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RESUMEN

Las inmunoglobulinas (lg) o anticuerpos son proteinas heterodiméricas que
cumplen con una doble funcién en el organismo: reconociendo antigenos como un
receptor de la superficie celular y activar mecanismos moleculares que inducen su
neutralizacion. Su estructura proteica se conforma de dos cadenas pesadas (H) y

dos cadenas ligeras (L).

A través del reordenamiento de genes que codifican para la inmunoglobulina
se puede producir un amplio repertorio de anticuerpos con la capacidad de
reconocer una gran cantidad de patégenos. Estos genes se encuentran separados
en segmentos génicos denominados variable (V), de diversidad (D), de union (J) y

la region constante (C).

Los murciélagos tienen una importancia significativa en el ambito de la salud
humana debido a su papel como reservorios de una amplia gama de virus
zoonoticos. Si bien los murciélagos en si mismos no muestran ningdn signo de
enfermedad, la escasez de conocimientos sobre su respuesta inmunitaria

adaptativa supone un obstaculo para comprender sus mecanismos funcionales.

En este trabajo se identificd, anotd y describio el locus de cadena pesada de
las inmunoglobulinas (IGH) en el murciélago Desmodus rotundus. Se identificaron
un total de 59 genes IGHV: 20 funcionales y 39 no funcionales. Todos los genes
funcionales contenian genes representativos de los 3 clanes de genes VH de
mamiferos, ademas de presentar secuencias de las sefales de recombinacién
(RSS). Se identificaron 6 genes IGHD e IGHJ funcionales con sus RSS’s
correspondientes. Para la region constante, se encontraron 4 genes
correspondientes a los isotipos de Cy, Cy, Ce y Ca. Nuestros hallazgos sugieren

gue el locus IGH en D. rotundus tiene una organizacion canonica de mamiferos.
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1. INTRODUCCION
1.1.Orden Chiroptera

Los mamiferos (Mammalia) son vertebrados que conforman un grupo taxonémico
con el que comparten caracteristicas fundamentales (glandulas mamarias, cuerpo
cubierto de pelo, diferentes tipos de dientes, entre otros) y que han sido pieza clave
en su éxito evolutivo, colocandolo como el grupo mas diverso por su forma y su
funcion en el ecosistema (Guerrero et al., 2020). A nivel global se reportan un total
de 6,569 especies de mamiferos. Para México se reportan 550 especies que
incluyen a 201 géneros, 46 familias y 13 6rdenes; siendo Rodentia y Chiroptera los
ordenes con mayor riqueza de especies (Ceballos y Arrollo-Cabrales, 2012).
Dentro del orden Chiroptera se encuentran los murciélagos, los que se
caracterizan por ser los Unicos mamiferos con la capacidad de vuelo, ademas de
poseer la ecolocalizacion que les permite orientarse en la oscuridad a través del
sonido. Presentan una excepcional longevidad, hibernacién y gran diversidad en
tamafio de cuerpo y morfologia (Teeling, 2018; Banerjee, 2020). Como resultado de
estas extraordinarias adaptaciones pueden ocupar diversos nichos ecoldgicos. Se
distribuyen a lo largo de todos los continentes con excepcion de la Antartida y se
calcula que existen aproximadamente un total de 1329 especies en el mundo,
ocupando el segundo lugar con mayor numero de especies entre los mamiferos.
Los murciélagos exhiben una amplia gama de habitos alimenticios que
abarcan los insectivoros, frugivoros, nectarivoros y del tipo hematofago. Sus
contribuciones ecoldgicas son multifacéticas e incluyen la dispersion de semillas, la
polinizaciéon y el control de insectos (Fenton y Simmons, 2014; Banerjee, 2020).
Existe evidencia de que los murciélagos son reservorios de una gran amplia
gama de virus zoonoticos que pueden transmitirse entre especies, principalmente a
través las interacciones ecolégicas, el vuelo, ya que los murciélagos poseen la
capacidad de viajar largas distancias ocupando un amplio habitat y a través de la
actividad humana. Se han identificado que los murciélagos son la fuente de
numerosas infecciones virales, incluidas, entre otras, el virus de la rabia, virus de
influenza A, hantavirus, virus de Marburgo, SARS y MERS (Wynne, 2013; Wong et



al., 2019). Por lo tanto, el estudio del sistema inmune en los quirépteros es de

particular interés para la salud humana.

1.2.Sistema inmune en vertebrados
El sistema inmune se constituye por proteinas, células y érganos, tiene como
objetivo principal la proteccion del organismo frente a agentes infecciosos y
microorganismos, asi como la inmunovigilancia contra enfermedades autoinmunes
y alergias. Su funcionamiento se basa en el reconocimiento de agentes extrafios,
gue son neutralizados y posteriormente eliminados del organismo (Toche, 2012).
Por sus mecanismos de reconocimiento y respuestas efectoras, el sistema inmune

se divide en innato y adaptativo (Figura 1).

1.2.1. Inmunidad innata

El sistema inmune innato (Sll) es la primera linea de defensa. Actia de manera
rapida e inespecifica. Comprende mecanismos moleculares y elementos celulares
integrados que son evolutivamente mas primitivos (Punt et al., 2014). El Sl incluye
barreras fisicas y quimicas, células inmunitarias innatas como macréfagos,
neutroéfilos, células asesinas naturales o NK (Natural Killer) y células dendriticas,
ademas de proteinas séricas denominadas complemento (Toche, 2012), entre
otras.

El inicio de la respuesta inmune innata requiere que las células fagociticas
sean capaces de reconocer a través de los receptores de reconocimiento de
patrones (PRR), los patrones moleculares que son expresados sobre la superficie
de los patogenos (PAMP). Entre los PRR, se encuentran los receptores tipo Toll
(TLR); los que al activarse permite que los neutréfilos sean capaces de producir
citocinas y quimiocinas que contribuyen a la inflamacion de tejidos (Harvery Lodish
et al., 2016) a través de la secrecion con actividad antiviral como interferones de
tipo | (INFa e INFB) y de citocinas pro inflamatorias como la interleucina -6 (IL-6)
(Sun et al., 2020) y el TNFa. Los interferones de tipo | juegan un papel importante
en la respuesta a infecciones virales, acttan mediando la resistencia de la

replicacion virica en células, ademas, aumentan la expresion de células del



complejo principal de histocompatibilidad | (MHC ) y presentacién del antigeno,
activan células dendriticas, macrofagos y linfocitos citoliticos para que eliminan

células infectadas por el virus (Murphy et al., 2009).

1.2.2. Inmunidad adaptativa
El sistema inmune adaptativo (SIA) se caracteriza por tener una respuesta
especifica, diversa, especializada y generar memoria; esta presente en todos los
vertebrados y se basa principalmente en el reconocimiento del antigeno a través de
la union con los receptores de linfocitos B (BCR) y T (TCR); esta respuesta inmune

se divide en inmunidad celular e inmunidad humoral (Toche, 2012).

