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Introduccion

1. EVOLUCION MOLECULAR

El estudio del origen y el mantenimiento de la variabilidad genética en las
poblaciones naturales ha sido de gran importancia en los tltimos 70 afios. Este interés
se debe al papel fundamental que la presencia de la variacion genética tiene en el
proceso evolutivo.

En el afio 1968, Motoo Kimura propuso la teoria neutralista de la evolucion
molecular que sostiene que la mayor parte de los cambios evolutivos que se observan a
nivel molecular se han producido por la fijacion aleatoria de mutaciones selectivamente
neutras. De hecho, de acuerdo al neutralismo la mayor parte de la variacién molecular
que se observa en las especies es selectivamente neutra y el resultado de un equilibrio
entre la aparicion de nuevas variantes por mutacion y la eliminacion o fijacion de éstas
por deriva genética. Asi, desde el punto de vista de la teoria neutralista el polimorfismo
es una fase transitoria de la evolucidn molecular. Ademas de las mutaciones neutras, la
teoria neutralista también acepta la existencia de mutaciones deletéreas que son
rapidamente eliminadas de la poblacion por seleccion purificadora y, por lo tanto, no
contribuyen ni al polimorfismo ni a la divergencia. De esta forma, la teoria neutralista
considera que parte de las mutaciones presentan efectos deletéreos sobre la eficacia
bioldgica, una gran fraccion no afecta a la eficacia bioldgica y una porcidon muy
pequefia y practicamente despreciable confiere una ventaja selectiva a los individuos
portadores.

Un objetivo importante en los estudios de genética de poblaciones a nivel
molecular es detectar la huella dejada por la seleccion natural al actuar sobre las
secuencias nucleotidicas. El nivel y el patron de la variabilidad nucleotidica permiten
detectar esta accion ya que ambos dependen no solamente de la mutacién y la deriva
genédtica sino también de la seleccion natural. Una nueva variante producida por
mutacion puede afectar la capacidad de supervivencia y reproduccion del individuo
portador. Se considera que una mutacion es selectivamente ventajosa cuando
incrementa la eficacia biologica y selectivamente deletérea cuando la disminuye. Por el
contrario, las mutaciones neutras no tienen ningin efecto sobre la eficacia bioldgica. El
destino de las mutaciones ventajosas y deletéreas depende fundamentalmente de la
seleccion natural, mientras que el de las mutaciones neutras esta regido unicamente por

el azar. La mayor parte de las mutaciones deletéreas tienden a ser eliminadas, mientras



Introduccion

que las ventajosas pueden llegar a la fijacidon por seleccion positiva. La seleccion
direccional positiva se produce cuando en una poblacion surge por mutacion una nueva
variante ventajosa, es decir que confiere al individuo portador una mayor eficacia
biologica con respecto a los demas. Esta nueva variante puede incrementar su
frecuencia y llegar a la fijacion en dicha poblacion. La fijacion de la variante
seleccionada positivamente puede tener un efecto sobre las variantes neutras adyacentes
tal como propusieron Maynard Smith y Haigh (1974). Dicho efecto se denomina
hitchhiking, efecto de arrastre o barrido selectivo y consiste en la fijacidon junto con la
variante seleccionada de las variantes neutras ligadas. El resultado es una disminucidon
del nivel de variabilidad alrededor de la posicion en que aparecido la variante
seleccionada. La region de ADN afectada por el barrido selectivo depende de la
magnitud de la seleccion y la frecuencia de recombinacion. Se ha observado que en
regiones de baja recombinacion este efecto es mas acusado (Aguadé et al. 1989; Begun
y Aquadro 1992; Berry et al. 1991; Martin-Campos et al. 1992), aunque también se ha
detectado en regiones con niveles intermedios de recombinacion (Aquadro et al. 1994;
Aguadé y Langley 1994; Stephan 1994). Alternativamente, la seleccion puede conducir
una nueva variante que ha aparecido por mutacion no a la fijacion sino a una frecuencia
de equilibrio con el mantenimiento de dos o mas variantes en la poblacion (seleccion
equilibradora o balanceadora). Los efectos de la seleccion balanceadora o equilibradora
son opuestos a los de la seleccion direccional. En este caso, el mantenimiento de dos o
mas variantes en la poblacioén provoca que las variantes seleccionadas permanezcan en
la poblacién durante mucho mas tiempo que el esperado si dichas variantes hubieran
evolucionado unicamente por deriva genética. De esta forma se producird una
acumulacion de variantes neutras en las posiciones estrechamente ligadas a la posicion
sometida a seleccion. El tamafio de la regién afectada por el exceso de variacion
también depende de la frecuencia de recombinacion.

A pesar de que es tentador atribuir la desviacion del modelo neutro a la accion
de la seleccion positiva, la historia demografica (la trayectoria de las especies a través
del tiempo) puede tener efectos similares a los de la seleccion en los patrones de
variabilidad. Por ejemplo, una fuerte reduccion en los niveles de variacion nucleotidica
puede ser el resultado de un arrastre selectivo (selective sweep) o de un fuerte cuello de
botella sufrido por la especie. Para distinguir efectos selectivos y demogréficos es
necesario estudiar multiples regiones genomicas (multilocus approach). El

razonamiento tras esta aproximacion es que mientras la historia demografica afecta los
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patrones de variabilidad del genoma en su totalidad, la accidn de la seleccion positiva
acttia localmente en genes individuales. El poder cuantificar la importancia relativa que
tienen la seleccidén natural y los factores demograficos en moldear la variabilidad
nucleotidica es actualmente uno de los temas de mdas debate en la genética de
poblaciones molecular. La aproximacion gendmica para hacerla se ha aplicado
especialmente en poblaciones africanas y no africanas de Drosophila melanogaster
(Begun y Whitley 2000; Andolfatto 2001; Kauer et al. 2002; Wall el al. 2002; Glinka et
al. 2003; Orengo y Aguadé¢ 2004). Varios de los trabajos recientes han concluido que la
desviacion del modelo neutro observado en las poblaciones no africanas (Harr et al.
2002; Glinka et al. 2003; Kauer et al. 2003; Orengo y Agudé 2004) y algunas
poblaciones africanas (Andolfatto y Przeworski 2001; Mousset et al. 2003) son mejor
explicados por la accion de la seleccion natural que por la historia demografica de la
especie.

Por otro lado, los cambios adaptativos a nivel proteico producidos en un
determinado linaje pueden detectarse por un incremento en la tasa de fijacién de
mutaciones no sinonimas en dicho linaje. Este tipo de aproximacidn ha revelado que la
evolucion por seleccion positiva es mas frecuente de lo que se pensaba anteriormente,
por lo menos en Drosophila (Smith y Eyre-Walker 2002).

La rapida acumulacién de datos de secuencias de ADN durante los ltimos afios,
ha proporcionado evidencia tanto de patrones neutros como de patrones selectivos o
adaptativos. La comparacidon entre la variacidn genética entre especies cercanas
(divergencia) y la wvariacion genética en los individuos de una misma especie
(polimorfismo) es una poderosa via para estudiar y determinar las fuerzas que estan
causando la evolucion molecular.

Otro mecanismo de evolucion molecular es la duplicacion génica.
Recientemente, la secuenciacion del genoma de diferentes organismos modelo han
permitido determinar que este mecanismo es importante para explicar el origen de
nuevos genes y de nuevos sistemas genéticos. La importancia de la duplicacidén génica
en la creacion de nuevos genes fue apuntada por primera vez por Bridges (1935) y
Muller (1936). Ambos autores mostraron que los cromosomas politénicos de
Drosophila melanogaster contenian abundantes duplicaciones intracromosdmicas
pequefias y que algunas mutaciones, como la que causa el fenotipo Bar, eran
provocadas por duplicaciones. Este hallazgo fue el punto de partida para proponer que

la duplicacién génica es un importante mecanismo de origen de nuevos genes (Lewis
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1951; Stephens 1951). Sin embargo, las evidencias moleculares de esta idea fueron
obtenidas por Ingram (1961, 1963) al demostrar que las cadenas y, a, y p de la
hemoglobina y la mioglobina de los humanos son los productos de una familia de genes
que surgieron por sucesivas duplicaciones que ocurrieron hace mucho tiempo. En los
afios 60 se descubrieron diferentes familias multigénicas, lo que permitio estudiar su
evolucidn. Sin embargo, la magnitud real de la importancia de la duplicacidon génica no
fue reconocida hasta que fueron disponibles las secuencias gendmicas de diferentes
organismos modelo.

Existen diversos mecanismos por los que puede producirse la duplicacién de
genes: el entrecruzamiento desigual, la retroposicion y la duplicacidn cromosdmica. Sin
embargo, el resultado de estos mecanismos puede ser diferente. El entrecruzamiento
desigual produce una serie de duplicaciones génicas que se ubican de forma
consecutiva, es decir, en tandem en el cromosoma. Dependiendo de la posicion del
entrecruzamiento, la region duplicada puede contener parte de un gen, el gen completo
o varios genes. En los ultimos dos casos, si los genes originales presentan intrones,
¢stos también estaran presentes en los genes duplicados. Ademas, el entrecruzamiento
desigual ha sido importante para la formacion de nuevos genes a partir de la
combinacion de exones presentes en distintos genes (exon shuffling). Por otro lado, la
retroposicion ocurre cuando un RNA mensajero se retrotranscribe a ADN vy
posteriormente se inserta en el genoma. Los genes duplicados resultantes (retrogenes)
carecen de las secuencias reguladoras y de todos o parte de los intrones y pueden
presentan secuencias de poliadenilacién y en algunos casos repeticiones de regiones
cortas. Otra de las diferencias con el cruzamiento desigual, es que un gen originado por
retroposicion normalmente no se encuentra ligado al gen original debido a que la
insercién en el genoma se produce aleatoriamente. Puesto que el promotor y las
secuencias reguladoras del gen no se transcriben y por lo tanto no estan presentes en la
copia originada por retroposicion, el gen duplicado resultante normalmente carece de
los elementos necesarios para la transcripcidn y se convierte en un pseudogen. Sin
embargo, se han descrito diversos casos de genes duplicados por retroposicion que se
expresan, probablemente debido a que se insertan en una region gendmica que se
encuentra localizada downstream de una regiéon promotora (Long et al. 2003).
Finalmente, la duplicacion cromosdmica o de genomas completos puede originarse por

una mitosis abortiva en la que se produce la duplicacion cromosomica pero no la
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divisién celular. Existen evidencias de que este tipo de duplicacidn a gran escala ocurre
frecuentemente en plantas pero no en animales (Li 1997).

Similarmente a las mutaciones puntuales, las duplicaciones génicas pueden
llegar a fijarse o a perderse en la poblacion. La probabilidad de fijacion de los genes
duplicados selectivamente neutros es muy pequefia (1/2N) lo que sugiere que muchos
de ellos son eliminados de la poblacién. En promedio, el tiempo que se requiere para
llegar a su fijacion es de 4N generaciones (Kimura 1983).

En muchos casos tener dos copias idénticas de un gen no es desventajoso puesto
que genera redundancia funcional. Por lo tanto, las mutaciones que producen
modificaciones en la estructura y la funcion en uno de los dos genes no son eliminadas
por seleccion ya que no son deletéreas. Con el tiempo, el acumulo de este tipo de
mutaciones produce pérdida de expresion y/o de funcién del gen convirtiéndolo en un
pseudogen. Finalmente, el pseudogen no sera identificable debido a que es eliminado
del genoma o a la elevada divergencia entre el pseudogen y la copia funcional. El
proceso de pseudogenizacidon usualmente ocurre durante los primeros millones de afios
después de la duplicacion si el gen duplicado no se encuentra bajo ningun tipo de
seleccion (Lynch y Conery 2000). Sin embargo, antes de convertirse en un pseudogen
debido a la relajacion de la constriccion funcional, algunos genes duplicados pueden
permanecer un largo tiempo en el genoma realizando una funcion especifica. Por
ejemplo, en humanos y ratones el nimero de genes implicados en el sistema olfativo es
muy similar, pero el porcentaje de pseudogenes en los humanos (>60%) es mucho
mayor que en los ratones (20%). Ademas, los pseudogenes ocasionalmente pueden
servir para realizar alguna funcidn o ser reactivados (Otha 1994; Trabesinger-Ruef et al.
1996; Kleineidam et al. 1999).

Por otro lado, algunas veces la presencia de genes duplicados es beneficiosa
debido a la cantidad extra de proteina o RNA que se produce. El modo de evolucion que
permite que dos genes pardlogos puedan tener una secuencia y funcidon similares se
denomina evolucidon concertada (Li 1997). Uno de los mecanismos que explica el
manteniendo de la misma funcién de los genes paralogos después de la duplicacion es la
conversion génica. Otra alternativa para prevenir la diferenciacion entre los genes es la
seleccion purificadora en contra de las mutaciones que producen cambios en el
funcionamiento del gen. Se ha observado en varias familias de genes que se piensa

evolucionan de acuerdo al modelo de evolucion concertada que la seleccion
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purificadora es mas importante que la conversion génica en mantener funciones
comunes de los genes duplicados (Nei et al. 2000; Piontkivska et al. 2002).

Cuando los genes duplicados difieren en alglin aspecto de su funcion se pueden
mantener por subfuncionalizacién (Cooke et al. 1997). En este caso, después de la
duplicacion cada gen adopta parte de la funcidn original del gen ancestral. Una forma de
subfuncionalizacién importante es la division de la expresion génica (Force et al. 1999).
Los cambios en la expresion génica después de la duplicacidén parece ser una regla
general méas que una excepcion y normalmente ocurren répidamente después de la
duplicacidn génica (Wagner 2000; Gu et al. 2002). Ademas, a nivel del funcionamiento
de la proteina la subfuncionalizacién puede llevar a una especializacién funcional
cuando uno de los genes duplicados adquiere la capacidad de llevar a cabo mejor una de
las funciones originales del gen ancestral (Hughes 1999). Sin embargo, no esta claro
que porcentaje de genes duplicados evolucionan por subfuncionalizacion.

Finalmente, la neofuncionalizacion o el origen de una funcion nueva es uno de
los resultados mas importantes de la duplicacion génica. La complejidad de los
genomas podria haber aumentado como consecuencia del proceso de duplicacion y
posterior diferenciacion de las copias lo que produciria nuevos genes con funciones
nuevas. La relajacion de la constriccion selectiva puede ser importante en la adquisicion
de nuevas funciones. Mientras que una de las copias de un gen duplicado mantiene la
funcion, la otra puede acumular cambios que con el tiempo lo llevarian a adquirir una
funcion nueva. Por otro lado, la accion de la seleccion positiva a favor de los cambios
ventajosos podria incrementar el nimero de estas sustituciones y producir una nueva
funcién. Ademads, la seleccion positiva debe jugar un papel fundamental para que la
nueva copia se mantenga y no sea convertida en un gen no funcional. Por lo tanto, este
tipo de seleccion seria la explicacion mas plausible para la adquisicion de nuevas
funciones (Otha 1994).

Una aproximacion para detectar la accidon de la seleccidon natural positiva es el
estudio del polimorfismo y la divergencia en genes candidatos de haber sufrido cambios
adaptativos, bien sea en genes de copia Unica o pertenecientes a familias multigénicas.
Esta aproximacion ha dado resultados positivos en genes que estan involucrados
principalmente en la reproducciéon (Civetta y Singh 1995, Tsaur y Wu 1997, Aguadé
1999, Begun et al. 2000, Swanson et al. 2001) o en la interaccion entre huésped-

patogeno (Yang y Bielawski 2000), entre otros.
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Los genes implicados en la tolerancia, aclimatacion y respuesta al frio son
buenos candidatos de haber sufrido cambios adaptativos. De hecho, es incuestionable el
caracter adaptativo de la aclimatacidon de las especies a las condiciones ambientales. La
capacidad de las especies de colonizar nuevas areas dependera de su capacidad de
adaptacion a las nuevas condiciones ambientales. Asi, por ejemplo, la posible expansion
de las especies a regiones mas frias deberia ir acompafiada de cambios moleculares que
confieran una mayor capacidad de supervivencia a bajas temperaturas en los genes
implicados en la respuesta al frio.

En el presente trabajo se pretende analizar la dinamica evolutiva de genes
implicados en la tolerancia, aclimatacion y respuesta al frio a partir del estudio de los
patrones de polimorfismo intraespecifico en D. melanogaster y D. subobscura y de la
divergencia interespecifica en varias especies del grupo melanogaster y del grupo

obscura de Drosophila.

2. GENES IMPLICADOS EN LA ADAPTACION AL FRIO

La temperatura es uno de los factores medioambientales mas importantes que
influyen en la biologia de los animales debido a que afecta directamente a los procesos
bioquimicos fundamentales que constituyen la vida. Sin embargo, todos los organismos
han desarrollado un amplio rango de respuestas adaptativas que los protegen de los
efectos perjudiciales causados por la variacion de la temperatura (Cossins et al. 1987).
Los periodos de baja temperatura son ubicuos en una gran parte de nuestro planeta, y
tanto los animales como las plantas han adquirido diversas adaptaciones para sobrevivir
a las bajas temperaturas. La mayoria de los organismos buscan algin refugio para
protegerse de las bajas temperaturas como permanecer bajo el agua, la tierra o la nieve
durante el invierno.

Para poder impedir la congelacién de los liquidos corporales a temperaturas por
debajo del punto de congelacion, que se sitia entre -0.5°C en las especies terrestres y -
1.8°C en invertebrados marinos, los animales ectodermos utilizan dos estrategias
principales: tolerar la congelaciéon o impedirla (Storey y Storey 1986). Tolerar la
congelacién es la habilidad de poder regular y soportar la formacién de hielo
extracelular mientras se mantiene el estado liquido del citoplasma. Esta estrategia es
caracteristica de muchas especies de insectos terrestres (especialmente Himendpteros,

Dipteros, Coledpteros y Lepiddpteros), varios invertebrados marinos y los reptiles. La
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mayoria de especies que toleran la congelacidn son capaces de convertir el 50-60% del
total de agua corporal en hielo extracelular y han desarrollado una serie de mecanismos
de defensa que las protegen de las consecuencias producidas por la formacién interna de
hielo (Storey 1999). Este tipo de mecanismos se basan principalmente en la produccion
de nicleos de hielo (generalmente proteinas plasmdticas) que permiten el inicio de la
congelacién a temperaturas bajo cero y en sustancias crioprotectoras que contribuyen a
controlar la propagacion del hielo dentro del cuerpo (Storey y Storey 1988).

