).

La gran mayoria de los hits contra los transcriptos se repartio entre 5 segmentos.
En particular los segmentos VH2-5 y VH2-33 se reparten mas de la mitad de los

transcriptos identificados (Figura 5B).

De los segmentos JH solamente se identificaron 3 en estas librerias. En

particular se detect6 426 veces el segmento JH-7, 15 veces el JH-4 y 11 veces el JH-6.
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Figura 5. Distribucion de segmentos VH identificados en transcriptos.
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D. Discusiony conclusiones

Este trabajo tuvo como objetivo sistematizar la informacién disponible sobre los
genes de inmunoglobulina bovinos, identificando y analizando los segmentos VH, DH y
JH existentes en los 2 genomas bovinos reportados y disponibles en las bases de datos

publicas.

Se pudieron identificar 57 segmentos VH germinales repartidos en 21 scaffolds

en ambos genomas. Treinta y cinco de estos segmentos fueron identificados como
Unicos y se ubicaron en los cromosomas 7 y 21. Uno de ellos se encuentra en un scaffold
gue no pudo ser ubicado en ningan cromosoma. Es notorio que en bovinos exite un
repertorio de segmentos VH germinales muy limitado en nimero y también llama la
atencion la distribucion en dos cromosomas de dichos segmentos (Figura 6). Esto no ha
sido observado en otras especies estudiadas, pero si para bovinos. Un estudio anterior
examino e identifico dos BACs de regiones potencialmente contenedoras de segmentos
génicos y se pudo ver que un segmento de BTA21 conteniendo segmentos VH se ubico
incorrectamente en BTA7 en UMD_3.1 (Niku, Liljavirta et al. 2012).

El analisis filogenético de los segmentos VH los clasifica en 3 grandes grupos,
uno presente similitud con el clan | humano (al que se denominé VH1) y 2 grupos
similares al clan Il humano (VH2 y VH3 bovinos). Esta agrupacién permitié proponer una
nomenclatura sistemética aproximada a la que existe para humano (Lefranc 2001). Los
segmentos se numeran de forma creciente desde 3’ hacia 5’, partiendo del segmento
adyacente al primer segmento DH (leido de 5’ a 3'). Previo al nimero de segmento se
indica a qué grupo filogenético pertenece (Figura 6). Esta nomenclatura no pretende ser
definitiva dadas las inconsistencias a nivel cromosémico que se identificaron, pero

propone un acercamiento a la organizacion de la informacién disponible.

Ala baja cantidad de segmentos VH identificados se le suma la pequefia fraccion
de estos que se encontr6 en el andlisis de transcriptomica: solamente 9 fueron
encontrados en las librerias bovinas analizadas. Esto se aproxima a los datos sugeridos
por la busqueda de patrones adyacentes a los segmentos necesarios para su expresion.
Segun estos datos se clasificaron 12 segmentos distintos como potencialmente
funcionales. De estos 12, los 9 identificados en transcriptos corresponden a segmentos
del grupo llamado VH2. Parece un nimero insuficiente para generar la diversidad que

caracteriza a las moléculas de inmunoglobulinas.
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Tabla 9. Equivalencias de las denominaciones dadas por los distintos autores
para el mismo segmento. Niku et al. 2012 no reporta repetidos.