La inmunidad celular es mediada por los linfocitos T que son el principal
mecanismo de defensa; estas células se dividen en linfocitos T CD4+ que secretan
citocinas y linfocitos T CD8+ que eliminan células infectadas y tumorales. Cuando
el patégeno ingresa al organismo es captado por una célula presentadora de
antigeno (APC) que lo transporta al tejido linfoide secundario (bazo, ganglios
linfaticos, etc.) en donde se transformara en un péptido que se expresara en la
membrana de la APC, con la finalidad que los TCR reconozcan al antigeno y este
sea eliminado a traves de la produccion de linfocitos T CD4+, que ayudan a los
macrofagos a fagocitar a las células infectadas. Los TCRs, se especializan
principalmente en reconocer virus que se han replicado al interior de las células
hospederas (Lodish et al., 2016; Murphy et al., 2009).

Por otra parte, en la inmunidad humoral participan las inmunoglobulinas o
anticuerpos expresados por linfocitos B como receptores de células B (BCR) o
secretados, los cuales estan especializados para reconocer agentes patdogenos
extracelulares como bacterias (Murphy et al., 2009) y contribuir a su eliminacién.

Cuando los linfocitos B reconocen al antigeno a través del BCR, se activa la
célula B para producir anticuerpos y neutralizar al patdgeno a través de mecanismos
efectores como la opsonizacion. A su vez esta misma célula B se convierte en APC

para presentar al antigeno a los linfocitos T (Harvery Lodish et al., 2016).
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Figura 1. Sistemainmune innato y adaptativo. Tomado de Abbs et al., 2012.

1.3.Inmunoglobulinas
Las inmunoglobulinas (Ig) o anticuerpos son proteinas heterodiméricas que
cumplen una doble funcion en el organismo: 1) reconocen antigenos como BCR y
2) activando mecanismos moleculares que inducen la neutralizacion de estos
mismos en el organismo (Marie-Paule Lefranc et al., 2001). Las Ig pertenecen a la
super familia de las Inmunoglobulinas (IgFS) y en mamiferos hay diferentes clases
de inmunoglobulinas: IgM, IgA, 1gD, IgE, e IgG (Akula, 2014).

Su estructura se compone principalmente por dos cadenas pesadas (H) y dos
cadenas ligeras (L) (Figura 2). La cadena ligera se constituye por una cadena ligera
Kappa (k) o una cadena ligera Lambda (A). La region Fab (del inglés: Antigen
Binding Fragment) que esta asociada directamente con el reconocimiento y la unién
al antigeno; se conforma por una cadena L y la mitad de una cadena H.

Cada cadena contiene un dominio variable en el N-terminal (Vhy VL) y uno o
varios dominios constantes en el terminal-C (Cuy CL); los dominios V presentan
bucles hipervariables entre las laminas p que se les denominan regiones
determinantes de complementariedad (CDRs) (Rendon-Anaya et al., 2008). Cada

linfocito B tiene una inmunoglobulina de superficie (BCR) Gnica en virtud de que la
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region V tiene una secuencia de aminoacidos Unica. La region Fc (fraccién
cristalizable) interactia con moléculas efectoras del sistema de complemento y los
receptores Fc (Lefranc, 2001; Schroeder, 2010).

Modelo de una inmunoglobulina . Hinge G2
H: Cadena pesada .

L: Cadena ligera §

S

N: Amino terminal |

C: Carboxilo terminal 8% :
s-s: Puente disulfuro — —_m_c
Gm ‘ “l “ _1

km: Alotipo

Fe !
l l _

COR R
e FAD T

Figura 2. Modelo bidimensional de unainmunoglobulina. Tomado y editado de
Schroeder, 2010.

1.3.1. Genes IGH

Los genes que codifican para las Igs se caracterizan por estar separados en
segmentos geénicos, el locus IGH en humanos se localiza en el cromosoma 14, en
la banda 14032.33 y mide aproximadamente 1250kb. La region C esté codificada
en un solo segmento de ADN que estd compuesto de varios exones que codifican
para las distintas clases de Ig; Cu, Cé, Cy, Ce y Ca; ademas, en esta region se
encuentran en secuencias en tandems repetidos que se denominan “Hotspots”.
Motivos conservados requeridos para ser reconocidos por la maquinaria de la
recombinacién por cambio de clase (Casali, 2012). La region V del locus de cadena
pesada, esta codificada por multiples segmentos de variabilidad (V), multiples de
diversidad (D) y multiples de union (J). Estos segmentos génicos estan flanqueados
por las secuencias de sefial de recombinacion (por sus siglas en inglés, RSS),
compuestas por un heptamero y un nonamero que son altamente conservadas en
mamiferos, separadas por una secuencia espaciadora de 12 o 23 pb. Los
segmentos génicos se encuentran en las regiones 5’ de los genes IGHJ, en las
regiones 3’ de los genes IGHV, en caso de los genes IGHD se encuentran en los
flancos (Lefranc et al., 2001) (Figura 3).
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De acuerdo con la descripcion realizada por el IMGT (ImMunoGenetics

information system), los genes V, D, J se estructuran de la siguiente manera:
e Genes de variabilidad (V)

Los genes IGHV, tienen un tamafo aproximado de 300pb que codifican para el 85%
del dominio V de inmunoglobulina. Contiene RSSs en su flanco 3’, que corresponde
al heptamero CACAGTG y al nonamero ACAAAAACC, las que estan separadas por

una secuencia de 23pb.

Ademas, los genes VH en vertebrados se agrupan en familias basandose en
un criterio del >75% de identidad nucleotidica. Asi mismo, estas familias a su vez
se agrupan en clanes; en mamiferos se clasifican en clan |, Il y lll. Especies como
roedores y primates tienen familias de genes VH representativos de los 3 clanes
(Baker, 2010).

e Genes de diversidad (D)

Los genes IGHD se localizan entre los genes IGHV e IGHJ y se presentan en ambos

flancos RSSs.
e Genes de unidén (J)

Los genes IGHJ estan rio arriba de los genes IGHC. Las RSSs correspondientes al
nonamero es GGTTTTTGT y la del heptdmero es CAATGTG.

23 23
IGHV CACAGTG ACAAAAACC 1/ GGTTTTTGT CAATGTG IGHJ

5 3
12 12
ACAAAAACC CAATGTG IGHD CACAGTG GGTTTTTGT

Figura 3. Locus IGH de humano: genes y RSS. Tomado de: LeFranc y LeFranc, 2001. Editada por autor.
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1.3.2. Generacion de diversidad de anticuerpos
A través del reordenamiento de los genes que codifican para receptores de linfocitos
T y B (TCR, BCR) se puede generar un amplio repertorio de diversidad de
anticuerpos capaces de reconocer un sinfin de antigenos; este proceso es
denominado recombinacion V(D)J (Litman et al., 2010) y ocurre durante el
desarrollo temprano de linfocitos B y T, siendo el mecanismo primario de
diversificacion de las Ig.

La recombinacion V(D)J es dependiente del reconocimiento de las
secuencias de sefial de recombinacion (RSS’s) que flanquean cada uno de los
segmentos génicos. Cabe destacar que es necesario que la “regla 12/23” se cumpla
para que las RSS’s sean compatibles (Figura 4, C). Posterior al reconocimiento de
las RSS’s, se forma un complejo entre las RAG 1/2 y la proteina del grupo de alta
movilidad B1 (HMGB1) que actian como endonucleasa induciendo cortes en la
doble cadena del ADN entre cada RSS y segmento génico a recombinar
(Hernandez-Munain, 2013). La RAG 1 contiene en su mayoria el sitio activo que
cataliza la escision del ADN, mientras que la RAG 2 actia como cofactor
indispensable del corte de doble cadena (Figura 4, B). Los cortes producidos son
procesados y ligados por la via de reparacion de recombinacion no homadloga (por
sus siglas en inglés, NHEJ), la unién entre segmentos V-D, D-J o V-J se denominan
“uniones codificantes”, mientras que las uniones entre RSSs se denominan “uniones
no codificantes” (Figura 4, A) (Schatz, 2011).
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Figura 4. Mecanismo molecular de la recombinacion V(D)J. Tomado de Litman et al., 2010.