Sin embargo, la gran mayoria de los organismos que viven en ambientes con
periodos frios optan por impedir la congelacién. Para algunos es suficiente con
encontrar un sitio de hibernaciéon bien protegido de las bajas temperaturas y
principalmente de la congelacién. Otros, suprimen la congelaciéon de los fluidos
corporales empleando varias adaptaciones bioquimicas y fisioldgicas que permiten
mantener su estado liquido a temperaturas muy inferiores a los 0°C. Estas adaptaciones
comprenden: la eliminacién de proteinas nucleadoras de hielo, la acumulacién de
azlcares y polyols (por ejemplo, la trehalosa o el glicerol) que disminuyen la
temperatura de cristalizacion y estabilizan las membranas a temperaturas bajas, y la
sintesis de proteinas anticongelantes que reducen la posible formacién de nticleos de
hielo a partir de pequefios cristales (Sinclair et al. 2003).

Las estrategias tanto de tolerar la congelacién como de impedirla han aparecido
varias veces independientemente en grupos de animales que no se encuentran
relacionados filogenéticamente. El uso de una determinada estrategia en una especie
probablemente se deba a la interaccién de varios factores como son: la necesidad de
mantener la movilidad y un estilo de vida activo a bajas temperaturas, las condiciones
ambientales del hdbitat o lugar de hibernacion, las capacidades fisioldgicas pre-
existentes de la especie, y la habilidad de desarrollar adaptaciones metabdlicas y
fisiol6gicas para perfeccionar una de las estrategias de tolerancia al frio (Storey y Storey
1986).

Las especies del género Drosophila son un buen modelo para realizar estudios
de respuesta al estrés en animales ectodermos debido a su amplio rango de distribucién
latitudinal. En particular, D. melanogaster es una especie que ha podido adaptarse con
éxito a nuevas condiciones ambientales y asi colonizar nuevas dreas hasta alcanzar su
actual distribucién cosmopolita (David y Capy 1988). Las diferentes poblaciones de

esta especie presentan adaptaciones locales que determinan patrones fenotipicos y de
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variacién genética complejos dentro y entre poblaciones (Hoffmann et al. 2003).
Estudios realizados durante los ultimos afios con D. melanogaster han demostrado la
presencia de clinas latitudinales para varios caracteres morfoldgicos (Capy et al. 1993),
asi como para caracteres directamente relacionados con la eficacia bioldgica (fitness)
tales como la viabilidad, tasa de desarrollo, habilidad competitiva de las larvas,
produccion de huevos y tolerancia al estrés causado principalmente por el calor, el frio,
la desecacion y la inanicidon (Guerra et al. 1997; Karan et al. 1998; Hoffmann et al.
2003). En estudios centrados en fenotipos de tolerancia a la temperatura realizados en el
laboratorio, se ha identificado una gran varianza genética en la resistencia a las altas y
bajas temperaturas (Cavicchi et al. 1995; Loeschcke y Krebs 1996; Bubli et al. 1998;
Norry et al. 2004; Anderson et al. 2005). Ademads, se ha cuantificado la variacién
genética a lo largo de las clinas de resistencia al calor y al frio (Gilbert y Huey 2001;
Hoffmann et al. 2002; Ayrinhac et al. 2004; Kimura 2004). Asimismo, se han detectado
asociaciones de la variaciéon fenotipica de la tolerancia a la temperatura con el
polimorfismo nucleotidico y con la expresion de genes candidatos que afectan la
resistencia al estrés térmico (McColl et al. 1996; Krebs y Feder 1997; Anderson et al.
2003).

A pesar de las evidencias que existen sobre el alto grado de variacién genética
que presentan los fenotipos de resistencia al estrés causado por el calor y el frio en
poblaciones de D. melanogaster, es fundamental poder identificar genes que estén
involucrados directamente con la variacion observada para poder entender los
mecanismos genéticos y evolutivos que influyen en la adaptacién al estrés térmico,
especialmente el causado por el frio.

Los estudios realizados para determinar la base genética de la tolerancia a la
temperatura se han enfocado principalmente en identificar genes involucrados en la
respuesta al estrés producido por calor (Heat shock proteins, Hsps). Asi por ejemplo, los
genes Hsp70 (Feder y Krebs 1997; Krebs y Feder 1998; Krebs y Feder 1997; Feder et
al. 1996; Krebs 1999; Dahlgaard et al. 1998; Bettencourt et al. 2002), Hsp68 (McColl et
al. 1996), Hsr-omega (McColl et al. 1996; McColl y McKechnie 1999; Anderson et al.
2003) y el factor heat-shock (Hsf) (Lerman y Feder 2001) han sido identificados como
genes implicados en la resistencia al estrés producido por calor. Estos estudios se han
realizado mediante el andlisis de la variacion clinal de las frecuencias alélicas, el
andlisis del cambio en la expresion génica en poblaciones con diferentes perfiles de

resistencia al estrés causado por el calor, o a través del andlisis del cambio sobre los
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fenotipos resistentes causado al incrementar el niimero de copias del gen en cuestion.
Sin embargo, es mucho menor el nimero de estudios realizados sobre la resistencia del
estrés causado por el frio, posiblemente debido a la poca informacién sobre genes
implicados en esta caracteristica y/o a la falta de conocimiento sobre la via metabdlica
afectada por este tipo de estrés. No obstante, Goto (2000, 2001) observé que en
Drosophila los genes Frost (Fst) y Drosophila cold acclimation gene (Dca) se ven
altamente sobreexpresados en respuesta a la aclimatizacién al frio.

En el presente trabajo se pretende analizar la dindmica evolutiva de genes
implicados en la tolerancia, aclimatacion y respuesta al frio a partir de los patrones de
polimorfismo intraespecifico en D. melanogaster y D. subobscura y de la divergencia
interespecifica en especies del grupo melanogaster y del grupo obscura de Drosophila.
Los genes que se han elegido como candidatos de haber sufrido cambios adaptativos de
tolerancia, aclimatacion o resistencia al frio fueron en un principio Fst y Dca. Ambos
genes fueron escogidos debido a los datos experimentales que mostraban su directa
implicacién en la respuesta al frio en D. melanogaster. Posteriormente, el estudio se
ampli6 a los genes Regucalcin (RC) y CG6296, aunque la accién de estos genes no se
ha relacionado con la resistencia al frio. La proteina codificada por el gen RC presenta
una alta similitud con la secuencia aminoacidica de la proteina codificada por el gen
Dca, lo que indica que ambos genes han surgido tras un evento de duplicacién génica.
Por ultimo, la proteina codificada por el gen CG6296 presenta una regiéon de motivos

PEEST similar a la detectada en la proteina producida por el gen Fit.

El gen Frost (Fst)

El gen F'st estd altamente sobreexpresado durante la fase de recuperacion a 25°C
en individuos de D. melanogaster que han sido expuestos a un choque térmico a 0°C
(Goto 2001). Ademds, la prolongacién del choque frio es més eficiente en la induccién
de la expresion del gen (Goto 2001; Qin et al. 2005; Morgan y Mackay 2006, Sinclair et
al. 2007).

A pesar de que la funcién exacta del gen Fst no ha sido caracterizada, la proteina
codificada por dicho gen presenta similitud con las proteinas de la familia MUCIN
(Morgan y Mackay 2006). El gen Fst se encuentra ubicado en la banda 85E del brazo

cromosémico 3R de D. melanogaster. La secuencia nucleotidica completa de la regién
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codificadora de este gen que no contiene ningln intrén estd constituida por 834 pb y
codifica una proteina de 278 aminodcidos. La secuencia aminoacidica de esta proteina
presenta unos motivos PEEST (Pro-Glu-Glu-Ser-Thr) que se encuentran repetidos
varias veces en la regién C-terminal y una zona rica en prolinas en el centro de la
proteina.

El perfil de hidrofobicidad sugiere que la proteina Fst tiene una estructura
modular con una pequefia regién hidrofébica en la regiéon N-terminal seguida de una
region hidrofilica. Los 18 primeros aminodcidos de la regién N-terminal presentan las
caracteristicas de un péptido sefial, lo que sugiere que esta proteina es dirigida hacia el
reticulo endoplasmético (RE) y probablemente entre en la via secretora. Sin embargo,
en la regién C-terminal no hay indicios de secuencias aminoacidicas particulares que
puedan indicar que esta proteina permanezca en el RE. Al parecer la proteina Fst es

excretada en el espacio extracelular.

El gen Drosophila cold acclimation (Dca)

El gen Dca fue identificado en un estudio de expresion génica durante la
aclimatizacion a una temperatura moderadamente baja en D. melanogaster (Goto 2000).
Este gen se ve altamente sobreexpresado durante la fase de recuperacién a 15°C de
individuos que han sido expuestos a un choque térmico a 0°C (Goto 2000; Qin et al.
2005). Ademads, el gen Dca presenta unos niveles de expresion que son superiores en
individuos que han completado su desarrollo embrionario a 15°C desde la fase de huevo
respecto a aquellos que lo han realizado a 25°C. El gen Dca de D. melanogaster
presenta una elevada similitud, tanto a nivel de secuencia de nucleé6tidos (~55%) como
de secuencia de aminodcidos de la proteina codificada (~34.8%), con el gen senescence
marker protein-30 (smp-30) clonado y secuenciado en rata, ratén y humano
(Yamaguchi y Yamamoto 1978; Shimokawa y Yamaguchi 1993). Por lo tanto, Dca es
considerado como el gen de Drosophila ort6logo del gen smp-30 presente en mamiferos
(Goto 2000).

El gen Dca de D. melanogaster se encuentra localizado en la banda 88D del
brazo derecho del cromosoma 3. Este gen estd formado por dos exones separados por
un pequefio intrén de aproximadamente 43 pb. El gen Dca presenta una pauta de lectura

de 909 pb y codifica para una proteina de 303 aminodcidos. En la regién 5’ flanqueante
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se ha identificado un sitio de unién a AP-1 (un factor de la transcripcion de smp-30) asi
como un elemento STRE (elemento de respuesta al estrés) y diferentes sitios de unién
de otros factores de la transcripcion.

Los estudios de expresion realizados en mamiferos del gen smp-30 han revelado
que dicho gen presenta un nivel de expresion alto durante todo el desarrollo (Fujita et al.
1996) pero que disminuye en la etapa de senescencia en ambos sexos (Fujita y
Maruyama 1991; Fujita et al. 1992a,1992b). La funcién de la proteina SMP-30 se ha
relacionado con el transporte de Ca** (Shimokawa y Yamaguchi 1993) y al parecer
activa la protefna (Ca*-Mg*")-ATPasa que participa en la eliminacién de Ca* del
citosol a través de la membrana plasmdtica (Takahashi y Yamaguchi 1993a, 1993b,
1994; Fujita et al. 1998). Ademads, como la estructura primaria de la proteina codificada
por el gen smp-30 no presenta motivos conocidos de unién al Ca** (como los EF-hans
motif), se ha sugerido que SMP-30 representa una nueva clase de proteina de unién al
Ca®* (Shimokawa y Yamaguchi 1993; Fujita et al. 1995; Fujita 1999; Yamaguchi 2005).
Por lo tanto, es posible que el gen Dca también contribuya de manera directa en el
mantenimiento de los niveles de Ca** en el citosol.

A diferencia del gen smp-30 de los mamiferos, la expresion del gen Dca en
Drosophila aumenta en la etapa de senescencia. Shi et al (1994) observaron que los
niveles de absorcion de ATP dependiente de Ca®* aumentan en individuos adultos de
Drosophila, 1o que sugiere una conexion entre la sobreexpresion del gen Dca y los
niveles de Ca™ en esta etapa. Posteriormente, Fujita et al (1998) sugirieron que el gen
smp-30 regula la actividad de bombeo del Ca**y por lo tanto contribuye al rescate de la
apoptosis. Ademads, Perotti et al (1990) mostraron que después de someter células
humanas a un choque térmico a bajas temperaturas se producia la activaciéon de
endonucleasas y de la apoptosis debido a una prolongada elevacion en los niveles de
Ca™ citosdlico. Por consiguiente, puede ser que el incremento en los niveles de
expresion del gen Dca pueda relacionarse con el mantenimiento de los niveles de Ca** a

bajas temperaturas y el aumento de la tolerancia al frio.

El gen Regucalin (RC)

El gen RC de Drosophila presenta una elevada similitud nucleotidica con la del
gen Dca, lo que indica que ambos genes surgieron tras un proceso de duplicacion

génica. Las proteinas codificadas por ambos genes también presentan una elevada
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similitud y pertenecen a la familia de proteinas SMP-30. Por lo tanto, la funcién del gen
RC podria estar también relacionada con el mantenimiento de los niveles Ca®*, aunque
no se ha demostrado su relacién con la resistencia al frio. El gen Regucalcin esta
compuesto por dos exones y un pequefio intrén de aproximadamente 56 pb. Este gen
presenta una pauta de lectura de 909 pb y codifica una proteina de 303 aminodcidos. El

gen RC estd localizado en la banda //A del cromosoma X de D. melanogaster.

El gen CG6296

El gen CG6296 en D. melanogaster estd compuesto por tres exones separados
por dos intrones de aproximadamente 54 pb. Este gen presenta una pauta de lectura de
2022 pb y codifica una proteina de 674 aminodcidos. Al igual que el gen Fst, la
secuencia aminoacidica de la proteina codificada por el gen CG6296 presenta unos
motivos PEEST que se repiten varias veces en la region C-terminal de la proteina. La
presencia de esta caracteristica comtn con el gen Fst fue lo que motivo su inclusién en
este estudio aunque CG6296 no se habia relacionado con la resistencia al frio. Este gen
se encuentra localizado en la banda 97D del brazo cromosémico 3R de D.
melanogaster. La posible funcion descrita para la proteina CG6296 es de triacilglicerol

lipasa, implicada en el transporte y el metabolismo de lipidos.

3. DROSOPHILA COMO ORGANISMO MODELO

Las caracteristicas que presentan las especies del género Drosophila las han
convertido en un sistema bioldgico modelo. La facilidad de captura y mantenimiento, el
corto tiempo de generacion y el elevado nimero de descendientes han permitido realizar
una gran cantidad de estudios utilizando especies de este género. Dichos estudios
abarcan campos tan dispares como la biologia de poblaciones, sistematica, ecologia,
biologia molecular y genética, entre otros.

En general, los drosofilidos son dipteros que se han especializado en obtener el
alimento a partir de productos vegetales en descomposicidn, ya que su fuente principal
de alimentacion son las levaduras y las bacterias que fermentan estos materiales. La
filogenia del género Drosophila se ha inferido empleando diferentes tipos de datos. Asi,
se han realizado filogenias a partir de datos biogeograficos, del registro fdsil y

morfologicos, a partir de la observacion y comparacion de los patrones de bandas de los
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cromosomas politénicos, gracias a estudios de hibridacion de ADN 'y, mas
recientemente, mediante la comparacion de secuencias de ADN de genes mitocondriales
o nucleares. La combinacion de todos estos datos ha mejorado sustancialmente la

comprension de la filogenia del género.

El género Drosophila

La familia Drosophilidae incluye mas de 3000 especies, de las que alrededor de
unas 2000 pertenecen al género Drosophila. Este género se divide en tres subgéneros:
Sophophora, Drosophila y Idiomya. En el presente trabajo se estudian algunas de las
especies pertenecientes al subgénero Sophophora que estd compuesto por cuatro
grandes grupos: melanogaster, obscura, willistoni y saltans. Los estudios realizados
durante los ultimos afios han permitido determinar relativamente bien las relaciones

filogenéticas del subgénero (O’Grady y Kidwell 2002).

El grupo melanogaster

El grupo melanogaster de Drosophila esta compuesto por aproximadamente
unas 200 especies clasificadas en 10 subgrupos (Powell 1997). La distribucion de la
mayoria de los subgrupos sugiere que este grupo de especies se ha originado en africa y
posteriormente expandido por los cinco continentes principalmente gracias a la
actividad humana. Las especies del subgrupo melanogaster y ananassae han sido, con
diferencia, las mas estudiadas del grupo. Las filogenias reconstruidas de acuerdo a
diferentes métodos han mostrado generalmente la misma topologia para los diferentes
subgrupos. Sin embargo, el aporte de nuevos datos moleculares en los tltimos afios ha
modificado las relaciones inferidas para algunas de las especies del subgrupo (Ko et al.
2003). El subgrupo melanogaster estd formado por 9 especies: D. melanogaster, D.
simulans, D. sechellia, D. mauritiana, D. teissieri, D. yakuba, D. erecta, D. orena 'y D.
santomea. La distribucion de D. melanogaster y D. simulans es cosmopolita, mientras
que las otras siete especies se encuentran en la regidn afrotropical. D. sechellia, D.
mauritiana y D. santomea son endémicas de las islas Seychellia, la isla Mauricios y la
isla de Sao Tome, respectivamente, mientras que el resto de especies estan distribuidas

por el continente.
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El grupo obscura

El grupo obscura de Drosophila se origind en africa y posteriormente colonizo
las regiones templadas del norte, tanto de la zona Paleartica como Nedrtica, donde
actualmente se encuentran un gran numero de representantes. Recientes datos
moleculares (Goddard et al. 1990) indican que la separacion entre las especies
palearticas y nedrticas es mas reciente de lo que anteriormente se consideraba y que
posiblemente las especies de América del Norte se originaron tras la migracién de una
poblacion del Viejo Mundo a través del estrecho de Bering. El grupo obscura esta
formado por aproximadamente unas 35 especies y se divide en cuatro subgrupos:
obscura, pseudoobscura, affinis y microlabis. El subgrupo obscura lo integran las
especies del Viejo Continente, mientras que los subgrupos pseudoobscura y affinis
retnen las especies del Nuevo Mundo. El subgrupo microlabis estd formado por

especies africanas.
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Objetivos

Los estudios de polimorfismo nucleotidico intraespecifico y de divergencia
interespecifica son una aproximacion muy potente para detectar a nivel molecular la
huella dejada por la accion de la seleccidon natural adaptativa. El objetivo global del
presente proyecto es aplicar esta aproximacion en genes candidatos a haber sufrido
cambios adaptativos y mas concretamente en genes implicados en la resistencia al frio y

en genes relacionados.

Este objetivo global se puede desglosar en los siguientes objetivos especificos:

1- Estudiar el nivel y el patrén del polimorfismo nucleotidico de los genes Fst y
Dca en poblaciones naturales de D. melanogaster con el objetivo de detectar la huella
de la accidon de la seleccidon natural al actuar sobre estos genes candidatos a haber

sufrido cambios adaptativos al estar implicados en la resistencia y tolerancia al frio.