ID Walther et al. 2013 Niku et al. 2012

IGHV3S7
IGHV3S8

® VH2-3 IGHV19 IGHV1S5

® VH34 IGHV18 IGHV2S6

® VH2-5 IGHV17 IGHV1S6

® VH2-7 IGHV16 IGHV1S7

® VH2-8 IGHV15 IGHV1S8

® VH3-9 IGHV14 IGHV2S9

® VH3-11 IGHV21 IGHV2S10

® VH2-12 IGHV13 IGHV1S9

VH1-13 IGHV3S6

® VH1-14

® VH3-15 IGHV12 IGHV2S11

® VH3-16 IGHV11 IGHV2S12

® VH2-17 IGHV10

® VH3-18 IGHV9

® VH3-19 IGHV8

® VH3-20 IGHV7 IGHV2S2

IGHV3S1

IGHV1S2
® VH1-23
® VH1-24

IGHV3S2
® VH3-25 IGHV5

® VH3-26 IGHV4 IGHV254
® VH2-27 IGHV3 IGHV1S3
® VH1-28 IGHV3S3
® VH1-29
® VH2-30 IGHV2 IGHV1S4
® VH3-31 IGHV1 IGHV2S5

® VH3-32
IGHV36 IGHV1S10

® VH2-33

® VH1-35
® VHI1-2*
® VH3-4*

IGHV30

® VH2-5% IGHV31
® VH2-7* IGHV25
® VH2-8* IGHV24

® VH3-9*
® VH3-11*
® VH2-12*

IGHV23

IGHV20

® VH3-16* IGHV28
® VH2-17* IGHV34
® VH3-18* IGHV35

® VH-19*
IGHV22

® VH3-20*

® VH-25*
® VH2-27*

IGHV33

IGHV26
IGHV27

® VH2-29*
® VH2-30*

IGHV29
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No se identificaron segmentos VH que se alejaran significativamente de lo
previamente reportado por Niku, Liljavirta et al. 2012 y Walther, Czerny et al. 2013.
Algunos de los segmentos reportados en estos trabajos no fueron identificados en esta
tesina, ya que no se pudieron recuperar a partir de las ubicaciones indicadas. Los
arboles filogenéticos reportados por ambos trabajos coinciden con el obtenido aqui.
Walther, Czerny et al. (2013) no identificaron los segmentos que en este trabajo fueron
clasificados como pertenecientes al grupo VH1, mientras que Niku, Liljavirta et al. (2012)
los clasific6 como VH3. Walther, Czerny et al. (2013) si identifico los del grupo VH2, a
los que clasific6 como boVH1, y los del grupo VH3 a los que clasific6 como boVH2. Niku,
Liljavirta et al. (2012) los clasifico como VH1 e VH2 respectivamente. Los estudios de
expresion de ambos autores encuentran también que los Unicos identificados son los
del VH2 (Tabla 9). Esto se contradice con lo observado en humanos, donde la familia

VH2 esta subrepresentada en el repertorio expresado.

En relacion a los segmentos DH germinales sucede algo similar a lo observado

para los segmentos VH, donde se identificaron segmentos en los cromosomas 7, 8y 21.
Dada la variabilidad de secuencia de los segmentos DH es complejo determinar si la
identidad de estos es la misma de los reportados previamente. Si se observan las
mismas caracteristicas particulares en la extremadamente larga longitud de los mismos,

en comparacion con lo conocido para otras especies.

La cantidad e identidad de segmentos JH germinales condice parcialmente lo

previamente descripto para bovinos. Dentro de los 9 segmentos reportados se
identificaron todos menos 2 segmentos, el denominado JH1 previamente por Hosseini,
Campbell et al. 2004 y el denominado JH-PS3 por Zhao, Kacskovics et al. 2003. Seis
de estos segmentos fueron ubicados en el cromosoma 8 y 3 no pudieron ser ubicados.
Los estudios previos localizaron de manera no informética los segmentos en los
cromosomas 11 y 21, y plantean la incognita de si es posible el rearreglo trans-
cromosémico. A diferencia de los observado para los segmentos VH la cantidad de
segmentos JH no parece tan reducida, ya que, por ejemplo, en ratén se conocen 4 y en

humanos 6.

Los datos de expresion también se corresponden con lo previamente
reportado.El segmento JH-7, correspondiente al JH-1 reportado por Zhao, Kacskovics
et al. (2003), parece expresarse en gran cantidad, casi exclusivamente. El segmento
JH-7 se encuentra filogenéticamente cercano a los segmentos JH-4 y JH-5 bovinos. Los
segmentos JH-4 y JH-6 correspondientes a los mismos reportados por Hosseini,
Campbell et al. (2004) se expresarian a un nivel mucho menor. El segmento JH-6, junto

con el JH-9 se encuentra filogenéticamente cercano a los segmentos JH-6 y JH-3
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humanos. En humanos se ha encontrado que el segmento JH-4 es el mas expresado
en cualquier tipo de linfocitos B, dato que coincide con el segmento JH-7 bovino, lo que
sugiere que serian segmentos homélogos (Wu, Kipling et al. 2010). En humanos le
siguen en nivel de expresion de mayor a menor los segmentos JH-6, JH-5, JH-3, JH-2
y JH-1. Parece también existir homologia entre el segmento JH-6 humano y el bovino.
La cercania de los segmentos JH-5 y JH-8 bovinos al pseudogen JH-2P humano podria
sugerir que se trata también de segmentos pseudogénicos, aunque son necesarios mas

analisis para poder determinarlo.