Aquellos linfocitos B que logran re-arreglos productivos de genes de ambas cadenas
(H+L) sobreviven y migran a los 6rganos linfoides secundarios donde terminan su
maduracion a linfocito B virgen. Ante un reto antigénico de naturaleza proteica, los
segmentos variables pueden pasar una diversificacidn secundaria que permite la
mejora de la especificidad de anticuerpos mediante mutaciones en los nucleétidos
en los segmentos variables re-arreglados. Este mecanismo se conoce como
hipermutacién somatica (SHM). La Desaminasa Inducida por Activacién (AID)
regula este proceso a través de la desaminacion de citosinas a uracilos que al ser
replicados por las ADNpol se producen sustituciones tipo C-G a T-A (Hetzel, 2019).

Estas mutaciones se limitan al dominio de hipermutacién, region situada rio
abajo del promotor, la frecuencia mutagénica aumenta a lo largo del exon lider (L)
y alcanza el maximo en el exén V(D)J reordenado (Jacobs, 2001).

Por otra parte, los linfocitos B virgenes solo expresan IgM e IgD y durante la
respuesta inmune se producen clases y/o subclases de Ig que se seleccionan

dependiendo de la naturaleza del antigeno y la manera en que ataca.
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La recombinacion por cambio de clase (CSR) es un proceso por el cual
una Ig cambia de isotipo a través de la sustitucion del grupo de exones Cx
expresados sin modificar la porcion variable (Casali, 2012).

Este proceso comienza con la transcripciéon de la linea germinal I-S-C, con
un promotor situado en la region intermedia (IH) del locus IGH, la cual continua por
el exon IH, la region del interruptor (S) y finalmente por el grupo de exones Ck;
posteriormente la AID, desamina las citidinas en las regiones S provocando una
ruptura en la doble cadena del ADN, y esta manera se da lugar a la union S-S, que
implica la delecion del ADN intermedio por medio de la formacion de un circulo
llamado “Switch” acercando la regién Cx con la region V(D)J (Figura 5) (Casali,
2012; Chi, 2020).

La CSR se lleva a cabo en linfocitos B maduros de centros germinales de
ganglios linfaticos, bazo y en el tracto gastrointestinal. Sin este proceso solo se
producirian las clases IgM e IgD representando una limitante en la eficacia de la

respuesta inmune humoral (Yu y Lieber, 2019).

Locus IGH de humano
(cromosoma 14)

Primera unidad de duplicacién Segunda unidad de duplicacién

Vy D), iEp Ip Sp Cp C3 Iy3 Sy3 Cy3 Iyl Syl Cy1 ye lal Sul Cal c a2 Sa2 Ca2

Transcripcion linea germinal Ip-S-Cp

Transcrito VyDJ,-C&

Transcrito VyDJy-Cp

e la2 Sa2 Ca2

Circulo de ADN Switch

, == Circulo del transcrito la1-Cal

L e

Vi D)y iEp lp  SpSal Cal yy Iy2 Sy2Cy2 Iy Sy4 Cy4 le Se Ce la2 Sa2 Ca2

— _.-= Transcrito post-recombinacién la1-Cal

— ¥ B =~ Transcrito V,DJ,-Cal

IgA1

Figura 5. Mecanismo de recombinacion por cambio de clase. Tomado de Casali et al., 2012.
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1.4.Inmunologia en murciélagos
Los murciélagos poseen una gran diversidad de especies, por lo tanto, la
informacion sobre inmunidad en estos organismos no puede ser igual para todas
las especies; sin embargo, se conservan ciertas adaptaciones como la longevidad,
resistencia al cancery el hecho de ser reservorio de virus sin presentar sintomas de
enfermedad (Sia, et al., 2022). Esta ultima adaptacién, de acuerdo con diversos
autores, sugiere que esta estrechamente relacionada con la evolucion del vuelo.

Durante el vuelo, la temperatura corporal y las tasas metabdlicas de los
murciélagos aumentan, lo que conduce a la produccion de niveles mas altos de
radicales libres de oxigeno, que pueden causar dafio en el ADN. Para poder mitigar
los efectos del vuelo sin que represente un gasto energético mayor, los murciélagos
probablemente evolucionaron los mecanismos para suprimir la activacion la de
respuesta inflamatoria, la cual es también altamente demandante en términos
metabdlicos (Subudhi, 2019; Banerjee, 2020).

Por otra parte, se cree que la tolerancia a los virus en murciélagos, es una
estrategia para controlar la infeccion que ha sido resultado de la coevolucién
huésped — patégeno, originando asi mecanismos inmunolégicos para evadir los
virus (Hayman, 2019); p. ej. la presencia de mutaciones seleccionadas
positivamente dentro de receptores celulares, lo que hace que las células de
murciélago sean menos susceptibles a infectarse. Esta tolerancia a la infeccion
puede producir una respuesta inmune fuerte o ausencia de la misma; una respuesta
fuerte tiende a provocar la muerte del huésped o la eliminacién del virus y su
recuperacion (Skimuntt, 2020).

Tras la infeccidn por un virus, las células de los murciélagos montan eventos
de sefalizacion que induce la expresion de citocinas. Los interferones de tipo | (IFN)
activan la expresién de genes estimulados por interferon (ISG) que inhiben la
replicacion del virus. En células de murciélago, la respuesta a la infeccion viral se
activa induciendo una respuesta fuerte de IFN tipo I, sin activar una respuesta pro
inflamatoria, limitando los efectos patoldgicos de la infeccidn viral (Banerjee, 2020)
(Figura 6).
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Figura 6. Respuesta inmune en murciélagos. Tomado de Subdhi et al., 2019
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2. ANTECEDENTES
2.1.Secuenciacion gendémica en quirdpteros

La utilizacion de herramientas biotecnologicas ha avanzado considerablemente,
junto con la introduccién de nuevas tecnologias de secuenciacion masiva. Estos
avances han dado lugar a la produccién de genomas de alta calidad, lo que ha
resultado en un aumento en analisis comparativos. Estos andlisis permiten predecir
genes funcionales y no funcionales, ademas del descubrimiento de nuevos genes y
demas elementos en el genoma, asi como su comparacion con el genoma de otras
especies. Mediante la identificacion de similitudes y diferencias presentes entre las
proteinas, ARN y regiones reguladoras de distintos organismos se puede
comprender las bases moleculares y la evolucion de las adaptaciones que poseen
los quirdpteros, como p. ej., el vuelo, la ecolocalizaciébn y su extraordinaria
inmunidad (Avila R. E. et al., 2012).