2- Comparar el nivel y el patrén del polimorfismo nucleotidico de los genes Fis¢
y Dca (y también del gen CG6296) en dos poblaciones naturales de D. melanogaster
ubicadas al sur (Montemayor, Cordoba) y al norte (Sant Sadurni d’Anoia, Barcelona) de
la Peninsula Ibérica con el propdsito de detectar una posible diferenciacion genética

entre ambas que puede relacionarse con la diferente latitud de dichas poblaciones.

3- Estudiar el nivel y el patron del polimorfismo nucleotidico de los genes Fst y
Dca de D. subobscura y compararlo con el de D. melanogaster con el objetivo de
detectar posibles semejanzas que muestren una posible acciéon comuin de la seleccion

natural en ambas especies.

4- Estudiar el nivel y el patron del polimorfismo nucleotidico en poblaciones
naturales de D. melanogaster y D. subobscura del gen RC que, aunque no se ha
relacionado directamente con la resistencia al frio, es un gen paralogo del gen Dca. El
objetivo de este estudio es comparar la variabilidad intraespecifica entre los genes Dca

y RC'y detectar la posible accion de la seleccion natural en la evolucion del gen RC.

5- Estudiar el nivel y el patron del polimorfismo nucleotidico en poblaciones
naturales de D. melanogaster del gen CG6296. Este gen comparte con el gen Fst la

presencia de unas repeticiones internas en la mitad terminal de la region codificadora. El
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objetivo principal de este estudio es analizar la variabilidad intraespecifica surgida por

adiciones/deleciones en el nimero de estas repeticiones internas.

6- Estudiar la divergencia de los genes Fst y Dca en el subgénero Sophophora
de Drosophila con el objetivo de detectar posibles aceleraciones en la tasa de sustitucion

no sinonima indicativas de cambios adaptativos en determinados linajes.

7- Estudiar la divergencia de los genes paralogos Dca y RC en el subgénero
Sophophora de Drosophila tras su caracterizacion en diversas especies de los grupos
melanogaster y obscura. El principal objetivo de este estudio es intentar detectar como
la posible adquisicion de una nueva funcion ha afectado a la evolucion molecular de

estos genes.

8- Estudiar la divergencia de los genes Fst y CG6296 en el subgénero
Sophophora de Drosophila tras su caracterizacion en diversas especies de los grupos
melanogaster y obscura. El principal objetivo de este estudio es analizar la evolucion

molecular de las repeticiones internas presentes en estos genes.
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Materiales y Métodos

1. MUESTRA POBLACIONAL

Las poblaciones naturales de D. melanogaster analizadas se capturaron en
Montemayor (M) y Sant Sadurni d’Anoia (CN), localidades espafiolas ubicadas en
Céordoba y Barcelona, respectivamente. A partir de los individuos del campo se
establecieron lineas isocromosdmicas para el cromosoma 3 mediante cruzamientos
adecuados utilizando la cepa de letales equilibrados TM6/MKRS para la poblacion de
Montemayor (Cirera y Aguadé 1997; Ramos-Onsins y Aguadé 1998) y la
TM6B/MKRS para la poblacion de Sant Sadurni d’Anoia (Orengo y Aguadé,
comunicacion personal). Para esta ultima poblacion también se obtuvieron lineas
isocromosdmicas del cromosoma X empleando la cepa de letales equilibrados FM6, y*'¢
sc® dm B/ 1(1)X10 (Orengo y Aguadé 2004). Las poblaciones naturales analizadas de D.
subobscura fueron capturadas en Galicia (EI Pedroso) y Catalufia (Riba-roja d’Ebre). En
el caso de la poblacion gallega (Rozas et al. 1995), se establecieron lineas
isocromosdmicas para el comosoma O utilizando la cepa de letales equilibrados Va/Ba.
En el caso de la poblacion catalana (Munté et al. 2000) se analizaron machos
individuales recién capturados o descendientes de lineas isohembras. Estos machos se
habian cruzado previamente con hembras de la cepa chcu y congelado a -80 °C una vez
asegurada su descendencia. El andlisis citogenético de una larva hembra de dicha
descendencia permitio determinar la ordenacidn cromosomica para el cromosoma X del
macho analizado.

Las lineas de D. mauritiana, D. yakuba y D. erecta fueron gentilmente cedidas
por F. Lemeuniere. A partir de ellas se establecieron lineas altamente consanguineas tras
10 generaciones sucesivas de apareamientos hermano-hermana. Se disponia en el
laboratorio de lineas altamente consanguineas obtenidas por la misma metodologia de
las especies D. madeirensis (endémica de la isla de Madeira), D. guanche (endémica de
las Islas Canarias) y D. simulans. Esta ultima se obtuvo a partir de una linea isohembra

de una poblacion natural de Montblanc (Tarragona) (Aguadé, comunicacion personal).

2. EXTRACCION DE ADN

La extraccion de ADN genémico de las lineas consanguineas de las especies D.
simulans, D. mauritiana, D. yakuba, D. erecta, D. madeirensis y D. guanche se realiz6

usando una modificacion del protocolo 48 de Ashburner (1989a). Para las lineas de D.
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melanogaster de las poblaciones de Montemayor y Sant Sadurni d’ Anoia asi como para
las de D. subobscura de la poblacion de Galicia ya se disponia de ADN gendémico
purificado. La extraccion de ADN gendémico de los machos individuales de D.
subobscura de la poblacion de Riba-roja d’Ebre se efectud con el Kit Puregene DNA

purification system (Gentra systems).

3. AMPLIFICACION Y SECUENCIACION

La secuencia nucleotidica de la region gendmica correspondiente a los genes Fist,
Dca, Regucalcin y CG6296 se obtuvo a partir del banco de datos del proyecto de
secuenciacion del genoma de Drosophila melanogaster con los codigos de acceso
AE003683, AE003706, AE003487 y AE003758, respectivamente. Los datos accesibles
del proyecto de secuenciacion del genoma de D. pseudoobscura permitieron identificar
en esta especie las regiones gendmicas que contienen los genes Fst, Dca y Regucalcin

tras realizar busquedas BLAST (http ://www. hgsc. becm. tmc. edu/blast/ ?organism =D

pseudoobscura) a partir de las secuencias nucleotidicas de D. melanogaster. Una region
de aproximadamente 3000 pb que contenia mas o menos centrada la region codificadora
de cada uno de los genes fue escogida con el fin de disefiar primers de amplificacion por
PCR. Para cada gen se disefiaron dos juegos de primers de amplificacién de 21 pb. Los
primers disefiados sobre las secuencias de D. melanogaster y D. pseudoobscura fueron
empleados para amplificar los diferentes genes en D. melanogaster y D. subobscura,
respectivamente.

Las pruebas de amplificacion por PCR se realizaron en reacciones de 25 ul de
volumen final. Cada reacciéon contenia: 18.375 ul de H,0, 2.5 ul de Buffer 10x
(Pharmacia), 2.0 ul de dNTP’S (2.5 nM de cada desoxinucledtido), 0.5 ul de primer
forward (100 ng/ul), 0.5 ul de primer reverse (100 ng/ul), 0.125 ul Taq polymerasa
(Pharmacia, 5 unidades /ul) y 1.0 ul de ADN genomico. Se realizaron varias pruebas
con las cuatro combinaciones posibles de primers a temperaturas de asociacion que
variaron entre los 47°C y 55°C. Las diferentes pruebas permitieron establecer el juego

de primers mas idoneo para cada especie (tabla 1).
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Tabila 1. Primers de

Gen

seeuenchachin de b Fst, Dew, RCy CGRIN enils
Amplificachkin ~ inciin
Forwand / Reverse Forwand Reverse

D. melewogaster

D. simelans

D, yehkwba

D, swbobscure

D. madcirensis

D gwanche

0. melencgwrier

D. slevwbaens

D, wanritions

AT

D, swbobscure

D, madeiremiv

D, guanche

FoOA Y GCATTUTICTOCGTTIGICTG ¥
P, & TGTCACGUACTOGCCATTTIA Y

FuF2. € GICTOUACAGATOCTICTTIGY
FulD 8 AGAAGAGCUTAAAALCATT ¥

Faf 1, ¥ GCITATCGAGTATATTGTT ¥
FaIA ¥ ATTCTGOOCCCATCATAAAAC 1

Fal 1 8 GCTTATCOGTGTOTTGTT Y
B8R, 8 TOTCACGEACTOGCCATTTIA ¥

Fuf 1 ¥ GCTTATCOGGTIGTGTTOTT
Pl & TGTCACGCACTUOCCATTTTA Y

PAAF ACAATOGACAGGGACCGTTTIO X
POA Y AACAGCCACACAAACGOATAT ¥

PSA S ACAATOGACAOGGACGGTTIG Y
PIA Y AAMCAGOCACACAAACGOATAT ¥

PSA Y ACAATGGACAGGGACGGTTIG T
BOA T AACAGOCACACAAACTGATAT ¥

DDy & ITTGAGAATGTCCATOGTGTA ¥
D)l ¥ GCTTOGGCACATTITTAGATA ¥

DeadC & AGTOGOOTUAGAGOEACAGTT ¥
Do)l ¥ GCTTOUOCACATTITTAGATA

DRatC. ¥ AGTUGOUTCAGAGGCACALTT ¥
DA, § AATCTGAATCGTTTOOCCTAC ¥

DS, ¥ AGTOOGGTCAGADGCACAGTT ¥
DA S AATCTGAATCGTTTOOCCTAC F

DOdC. ¥ AGTOOGGTCAGAGGCACAGTT ¥
DoA ¢ AATCTUAAICOTTTOOCCTAC ¥

PA ¥ COGTOCATCACCGTTTAAGGTT 3
BIA Y CATCTTUGTAICTGTTOTORE 7

PIA S COGTCATCACCGTTTAAGGTT Y
POA Y CATCTTOGTATCTOTTCTOOC ¥

PAA Y COOTCATCACCGTTTAANGGTT Y
POA Y CATCTTOGGTATCTUTTOAGC ¥

FfA S GCATTGTTCTOCUTTIGICTG
P2 ¥ GTCTGGACAGGTOCTICTTTIG Y
P 3. § GGAACAGAGGTGGAATAG T
Fufd ¥ GATGGTAGCOGTICTUAG 3

P2 ¥ GICTOGACAGGTOCTICTTIO Y
Pt 18 GOAACAUAGGTGGAATAG ¥
Pt d ¥ GATGGTAGCUGTTICTOAG ¥

Va1 8 GCTTATCGOTOTGTTGTT Y
Pl 2 ¥ GTCTGGACAGGTOCTICTTIO Y
Fuf 3.8 GGAACAGAGGTGGAATAG 7

P AN Y ACGGTAGCUGTTCTGAAG ¥

Pl ) 8 GCTTATCGGTOIGTTGIT Y
Pt & GICTOGACAGGTOCTIOTTTG ¥
Pl 3 5 GGAACAGAGGTOGAATAG T
P4, 8 GATGGTAGCOGTTICTONG ¥

Fuf | Y GOTTATOGGTGIGTTONT Y
Pl ® GICTOGACALGTOCTICTTIO F
Fuf). § GGAACAGAGGTGGAATAG Y

PEA S ACAATGGACAGGOGACGOTTTG Y
FIN. S TOCTACCOATTAGATAAL ¥
SAEIN ¥ CCALCACCOAATCTIOTO W

PAA Y ACAATGGACAGOACGGTTTG ¥
FIN. S TGUTACCOATTAGATAAG ¥
MadlIN. & COCAATCCCCTTTACAGE ¥

PSA S ACAATGGACAGGGACGGTTIG ¥
it IN, SCAGAGATGOCTTTAACCA ¥
MadI 2N, § COCAATCCCCTITACAGKE ¥

DeatD. & TTTGAGAATGICCATOGTGTA ¥
Deal |, 8 OCTOACCOAGAAGTATTC ¥
Deal 2. 5 AGOAGTITGOCGTAGOAT Y
Dl 3, 5 TAGACACCGATGGCAATA 7

DeatC. ¥ AGTOGGGTCAGAGCACAGTT
Dl ], ¥ OCTOACCOAGAAGTATTC T
Dl 2. 8 AGGAGTTTGOCGTAGGAT ¥
Deak 4, & CGTCTICAAGGTUAATOC ¥

Dt ¥ AGTOUAITCAGAGGUACAGTT
Deak 1, § GCTOACCGAGAAGTATTC ¥
Deal 2. ¥ AGGAGTTTGCOGTAGOAT T
Dead & ¥ COGTICTICAAGGTOAATCC ¥

DeadC. ¥ AGTOGGGTCAGAGOCACAGTT Y
Deall 1. 8 GETOACCOAGAAGTATTC T
VAP IN ¥ ATOAAAAGGGACAACALC Y
Dea 2. ¥ AGGAGTTIGOCGTALGAT ¥
VRPN & GOCATGACCGTAGATACC T

DaSC. 8 AGTOGGUTCAGAOGOCACAGTT Y
Ered IN. F AGCAATTOGGUUACATOA Y
Deaf2 ¥ AGGAGTTTGOOGTAGEAT T

Ered IN. 5 AGCTOACCOAGAAGTATT T
Dol & ¥ CGTCTTCAAGGTCAATEC ¥

PSA S COGTCATCACCGTTTAAGGTT Y
SeglIN_ ¢ COCTOOCCGACTUTTAIG ¥
SomgPIN. ¥ CCAATCOCAAGGICGICT I

PEA S COGTCATCACCGTTTAAGGTT ¥
Smgl IN. ¥ COCTOCCCGACTCTTALG ¥
Sl IN_ ¥ CCAATCCCAAGGTICGTCT Y

PIA Y COGTCATCACCUTTTAAGGTT ¥
Semgh IN. ¥ COCTOOCCGACTOTIAIG ¥
w ¥ CCAATCCCAAGGTCOICT Y

TS 8 TUTCACGCACTCOOCATTTIA Y
Tukl ¥ GATOAATCCACAAGTGAG ¥
TR 8 GAGTTOACCACCGAGGAT 7
TRRE S ATGTCTOGCAGTGAATGR 3

Fuld. ¥ AGAAGATGCGTAAACCATT ¥
Tl ¥ GATGAATCCALAAGTUAG ¥
Tl § GAGTTUACCACCOAGGAT 1
Full © ATGTCTOGCAGTGAATG 3

MaRON. 5 GTAGTCACGCATTOGCCA Y
FURL ¥ GATOAATCCACAANGTOAG ¥
PRI & GAGTTGACCACCOAGGAT ¥
Tkl € ATGTCTOGCAGTGAATON Y
FulA 5 ATTCTGOCOCCATCATAAAAC ¥

YARIN, & CGAAGAATCCACCAGOGA ¥
Yo, & TGACCAATCOCGEAGAGE ¥
FaR3 8 ATGTCTOGCAGTGAATCR 3

Taih ¥ TGTCACGOACTOOOCATTTIA Y

LN, ¥ AMMCGAATCTUCCTOAGGT ¥
Tukh ¥ ATGTCTOUCAGTGAATOG ¥
POl € TATCACGCACTOGOCATTTIA Y

TOIA S AACMICACACAAACGGATAT ¥
MMRIN, & CAAAGTTCTTCCCATAGG ¥
MMRIN & CICGTAGIATTICGTAGA ¥
SabiUIN, § GOCTGTAAAGGOGATTGG ¥
MadREN & GOCACTIGCTTTITATGAA ¥

POA S ANCAGCCACACAANCGGATAT 7
MaRIN. & CAAAGTTCTTOGOCATAGG ¥
MaSIN. ¥ CTCGTAGTAITTCGTAGA ¥
MRN8 GAAGATTGOGTOGTAGAG ¥
MadREN. & GOCACTIGCTTITATGAA Y

PA. F AACAGOCACACAAACTGGATAT T
Gl N & CAAAGTTATTOCCATAGA ¥
MMSEIN.  CTCOTAGTATTTOGTAGA Y
CrealUN. § GCTGTAAGGOGATTOTG 7

Dl § GCTTOGGCACATTTTTAGATA ¥
Dealt) 8 COGTOCTCTOATTGTAGT Y
Dl § CGTAGOAATCGGOAACAG ¥
DeaRd. 5 CGAATAAGOCAGAGAGAT ¥

Deal#l & GCTTCGOCACATTTTIAGATA ¥
Daaltl ¥ COUTUCTCTOATTUTAGT ¥
Dealc2, ¥ COTAGGAATCGOOAACAG ¥
Dealtd 5 COAATAAGOCAGAGAGAT ¥

DRalA. £ AATCTOAATCGTTTIOOCCTAC ¥
Dl 8 GCTTOGGCACATTTTTAGATA ¥
Deall2. ¥ COTAGGAATOGGOAACAG ¥
Daaltd, 8 COATAAGCCAGAGAGAT ¥

DA ¥ AATCTOAATCGTTTGCCCTAL 7
YaRUIN & TOCACACTOCCTOATCTT
YBON, ¥ GACCTACACATUOCANAT ¥
YaIUN, 8 CAACAGOGTUCOAGTGA Y
YRHAN, 5 CGAATGAAGGACGACAAA ¥
YN, ¥ CCTTTCTOGTTOOCACTC X

CreRIN & ACACCACTUTCOATCTAA X
LN ¥ GUACTAAUATGGAACACT Y
el ¥ ATOGGTTTTGGCATCATT ¥

LN, S GGTOATTTGITIOO TG Y
LRI ¥ AACCAGTACTIGANTCA ¥

POA. Y CATCTTGGTIATCTGTTOTGOE 7
SegRIN. 5 GOCTUATCOAACTTGTTO ¥
SogRIN. § COOATTICCACATTIGIAG ¥

POA. £ CATCTTOGIATCTGTTCTOGE 7
MadRIN. 5 GOTAGACCCACOGATOAT ¥
SegRIN. & CCOGTTICCACATIGIAG ¥

PIA S CATCTTOGTATCTGTICTO0C ¥
SegRIN. & GUCTUATCGAALTTIGTTO ¥

&*’ﬂ. § CCOUTTICCACATTGYAG X
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Tublal, Continmacién