Aunqgue los datos reportados para los segmentos VH, DH y JH se aproximan a
lo previamente reportado en la bibliografia y a lo conocido para la mayoria de las
especies se han identificado algunas inconsistencias. Una es la cantidad acotada de
segmentos VH, y la otra la localizacion de segmentos funcionales en distintos
cromosomas. Ademas, previamente un grupo compardé ambos genomas mediante el
software GenAlyzer e identificaron tres tipos de inconsistencias en las secuencias:
inversiones (coincide el mapeo en un cromosoma pero difiere la orientacion, INV),
mapeo en distintas posiciones de un cromosoma (MDP), y presencia en un cromosoma
en un ensamblaje y ausencia en el otro (ODS). Trabajaron con aquellas mayores a 100
kpb (Partipilo, D'Addabbo et al. 2011). Se identificaron 137 inversiones y 16 mapeos en
distintas posiciones. Se encontraron 198 secuencias en cromosomas de UMD_3.1 que
no mapean en los correspondientes de Btau_4.6, contra 37 secuencias en Btau_4.6
gue no mapean en los correspondientes de UMD_3.1. Esto coincide con la mayor
cantidad de scaffolds sin mapear en un cromosoma en el ensamblaje Btau_4.6. De las
ODSs identificadas en UMD_3.1 se encontraron 17 secuencias que no se pudieron
identificar en ningun scaffold de Btau_4.6. En dos de estos casos, localizados en el
cromosoma 21, se identificaron genes VH. En diversos experimentos realizados para
esclarecer las ambigliedades se encontr6 que generalmente el ensamblaje UMD_3.1
tenia la razén. De todas formas sostienen que seria importante disponer informacion

sobre la evolucion del cariotipo para mejorar el ensamblaje.

Intentando buscar una causa que explique estas inconsistencias reportadas para
los loci de inmunoglobulinas, encontramos que los 2 genomas reportados en la
bibliografia fueron realizados a partir de ADN genémico obtenido de muestras de sangre
periférica. El ADN obtenido a partir de estas muestras proviene del conjunto de células
circulantes en la sangre, entre las que se encuentran en una proporcién importante a
los linfocitos Ty linfocitos B maduros. En el proceso de linfopoyesis que sucede en los
organos linfoides primarios (médula 6sea y timo) las células progenitoras de los linfocitos

sufren el rearreglo génico de los segmentos que codifican para los receptores T y para
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las inmunoglobilinas. Estos rearreglos implican procesos de recombinacién a distancia
a nivel del genoma, el cual es modificado irreversiblemente. Por otro lado, en la sangre
periférica también podemos encontrar linfocitos que sufrieron el proceso de
hipermutacion somética y eventualmente de conversion génica asi como de cambio de
clase. Por tanto es totalmente esperable encontrar inconsistencias en el ensamblaje de

los loci de los segmentos de inmunoglobulinas.

Asi es que la arquitectura a gran escala del locus no es confiable, aunque a nivel
de contigs se podria utilizar para estudiar la estructura de genes individuales. Dada la
complejidad del locus IGH son necesarios esfuerzos especificos en la secuenciacion de
esta region. Parece ser imprescindible resolver las inconsistencias con nuevos analisis
de secuenciacion de muestras biolégicas que no presenten rearreglos en los loci de
segmentos de inmunoglobulinas, ni hipermutacién somatica ni cambio de clase. Por esta
razén, una propuesta es secuenciar a partir de muestras de higado, ya que el tejido
hepatico no presenta rearreglo en dicho locus y es barato y facil de obtener en grandes

cantidades.
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