En enero del 2010, Baker y colaboradores publican la primera caracterizacion
del repertorio de anticuerpos expresado en Pteropus alecto y la compararon con el
repertorio de anticuerpos VH codificados en linea germinal de Pteropus vampyrus.
Se identificaron en P. alecto 23 secuencias VH en que incluian 5 segmentos JH,
estas secuencias compartian entre si un 50-96% de identidad e incluian
representantes de cinco familias de genes VH (VH1, VH2, VH3, VH4 y VH5);
también se identificaron cuatro isotipos de Ig codificados en linea germinal: IgM,
IgG, IgE e IgA. Por otra parte, en P. vampyrus se identificaron 74 secuencias VH:
11 son pseudogenes. Se analizaron 51 secuencias VH que presentaron péptido
sefial, RSS viables y ORF (del inglés, Open Reading Frame). Los resultados
arrojaron un 49-99% de identidad entre si, ademas de ser representantes de cinco
familias de genes VH.

Mas tarde, en agosto del mismo afio, Butler et al., realizan un analisis
comparativo y la construccion de un arbol filogenético a partir de secuencias
recuperadas de genes IGHC en cuatro especies de murciélagos: Myotis lucifugus,
Eptesicus fuscus, Carollia perspicillata y Cynopterus sphinx. Se identifico la
expresion de cuatro isotipos de Ig correspondientes a IgM, IgG, IgE e IgA para las

cuatro especies de murciélagos. Ademas, se identifico la expresion de IgD solo en
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M. lucifugus y E. fuscus, ambas especies insectivoras y representantes del
suborden Yangochiroptera.

A partir de los trabajos del estudio de anticuerpos en distintas especies de
murciélagos, surge la hipétesis en donde se propone que la capacidad de los
quirépteros de poder albergar virus zoonaticos sin presentar signos de enfermedad,
es gracias a que tiene multiples segmentos de genes V(D)J de cadena pesada
codificados en linea germinal y a la diversidad combinatoria que puede producir un
amplio repertorio de anticuerpos (Schountz et al., 2017).

Recientemente el estudio de murciélagos y sus genomas ha tenido una
amplia repercusion en multiples campos de la ciencia, como el bienestar humano,
el funcionamiento de los ecosistemas y la conservacion de biodiversidad, por lo que
es necesario mejorar la calidad de los ensambles gendémicos.

El proyecto Bat 1K, es un consorcio que tiene como objetivo principal
secuenciar y anotar los genomas a nivel cromosémico de todas las especies de
murciélagos reportadas, con la finalidad de obtener informacién como nuevos genes
0 mecanismos genéticos que estan detras de las adaptaciones que poseen (Bat 1K,
2017). Este megaproyecto pretende consolidarse en tres fases (Figura 7); la primera
fase se centra en un representante de las 21 familias de quirdpteros, la fase dos se
extendera para cubrir los representantes de los 220 géneros y finalmente la fase
tres tiene como objetivo incluir el resto de las especies, es decir, ~1, 288 especies
aproximadamente. Actualmente, Bat 1K se encuentra en la fase 1 del proyecto y
cuenta con 6 genomas de referencia de calidad, entre los que se encuentran las
especies Rhinolophus ferrumequinum, Rousettus aegyptiacus, Phyllostomus

discolor, Myotis myotis, Pipistrellus kuhlii y Molossus molossus (Jebb, 2020).
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~1,288 especies

wwiw.batlk.com

Figura 7. Esquemade las fases del megaproyecto Bat 1K. Tomado de www.batlk.com.

Dentro de las especies con genoma de calidad, destaca el del murciélago egipcio
de la fruta, Rousettus aegyptiacus. Esta especie resulta ser un buen modelo de
estudio debido a que es reservorio del virus de Marburgo, el cual provoca fiebre
hemorragica de alta letalidad cuando infecta especies de primates. El ensamblaje y
la anotacién del genoma de R. aegyptiacus permitio identificar la expansion de
familias de genes relacionados con la inmunidad, similares en humano; la funciéon
de estos genes sugiere que existe una tolerancia al virus de Marburgo en R.
aegyptiacus (Pavlovich et al., 2018). Posteriormente para comprender la respuesta
inmune adaptativa e innata de este murciélago, Larson et al., en 2021, realizaron la
caracterizacion del locus IGH (ReagyplGH3.0). Mediante el uso de 4 cromosomas
artificiales bacterianos (BACs); se ensambld y anot6 el locus IGH completo (Figura
8).

En total se identificaron 66 genes IGHV en 17 “contigs”, de los cuales, 11
genes IGHV se predijeron como no funcionales: 10 pseudogenes y 1 truncado. El
tamafio de los segmentos IGHV eran similares al tamafio de los de humano, ademas
de contener rio abajo las sefiales de recombinacion (RSS, por sus siglas en inglés).
Se anotaron 8 genes IGHD con RSSs en sus flancos y 9 genes IGHJ con RSSs
funcionales. El tamafio era mas pequefio del que son los genes IGHJ de humanos.

La expresion de los genes IGHV, IGHD e IGHJ se corrobor6é a través de la

20


http://www.bat1k.com/

determinaciéon de patrones de expresion extraidos de datos transcriptdmicos
publicados con anterioridad.

La anotacion de los genes IGHC se realiz6 mediante la comparacion de
secuencias IGHC anotadas por Pavlovich et al., en 2018. Se identificaron 5 genes
IGHE, de los cuales 3 son pseudogenes, 4 genes IGHG, y solo un gen IGHM e
IGHA. De la misma manera que los genes V(D)J; se utlizaron datos

transcriptémicos para verificar la expresion de genes IGHC.
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Figura 8. Organizacion genética del locus IGH de R. aegyptiacus. A) Organizacion de los BACs utilizados en el
ensamblaje. B) Genes J (amarillo), genes D (café), genes V (verde). IgM (morado), IgE (azul), IgG (rosa), IgA (azul).
Tomado de Larson et al., 2021.
Finalmente, Sirupurapu et al., en mayo del 2022, realizaron la caracterizacion
del locus IGH en 20 especies de mamiferos, de las cuales 4 corresponden a

murciélagos, entre los que se encuentra Rhinolophus ferrumequinum, Molossus
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molossus, Pipistrellus kuhlii y Phyllostomus discolor. La identificacién de los locus
se logré mediante la comparacion de genomas de especies de referencia como el
humano, el ratén, la vaca y las 20 especies de mamiferos. Para Rhinolophus
ferrumequinum se identificaron un total de 75 genes IGHV de los cuales 63 son
funcionales y 12 no funcionales. Se identificaron 4 y 2 genes IGHD e IGHJ
respectivamente. En Molossus molossus se identificaron 14 genes IGHV, 10
funcionales y 4 no funcionales; 8 genes IGHD y 3 genes IGHJ. Se identificaron 29
genes IGHV en Pipistrellus khulii, 9 funcionales y 20 no funcionales; para IGHD e
IGHJ solo se identificaron 1 y 5 genes. Por ultimo, en Phyllostomus discolor se
identificaron un total de 84 genes IGHV: 32 funcionales y 52 no funcionales, sin
embargo, a diferencia de las anteriores especies no se identificaron genes IGHD e
IGHJ (Figura 9).
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Figura 9. Caracterizacion del locus IGH de cuatro especies de murcielagos. Tomada y modificada de
Sirupurapu et al., 2022
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2.2.Desmodus rotundus
Desmodus rotundus (Geoffroy, 1810) cominmente conocido como vampiro comun
(Figura 10), se caracteriza por tener un tamafio corporal mediano, ojos grandes,
orejas pequefias y puntiagudas, ademas de que carece de cola (Osorio-Rodriguez

y Saldafa-Vazquez, 2019).