Gen

Especic

Amplificacion

Forward / Reverse

Forsaed

Reverse

RC

D, melanogaster

D, madeirensis

D, guanche

D, melamogazter

D, simmlans

D. mauritiana

D, yakwba

Regtll 8 GECCCACTGIGCCCTUTACAT ¥
Repdls, & ACCAAMGGAGCCAMCACCCGT ¥

PSB S GOTCTCTTTOGOTTGACGGTA Y
PO S GCOATOATUGACUATGATGACT

PSS GOTCTOTTTGGOTTUACOUTA ¥
130 Y GCOATGATGACGATGATGACT ¥

PSS GOICTOTTTGGOTTOACGUTA ¥
130 Y GCOATGATGACGATGATGACT ¥

CEAL S CTACGOAATGOGGUCAACTAAGT ¥
Cgllh 8 GTOACTGOOGTTAATGTG Y

CESA ¥ CTACGGAATGGGOAACTAAGT ¥
CElA ¥ GGOAAGTAGUCATTIGGTANC ¥

CgAih 8 TGTGAGCOGAANGCAATOC 3
ClA Y GGOAAGTAGUCATTIGGIAAC ¥

CgSi. 5 TATOAGCGAAANGCAATCC ¥
CEA S GGOAAGTAGCCATTTUGTAAC ¥

CEAAL Y CTACGOAATGGGOAACTAAGT ¥
CeIA, 5 GOUGAAGTAUCCATTIGGTAANC T

RegtB. § (A CCCACTGIGCCCTOTACAL ¥
Regh ). 8 GUCGATTCTCAKCAGTA ¥
Regh2 5" GUOAACCATGATAATGAT ¥
Regh 3.5 CCCGIGGTOGCTTICTTTIG Y
Regh 4. S TTACCTOCOOCGECTTION ¥

PSH S GCTCTCTTTGOCTTGACGGTA VY
Subl IN. 8 GGAATGACGUCAAGACTG Y
Subl 2N, 8 ACAGAAATGGOGAGGTCC ¥

PSE, S GUTCTCTTIGGOTTOGACGGTA v
MadFIN. 8 GIAGGTGUCTGGATALAC ¥
MuI2N. S TCGTAGTCGGTOGLTUGICG ¥
PSE, S GOTCTOTTIGGOTTOUACGGTA ¥
Geab IN, 8 GUAGCGTGTGOGAATGGAT 1
Subl IN. § GUAATGACGUCAAGACTG Y
SubFIN. §' ACAGAAATGGCGAGGTOC Y

CiAL 5 CTACGGAATGUGOAACTAAGT ¥
Cyf L 8 TOTGCTOOGCTGOGTGAT Y
Cgh2 ¥ ACAAGOGATOGOGTGAACA 7
Cgh3. ¥ CAGCCTOATTUTGGTAIC ¥
Cgha, § ACGGAAGCCOCAGAAGAC T
CyFs, ¥ CTACAACAAACGOAGANC 7
CIA. 5 CTACGOAATUGGOAACTAAGT ¥
Cgl L TGIGCTOOCTGOGTUAT ¥
Cgh 2, ¥ ACAAGGATIRCKGTGAACA T
Cl 3 ¥ CAGCCTOATTUTGGTATC ¥
CgFs. 8 CTACAACAAACGCAGAAC T
Cpi & TOTGAGCGAAAGEAATCC ¥
Cgl' L8 TGIGCTOOCTGUGTUAT ¥
Cgh 2, ¥ ACAAGGATOGGGTGAACA W

Ceh 3 S CAGCCTUGTTGTGGTATC ¥
MauFaN. §' AAGAAGACCOCGAACGOA T
Cyhs. 8 CTACAACAAACGEAGAAC 7
MauboN. §' GCAACTGGOGAAGATGAA Y

Cyh 1, S TOTOCTOOCC TGO GTOAT ¥
Cgh2. & ACAAGGATGGUGTOAACA ¥
Cgh L S CAGCCTOGTTATGGTATC ¥
MIUFAN. S AAGAAUACCCOGAAGGOA T
VakFEN. ¥ CTTCAACAACCGUAGAAL ¥
CpsA. 5 CTACGOAATOGGCAACTAAGT ¥
CgFlL 8 TGTGCTOGUC TGUGTGAT ¥
CpF2, & ACAAGGATGGOGTGAACA ¥
Cgh) ¥ CAGCCTGATIGTGGTATC ¥
EretdN, € ACGGAAGCCTCAGAAGTC ¥
Lxeh SN 8 GGACACGACTACTGAAGAGE ¥

Reglll ¥ ACCAAGGAGUCAACCACOOGT
RegR1 8 TITTACGCCACCTTOUTAY
Regh2. € ATTTTACTOCGGOTAAGG 1
Regh3 8 CCTOGIAGTCGAOTGGTAT Y
Reghd. § COGATTTOCOATTAGTOC ¥
RegRS. 8 CAATCACGOGAATCAGTA ¥

POB 3 GOOGATGATGACGATGATGACT ¥
SBRIN, F GCTACACTTITIGGCTICA ¥
SERIN. F GUITGGTGGGAACTTOA
SURIN. S CAGTCTTOOCGTCATTCC Y
IR S GOGATGATGACGATGATUACT ¥
MadRIN. & AACTOOCTGOCTTIOICT 5
MadRIN. & CAAMMACCAGCCOCAAGOA ¥
IR 8 GEUATGATGACGATGATOACT
GUaRIN, & TGAAGOCAAAAGTUTAGE T
CualIN 8 TCCOAANGGAGOUAGAGG Y
GuaRIN, § GTAGGTGOCTOGATAGOC ¥

ClB 3 GTUGACTOUCGT TAATGTG ¥
CgR1 S CAGCOGTTGTGGATACAT ¥
CR2 S GLGICTCTTIOGOOGOTTOTC 7
CgU. 5 ACGGAGGATTOGCACTTT Y
Cgd ST OCACAGAGGAAGOGTATT v
CER5. 8 GUTAGGTTACCGAAATCT

CRIA S GHOAAGTAGCCATTIOGIAAC ¥
SImIIN, S GITGTAGTAGTOGAGTCT v
SN, F TCCCACCTTOCCAGAGTT Y
MadaN, ¥ CCACAGAGGTAGCGTALT ¥
CR5. 5 GCTAGGTTACCGAANTCT Y
CRIA S GOOAAGTAGCCATTTOGIAAC ¥
MasBIN, ¥ CAGOGGTTGTGUATACAT ¥
MasBIN, ¥ GATCTCTTCGGOCTOTTO v
MagUON. & GOTGGATTCOCACTTICAY ¥
MaRaN, § CCACAGAGGTAGOGTACT ¥
MasfEN, 8 GCACAAGAAGGUACAATC
MauleN, & ACTCCTCGOATTOTTTON ¥

CEIA F GGOAAGTAGCCATTTIOGTAAC ¥
YaRINS CICATTGGOOGAACTOGIGG v
Yol ION, 8 TOGICTGAAGOGAAGAGTG Y
YRIN, §° ACCCTUTOOGACAAAGAA T
YalRIN. 8 GUIAGGTTACCGAAAACT
CeIA S GOOAAGTAGCCATTTIOGIAAC ¥
FreRIN S GGIGTTTOCATCTTTOO0 7"
EreRIN S CUTOCTCTOGCTIATOTG
EreRIN. §' GUATCACCCATCAATACT Y
ErRREN. S  ACCUAAAACTATUAATGT ¥
LreRON_ 3" TCTOAGGO T TCCGTAGTT Y

N, primers disefiados sobre la secuencia parcial de la respectiva especie.
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Las diferentes pruebas también permitieron determinar las condiciones dptimas
para la amplificacion de los genes en las lineas de D. melanogaster y D. subobscura

(tablas 2 y 3).

Tabla 2, Condiciones de amplificacion por PCR para las especies del snbsrnpo mrlunascmr.

Gen PCR D. melanogaster D, simul D. manritiana D.yakuba D. erecta
Fst
Desnaturalizacion 94°C 3min 94°C 3min 94°C Imin 94°C 3min 94°C 3min
Asacincion I ciclo §5°C 30seg 48°C 30eg S0°C 30seg 48°C 30seg 48°C 30seg
Extension 6%°C 2.5min 68°C 2min 68°C 2.5min 68°C 2.5min 68°C 2.5min
Desnaturalizacion 92°C 30seg 92°C 30seg 92°C J0seg 92°C J0seg 92°C 30segp
Asociacion 28 ciclos 55°C 304y 48°C 30seg S0°C 30seg 48°C 30seg 48°C 305eg
Extension 68°C 2.5min 68°C 2min 68°C 2.5min 68°C 2.5min 68°C 2.5min
Desnaturalizacion 92°C 30seg 92°C 30sep 92°C 3lseg 92°C 30seg 92°C 30scp
Asociacion 1 ciclo 55°C 30sey 48°C 30seg S0°C 30seg 48°C 30seg 48°C 308cp
Extension 68°C Smin 6R°C dmin 63°C Smin 63°C Smin 68°C Smin
Dea
Desnaturalizacion 94°C 3min 94°C 3min 94°C Imin 94°C 3min 94°C 3min
Asociacion 1 ciclo 52°C 30sen 54°C 30seg 52°C 30seg S4°C 30seg 54°C 308cp
Extension 68°C Smin 68°C 3min 68°C 3min 68°C 3min 68°C 3min
Desnaturalizacion 92°C 30scg 92°C 30scg 92°C 30seg 92°C 30scp 92°C 3sep
Asociacion 28 ciclos 52°C 30seg 54°C 30seg 52°C 30seg 54°C 30seg 54°C 30sep
Extension 68°C Imin 68°C Imin 68°C Imin 68°C Imin 68°C 3min
Desnaturalizacion 92°C 30seg 92°C 30seg 92°C 0seg 92°C 30seg 92°C 30seg
Asociacion I ciclo 52°C 30seg 54°C 30seg 52°C 30seg 54°C 30seg 54°C 30seg
Extension 68°C 6min 68°C 6min 68°C 6min 63°C 6min 68°C 6min
CGo296
Desnaturalizacion 94°C 3min 94°C 3min 94°C Imin 94°C Imin 94°C 3min
Asociacion I ciclo S0°C 30scg 48°C 30sep 48°C 30seg 48°C 30sep 48°C 30sep
Extension 68°C 3 5min 68°C 3.5min 68°C 3.5min 68°C 3.5min 68°C 3.5min
Desnaturalizacion 92°C 30seg 92°C 30seg 92°C 30scg 92°C 30scg 92°C 30scp
Asociacién 28 ciclos 50°C 30scg 48°C 30scg 48°C 30scg 48°C 30scg 48°C 30scg
Extension 68°C 3.5min 68°C 3.5min 68°C 3.5min 68°C 3.5min 68°C 3.5min
Desnaturalizacion 92°C 30seg 92°C 30seg 92°C 30seg 92°C 30seg 92°C 30seg
Asociacion I ewclo S0°C 30seg 48°C 30seg 48°C 30seg 48°C 30seg 48°C 3sep
Extension 68°C Tmin 68°C Tmin 68°C Tmin 63°C Tmin 68°C Tmin
Regucalcin
Desnaturalizacion 94°C 3min
Asocincion I cclo S8°C 30scg
Extension 68°C 3min
Desnaturalizacion 92°C 30seg
Asocincion 28 ciclos 38°C 30s¢g
Extension 68°C Smin
Desnaturalizacion 92°C 30scg
Asociacion I ciclo S8°C 30scg
Extension 68°C 6min
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Tabla 3. Condiciones de amplificacion por PCR para las especies del grupo obscura

Gen PCR D. subobscura D. madeirensis D. guanche
Fst
Desnaturalizacion 94°C 3min 94°C 3min 94°C 3min
Asociacion | ciclo 48°C 30seg 48°C 30seg 48°C 30seg
Extension 68°C 3min 68°C 3min 68°C 3min
Desnaturalizacion 92°C 30seg 92°C 30seg 92°C 30scg
Asociacion 28 ciclos 48°C 30seg 48°C 30seg 48°C 30seg
Extension 68°C 3min 68°C 3min 68°C 3min
Desnaturalizacion 92°C 3seg 92°C 3seg 92°C 3seg
Asociacion 1 ciclos 48°C 30seg 48°C 30seg 48°C 30seg
Extension 68°C 6min 68°C 6min 68°C 6min
Dca
Desnaturalizacion 94°C 3min 94°C 3min 94°C 3min
Asociacion 1 ciclo 48°C 30seg 45°C 30scg 48°C 30scg
Extension 68°C 3min 68°C 3min 68°C 3min
Desnaturalizacion 92°C 30seg 92°C 30seg 92°C 30seg
Asociacion 28 ciclos 48°C 30seg 45°C 30seg 48°C 30seg
Extension 68°C 3min 68°C 3min 68°C 3min
Desnaturalizacion 92°C 30seg 92°C 3seg 92°C 3scg
Asociacion 1 ciclo 52°C 30seg 45°C 30seg 48°C 30seg
Extension 68°C 6min 68°C 6min 68°C 6min
Regucalcin
Desnaturalizacion 94°C 3min 94°C 3min 94°C 3min
Asociacion 1 ciclo 52°C 30seg 52°C 30seg 54°C 30seg
Extension | 68°C 2min 68°C 2min 68°C 2.5min
Desnaturalizacion 92°C 30seg 92°C 30seg 92°C 30seg
Asociacion 28 ciclos 52°C 30seg 52°C 30seg 54°C 30seg
Extension 68°C 2min 68°C 2min 68°C 2.5min
Desnaturalizacién 92°C 30seg 92°C 30seg 92°C 30seg
Asociacion 1 ciclo 52°C 30seg 52°C 30seg 54°C 30seg
Extension 68°C dmin 68°C 4min 68°C Smin

Los productos resultantes de la amplificacion por PCR fueron purificados por
medio de columnas Amicon Microcon-PCR kit (Millipore) y diluidos en 50 ul de H>O.
Ambas cadenas de los fragmentos amplificados se secuenciaron por medio de primers
internos de secuenciacion disefiados aproximadamente cada 400 pb (tabla 1). Las

reacciones de secuenciacion se realizaron con el kit comercial BigDyes3.0 (Applied
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Biosystems) siguiendo las instrucciones de la compafiia y segin las siguientes

condiciones:

94°C 3min
96°C 10seg
52°C Sseg 25 ciclos
60°C 4min
4°C oo

Los productos de secuenciacidn se recuperaron siguiendo el protocolo de
precipitacion con etanol de acuerdo a las recomendaciones de la casa comercial
(Applied Biosystems) y se secaron al vacio. Los productos resultantes se analizaron con
el secuenciador automatico ABI 377 o ABI 3700 (Applied Biosystems) de los Serveis
Cientifico-Tecnics de la Universitat de Barcelona.

Asimismo, se realizaron distintas pruebas con diferentes combinaciones de
primers y condiciones para amplificar las regiones de interés en las especies del
subgrupo melanogaster y del grupo obscura. Las reacciones de amplificacion se
efectuaron del mismo modo que las descritas para D. melanogaster y D. subobscura
pero variando las condiciones de PCR para cada especie (tabla 2). Ademas, fue
necesario diseflar primers especificos de secuenciacidon para algunas de las especies a
partir de las secuencias parciales obtenidas de cada una de ellas. Las condiciones de las
reacciones de secuenciacion fueron las ya especificadas anteriormente.

Las secuencias nucleotidicas de las diferentes regiones en las especies D.
pseudoobscura, D. sechellia, D. ananassae, D. persimilis, D. virilis, D. mojavensis y D.
grimshawi fueron obtenidas a partir de la base de datos del proyecto de secuenciacion

de cada especie (http://insects.eugenes.org/species/blast).

4. ENSAMBLAJE Y ALINEAMIENTO

La secuencia consenso de cada una de las diferentes lineas y especies se obtuvo
por medio del programa SeqMan (DNAStar, Lasergene). Posteriormente, las diferentes

secuencias consenso de las lineas de D. melanogaster y D. subobscura se alinearon con
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el programa Clustal W version 1.8 (Thompson et al. 1997). Para el alineamiento de las
secuencias consenso de las diferentes especies se utilizé el programa ProbCons version
1.08 (Do et al. 2005). En el caso del alineamiento interespecifico de los genes Fist y
CG6296 fue necesario emplear un script que permitiera obtener el alineamiento
nucleotidico mas correcto a partir del conseguido a nivel de aminoacidos. La edicidon de
las secuencias para los analisis posteriores fue realizada con el programa MacClade
version 4.05 (Maddison y Maddison 1989). Los anélisis de DotPlot para identificar las
regiones de alta similitud de los genes Dca y Regucalcin se realizaron con la aplicacion

implementada en el programa MegAlign (DNAStar, Lasergene).

5. HIBRIDACION IN SITU

La localizacion citoldgica de los genes Fst, Dca 'y Regucalcin en D. subobscura
fue determinada mediante hibridacién in situ de acuerdo al protocolo de Segarra y
Aguadé (1992) y de Montgomery et al (1987). Las sondas utilizadas fueron obtenidas
tras amplificar por PCR la region codificadora de cada uno de los genes en D.

pseudoobscura.

6. ANALISIS INTRAESPECIFICOS E INTERESPECIFICOS

El programa DnaSP version 4.20 (Rozas et al. 2003) fue utilizado para realizar el
analisis de la variabilidad intraespecifica y para llevar a cabo los diferentes tests de
neutralidad. El programa Mega2 (Kumar et al. 2004) se empled para estimar la
divergencia interespecifica. Esta estima se obtuvo independientemente para las
posiciones sinénimas (Ks) y para las no sinonimas (K,) de acuerdo al método de Nei y
Gojobori (1986) modificado por Nei y Kumar (2000). Este mismo programa fue
utilizado para obtener las genealogias de los alelos y realizar las reconstrucciones
filogenéticas con el método de neighbor-joining (Saitou y Nei 1987).

El sesgo en el uso de codones sindnimos (codon bias) presente en los genes
estudiados en las diferentes especies se estimé a partir de tres parametros diferentes: x°
ponderada, CBI y ENC. Valores altos de la * ponderada (Shields et al. 1988) y del
indice de codon bias (CBI) (Morton 1993) indican una fuerte desviacion respecto al uso

aleatorio de codones sindnimos. Por el contrario, el nimero efectivo de codones (ENC)
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oscila entre 61 cuando todos los codones sinénimos son equifrecuentes y 20 cuando se
usa unicamente un codoén en cada clase de codones sindnimos (Wright 1990).

El relative-rate test (Sarich y Wilson 1973) se utilizd para identificar posibles
desviaciones de la hipotesis del reloj molecular debido a aceleraciones en la tasa de
sustitucion nucleotidica en linajes particulares. Este test compara las tasas de sustitucion
en dos linajes y requiere informacion de una tercera especie de referencia o especie
outgroup. Los métodos propuestos por Wu y Li (1985) y Tajima (1993) se utilizaron

para realizar el relative-rate test.
7. ESTIMAS DE LA VARIABILIDAD NUCLEOTIDICA INTRAESPECIFICA

La variabilidad nucleotidica intraespecifica de la muestra de secuencias de ADN
se estimo a partir del numero de posiciones segregantes o polimorficas (S) y del nimero
promedio de diferencias nucleotidicas (k) entre las secuencias analizadas. Este ultimo
parametro (k) depende del numero de posiciones polimorficas y de la frecuencia de las
variantes nucleotidicas que presentan, pero no depende del tamafio muestral. El nimero

promedio de diferencias nucleotidicas se define como:

(5)

k (por secuencia) =

donde £;; es el nimero de diferencias nucleotidicas entre la secuencia i y la secuencia j (i

. . -1 ,
<j), n es el numero de secuencias de ADN analizadas y (;) - M es el namero total
2

de comparaciones entre secuencias. Si se corrige por el nimero de posiciones de la
region analizada (L), se obtiene k (por posicion), es decir el nimero promedio de

diferencias entre secuencias por posicion.

k (por posicién) =

o~ |

Esta estima corresponde a la diversidad nucleotidica (7r) propuesta por Nei (1987).
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Il = (L)E XiXikij

n-1/i

donde » es el nimero de secuencias de ADN analizadas, xi y x; son las frecuencias de
las secuencias i y j en la muestra, y k; es la proporcion de nucledtidos diferentes entre
las secuencias i y j.

Otro parametro que se utiliza para describir la variabilidad nucleotidica es 6.
Este pardmetro se estima a partir del numero de posiciones segregantes (S) en una
muestra de »n secuencias de ADN. Este estimador corresponde a k (por secuencia)
cuando las mutaciones son selectivamente neutras, la poblacion es panmitica y se

encuentra en equilibrio mutacion-deriva.

6 (por sec uencia) =

2;

donde 6 = 4N,u, siendo N, el tamafio efectivo de la poblacién y u la tasa de mutacion
neutra por secuencia y por generacion.

Cuando se considera el numero de posiciones de la region analizada (L) se
obtiene la estima de la heterozigosidad por nucledtido (0 o estimador de Watterson)

(Watterson 1975).

e

0 (por posicio’n) =

n=1

o=

Il
~

8. DIFERENCIACION GENETICA

La diferenciacion genética entre las dos poblaciones analizadas de D.
melanogaster se estimo utilizando el estadistico Fy (Hudson et al. 1992) que se basa en
el nimero promedio de diferencias entre secuencias de la misma poblacion y el nimero
promedio de diferencias entre secuencias de dos poblaciones diferentes. Para obtener la
probabilidad asociada al valor de Fy observado bajo la hipdtesis nula de no
diferenciacion (Hy: Fy = 0) se realizaron simulaciones de coalescencia asumiendo el

modelo neutro en una poblacién panmitica sin subdivision. Se utilizaron valores de 0
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compatibles con el nimero observado de sitios segregantes (rejection algorithm; Tavaré
et al. 1997). Para cada una de las 10000 iteraciones realizadas se escogieron
aleatoriamente dos grupos de muestras y se calcularon sus valores de Fy. La
probabilidad del valor Fy observado se obtuvo a partir de la distribucion de los valores

de F; obtenidos por simulacion.

9. ESTIMAS DEL DESEQUILIBRIO DE LIGAMIENTO

El grado de la asociacidn entre las variantes nucleotidicas de las posiciones
polimorficas se estimo mediante el parametro D’ (Lewontin 1964) que corresponde al
cociente entre el valor de desequilibrio (D) y el valor de desequilibrio maximo (Dyax).
La aplicaciéon de un test de x° (Zapata y Alvarez 1993) permite determinar si el
desequilibrio detectado es significativamente diferente de 0. Ademas, el grado de
desequilibrio de ligamiento global de una regién fue determinado por los estadisticos
Zns (Kelly 1997), Wall’s By O (Wall 1999) y Z4 (Rozas et al. 2001). Los intervalos de
confianza de estos estadisticos se obtuvieron por simulaciones (10000 réplicas) de
coalescencia asumiendo una poblaciéon con un tamafio constante (Kingman 1982;
Hudson 1983; Hudson 1990; Rozas y Rozas 1999). Las simulaciones de coalescencia se
efectuaron condicionando al numero de sitios segregantes y en general asumiendo no
recombinacion. En algunos cosos se fijaron diferentes valores del parametro de

recombinacion.

10. ESTIMAS DE LA TASA DE RECOMBINACION

La tasa de recombinacion promedio entre dos nucledtidos adyacentes de una
secuencia de ADN, r, puede estimarse a partir del parametro R, siendo R = 4N.r (R =
3N.r, para regiones situadas en el cromosoma X) (Hudson 1987). Este estimador se basa
entre otros parametros en la varianza del numero de diferencias nucleotidicas entre

secuencias en comparaciones dos a dos.

11. TEST DEL NEUTRALISMO

Se aplicaron diversos test de neutralismo. El test de Tajima (1989) se basa en el

estadistico D que corresponde a la diferencia normalizada entre el nimero promedio
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observado de diferencias nucleotidicas entre secuencias (k por secuencia) y la estima de
este parametro esperada a partir del numero de posiciones segregantes para mutaciones
neutras en una poblacién en equilibrio mutacién-deriva (0 por secuencia). Ambas
estimas deben ser iguales de acuerdo al neutralismo. Por lo tanto, asumiendo equilibrio
mutacion-deriva se espera que D = 0 si las mutaciones son neutras. Debido a que el
numero promedio de diferencias nucleotidicas tiene en cuenta la frecuencia observada a
la que segregan las variantes nucleotidicas y el estimador de Watterson no, el estadistico
D indica la posible desviacion del espectro de frecuencia observado respecto al esperado
para mutaciones neutras en una poblacién en equilibrio mutacion-deriva.

El test de Fu y Li (1993) se basa en las predicciones sobre el numero de
mutaciones esperadas en las ramas externas e internas de una genealogia neutra
asumiendo equilibrio mutacion-deriva. Este test puede aplicarse con outgroup
(estadisticos D y F) o sin outgroup (estadisticos D* y F*). Los tests con outgroup se
basan en el nimero de mutaciones en las ramas externas de la genealogia, mientras que
los tests sin outgroup se basan en el nimero de mutaciones unicas en la muestra. Para
estimar los estadisticos D* y D se utiliza el nimero total de mutaciones y bien el
nuimero de mutaciones Unicas en la muestra o el nimero de mutaciones en las ramas
externas, respectivamente. Los estadisticos F* y F se estiman a partir del numero
promedio de diferencias entre pares de secuencias y bien el numero de mutaciones
Unicas en la muestra o el nimero de mutaciones en las ramas externas, respectivamente.

El test de Hudson, Kreitman y Aguadé (1987) se basa en la prediccion del
neutralismo de que la relacién polimorfismo/divergencia se mantiene en diferentes
regiones que evolucionan de acuerdo al neutralismo. Por lo tanto, este test compara los
niveles de polimorfismo y divergencia de la region de interés con los de una region
neutra de referencia.

El test de McDonald y Kreitman (1991) se basa en la comparacion de la relacion
entre el namero de diferencias no sindonimas y sindénimas fijadas entre especies con la
relacion entre el nimero de polimorfismos no sinénimos y sinonimos dentro de especie.
Ambas relaciones se espera que sean similares para mutaciones estrictamente neutras.
Este test no requiere que las poblaciones se encuentren en equilibrio mutacién-deriva y
puede aplicarse si se dispone de datos intraespecificos en una especie y de una
secuencia unica en una especie cercana.

El test de Fay y Wu (2000) se basa en el estadistico H que permite detectar

desviaciones en el espectro de frecuencias observado para las mutaciones derivadas
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(mutaciones no ancestrales) respecto del esperado bajo el modelo neutro. La aplicacion
de este test requiere el conocimiento de un alelo ancestral que habitualmente se infiere a

partir de la secuencia de una especie de referencia (outgroup).

12. ANALISIS DE MAXIMUN LIKELIHOOD (ML)

Para obtener las estimas de ML bajo diferentes modelos de sustitucion de
codones se utilizaron los modelos de random-effects disponibles en el programa codem!
implementado en el paquete PAML version 3.14 (Yang 1997).

Los branch models MO (one-ratio), FR (Free-ratio) y branch-especific permiten
asumir variacidon en el ratio de w (w = dn/ds, donde dn y ds son el numero de
sustituciones no sinénimas y sindnimas, respectivamente) entre las ramas de la filogenia
y son Utiles para detectar seleccion positiva actuando en linajes particulares (Yang 1998;
Yang y Nielsen 2000). Por otro lado, los site models M1 (nearly neutral), M2 (positive
selection), M3 (discrete), M7 (beta) y M8 (Beta&w) permiten que el ratio de w varie
entre las posiciones (entre codones o aminoacidos en la proteina) (Nielsen y Yang 1998;
Yang et al. 2000). El modelo de branch-site A permite que el ratio de w pueda variar
tanto entre posiciones como entre diferentes linajes. Este modelo intenta detectar la
accion de la seleccion positiva afectando inicamente a algunos aminodcidos en pocos
linajes (Yang y Nielsen 2002).

El modelo MO se aplico para estimar la longitud de las ramas de la filogenia
puesto que permite obtener los valores iniciales adecuados que son utilizados en el
momento de contrastar modelos de sustitucion de codones mas complejos. El programa
codeml se ejecutd varias veces para el mismo modelo con diferentes valores iniciales de
o con el objetivo de evitar una baja precision en la identificacion bayesiana de codones
bajo seleccidn positiva. El likelihood ratio test (LRT) fue usado para contrastar el ajuste
de los datos entre dos modelos que se encuentren anidados. Este test asume que dos

veces la diferencia del /og likelihood (2A¢) de los dos modelos sigue una distribucion de

x* con un nimero de grados de libertad igual a la diferencia en el nimero de parametros
libres de ambos modelos (Whelan y Goldman 1999). Los valores de P se obtuvieron

utilizando el programa chi2 también incluido en el paquete PAML.
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Resultados. El gen Fist. Polimorfismo en D. melanogaster

I.1. POLIMORFISMO NUCLEOTIDICO DEL GEN Fist

I.1.1 RESULTADOS

I.1.1.1 POLIMORFISMO NUCLEOTIDICO DEL GEN Fst EN D.
MELANOGASTER

Se secuencid un fragmento de aproximadamente 1.5 kb en 30 lineas de D.
melanogaster. Dicho fragmento incluye la region codificadora del gen Frost (Fst) que
comprende alrededor de 0.9 kb y parte de las regiones flanqueantes 5’ y 3’ con una

longitud aproximada de 0.4 kb y 0.2 kb, respectivamente.

Diferenciacion genética entre poblaciones

La posible diferenciacion genética para la region estudiada entre las lineas de las
poblaciones de Montemayor y Sant Sadurni d’Anoia fue estimada usando el estadistico
Fi (Hudson et al. 1992). El valor obtenido de Fy = 0.0037 no es significativamente
diferente al observado bajo el modelo neutro de una poblaciéon panmitica sin
subdivision (figura I.1). Dada la ausencia de diferenciacidon genética, ambas poblaciones

se consideraron conjuntamente en los analisis posteriores.

Distribucion Fst

Figura I.1. Distribucion del estadistico Fy (Hudson et al. 1992) en una
poblacién panmitica de 30 individuos (ver materiales y métodos).
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Analisis del polimorfismo nucleotidico

El alineamiento multiple de las 30 secuencias de D. melanogaster presenta un
total de 1576 posiciones. Sin embargo, el numero de posiciones alineadas se reduce a
1467 al eliminar aquellas posiciones con gaps en una o varias de las lineas analizadas.
En el alineamiento se detectaron tanto polimorfismos por cambio nucleotidico como
polimorfismos por insercién/delecion. Se identificaron un total de 24 posiciones
polimdrficas por cambio nucleotidico y 5 polimorfismos por insercion/delecion (figura
[.2). La figura 1.2 también incluye la secuencia previamente publicada del cDNA del
gen Fst (Goto 2001) y la identificada en el proyecto de secuenciacion del genoma de D.
melanogaster (codigo de acceso AE003683).

En la region 5° flanqueante se detectaron 6 posiciones polimorficas por cambio
nucleotidico de las que 4 presentan variantes Unicas. En esta region también se observd
un polimorfismo por insercion/delecion de 4 nucleotidos. En la region 3’ flanqueante,
unicamente se detectaron 2 posiciones polimoérficas por cambio nucleotidico, una de las

cuales presenta una variante Unica (figura [.2).
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La regioén codificadora presenta un total de 16 posiciones polimdrficas por
cambio nucleotidico. En una de las posiciones se detectaron 3 variantes por lo que el
numero minimo de mutaciones es 17. De estas 17 mutaciones, 8 son sinéonimas y 9 no
sinonimas. Doce posiciones polimorficas presentan variantes unicas. Ademas de los
polimorfismos nucleotidicos, la region codificadora del gen Fs¢ presenta 4
polimorfismos por insercion/delecion (dos de 24 nucleodtidos, uno de 9 nucledtidos y
uno de 48 nucledtidos). En las posiciones afectadas por gaps se identificaron asimismo

dos posiciones polimorficas adicionales con cambios nucleotidicos sindonimos.

Analisis del polimorfismo aminoacidico

En la figura 1.3 se muestra el alineamiento multiple de la secuencia aminoacidica
de la proteina codificada por el gen Fist deducida a partir de la secuencia nucleotidica de
las 30 lineas de D. melanogaster analizadas en este estudio. El alineamiento completo
comprende un total de 306 posiciones de aminoacidos incluyendo las posiciones con
insercion/delecion. Se detectaron nueve polimorfismos de reemplazamiento, de los que
6 presentan variantes Unicas. Entre los polimorfismos detectados se encontraron
cambios aminoacidicos tanto conservativos como no conservativos. Por ejemplo, los
cambios fenilalanina/isoleusina (Phe/lle) y arginina/lisina (Arg/Lys) en las posiciones
543 y 586, respectivamente, no implican cambio ni de carga ni de polaridad y por lo
tanto puede considerarse conservativos. Por el contrario, los cambios serina/fenilalanina
(Ser/Phe) y metionina/lisina (Met/Lys) detectados en las posiciones 664 y 586,
respectivamente, pueden considerarse radicales ya que implican un cambio de
polaridad. Al considerar la secuencia de D. simulans, se detectaron dos posiciones
polimdrficas con variantes derivadas casi fijadas en D. melanogaster y que
corresponden a la arginina en posicion 586 y la serina en posicidon 917. También son
derivadas la asparraguina que segrega en la posicion 1068 y la lisina de la posicion
1125, ambas presentes en las mismas tres lineas. Los restantes cambios derivados
corresponden a variantes unicas (figura 1.3).

Ademas de los polimorfismos por reemplazamiento, también se detectaron
polimorfismos por insercion/delecién en la region codificadora. Ninguno de estos
polimorfismos provoca desplazamientos de la pauta de lectura ya que todos ellos
provocan inserciones o deleciones con una longitud que es multiplo de 3. Estas

inserciones/deleciones afectan o bien a la regidn con varios residuos de prolinas
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localizada alrededor de la posicion 120 de la proteina o bien a la regioén con repeticiones
PEEST localizada hacia el extremo carboxi-terminal de la proteina. Asi, en la linea CN1
se detectd una delecion de 3 prolinas (PPP) con respecto a la secuencia de referencia
(figura 1.3). Por lo tanto, esta linea presenta 7 prolinas consecutivas mientras que este
numero es de 10 en las restantes lineas. Por otro lado, se detectaron dos deleciones
independientes de los motivos PEESTSEA y SEAPEEST en las lineas CN1 y CN34,
respectivamente. La delecién presente en la linea CN34 se habia previamente
identificado en la secuencia del cDNA (Goto 2001). Finalmente, en la lineca CN15 se
identificé una insercion de 16 aminoacidos (TEAPVESTSEAPEEST) que incluye dos

motivos PEEST aunque uno de ellos es ligeramente variante.

1125
1140
1143
204
250
1311

$ 383583885288
M47 Phe Arg GIn Gin Asn Ser Asn Pro Ser Gly Asp Glu Ser Thr Pro - Thr

CN1 d3 ds

M23 Asn Lys .
M26 Asn Lys -
CN23 Asn Lys -
M2 Met -
M36 Arg -
ME6 Phe -
CN6 Lys -
CN7 lleu Met -
CN15 Lys 116
CN34 Thr - d8

AE003683 Asp Ser d4 Ser -
cDNA Asp d4 Asp Leu - dB

D.simulans Lys d1 Thr
Figura L.3. Polimorfismo aminoacidico de la proteina codificada por el gen Fisz en las 30

lineas secuenciadas de las poblaciones de Montemayor (M) y Sant Sadurni d’Anoia
(CN). Para detalles ver el pie de la figura 1.2.
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Diversidad haplotipica

Las 30 lineas de D. melanogaster estudiadas pueden agruparse en un total de 18
haplotipos diferentes al considerar los polimorfismos detectados por cambio
nucleotidico en la region analizada. El nimero de haplotipos identificados no se ve
afectado si se consideran también los polimorfismos por insercién/delecion. De los 18
haplotipos identificados, trece corresponden a lineas tnicas, tres de ellos estan presentes
en 2 lineas, uno en 4 lineas y el restante es comun a 7 lineas. La diversidad haplotipica
es Hd = 0.9310.

Al considerar unicamente las posiciones polimoérficas detectadas en la region
codificadora del gen Fist, las 30 lineas analizadas se agrupan en un total de 11

haplotipos que representan 9 variantes proteicas (tabla I.1).

fabla L1. Haplotipos de la region codificadora del gen £t en D). melanogaster

Vartante

Haplotipo Nucleotidos polimorficos proteica N \minoacidos polimorficos
PgIRNIIYNergBANBRY § ® 8 3 5 3 © § &
DR obBBERIIaaFEFELRR & 8 88 83 F ¥
NS NS NS NS NS NS NS NS

H1 TGACTCAAGGTGGGAGGTC P1 20 Phe Arg Gin Gin Ser Ser Asp Glu
H2 Cc c

H3 Cc

H4 C C AA P2 3 Asn Lys
HS T P3 1 Met

HE G G P4 1 Arg

H7 T P5 1 Phe

H8 A Cc (o PG 1 Lys

H9 AT P7 1 leu Met

H10 A C Cc A P8 1 Lys

H11 C T CC G A A P9 1 Thr

NS, polimorfismos nucleotidicos de reemplazamiento. Los nimeros en la parte superior se refieren a las
posiciones polimoérficas dentro de la region codificadora de acuerdo a la figura 1.2. Los puntos (.) indican
nucleodtidos o aminoacidos idénticos a la secuencia de referencia. H, haplotipo, N, nimero de lineas para cada
variante proteica. H1 (M47, M55, CN1. CN9, CN16, CN18, CN22, CN25, CN26, CN41, CN52), H2 (M11,
M13, M40, M54, M59, CN5, CN35, CN56), H3 (M20), H4 (M23, M26, CN23), H5 (M2), H6 (M36), H7
(M66), H8 (CN6), H9 (CN7), H10 (CN15), y H11 (CN34).