Es un murciélago hematofago, es decir, se alimenta principalmente de
sangre de aves y mamiferos domésticos. Gracias a esto presenta adaptaciones
morfologicas tales como el labio inferior en forma de “V”, hoja nasal rudimentaria e
incisivos grandes en forma de navaja que le ayudan a crear heridas profundas con
la finalidad de producir hemorragias abundantes. Otra adaptacion que presenta D.
rotundus es la capacidad de secretar anticoagulante en la saliva que se canaliza
mediante un surco en la superficie dorsal de la lengua (Johnson et al., 2014). Se
considera como una especie de importancia zoonética debido a sus habitos
alimenticios: al tener contacto directo con otros mamiferos (hospederos), se
convierte en un vector potencial de propagacion de enfermedades zoondéticas
(Minaya, 2021).

Desmodus rotundus se encuentra ampliamente distribuido en el norte de
México, Centroamérica y parte de Sudamérica. De acuerdo con la lista roja de la
Union Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (IUCN) D. rotundus esta
clasificado como preocupaciéon menor y cuenta con una poblacion estable (Barquez
et al., 2015).

El ensamble del genoma de D. rotundus, que se encuentra de manera
publica en la base de datos de NCBI (GCA 002940915.2 ASM294091v2) y tiene
un tamafo de 2063 Mb distribuidos en 29, 801 scaffolds y cuenta con una N50 de
80,250.
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Figura10. Desmodus rotundus (vampiro comun), (Geoffroy, 1810). Tomada
de: www.inaturalist.org

Desmodus rotundus se caracteriza por ser reservorio del virus de la rabia. En un
trabajo realizado por Almeida y colaboradores en 2005; reportan que este
murciélago hematéfago en comparacion con otros mamiferos que han sido
incubados con el virus de la rabia presenta mayor resistencia a la enfermedad,
ademas de ser capaces de producir anticuerpos que bien podrian ser protectores

en humanos.
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3. JUSTIFICACION
La falta de informacion referente a la respuesta inmune adaptativa de los
murciélagos representa una limitante para comprender los mecanismos genéticos
gue estan detras de las extraordinarias adaptaciones que poseen estos organismos;
como su capacidad de ser especies reservorios de virus y la supresion de la
respuesta inmune, resultado de la co-evolucién con patdgenos y el vuelo. A través
del ensamble del locus IGH de Desmodus rotundus, se puede obtener informacion
nueva que puede ser relevante para comprender mejor las bases moleculares de la
evolucion de la respuesta inmune adaptativa de esta especie y en relacién a otros

quirépteros.

4. HIPOTESIS
Dada la evolucién y la mecénica de la recombinacion V(D)J, el locus IGH en D.

rotundus conservara una estructura similar a la de los demas mamiferos.

5. OBJETIVOS
5.1. Objetivo general
Caracterizar el locus de cadena pesada de inmunoglobulina (IGH) en el

murciélago Desmodus rotundus.

5.2. Objetivos particulares

e Anotar y describir los genes IGHV, IGHD e IGHJ: nimero de segmentos
y RSSs.

e Anotar y describir los genes IGHC y regiones de Switch.

e Comparar la anotacion del locus IGH de D. rotundus con la anotacion de

otras especies de murciélagos.
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6. METODOLOGIA
6.1.Identificacion de scaffolds del locus IGH

El ensamble del genoma de Desmodus rotundus se obtuvo de la base de datos de

la NCBI (https://www.nchi.nlm.nih.gov/assembly/456198). Para identificar los

scaffolds correspondientes al locus IGH de D. rotundus, se utilizaron como
referencia secuencias de IGHV, IGHJ e IGHC de R. aegyptiacus. Este proceso se
realizO0 a través de un TBLASTX (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi)
(nucledtido-nucledtido); la salida tuvo un formato tabular, con e-value de 0.00001.
Posteriormente, la salida se convirtio a una salida con formato GFF3 (*.gff3) en R.

Una vez identificados los scaffolds correspondientes al locus IGH de D.
rotundus, las secuencias se extrajeron con la herramienta Samtools
(http://www.htslib.org/doc/samtools-faidx.html) con opcién de faidx, y se obtuvo un
archivo con salida tipo FASTA (.fna). Con la herramienta Exonerate

(https://lwww.ebi.ac.uk/about/vertebrate-genomics/software/exonerate-manual), se

realizé un mapeo Unicamente a los scaffolds del locus IGH obtenidas del TBLASTX,
se utilizo la opcidn: -m est2genome y se especifico la salida (.gff3) con la opcién —
showtargetgff yes, para modelar la estructura del gen.

6.2. Mapeo de transcriptoma
Los datos de transcriptoma (RNA seq) se obtuvieron del Sequence Read Archive
(SRA) del NCBI. Se utiliz6 una muestra de bazo (SRS7887209) de D. rotundus del
Bioproyec PRINA685633.

Posteriormente, estos archivos se mapearon en los sacaffolds IGH con la
herramienta STAR (https://hbctraining.github.io/Intro-to-rnaseq-hpc-

0O2/lessons/03 alignment.html).

6.3. Anotacion manual del locus IGH
La anotacion manual se realiz6 a través de IGV (Integrative Genome Viewer). Se
cargaron los archivos resultantes del TBLASTX, EXONERATE en formato *.gff y
STAR (.bam). La anotacion de los genes se realizd con base en la expresion del
archivo (.bam) y los alineamientos de BLAST y EXONERATE; ademas de tomar en

cuenta las caracteristicas de los segmentos V(D)J.
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6.4. Secuencias sefial de recombinacion
El analisis estructural de las secuencias de las RSSs se realiz6 mediante el
programa de visualizacion JALVIEW, se cargd un documento *.txt con las
secuencias RSSs de los segmentos funcionales, estas se alinearon y, se les aplico
color con la opcion “Nucleétido” para resaltar zonas de similitud que podrian indicar

relaciones funcionales y para terminar se colocé el logo de porcentaje de identidad.

6.5. Arbol filogenético de genes VH funcionales
La construccion del arbol filogenético de los genes VH se realiz6 mediante la
herramienta JALWIEW. Primero se alinearon genes VH funcionales de D. rotundus
con genes representantes de los tres clanes VH de Homo sapiens y Mus musculus
con la opcion “MuscleWS”. Posteriormente, se seleccioné “calcular arbol o ACP...”
con distancia media utilizando “BLOSUMG62”.