La red de haplotipos basada en las sustituciones aminoacidicas de las nueve
variantes proteicas presentes en esta poblacidn se muestra en la figura [.4. En esta
figura, el tamafio de los circulos que representan a cada una de las variantes proteicas es
proporcional a la frecuencia de cada variante en la muestra analizada. Como se observa
en esta red, existe una variante con una frecuencia alta (P1 est4 presente en el 66.6% de
las lineas analizadas) y ocho variantes (de P2 a P9) con una frecuencia igual o inferior
al 10%. De hecho, una de estas variantes (P2) se encontrd en tres lineas mientras que las

restantes estan presentes solamente en una linea. La mayoria de las variantes se
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diferencian por una Unica sustitucion aminoacidica, sin embargo la rama que conecta la

variante P2 contiene dos sustituciones.

Figura 1.4. Red de haplotipos de las 9 variantes de la
proteina FROST en D. melanogaster. Las marcas y los
nimeros en cada rama representan los sitios de
reemplazamiento de la siguiente forma: A, 543; B, 586;
C, 586, D, 604; E, 627; F, 664; G, 916, H, 1068; I,
1125. El tamafio de los circulos es proporcional a la
frecuencia de cada variante.

Desequilibrio de ligamiento y recombinacion

El grado de desequilibrio de ligamiento de la region estudiada se analiz6 para las
posiciones polimdrficas informativas. De las 21 comparaciones entre los 7
polimorfismos informativos detectados, 4 son significativas por el test x°. Esto
representa que un 19% de las comparaciones son significativas por este test. Ademas, 2
de estas comparaciones permanecen significativas por el test x> después de aplicar la
correccion de Bonferroni para multiples tests. El nimero minimo de eventos de
recombinacion (Rm) en la muestra de las secuencias analizadas se obtuvo a partir del
test de los cuatro gametos propuesto por Hudson y Kaplan (1985). Se detectaron
unicamente 2 eventos de recombinacion en la muestra de secuencias analizadas: uno

entre las posiciones 28 y 689 y otro entre las posiciones 986 y 1399.

Diversidad nucleotidica

Los niveles de polimorfismo nucleotidico se estimaron para distintos tipos de
posiciones (tabla 1.2). La diversidad nucleotidica (st) en el total de la regidon analizada es
0.0022. Esta estima es similar a la de 0.0028 obtenida al considerar Uinicamente las
posiciones silenciosas (regiones 5’ y 3’ flanqueantes, y posiciones sindnimas de la
regidon codificadora). Dentro de la region codificadora la estima para las posiciones

sinonimas (1) es 0.0075 mientras que para las posiciones no sinonimas (7,) es 0.0014.
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De igual forma, para la region no codificadora (regiones 5’ y 3’ flanqueantes) la
estima es 0.0014. Estos resultados indicarian que la seleccion purificadora actuaria con
una intensidad equivalente contra las mutaciones no sindnimas y las producidas en las
regiones flanqueantes, mientras que seria mds débil al actuar contra las mutaciones
sindnimas. Las estimas de la diversidad nucleotidica fueron inferiores a las estimas de 0
para todos los tipos de posiciones. Debido a que las estimas de 6 dependen tinicamente
del nimero de sitios segregantes mientras que las de m estdn también afectadas por la
frecuencia de las diferentes variantes, este resultado indica un exceso de polimorfismos

con variantes segregando a bajas frecuencias en la region analizada.

Tabla 1.2. Estimas del polimorfismo nucleotidico en el gen Fst de D. melanogaster

Region N° de Sitios S n 0
No Codificadora 654 8 0.0014 0.0031
Codificadora 813 16 (17) 0.0028 0.0052
Silenciosa 842.86 16 0.0028 0.0047
Sinonima 188.86 8 0.0075 0.0106
No Sinonima 624.14 8(9) 0.0014 0.0036
Total 1467 24 (25) 0.0022 0.0041

1, numero de mutaciones

Test del neutralismo

Los test del neutralismo propuestos por Tajima (1989) y Fu y Li (1993) se
aplicaron para determinar si los patrones de polimorfismo observados en la region
estudiada se ajustaban a las predicciones del neutralismo (tabla 1.3). Estos tests se
realizaron independientemente para los polimorfismos silenciosos y los no sinénimos.
Los estadisticos propuestos para aplicar los distintos tests fueron siempre negativos.
Todos los tests realizados son significativos (P < 0.05) excepto el test de Tajima
aplicado al polimorfismo silencioso que es marginalmente significativo (0.05 < P <
0.1). Estos resultados indican que el patrén del polimorfismo en la region estudiada no
se ajusta a las predicciones del neutralismo. La desviacion detectada es debida a un

exceso de polimorfismos con variantes tUnicas en la region estudiada.
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Tabla 1.3. Tests del neutralismo en el gen Fsz de D. melanogaster

Test Silenciosa No sinénima Total
Tajima D - 1.3993 - 1.8812* - 1.7146%
P(D<D,,) 0.064 0.011 0.024
Fuyli D* - 2.5524%* -2.1238% -2.7070*
P(D*<D*;) 0.023 0.021 0.012
FuyLiF* - 2.5695% - 2.3953% - 2.810*
P(F*<F*,) 0.021 0.021 0.020
Fay y Wu - 0.8183 - 5.0758%% -4.0276
P(H<H ,) 0.186 0.008 0.107

Probabilidad de obtener un valor del test estadistico menor que el
observado tras realizar simulaciones de coalescencia sin recombinacion.
*0.01<P<0.05.** P<0.01

El test H de Fay y Wu (2000) fue empleado para poder determinar si existe un
exceso de mutaciones derivadas segregando a alta frecuencia en la region analizada. El
estadistico H se estim6 tanto para toda la region estudiada como independientemente
para las posiciones de reemplazamiento y las silenciosas (tabla 1.3). La secuencia de D.
simulans se empled como referencia para poder determinar el estado de los cambios
observados. En todos los casos este test es negativo, sin embargo el test es
estadisticamente significativo unicamente para las posiciones de reemplazamiento. Este
resultado indica que en la region codificadora del gen Fst en D. melanogaster existe un
exceso de mutaciones derivadas de reemplazamiento que segregan a alta frecuencia.

El test de Mann-Whitney (1999) puede ser utilizado para comparar la
distribucion de la frecuencia de las variantes polimoérficas entre dos categorias de
cambios. En este caso, se compard el espectro de frecuencias del polimorfismo
silencioso y de remplazamiento observado en la region estudiada (figura 1.5). Los
resultados obtenidos no indican que estos dos tipos de polimorfismos estén segregando

a diferentes frecuencias (z = 0.808; P = 0.418).
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Reemplazamiento
Silencioso

1 ¥ Froq Ota
Wiveq £xp ¥ Freg Exp
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Figura L.5. Espectro de frecuencias del polimorfismo silencioso y de reemplazamiento en el gen Fst de D.
melanogaster

El test HKA (Hudson, Kreitman y Aguadé 1987) se utiliz6 para contrastar si los
niveles de polimorfismo silencioso en D. melanogaster y de divergencia silenciosa entre
D. melanogaster y D. simulans detectados en la regidon Fist diferian significativamente
de los presentes en la region 5’ del gen Adh elegida como regién control que
presumiblemente evoluciona de acuerdo al neutralismo (Hudson, Kreitman y Aguadé
1987). No se detectaron diferencias significativas en los niveles de polimorfismo y
divergencia silenciosa de ambas regiones (x> = 0.170, P = 0.679).

También se aplico el test de MacDonald y Kreitman (1991) para contrastar si la
relacidn entre el nimero de polimorfismos dentro de especie y el nimero de diferencias
fijadas entre especies es equivalente para los cambios sindnimos y no sinonimos. Al
aplicar este test también se utilizé D. simulans en la comparacién interespecifica. No se
detectaron diferencias significativas entre ambas relaciones (tabla 1.4). No obstante, el
indice de neutralidad (NI) propuesto por Rand y Kann (1996) es mayor que 1 tal y como

ocurre cuando hay un exceso de polimorfismos no sinénimos.

Tabla 1.4. Test de MK (1991) en el gen Fst de D. melanogaster

Polimorfismo en Diferencias fijadas

D. melanogaster ( D. melanogaster/D. simulans)
No sinénimo 9 17
Sin6nimo 8 22

G value = 0416; P=0.519
NI=1.46
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Genealogia de los alelos

La figura 1.6 muestra la genealogia de los diferentes alelos de las poblaciones de
Montemayor y de Sant Sadurni d’Anoia incluyendo también la linea analizada en el
proyecto de secuenciacidon del genoma de D. melanogaster (AE003683). La secuencia
del cDNA de Goto (2001) no fue incluida en este andlisis debido a que la longitud de la
region secuenciada en esta linea es muy inferior a la de las lineas restantes. En este
analisis se utilizd D. simulans como especie outgroup. En el arbol se pueden identificar
claramente las 7 lineas que comparten el mismo haplotipo (M47, M55, CN9, CNI18,
CN25, CN41 y CN52 ), las 4 que comparten otro haplotipo (M40, M54, CN5 y CN35),
y los tres casos de haplotipos compartidos por 2 lineas (CN16-CN22, M23-M26 y M11-
M59). Ademads, no se observan agrupaciones de alelos por localidad, lo que concuerda

con el hecho de que las poblaciones analizadas no se encuentran genéticamente

diferenciadas.

! —————————— T 1 G

e — =Frost{ AEQD3IGE:

‘;':,ﬂ" B. sirmilprns

—
0.0

Figura 1.6. Genealogia de los alelos de las poblaciones de Montemayor (M) y
Sant Sadurni d’Anoia (CN) reconstruida por el método de neighbor-joining
(Saitou y Nei 1997) usando la distancia de Kimura de 2 parametros (Kimura
1980).
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I.1.1.2 POLIMORFISMO NUCLEOTIDICO DEL GEN Fst EN D. SUBOBSCURA

Se secuencid una region de aproximadamente 1.7 kb en 14 lineas de D.
subobscura de una poblacién natural de Galicia (Espafia). El fragmento secuenciado
incluye la region codificadora del gen Fist que comprende 675 pb en la gran mayoria de
las lineas y parte de las regiones flanqueantes 5’ y 3’ con una longitud aproximada de

0.6 kb y 0.5 kb, respectivamente.

Ubicacion citologica del gen Fst

Los resultados de la hibridacion in sifu del gen Fst en los cromosomas
politénicos de D. subobscura muestra una unica sefial ubicada en la banda citologica 7A
del cromosoma O a una seccidén cromosdmica de uno de los puntos de ruptura de la

inversion 7, concretamente el mas cercano al centromero (figura 1.7).

o
- J-,ﬂ
._a / o~ Wa ‘!:f"_.._
‘fjx:' = " sy
— LY 1 .
I ' * = ’.‘f_‘;' '.-
. -
' &
- gk )

Figura 1.7. Hibridacién in situ del gen Fst en los cromosomas politénicos de
D. subobscura. La flecha indica la sefial de hibridacion.

Analisis del polimorfismo nucleotidico

El alineamiento multiple de las 14 lineas de D. subobscura presenta un total de
1788 posiciones. Este nimero se reduce a 1626 al eliminar las posiciones que presentan
gaps en una o varias de las lineas analizadas. En el alineamiento se detectaron tanto

polimorfismos por cambio nucleotidico como polimorfismos por insercion/delecion. Se
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Doce de los 15 polimorfismos por insercion/delecion identificados se localizan
en la region 5° flanqueante. En esta region también se detectaron un total de 24
polimorfismos por cambio nucleotidico, de los que 9 presentan variantes unicas. En una
de las posiciones polimorficas segregaban 3 variantes por lo que el nimero minimo de
mutaciones en esta region es 25. En la region codificadora se identificaron un total 24
posiciones polimorficas por cambio nucleotidico de las que 13 presentan variantes
unicas. Trece de los 24 polimorfismos de la regién codificadora son sinénimos y 11 no
sinbnimos. Ademds de los polimorfismos por cambio nucleotidico, la region
codificadora presenta un polimorfismo por insercion/delecion de 90 pb. La region 3’
flanqueante presenta un total de 31 polimorfismos por cambio nucleotidico y dos por
insercion/delecion. De los polimorfismos por cambio nucleotidico 15 presentan

variantes Unicas (Figura 1.8).

Analisis del polimorfismo aminoacidico

El alineamiento multiple de la secuencia aminoacidica de la proteina codificada
por el gen Fst en las 14 lineas de D. subobscura analizadas se muestra en la figura [.9.
Este alineamiento comprende un total de 224 posiciones aminoacidicas. Se hallaron un
total de 11 polimorfismos de reemplazamiento de los cuales 8 presentan variantes

unicas.

g o o o ~ & g v b5 9 2
g3 edgsede2as
AUB9.784 P1 Leu Ala Ans Thr Asp Gly Glu - Gly Ser Gly Glu
ES89.484 P2 Val . - ‘ ; .
LS89.517 P3 . Vval . . ‘ . Asp -
LS89.669 Val : ; . Asp
$89.174 P4 Val Ala : i90
AU89.898 P5 Val Ala Asp -
AUB9.986 Val Ala . Asp - B
LS89.567 P6 Val . . . Asp - Arg
S894 P7 . Vval | . . Ala Asp - . .
LS89.754 P8 . Val . Ala . . Asp - . Asn .
AU89.894 P9 Val Lys Ala . . Asp - : : . Asp
AU89.817 P10 - Ala Asp - 3 . Ala
AU89.1002 P11 . : Ala Glu Asp -
AU89.918 P12 Met . . Ala . : -
D. guanche Val = . . Asp -
D. madeirensis Val . Asp -

Figura L.9. Polimorfismo aminoacidico de la proteina codificada por el gen Fist en las
14 lineas de D. subobscura secuenciadas de la poblacion de Galicia. Para detalles ver
el pie de la figura 1.8.
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Los polimorfismos aminoacidicos pueden ser clasificados como conservativos o
radicales dependiendo de si implican o no un cambio en alguna propiedad fisico-
quimica de los aminoacidos. La mayoria de los polimorfismos detectados no implican
cambio en la polaridad del aminoacido y por lo tanto pueden considerarse conservativos
respecto a esta propiedad. Los polimorfismos leucina/metionina (Leu/Met) y
alanina/valina (Ala/Val) en las posiciones 620 y 642, respectivamente, son dos
ejemplos. Sin embargo, el polimorfismo Thr/Ala en la posicién 794 puede considerarse
radical ya que implica un cambio de polaridad. La mayoria de polimorfismos
aminoacidicos identificados también pueden considerarse conservativos con respecto a
la carga, como por ejemplo los cambios acido aspartico/acido glutamico (Asp/Glu) y
serina/asparragina (Ser/Asn) en las posiciones 880 y 1167, respectivamente. Sin
embargo, el polimorfismo Ans/Lys en la posicion 1151 si que implica un cambio de
carga y por lo tanto puede considerarse radical. Al considerar la secuencia de D.
guanche, todos los aminoacidos que estan segregando a baja frecuencia en las
posiciones polimdrficas son derivados.

En la region codificadora, ademés de los polimorfismos por reemplazamiento
también se detectd un polimorfismo por insercion/delecion. Con respecto a la secuencia
de referencia, este polimorfismo es una insercién de 30 aminoacidos localizada hacia el
extremo carboxi-terminal de la proteina en la linea S89.174. A diferencia de D.
melanogaster donde se detectaron inserciones/deleciones que implicaban un cambio en
el nimero de motivos PEEST, la insercion en D. subobscura no incluye ninguno de

estos motivos.

Diversidad haplotipica

Al considerar los polimorfismos detectados por cambio nucleotidico de toda la
regidn analizada, las 14 lineas de D. subobscura presentan un total de 14 haplotipos
diferentes. Es decir, cada linea corresponde a un haplotipo. Por lo tanto, la diversidad
haplotipica es 1.

Los 14 haplotipos de la region codificadora representan un total de 12 variantes
proteicas. Como se observa en la figura 1.9, existen dos variantes proteicas (P3 y P5)
que estan presentes en dos de las lineas analizadas (14.28%) y se diferencian por un
cambio aminoacidico en la posicion 794. El resto de variantes (P1, P2, P4, P6-P12)

estan presentes en una sola linea.
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Desequilibrio de ligamiento y recombinacion

El grado de desequilibrio de ligamiento de la region estudiada se analiz6 para las
posiciones polimorficas informativas. De las 861 comparaciones entre los 42
polimorfismos informativos detectados, 46 son significativos por el test %> Esto
representa que un 5.3% de las comparaciones son significativas de acuerdo a este test.
El nimero minimo de eventos de recombinaciéon (Rm) en la muestra de secuencias
analizadas se obtuvo a partir del test de los cuatro gametos propuesto por Hudson y
Kaplan (1985). Se detectaron un total de 23 eventos de recombinacion en la region

analizada.
Diversidad nucleotidica

Los niveles del polimorfismo nucleotidico se estimaron para distintos tipos de
posiciones (tabla 1.5). La diversidad nucleotidica silenciosa (7)) es 0.0173 y bastante
superior a la detectada en D. melanogaster (ms; = 0.0028, tabla 1.2). Dentro de la region
codificadora, la estima para las posiciones sinénimas (7t5) es 0.0317 mientras que para
las posiciones no sinénimas (7t,) es 0.0057. En la regidén no codificadora (regiones 5’ y
3’ flanqueantes) la estima de 0.0154 es considerablemente inferior a la diversidad
nucleotidica sinénima (s = 0.0317). Las estimas de 0 para la mayoria de posiciones
fueron mas altas que las estimas de la diversidad nucleotidica. Este resultado indica un
exceso de polimorfismos con variantes segregando a bajas frecuencias en la region

analizada.

Tabla L.5. Estimas del polimorfismo nucleotidico en el gen Fst de D. subobscura

Region N de Sitios S(m) n 0
No Codificadora 1041 57 0.0154 0.0172
Codificadora 585 24 0.0116 0.0129
Silenciosa 1176.5 70 0.0173 0.0187
Sinéonima 135.5 13 0.0317 0.0301
No sinonima 446.512 11 0.0057 0.0077
Total 1626 80 (81) 0.0141 0.0156

1, numero de mutaciones
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Test del neutralismo

Los test propuestos por Tajima (1989) y Fu y Li (1993) fueron utilizados para
detectar posibles desviaciones del modelo neutro en el patron del polimorfismo
observado en la regiéon Fst (tabla 1.6). Estos test fueron realizados de manera
independiente para las posiciones no sinonimas de la regidon codificadora y para las
posiciones silenciosas. Los estadisticos estimados para aplicar los distintos test son
negativos en todos los casos, no obstante, ninguno fue significativo. Por lo tanto, los
resultados obtenidos indican que el patrdon del polimorfismo en la region estudiada se
ajusta a las predicciones del neutralismo. Sin embargo, existe un ligero exceso de
variantes Unicas sobre todo en las posiciones no sinonimas en las que los test de Fuy Li
son marginalmente significativos.

El test H de Fay y Wu (2000) fue empleado para determinar la posible existencia
de un exceso de mutaciones derivadas segregando a alta frecuencia en la region
analizada. El estadistico H se estimd tanto para toda la regién estudiada como para las
posiciones de reemplazamiento y las silenciosas independientemente (tabla 1.6). La
secuencia de D. madeirensis se empled como referencia para poder determinar el estado
de los cambios observados. El test es negativo tanto en toda la region analizada como en
las posiciones silenciosas, sin embargo, no es estadisticamente significativo en ninguno
de los casos, lo que indica que no existe un exceso de mutaciones derivadas segregando

a alta frecuencia en la region analizada.

Tabla L1.6. Tests del neutralismo en el gen Fst de D. subobscura

Test Silenciosa No sinonima Total
Tajima D -0.312 - 1.036 -0431
P(D<D,,) 0.403 0.141 0.375
FuyliD* - 0476 - 1.657 -0.678
P(D*<D*,;) 0.294 0.087 0.237
FuyLiF* -0.495 - 1.705 -0.701
P(F*<F*,) 0.314 0.079 0.256
Fay y Wu - 3.692 1.406 -2.285
P(H<P<H,,) 0.231 0.678 0.260

Probabilidad de obtener un valor del test estadistico menor que el observado tras realizar
simulaciones de coalescencia sin recombinacion.
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El test de MacDonald y Kreitman (1991) se empled para detectar si la relacion
entre el numero de diferencias no sindnimas y sinonimas fijadas entre especies es
equivalente a la relacion entre el nimero de polimorfismos no sinénimos y sindnimos
detectados dentro de especie. Para realizar la comparacion interespecifica se utilizaron
D. guanche y D. madeirensis independientemente. No se detectaron diferencias entre

ambas relaciones en ninguna de las dos comparaciones (tabla 1.7).

Tabla 1.7. Test de MK (1991) en el gen Fst de D. subobscura

Polimorfismo en Diferencias fijadas

D. subobscura D. guanche D. madeirensis

No sinonimo 11 10 3
Sinonimo 13 10 |
G value = 0.076 G value = 1.213
P =0.783 P=0.270
NI =0.846 NI=0.282

Genealogia de los alelos

La genealogia obtenida para los diferentes alelos de la poblacion de Galicia de
D. subobscura se muestra en la figura 1.10. La reconstruccidn del arbol genealdgico se
realiz6 a partir de toda la region analizada. En este andlisis se utilizé como outgroup la
secuencia de D. madeirensis. En el arbol se identifican los 14 haplotipos encontrados en

esta poblacion.

D. madeirensis
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1.1.2 DISCUSION

I.1.2.1 DIVERSIDAD NUCLEOTIDICA DEL GEN Fst EN D. MELANOGASTER
Y D. SUBOBSCURA

Los organismos multicelulares responden a los cambios de temperatura por
medio de alteraciones en la composicion de la membrana celular, la tasa metabdlica, el
PH intracelular, la concentracidon de iones y la expresion génica. No obstante, mientras
que las respuestas celulares producidas por el estrés causado por el calor han sido bien
caracterizadas no ocurre lo mismo en el caso del estrés producido por las bajas
temperaturas. Sin embargo, recientemente se han realizado estudios en Drosophila con
el objetivo de identificar genes que presenten diferencias en los niveles de expresion
génica durante la exposicion y recuperacion del estrés causado por el frio (Goto 2001;
Qin et al. 2005; Laayouni et al. 2007; Sinclair et al. 2007), asi como analisis de la
estructura genética de fenotipos de termo tolerancia en diferentes poblaciones de D.
melanogaster y D. subobscura (Anderson et al. 2003; Morgan y Mackay 2006;
Laayouni et al. 2007). Los resultados obtenidos en los anteriores estudios indican que el
gen Fst es uno de los genes que se ve altamente sobreexpresado en D. melanogaster
durante la fase de recuperacion tras un choque térmico (Goto 2001, Qin et al. 2005;
Sinclair et al. 2007 ) al igual que durante la exposicion a un estrés inducido por
desecacion (Sinclair et al. 2007). El gen Fst también se expresa diferencialmente en
individuos de poblaciones de D. subobscura que han sido expuestos a diferentes
regimenes de temperatura (13°C vs 22°C) durante un periodo de tiempo largo (Laayouni
et al. 2007). Por otro lado, se ha detectado variacion genética significativa para dos
fenotipos de termo tolerancia entre dos lineas de D. melanogaster (Oregon-R y 2b) e
identificado siete QTL (loci que controlan caracteres cuantitativos), tres de los cuales
influyen en la resistencia al frio (Morgan y Mackay 2006). Dentro de uno de los
anteriores QTL se hallaron tres genes que previamente habian sido relacionados con la
respuesta al frio, entre ellos el gen Fsz. Por lo tanto, ambos tipos de metodologia han
sugerido que el gen Fist se encuentra implicado en la resistencia al estrés causado por el
frio en Drosophila.

En el presente trabajo se ha estudiado el nivel y patrén del polimorfismo
nucleotidico del gen Fst en dos poblaciones naturales de D. melanogaster ubicadas al

sur y al norte de la Peninsula Ibérica: Montemayor (Cdérdoba) y Sant Sadurni d’Anoia
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(Barcelona), respectivamente. A pesar de las diferencias climaticas que presentan estas
dos localidades debido a su diferente latitud, no se detectd diferenciacion genética en la
regidn Fst en las lineas analizadas de D. melanogaster. Por lo tanto, si el gen Fst tiene
un valor adaptativo, es posible que las diferencias climaticas entre las dos poblaciones
sean insuficientes para poder determinar una diferenciacion genética y provocar un
efecto clinal en el patrén de la variabilidad de este gen. La ausencia de diferenciacion
gendtica permitié analizar las muestras de ambas poblaciones de D. melanogaster
conjuntamente y comparar la variabilidad nucleotidica del gen F'st en esta especie con la
presente en D. subobscura.

La diversidad nucleotidica de la regién Fst es un orden de magnitud superior en
D. subobscura que en D. melanogaster (msi; = 0.0173 y mg; = 0.0028, respectivamente).
Los niveles mas altos de variacion en el gen Fst de D. subobscura podrian ser atribuidos
a un mayor tamafio efectivo de esta especie en relacion a D. melanogaster. Sin
embargo, si estas diferencias en tamafio efectivo fueran reales deberian manifestarse en
otras regiones del genoma. Al comparar la diversidad nucleotidica del gen Fs¢ con la
presente en otros genes analizados en las mismas especies no se observa este hecho.
Aunque los niveles de variacion en el gen Fist de D. subobscura pueden considerarse
tipicos para la especie, estos niveles en D. melanogaster son considerablemente
inferiores a los caracteristicos de esta especie. Por lo tanto, las diferencias detectadas en
los niveles de variacion del gen Fst parecen ser particulares de este gen y no pueden
explicarse por posibles diferencias en el tamafio efectivo de ambas especies.

La estima de la diversidad nucleotidica silenciosa detectada en el gen Fstz de D.
subobscura (ms; = 0.0173) presenta un valor relativamente elevado en comparacién al
observado en otras regiones autosémicas analizadas en esta especie (tabla 1.8).
Unicamente los genes Xdh, Acph-1(Os3+4) y Dca presentan niveles de polimorfismo
silencioso superiores a Fisz. Sin embargo, la estima de s en la region Fst es tan solo
ligeramente superior a la esta estima promedio (mg; = 0.0122) de las 22 regiones

estudiadas.
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Tabla LS. Diversidad nucleotidica en diferentes regiones genomicas estudiadas en D. subobscura

Cromosoma’

Ordenaclon Ty Tiaal Referencia
Autosomicos
Xdh O 0.0337 00215 Comwetdn (1997)
AcpTOA b 00168 00140 Cirera y Aguadé (1998)
pi9 Oy 0.0101 0.0080 Rozas et al (1999)
atd Ogy 0.0080 0.0063 Rozas et al (1999)
Acph-1 054 0.0219 00123 Navarro-Sabasé et al. (1999)
Acph-1 Ogy 0.0159 0,0097 Navarro-Sabuté et al (1999)
S28 O51/05.4 0.007/0.010 0.0060010 Munté ¢t al. (2005)
P22 O57'034 0.0050.013 0.0050.011 Munté et al. (2005)
P154 Og 110404 0.013/0.010 0.0050.008 Mumté et al, (2005)
P2 0510544 0.0070.009 0.006/0.008 Munté et al. (2005)
Si Os10404 0,0040.008 0.0040.007 Munté et al, (2005)
P21 051040y 0.006/0.010 0.004/0.006 Munté et al. (2008)
OS-region Oy 00141 . Sanchez-Gracia (2005)
O-region O)atel) 0.0085 Sanchez-Gracia (2005)
Fst Opuger 0.0173 0.0141 Presenite estilio
Dea Oyugos 0.0201 0.0140 Presente estudio
Ligadaos al sexo
Pod Ast 0.0081 {0.0108) 0,0054 (0,0072) Marin-Camgpos (1998)
RplI213 Agy 0.0140 (0.0187) 0.0059 (0.0079) Llopart (1999)
¥ Asgy 0.0082 (0.0109) 0.0064 (0.0086) Munté et al. (2000)
y A, 0.0045 (0.0060) 0.0036 (0.0048) Munté et al. (2000)
P2i6 Agr/Ay 0.0076 (0.0101)0.0060 (0.0080) 0.0076 (0.0101)0.0060 (0.0080) Nobrega (2006)
PisS0 AsT'A; 0.0063 (0.0084)0.0054 (0.0072) 0.0053 (0,0071)0.0050 (0.0070) Nébeega (2006)
Sy Agr/A; 0.0063 (0.0084)0.0047 (0.0062) 0.0056 (00075300042 (0.0056) Nobrega (2006)
PI2s AsT'A; 0,0105 (0.0140)0,0109 (0,0145) 00105 (00140500109 (0.0145) Nobreea (2006)
P275 Ast/Ay 0.0069 (0.0092)0.0061 (0.0081) 0.0069 (0.0092)00061 (0.0081) Nobeean {2006)
R Asy 0.0060 (0.0080) 0.0030 (0.0040) Presente estudio
Promedio
Total 0.0103 (0.0112) 0.0077 (0.0086)
Autosdumcos 00122 0.009
Ligndos al sexo 0.0074 (0.010) 0.0062 (0.0082)

Entre paréntesis se indican las estimas de & corregidas por el factor 4/3 en las regiones ligadas al cromosoma X.

Las lineas analizadas de D. subobscura presentan la ordenacion Osi447. El gen
Fst en D. subobscura esta localizado en la banda cromosomica 77A del cromosoma O
que no se ve afectada por ninguna de estas inversiones. Sin embargo, la region 77A se
encuentra localizada relativamente cerca de uno de los puntos de ruptura de la inversion
O7, concretamente el mas cercano al centromero (77B/C). Aunque la presencia de
inversiones puede afectar al nivel y al patron de polimorfismo nucleotidico en las
regiones genomicas asociadas con ellas, no se detecta ningin efecto drastico de la
inversion O en la variacion nucleotidica del gen Fisz. Probablemente, la inversion O es
lo suficiente antigua para que se haya eliminado el hipotético efecto de barrido selectivo
en el gen Fist ocasionado por el establecimiento de esta inversion en las poblaciones

naturales. Por otra parte, la falta de desequilibrio de ligamiento significativo después de
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aplicar la correccion de Bonferroni y el relativamente elevado numero minimo de
eventos de recombinacion detectados en la region Fisz en la ordenacion Os4447 indica que
la recombinacion es importante en los homocariotipos. Este resultado no es
sorprendente ya que la frecuencia de esta ordenacion en la poblacion analizada (79%) es
relativamente elevada (Rozas et al. 1995).

Los niveles de variacidn nucleotidica detectados en el gen Fst de D.
melanogaster (1 = 0.0028, m, = 0.0075) son considerablemente bajos en comparacion
a los valores de 0.013 (Moriyama y Powell 1996; Andolfatto 2001) que corresponden a
la estima promedio de la diversidad nucleotidica sindnima de genes autosémicos en
poblaciones no africanas de D. melanogaster. Por lo tanto, la diversidad nucleotidica del
gen Fst en D. melanogaster puede considerarse sensiblemente baja en comparacion con
la diversidad tipica de la especie. En Drosophila, se ha observado que los niveles del
polimorfismo nucleotidico estan estrechamente relacionados con la tasa de
recombinacion, siendo muy bajos en las zonas con poca recombinacion (Begun y
Aquadro 1992; Aguadé y Langley 1994; Aquadro et al. 1994). El resultado anterior
estaria asi de acuerdo con la idea que el bajo nivel de variabilidad observado en el gen
Fst de D. melanogaster es debido a su localizacion en una region con baja
recombinacion en esta especie. De hecho, el gen Fst de D. melanogaster se encuentra
ubicado en la banda 85E del brazo cromosémico 3R (Goto 2001) cerca del centromero
y considerada como una region con recombinacion bastante reducida. Segun Kliman y
Hey (1993) la tasa de recombinacion para esta region es de aproximadamente 0.00093
mientras que dicha tasa en la region central de este brazo cromosomico es de alrededor
de 0.003. Ademas, cerca del gen Fist se encuentra el gen Mtn para el que también se ha
descrito un bajo nivel de polimorfismo en D. melanogaster (Lange et al. 1990) en
relacion a D. ananassae (Stephan et al. 1994), especie en la que el gen Mtn se encuentra
en una zona de recombinacion normal. Por lo tanto, el bajo nivel de polimorfismo
silencioso y el exceso de polimorfismos unicos detectados en la region Fist podrian
relacionarse con la localizacion del gen en una zona de recombinacion bastante reducida
en D. melanogaster.

El relativamente bajo nivel de polimorfismo en el gen Fst en D. melanogaster
también podria explicarse por una baja tasa de mutacion neutra en esta region que se
traduciria igualmente en una baja divergencia. Aunque el test de HKA (Hudson et al.
1987) no detecta un desajuste entre los niveles de polimorfismo y divergencia en la

region Fst respecto a la region 5’ del gen Adh, el bajo nivel de polimorfismo silencioso
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de la region Fist no se corresponde con una baja divergencia. De hecho, la divergencia
sinbnima en el gen Fst es relativamente elevada en comparacién a otros genes
estudiados en D. melanogaster y D. simulans (Begun y Whitley 2000a).

Por lo tanto, el bajo nivel de polimorfismo y el exceso de polimorfismos tnicos
en D. melanogaster reflejados por los valores negativos significativos de los estadisticos
de los tests de Tajima y Fu y Li, podrian explicarse por un barrido selectivo o
hicthhiking en o cerca del gen Fst. De hecho, la propagacion de una mutacion
seleccionada positivamente en la poblacion elimina la variacidon neutra que se encuentra
ligada a ella, lo que produce una disminucion en los niveles de la variacion asi como un
espectro de frecuencias con un exceso de polimorfismos unicos. La baja recombinacion
de la regidn Fist determinaria que la zona afectada por un hipotético barrido selectivo en
esta region fuera mayor que en una region de recombinacién normal, considerando una
intensidad de seleccién equivalente en ambas regiones. Ademads, el exceso de
mutaciones derivadas segregando a frecuencias elevadas que se refleja por el signo
negativo del estadistico H de Fay y Wu y que es significativo para las mutaciones no
sindnimas, apoyaria la idea de un barrido selectivo en o cerca de la region Fst.

Ademas de los factores selectivos, los factores histéricos o demograficos
podrian contribuir a los relativamente bajos niveles de variacién nucleotidica y al
exceso de polimorfismos unicos observados en el gen Fst de D. melanogaster. Aunque
esta especie supuestamente se origind en el Este de Africa, se ha propagado alrededor
del mundo principalmente por los humanos (David y Capy 1988). Asi, las poblaciones
estudiadas pueden presentar un cierto efecto fundador que determine que no se
encuentren en equilibrio mutacidon-deriva. No obstante, se espera que los factores
demograficos afecten a todo el genoma y no a genes particulares. Para poder discernir
entre factores demograficos y selectivos se requiere informacion de distintas regiones
genomicas. En la actualidad se dispone de informacidon acerca de la variabilidad
nucleotidica en la poblacion de Montemayor de dos genes autosomicos: el gen Acp70
(Cirera y Aguadé 1997) y los genes que codifican para proteinas de unidén a odorantes
(Odorant-binding proteins) OS-E y OS-F (Sénchez-Gracia et al. 2003). Los niveles de
variabilidad encontrados en el gen Acp70 (Mo = 0.016) son muy superiores a los
detectados en el gen Fst (o = 0.0022), mientras que los encontrados en la region OS
(ol = 0.0018) presentan una alta similitud. No obstante, la regiéon OS también esta
localizada en una zona de recombinacidn reducida. Por otro lado, el nivel de variacion

nucleotidica en la poblacion de Sant Sadurni d’Anoia se ha estimado tras el analisis de
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109 fragmentos no codificadores localizados a lo largo del cromosoma X (Orengo y
Aguadé 2004). La estima promedio de la diversidad nucleotidica es t = 0.0038 con un
rango de variacidn que oscila entre 0 y 0.0132. Por lo tanto, el nivel de variacion en las
regiones no codificadoras del gen Fst (mine = 0.0014) corresponderia a un nivel de
variacion relativamente bajo en la poblacion. El andlisis multilocus realizado por
Orengo y Aguadé (2004) en la poblacion de Sant Sadurni d’Anoia indicé que los datos
solo eran compatibles y con una baja probabilidad con un cuello de botella de
intensidad intermedia relativamente reciente. Por lo tanto, parece poco probable que se
haya producido un evento demografico muy drastico que afecte al nivel de variabilidad
nucleotidica de todo el genoma, por lo menos en la poblacion de Sant Sadurni d’ Anoia.