6.6. Regiones de Switch

Para identificar las regiones de switch, se cargé el archivo (*.fasta) correspondiente
a las secuencias de la regién IGHC de D. rotundus en el sitio web de RSAT (rsat.sb-
roscoff.fr/dna-pattern), en la opcion “Pattern matching” > “string” > “dna-pattern”. Se
utilizaron los parametros: Query pattern(s): RGYW, WGCW y AGCT; Search
strands: both strands; Origin: start; Sustitions: 0. La informacién resultante se
exporté en una hoja de Excel; se calculo la frecuencia de ocurrencia de cada motivo
consenso en una venta de 1000 pb, con la siguiente férmula:

{=FRECUENCIA (COORDENADAS DE INICIO), (VENTANAS DE 1000PB)}
Posteriormente a través del calculo del promedio y la desviacion estandar de la
frecuencia; se calculé el ZSCORE con la siguiente formula:

=(FRECUENCIA-PROMEDIO) /D. ESTANDAR
Por altimo, se grafico en el eje de la X las ventanas de cada 1000pb y en el eje de
la Y los resultados del ZSCO
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Figura1l. Disefio de la metodologia
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7. RESULTADOS

7.1.1dentificacion del locus IGH
A través de mapeos con TBLASTX usando secuencias IGHV, IGHJ e IGHC de R.

aegyptiacus como referencia, se encontraron “hits” significativos (e-value > 1x10-°)

en cuatro “scaffolds” y dos “contigs” de un total de 29,801 scaffolds y 84, 109 contigs

(Tabla 1) (Figura 12).

Organizacion del locus IGH de D. rotundus
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7.2.Anotacién y descripcion de los genes IGHV, IGHD e IGHJ
Se identificaron un total de 59 genes IGHV en 4 scaffolds y 2 contigs; de los cuales
20 son funcionales y 39 no funcionales. La mayoria de los genes IGHV se
encontraron en el scaffold KZ672556.1 (Tabla 1).

Los genes IGHV funcionales presentan en la region 3’ el heptamero y el
nonamero correspondientes a las RSS’s, separados por un espaciador de 23 pb
(Figura 13). Los genes VH funcionales que se encontraron en el repertorio de D.
rotundus son representativos de los tres clanes VH de tetrapodos, sin embargo, la
mayoria de los genes IGHV en D. rotundus corresponden al clan Il (n=10), 3 al clan

Il'y solo 5 genes al clan | (Figura 14).

Heptamero 23pb Nonamero
IGHV_0 3 \AGTCAA ~ \G ACATAAAAA
IGHV_0 5 M AG ACACAAACC
IGHV_10 A AA ; AT ACACAAACC
IGHV_2 2 cnccmc f TCAAAAACC
IGHV_2 8 A AGCTCAG ACACAAACC
IGHV_3 3 ﬂ M \CCCAG ACACAAAAC
IGHV_35 \GGGGAA \GCCCh ACAlAAACC
IGHV_3 6 AA AGCCCH ACACAAACC
IGHV_3 7 \GGGGAA AGCCCH ACACAAACC
IGHV_3 9 ABA AGCCCE ACACAAACC
IGHV_4 3 \AGGAAAC/ \TGAGCCCA ACACAAACC
IGHV_4 4 AGGGEAA? AGCCCAG ACAAAAACC
IGHV_4 7 \GGGGAAG AGCCCAT  ACACAAACC
IGHV_4 8 AGGGGAA AAGCCCAT  ACACAAACC
IGHV_4 9 \CGGGAA GAGCCCH ACATAAACC
IGHV_5 3 \GGGGAA AGCCCAG  ACACAAACC
IGHV_5 4 \GGAGAA AGCCCH ACACAAACC
IGHV_55 AGGGGAA A CCCAG ACACAAACC
IGHV_5 6 AA AGCCCAC  ACACAAACC
Consensus

CACAGTG AGGGGAAGTCAGTGTGAGCCCAG ACACAAACC

Figura13.  Analisis estructural de las secuencias sefial de recombinacion de genes IGHV de D.
rotundus.
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Figura14.  Arbol filogenético de genes IGHV de Homo sapiens (r0jo), Mus musculus (azul) y
Desmodus rotundus (verde).
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Se identificaron un total de 6 genes IGHD funcionales (Figura 15), cada gen con

RSS'’s en los flancos y una secuencia espaciadora de 12 pb (Figura 16). Las RSS’s

correspondientes al heptamero se encuentran mas conservadas que las RSSs

nonamero.
IGHD_001 IGHD_002 IGHD_003
5* GTACCTGGGTC 3° 5" GTACAGTAGCAACTGGTAC 3°* 5' GGATACTGGGGTAACTAC 3°'
VEGT VQ-QLV GYWGNY
YLG YSSNWY DTGVTA
TWV TVATGA ILG-L
-1 DPGA -1 VPVATV -1 VVTPVS
-2 TQV - YQLLLY -2 -LPQYC
-3 PRY -3 TSCYCA -3 SYPSI
IGHD_004 IGHD_005 IGHD_006
5' GTACAGTAGCAACTGGTAC 3° 5' GGATACTGGGGTAGCTAC 3’ 5' TGCATGAGGTTTTTGCCAAGGATCCTCC 3°
VQ*QLV GYWGSY GYWGNY
YSSNWY DTGVT
TVATGA ILG*L ILG-L
-1 VPVATV -1 VATPVS -1 VVTPVS
-2 YQLLLY -2 *LPQYC -2 -LPQY
-3 TSCYCA -3 SYPSI -3 SYPSI
Figura15. Traduccion de la secuencia de los genes IGHD de D. rotundus. En amarillo, la secuencia
nuclectidica del gen.
Nonamero Heptamero Heptamero 12 pb Nonamero

RSS5_IGHD_001 C
RSS5_IGHD_00 2
RSS5_IGHD_00 3
RSS5_IGHD_00 4
RSS5_IGHD_005
RSS5_IGHD_0 06

CcC

CcC

C+TT+TTGG CCC+GCCT+TGT CACCGTG

Figura 16.

CCCCAC

AAC CAC
. CACC
| CAC
. CACC

ACECAGCCCATG CEcABAACC
CCCAl FcaBAaAAcc
ClcABAACC
CCACAATGA

CACAGTG AC+C+++CCCTC CCAAAAACC

IGHD

ACTGACABCTCE ACAAAAACC
CCCA CAGAAACC

CCECC CACC

I

Analisis estructural de las secuencias sefial de recombinacién de genes IGHD de D. rotundus.

Para los genes IGHJ, se identificaron en total 6 genes que presentan el heptamero

y nonamero correspondientes a las RSSs en el flanco 5’ (Figura 17, A).

Ademas, todos los genes IGHJ contienen el motivo de aa WGXG altamente

conservado, por lo tanto, se consideran funcionales (Figura 17, B).
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RSS3_ICHD_004
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Motivo

A) Nonamero B) ) WGXG )

IGHJ_00 1 Dr_IGHJ_001. YYGMDYWGQGTLVTVSS
IGHJ_00 2 Dr_IGHJ_ 002 - - - FEYWGQGTLVTVSS
IGHJ_00 3 Dr_IGHJ_003 - -DFDVWGPG[TLVTVSS
IGHI_004 Dr_IGHJ_004 G -YLDHWGQG|TLVTVSS

IGHI_005
IGHI_006

Dr_IGHJ_005 GYYFDNWGQGTLVTVSS
Dr_IGHJ_006 GYYFDNWGQGTLVTVSS

AA
GGTTTTTGT CCACTGCCTAATGGGGCCC+TGA CAATGTG

Figura 17. Andlisis estructural de los genes IGHJ de D. rotundus. A) Alineamiento de las secuencias
nuclectidicas de las RSSs de los genes IGHJ. B) Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de los
genes IGHJ, en el recuadro rojo se muestra el motivo canonico de los segmentos IGHJ: WGXG en
mamiferos.

7.3.Anotacién y descripcion de los genes IGHC
En la regidén constante de D. rotundus se anotaron genes que corresponden a cuatro

isotipos de inmunoglobulina: Cu, Cy, Cey Ca (Figura 12 y 18).

93 kb
40 kb 50 kb 60 kb 70 kb 80 kb 90 kb 100 kb 110 kb 120 kb
1 1 | 1 1 | | I | | 1 1 | 1 1 | | 1 |
I HL_TII |- IL

10 - 95441

—— ——— —— ——
IGHA IGHE IGHG IGHM

Figura 18.  Organizacion laregion constante del locus IGH de D. rotundus.

El gen IGHM esta constituido por 6 exones. Los primeros 4 codifican para los
dominios de inmunoglobulina CH1-CH4. El exdn 5 corresponde a la region
transmembranal (M1) y el exon 6 a la region intracitoplasmatica del BCR (Figura
19).

4,734 bp

120,000 bp 121,000 bp 122,000 bp 123,000 bp 124,000 bp
| | | | | |

M2 M1 CH4 CH3 CH2 CH1

Figura19. Estructura del gen IGHM de la region constante del locus IGH de D. rotundus
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El gen IGHG esta formado por 7 exones; el primero codifica para el dominio
lg CH1, el segundo corresponde a una region bisagra (H), el ex6n 3 y 4
corresponden a los dominios Ig CH2 y CH3 respectivamente. El exdn 5 corresponde
a la region transmembranal (M1) y los ultimos dos exones corresponden a la region

intracitoplasmatica (M2) (Figura 20).

5,822 bp

64,000 bp 65,000 bp 66,000 bp 67,000 bp 68,000 bp 69,000
| | | | 1 1 | | | |

I . I . N —
M2 M2 M1 CH3 CH2 H CH1

™1 "I

Figura 20.  Estructura del gen IGHG de laregion constaste del locus IGH en D. rotundus

El gen IGHE presenta una estructura compuesta de 6 exones, los primeros 4
corresponden a los dominios de Ig CH1-CH4; los exones 5y 6 corresponden a la
region transmembranal (M1) del BCR y a la regién intracitoplasmatica del BCR

(Figura 21).

5,171 bp
50,000 bp 51,000 bp. $2.000 bp $3.000 bp 54,000 bp
1

| 1 1 1 | |

o M2 M1 CH4 CH3 CH2 CH1

Figura21. Estructura del gen IGHE de laregion constante del locus IGH en D. rotundus

IGHA presenta 5 exones correspondientes a dominios de Ig, los 3 primeros
exones codifican para los dominios Ilg CH1-CH3. Los ultimos dos exones codifican

para la region transmembranal (Figura 22).

4,418 bp

19,000 bp 40,000 bp 41,000 bp 42,000 bp
| | | | | |

Figura 22. Estructura del gen IGHA de laregion constante del locus IGH de D. rotundus
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ZCORE

Consistentemente con lo reportado para otros murciélagos, no se encontré
expresion de C4, ni duplicaciones de subtipos de Cy o Ce como en el caso de R.

aegyptiacus.

7.3.1. Regiones de Switch
Mediante el calculo de la frecuencia de ocurrencia de motivos blanco de la AID en
D. rotundus (Figura 23), pudimos identificar que cada uno de los genes IGHC tiene
su region S correspondiente. Interesantemente, ciertas regiones S como la de
épsilon present6 una baja frecuencia del motivo WGCW mientras que la frecuencia
de RGYW en gamma fue comparativamente menor, lo cual implica diferencias en la

composicion de motivos blanco de AID, de acuerdo a la region S.

Regiones de switch

71000

78000

85000

92000

99000
106000
113000
120000
127000
134000
141000
148000
155000
162000
169000
176000
183000
190000
197000
204000

B S T Y

Coordenadas

s AGCT s \WGC W s RGY W

Figura23. Densidad de los motivos “Hotspots” de la region constante en D. rotundus. En color azul esta representado
el motivo AGCT. El motivo WGCW esta en color naranja y el motivo RGYW se encuentra representado en color
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7.4.Comparacion del Locus IGH de Desmodus rotundus con la
anotacion de otras especies de murciélagos.
Al igual que D. rotundus (Phyllostomidae), Pipistrellus kuhlii (Vespertilionidae) y
Phyllostomus discolor (Phyllostomidae) presentan mayor nimero de pseudogenes
gue de genes funcionales. Por el contrario, R. aegyptiacus (Pteroptidae),
Rhinolophus ferrumeginum (Rhinolophidae) y Molossus molossus (Molossidae)
presentan un mayor niumero de genes funcionales que pseudogenes.

Molossus molossus, P. kuhlii y R. ferrumequinum tdmbién presentan un
cluster de genes IGHD e IGHJ asi como D. rotundus. Phyllostomus discolor no
reporta genes IGHD e IGHJ y R. aegyptiacus presenta una duplicacion del cluster
IGHD e IGHJ respectivamente (Tabla 2).

Desmodus rotundus, R. aegyptiacus (Pteropodidae), Cynopterus sphinx
(Pteropodidae), Carollia perspicillata (Phyllostomidae) y Pteropus vampyrus
(Pteroptidae) reportan la expresion de cuatro isotipos de Ig: IgM, 1gG, IgE e IgA.
Myotis lucifugus y Eptesicus fuscus ambas especies pertenecientes a la familia
Vespertilionidae, expresan el isotipo IgD.

Al igual que R. aegyptiacus, M. lucifugus, E. fuscus y C. sphinx presentan
duplicaciones de IgG. D. rotundus, C. y P. vampyrus solo presentan una copia de
IgG. Todas las especies de murciélagos presentan una sola copia de IgM e IgA y

solamente R. aegyptiacus presenta 5 duplicaciones de IgE (Tabla 3).
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Tabla 2.

Comparacion de la anotacion de la region VH de D. rotundus con otras especies de murcielagos

Especie Suborden Familia e Contigs IGHY IGHD | IGHJ
alimenticio Total | funcionales | No funcionales
Desmodus Yangochiroptera Phyllostomidae Hematofago 6 59 20 39 6 6
rotundus
Molossus molossus Yangochiroptera Molossidae Insectivoro 7 14 10 4 8 3
Pipistrellus kuhlii Yangochiroptera Vespertilionidae Insectivoro 5 29 9 20 1 5
Ph)élilé)(::sct;laorpus Yangochiroptera Phyllostomidae Nectarivoro 16 84 32 52 0 0
Rouse;ttus Yinpterochiroptera Pteropodidae Frugivoro 17 66 55 11 8 9
aegyptiacus
¢ Rhlnolophus Yinpterochiroptera Rhinolophidae Insectivoro 6 75 63 12 4 2
errumequinum
Tabla3. Comparacion de la anotacion de la region CH de D. rotundus con otras especies de murcielagos
: ” e - IGHC
Especie Suborden Familia Habito alimenticio
IgM 1gG IgE IgA gD
Desmodus Yangochiroptera Phyllostomidae Hematofago 1 1 1 1 0
rotundus
Myotis lucifugus Yangochiroptera Vespertilionidae Insectivoro 1 5 1 1 1
Eptesicus fuscus Yangochiroptera Vespertilionidae Insectivoro 1 2 1 1 1
rolli . . .
Ca otia Yangochiroptera Phyllostomidae Frugivoro 1 1 1 1 0
perspicillata
Rousgttus Yinpterochiroptera Pteropodidae Frugivoro 1 4 5 1
aegyptiacus
Cynopterus sphinx Yinpterochiroptera Pteropodidae Frugivoro 1 1 0
Pteropus Yinpterochiroptera Pteropodidae Frugivoro 1 1 1 1 0
vampyrus
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8. DISCUSION
Al igual que otros vertebrados, D. rotundus cuenta con un Locus IGH. Su

organizacion esta conservada en comparacion con la estructura de otros locus IGH
de murciélagos (Baker et al., 2010; Butler et al., 2010; Larson et al.,, 2020 y
Sirupurapu et al., 2022), y cuenta con un amplio repertorio de genes VH, DH, JH y
CH. Ademas, presenta RSS’s canodnicas de tetrapodos, y regiones S por cada
isotipo de Ig codificado en linea germinal (Cy, Cy, Cey Ca).

El repertorio de genes IGHV de R. aegyptiacus muestra un nimero mayor de
genes funcionales que de pseudogenes, al igual que otras especies de murciélagos
como Rhinolophus ferrumequinum (75 genes IGHV: 63 funcionales y 12
pseudogenes) y Molossus molossus (14 genes IGHV: 10 funcionales y 4
pseudogenes) (Sirupurapu, 2022). Los resultados obtenidos de D. rotundus en
cuanto a numero de genes IGHV en comparacion con R. aegyptiacus (Larson et al.,
2020) muestran diferencias; pues D. rotundus tiene menos genes funcionales y mas
pseudogenes IGHV que R. aegyptiacus.

Se ha propuesto que la presencia de una gran reserva de genes IGHV
proporciona mayor diversidad al repertorio de anticuerpos en murciélagos (Baker et
al., 2010). Sin embargo, se han reportado repertorios de genes V en otras especies
de murciélagos, donde hay mayor presencia de pseudogenes que genes
funcionales IGHV tal y como se observa en D. rotundus; siendo el caso de
Pipistrellus kuhlii, que cuenta con 29 genes IGHV, de los cuales 9 son funcionales
y 20 pseudogenes, y Phyllostomus discolor con 84 genes IGHV: 32 funcionales y
52 pseudogenes (Sirupurapu, 2022). Ambas especies, al igual que D. rotundus
pertenecen al suborden Yangochiroptera. Por lo tanto, esto podria sugerir que el
repertorio de genes IGHV entre especies de murciélagos esta formado de acuerdo
con la co-evolucion entre hospederos y patdégenos. El estudio de la estructura del
locus IGH en mas especies Yangochiroptera y Yinpterochiroptera ayudara a

confirmar esta observacion.
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Especies como los primates y roedores cuentan con un repertorio VH de alta
diversidad gracias a que poseen familias de genes representativos de los tres clanes
de mamiferos (Butler, 1997). En especies de murciélagos hay datos que muestran
gue cuentan con representantes de los tres clanes de genes VH (Butler, 2010;
Larson et al., 2020). Dados los datos de D. rotundus, se puede asegurar que
presenta un repertorio diverso de genes VH, canoénico de tetrapodos. Llama la
atencion que la mayoria de los genes IGHV funcionales pertenecen al clan lll, que
en humano y ratén tienen la capacidad de reconocer al superantigeno SpA de

Staphylococcus aureus (Silverman y Goodyear, 2006).

Genes IGHD e IGHJ han sido identificados en otras especies de murciélagos,
ademéas de D. rotundus y R. aegyptiacus (Larson et al., 2020); tales como
Rhinolophus ferrumequinum (Yinpterochiroptera), que cuenta con 4 y 2 genes
anotados respectivamente; Molossus molossus, con 8 genes IGHD y 3 genes IGHJ
anotados y Pipistrellus kuhlii con 1 gen IGHD y 5 genes IGHJ, ambas especies
representativas del suborden Yangochiroptera (Sirupurapu et al., 2022). A diferencia
de R. aegyptiacus que cuenta con dos clusters IGHD-IGHJ, las demas especies
descritas incluyendo D. rotundus solo tienen un cluster IGHD-IGHJ, lo cual suguiere
gue la duplicacién del cluster IGHD-IGHJ en R. aegyptiacus es mas una excepcion
gue una regla. Retomando los dos puntos anteriores, los datos sugieren que D.
rotundus cuenta con segmentos V(D)J candnicos de quirOpteros, tanto como de

mamiferos.

Desmodus rotundus expresa cuatro isotipos de Ig: IgM, IgG, IgE e IgA, al igual
gue otras especies de quirépteros como Myotis lucifugus, Eptesicus fuscus,
Cynopterus sphinx y Carollia perspicillata; especies reportadas por Butler et al.,
(2010). No se encontré en D. rotundus el isotipo IgD. Esto es consistente con la
ausencia de IgD en R. aegyptiacus, Rhinolophus ferremiquium, Pipistrellus khulli,
Molossus molossus, Phyllostomus discolor, Cynopterus sphinx y Carollia

perspicillata. Sin embargo Myotis lucifugus y Eptesicus fuscus; especies
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insectivoras, presentan IgD. Por lo tanto, la region constante IGH de D. rotundus

parece ser candnica de region constante de murciélagos.

Por dltimo, la prediccion de genes IGH automatizada se basa en la
identificacion de RSS’s conservadas que flanquean los genes IGH, y suele ser
mucho mas r4pida en comparacion con la prediccién y anotacién semi-manual. Sin
embargo, la anotacion de genes IGH automatica representa un problema dificil de
resolver debido a que las RSS’s tienden a tener cambios en su secuencia, lo que
puede resultar en falsos positivos y/o puede que pase por alto genes (Sirupurapu et
al., 2022). En la anotacién semi-manual se requiere de genes IGH de referencia
para basar la identificacion a través de la similitud de genes. Este método suele
tener menor tasa de falsos positivos en comparacion con la identificacion

automatizada, aungque puede pasar por alto genes IGH divergentes.

9. CONCLUSIONES
En conclusion, los hallazgos obtenidos en el estudio del locus IGH de D. rotundus
revelan un patron de organizacién canénica tipico de quirGpteros. Ademas, la
organizacion de la regién variable de la cadena pesada de D. rotundus muestra
similitudes con otros tetrdpodos. Los genes VH exhiben secuencias de
reconocimiento de sefiales conservadas de tetrapodos y mantienen representantes
de los tres clanes caracteristicos de estos animales. En cuanto al locus de la region
constante de la cadena pasada, su organizacion en D. rotundus es similar a la
reportada en otras especies de murciélagos, y a diferencia de R. aegyptiacus, no se
encontré evidencia de duplicaciones del cluster D y J, ni de pseudogenes de IGHC.
Estos resultados respaldan la nocién de una estructura genémica conservada en el
sistema inmunoldgico de los quirdpteros y proporcionan informacién valiosa sobre

la evolucion de los genes relacionados con la inmunidad en esta especie.
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ANEXOS
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Anexo 1. Consenso molecular sobre las relaciones familiares de los murciélagos y los tiempos
de divergencia. Los asteriscos indican las familias de murciélagos con genomas disponibles en la
NCBI. Tomado de Teeling et al., 2017.
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