El primer estudio recopilatorio del polimorfismo nucleotidico en D.
melanogaster fue realizado por Moriyama y Powell (1996). Tras el analisis de 15 genes
autosémicos detectaron un total de 59 polimorfismos no sindénimos y 133
polimorfismos sinénimos (relacion 0.44). Estudios posteriores muestran relaciones de
0.49 (Andolfatto 2001) y 0.50 (Fay et al. 2002) basadas en el andlisis de 17 y 31 genes
autosoémicos, respectivamente. Mas recientemente, Bierne y Eyre-Walker (2004) han
analizado la tasa de substituciones aminoacidicas adaptativas en D. melanogaster. Este
estudio incluye un total de 57 genes, 41 de ellos autosémicos. En esta tltima muestra
detectan 185 polimorfismos no sinénimos y 512 sinénimos, lo que representa un
relacion de 0.36. Esta relacion difiere significativamente de la relacion 1.125 detectada
en el gen Fist con 9 polimorfismos no sindnimos y 8 polimorfismos sindénimos (G =
5.29, P =0.02). Ademas, cabe mencionar que tan solo en 7 de los 41 genes recopilados
por Bierne y Eyre-Walker (2004) el nimero de polimorfismos no sindnimos supera al
de sindnimos.

A pesar que el test de McDonald y Kreitman (1991) no es estadisticamente
significativo en ninguna de las dos especies, el indice de neutralidad mayor que 1
detectado en D. melanogaster indicaria en esta especie una tendencia en el gen Fist hacia
un exceso de polimorfismo no sinénimo respecto al esperado bajo el modelo neutro.
Este tipo de desviacion se ha detectado principalmente en los genes del genoma
mitocondrial de Drosophila y otros organismos (Nachman et al. 1994; Nachman et al.
1996; Rand y Kann 1996). La deteccion de un exceso de polimorfismo no sinénimo se
ha interpretado generalmente de acuerdo al caracter ligeramente deletéreo de las
mutaciones no sinénimas que se acumularian como polimorfismos de vida corta (short-

lived polymorphism) dentro de la especie, pero que no permanecerian en la poblacion el
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tiempo suficiente para llegar a fijarse y asi contribuir a la divergencia entre especies.
Una de las predicciones de la teoria casi neutra de la evolucion molecular (Ohta 1992)
es que las mutaciones ligeramente deletéreas no deberian alcanzar frecuencias
apreciables en la poblacion a diferencia de las mutaciones neutras que si podrian
hacerlo. Por lo tanto, el espectro de frecuencia del polimorfismo no sinénimo y
silencioso proporciona posibles test para comprobar esta prediccion. El test de Mann-
Whitney (1999) fue empleado para comparar la distribucion de frecuencias de las
mutaciones silenciosas y las no sinénimas. Sin embargo, este test no detecto diferencias
significativas en el rango de la distribucion de las frecuencias, lo que indica un
comportamiento similar de los dos tipos de mutaciones en el gen Fst de D.
melanogaster. De hecho, aunque se detecta un exceso significativo de mutaciones no
sindnimas segregando a baja frecuencia (Tajima D = -1.881, P = 0.011), también se
detecta un exceso similar marginalmente significativo para las mutaciones silenciosas

(Tajima D = -1.399, P = 0.063).
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1.2 DIVERGENCIA DEL GEN Fst

1.2.1 RESULTADOS

1.2.1.1 DIVERGENCIA NUCLEOTIDICA DEL GEN Fst EN EL GRUPO
MELANOGASTER DE DROSOPHILA

El gen Frost (Fst) fue secuenciado en cinco especies del grupo melanogaster de
Drosophila. El alineamiento multiple de estas cinco especies comprende un total de
1590 posiciones. Sin embargo, este nimero se reduce a 1227 posiciones al excluir las
posiciones con gaps. La estructura del gen Fst consiste en un Unico exon con una
longitud de 873, 1023, 894, 939 y 855 pb en D. melanogaster, D. simulans. D.
mauritiana, D. yakuba y D. erecta, respectivamente.

En la tabla 1.9 se muestran las estimas de la divergencia nucleotidica entre las
diferentes especies para el gen Fst. Dentro de la region codificadora, las estimas de
divergencia no sinénima (K,) fueron inferiores a las estimas de divergencia sinonima
(Ks) en todas las comparaciones. Ademas, las estimas de divergencia sinonima fueron
siempre superiores a las correspondientes estimas en las regiones no codificadoras
(regiones flanqueantes 5’ y 3’). La relacion K,/Ks oscila entre 0.126 y 0.243 con un
valor promedio de 0.198.

Tabla 1.9. Divergencia nucleotidica del gen Fst en el grupo melanogaster

Especies Kye sy Kycn K, K, K, /K,
mel-sim 0.027 0.068 0.144 0.035 0.243

mel-mau 0.023 0.076 0.178 0.04 0.224
mel-yak 0.058 0.151 0.513 0.074 0.144
mel-ere 0.055 0.185 0.538 0.116 0.215
sim-mau 0.017 0.036 0.099 0.019 0.191

sim-yak 0.066 0.141 0.466 0.063 0.126
sim-ere 0.062 0.166 0.499 0.105 0.210
mau-yak 0.062 0.134 0.455 0.07 0.153
mau-ere 0.058 0.176 0.479 0.112 0.233
yak-ere 0.066 0.149 0.305 0.074 0.242

Kxne, nimero de sustituciones por posicion en las correspondientes regiones no codificadora; K,
nimero de sustituciones sindénimas por posicion sinénima; K, nimero de sustituciones no
sinéonimas por posicidn no sinoénima. mel, D. melanogaster; sim, D. simulans; mau, D.
mauritiana; yak, D. yakuba; ere, D. erecta.
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La figura .11 muestra los arboles filogenéticos reconstruidos por el método de
neighbor-joining (Saitou y Nei, 1987) en base a la divergencia nucleotidica de la region
codificadora del gen Fst. La longitud de las ramas es diferente entre D. yakuba y D.
erecta en el caso de la divergencia total (figura I.11A). No obstante, esta diferencia no
se observa en el arbol obtenido a partir de la divergencia sindnima (figura 1.11B)

mientras que es muy acusada al emplear la divergencia no sinénima (figura I.11C).

B)

A) D. simulans D. melanogaster
r_:ﬂ mauritiana [ :D. simulans
 EE———tx D. melanogaster D. mawritiana

D. yakuba D. yakiba
-—{ D. erecta _-{ D. erecta
—l —_—

© —
D. mauritiana

D. melanogaster

,—[_D' yakuba

D. erecta

Figura L.11. Arboles filogenéticos obtenidos por el método de neighbor-joining (Saitou y Nei 1987) en base a la
A) divergencia nucleotidica total de la region codificadora, B) divergencia sinénima (Ks) y C) divergencia no
sinonima (K,) del gen Fst en el grupo melanogaster de Drosophila.

Para poder detectar posibles desviaciones de la hipdtesis del reloj molecular se
realizé el relative rate test propuesto por Wu y Li (1985) en todas las comparaciones
posibles de acuerdo a la filogenia obtenida (tabla 1.10). Este test no detectd ninguna
desviacion significativa en la constancia de la tasa de sustitucion en ninguna de las
comparaciones entre las especies del complejo melanogaster. Sin embargo, la diferencia
en las tasas de sustitucion entre los linajes de D. yakuba y D. erecta si que es
estadisticamente significativa. Con el objetivo de determinar que tipo de sustitucion es
la responsable de la desviacién detectada en la constancia de la tasa de sustitucion
nucleotidica en estos linajes se aplicd el test de Tajima (1993). Este test permite
contrastar si el nimero de sustituciones acumuladas en dos linajes difiere o no
significativamente. El test se aplico independientemente para las sustituciones
sindnimas y para las no sinénimas producidas en los linajes de D. yakuba y D. erecta,
utilizando D. melanogaster como especie de referencia. El resultado del test es

altamente significativo para las sustituciones no sindnimas (X2 = 12.90, P < 0.001) e
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indica un exceso de sustituciones no sindnimas acumuladas en el linaje de D. erecta. El

, . . ., . . . . . .. 2
numero de sustituciones sinénimas no difiere significativamente en ambos linajes (y~ =

0.027, P > 0.05).

Tabla 1.10. Relative rate test del gen Fst en el grupo melanogaster

Out- Especie 1- Test de Wu y Li

Group Especie 2 K- K, SD z-score P value

mel .......... sim - maun -0.0080 0.0073 -1.0984 0.275
vak - ere -0.0411 0.0144 -2.8434 0.004*

SN con carens yak - ere -0.0392 0.0142 -2.7526 0.006*

Mau e vak - ere -0.0356 0.0143 -2.5520 0.01*

vak ......... mel - sim 0.0176 0.0104 16.957 0.091
mel - mau 0.0179 0.0111 16.175 0.107
sim - mau 0 0.0079 0 1

-7 (I TTRRes mel - sim 0.0081 0.0108 0.7547 0.453
mel - mau 0.0131 0.0115 11.235 0.263
sim - man 0.0047 0.0083 0.569 0.575

Nombre de las especies como en la tabla 1.9.

*P <0.05

También se analizd el sesgo en el uso de codones sindonimos (codon bias) en las

diferentes especies (tabla 1.11). Los niveles de codon bias detectados fueron muy

similares y relativamente bajos en todas las especies, con una media del valor ENC

igual a 49.873. Drosophila yakuba fue la especie con el codon bias mas alto (ENC =

46.499) mientras que D. erecta presenta el mas bajo (ENC = 52.431).

Tabla I.11. Etimas de codon bias del gen Fst en el grupo melanogaster

Especie Scaled 7 CBI ENC
D. melanogaster ..... 0.251 0.351 50.937
D. simulans .......... 0.240 0.332 50.264
D. mauritiana ....... 0.253 0.346 49.238
D. yakuba ............ 0.314 0.381 46.499
D, eTCIA eueoreessesss 0.237 0.367 52.431

CBYI, indice de codon bias; ENC, nimero efectivo de codones.
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1.2.1.1.1 DIVERGENCIA AMINOACIDICA DE LA PROTEINA FROST EN EL
GRUPO MELANOGASTER DE DROSOPHILA

El alineamiento multiple de la proteina codificada por el gen Fst en las 5
especies del subgrupo melanogaster comprende un total de 330 aminoacidos (figura
[.12). La longitud de la proteina en D. melanogaster, D. simulans, D. mauritiana, D.
vakuba 'y D. erecta es de 290, 340, 297, 312 y 284 aminoacidos, respectivamente. Estas
diferencias en el tamafio se deben principalmente a la variacién en el nimero de
repeticiones de los motivos PEEST en la region C-terminal de la proteina. Este numero
oscila desde 14 en D. simulans hasta 4 en D. erecta. Ademas de los motivos PEEST
perfectos también se detectaron motivos que difieren en uno de los residuos (PEEIT,
PEDST, PEETT, PKEST, TEEST, AEEST y PVEST). La oscilaciéon en el numero de
motivos abarca desde 19 en D. simulans hasta 11 en D. erecta al tener en cuenta estos
motivos imperfectos. Los cambios aminoacidicos que presentan los motivos PEDST,
PEETT y AEEST son conservativos puesto que no producen ningiin cambio en las
propiedades fisico-quimicas de los aminoécidos. Sin embargo, los cambios en los
motivos PEEIT, PKEST, TEEST y PVEST son radicales ya sea para la polaridad, la
carga o ambos.

Otra caracteristica a destacar de la proteina FROST es el ser una proteina muy
rica en el aminoacido treonina (T). Asi, el porcentaje de treonina que presenta la
proteina FROST en las especies del grupo melanogaster oscila entre 12.47% en D.
melanogaster hasta 14.41% en D. simulans. La mayoria de estos residuos se encuentran
en pares separados por un nimero irregular de aminoéacidos en las diferentes especies.
El nimero de pares de treoninas observado es de 12 en D. melanogaster (TTxe TTxsg
TTx17 TTxi1 TTxi0 TTxe TTxi0 TTxs TTxz3 TTxe TTx14 TT), 19 en D. simulans (TTxs
TTxs TTxo TTxe TTxo TTx10 TTx6 TTx10 TTxs TTx7 TTxe TTx14 TTxe TTx13 TTx14 TTx14
TTxi4 TTx14 TT), 14 en D. mauritiana (TTxs TTxg TTxe TTxo TTx7 TTxe TTx10 TTxs
TTx7 TTxe TTx1a4 TTx20 TTx14 TT), 17 en D. yakuba (TTxe TTxs TTx9 TTxe TTx12 TTxo
TTxe TTxi0 TTxe TTxi1 TTxg TTxs TTxi3 TTxia TTxia TTxia TT) y 14 en D. erecta
(TTxe TTx12 TTxo TTxs TTxi12 TTx9 TTxs TTxi3 TTxe TTxe TTxe TTxs TTxe TT).

Otra caracteristica de la proteina codificada por el gen Fist, es la presencia de una
region rica en prolinas (P). En la figura 1.12 esta region se encuentra ubicada entre las
posiciones 115 y 124. En D. melanogaster esta regién incluye un total de 10 prolinas

adyacentes (aunque se ha identificado una linea con 7 residuos), mientras que en D.
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simulans y D. yakuba incluye 7 residuos, en D. erecta 9 y en D. mauritiana uno de los 7

residuos adyacentes presenta un cambio de prolina a alanina.
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Figura 1.12. Alineamiento multiple de la secuencia aminoacidica de la proteina codificada por el gen Fisz.
Los puntos (.) indican aminoacidos idénticos a los de la secuencia de referencia y los guiones (-) deleciones
de aminoacidos respecto a esta secuencia. En gris se indica la region rica en prolinas. En verde, los motivos
PEEST conservados en todas las especies. En amarillo, los motivos que presentan un cambio en uno de los
residuos del motivo PEEST en la secuencia de referencia. En fucsia, las inserciones de motivos con
respecto a la secuencia de referencia. En azul, los motivos PEEST presentes en D. melanogaster pero que
presentan algiin cambio en uno de los residuos en alguna o varias de las especies restantes. D.mel, D.
melanogaster; D.sim, D. simulans; D.mau, D. mauritiana; D.yak, D. yakuba'y D.ere, D. erecta.
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1.2.1.2 DIVERGENCIA NUCLEOTIDICA DEL GEN Fst EN EL GRUPO
OBSCURA DE DROSOPHILA

La region Fst fue secuenciada en tres especies del grupo obscura de Drosophila:
D. subobscura, D. madeirensis y D. guanche. La secuencia de D. pseudoobscura
empleada para realizar los diferentes analisis corresponde a la obtenida en el proyecto
de secuenciacion del genoma de esta especie. El alineamiento multiple de las cuatro
especies comprende un total de 804 posiciones que se reduce a 561 al eliminar aquellas
posiciones que presentan gaps. Al igual que en el grupo melanogaster de Drosophila, la
estructura del gen Fst en estas cuatro especies consiste en un unico exén con una
longitud de 783 pb en D. pseudoobscura'y de 588 pb en D. subobscura, D. madeirensis
y D. guanche.

Las estimas de la divergencia nucleotidica detectada para las posiciones no
sinonimas (K,) fueron inferiores a las correspondientes estimas para las posiciones
sinonimas (K) en todas las comparaciones (tabla 1.12). Ademas, las estimas de
divergencia en las regiones no codificadoras (regiones flanqueantes 5’ y 3’) también
fueron siempre inferiores a las estimas de K. La relacion K,/K oscila entre 0.255 y

0.470 con un valor promedio de 0.325.

Tabla 1.12. Divergencia nucleotidica del gen Fs7 en el grupo obscura

Especies Kiciss Kucis K, K, K,/ K,
pseu-sub 0.235 0.162 0.684 0.175 0.255
pseu-made 0.238 0.147 0.673 0.182 0.270
pseu-guan 0.247 0.159 0.683 0.19 0.278
sub-made 0.037 0.024 0.024 0.009 0.375
sub-guan 0.069 0.049 0.093 0.027 0.290
made-guan 0.062 0.039 0.068 0.032 0.470

Kxc, numero de sustituciones por posicion en las correspondientes regiones no codificadoras; K,
nimero de sustituciones sindnimas por posicién sinénima; K., nimero de sustituciones no sinéonimas
por posicion no sinonima. guan, D. guanche; pseu, D. pseudoobscura; mad, D. madeirensis; sub, D.
subobscura.

En la figura 1.13 se muestran los arboles filogenéticos obtenidos a partir de la
divergencia de la region codificadora del gen Fst usando D. pseudoobscura como
especie outgroup. Al analizar la divergencia total y no sindnima se observa que la rama
que conduce a D. guanche es ligeramente mas larga que las que conducen a las especies

D. subobscura 'y D. madeirensis.
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A) D. subobscura B) D. subobscura
D. madeirensis f_{-j madeirensis
D. guanche — D. guanche
D. pseudoobscura /- D. pseudoobscura
v —t
O D. subobscura

D. madeirensis

D. guanche
A D. pseudoobscura

Figura I.13. Arboles filogenéticos obtenidos por el método de neighbor joining (Saitou y Nei 1987) en base a la A)
divergencia nucleotidica total de la region codificadora , B) divergencia sinénima (K;) y C) divergencia no sinénima
(K,) del gen Fist en el grupo obscura de Drosophila.

La distribucién geografica de las especies D. madeirensis y D. guanche esta
restringida a las islas de Madeira y Canarias, respectivamente. Por el contrario, D.
subobscura es una especie que presenta una distribucion paleartica y, por lo tanto, se
espera que su tamafio efectivo (N,) sea mayor que el de las especies insulares. Para
poder determinar si existe un efecto en la tasa de sustitucion nucleotidica causado por
un N, menor en D. madeirensis y D. guanche se aplico el relative rate test (Wu 'y Li
1985) entre las especies del complejo subobscura usando D. pseudoobscura como
outgroup (tabla 1.13). En las comparaciones entre D. subobscura 'y D. guanche o entre
D. madeirensis y D. guanche usando D. pseudoobscura como outgroup, los valores
negativos de la diferencia K;3 — K3 indican una tasa de sustitucion mas elevada en el
linaje de D. guanche (tabla 1.13). No obstante, esta diferencia no es estadisticamente
significativa. Por otro lado, el relative rate test no detectdé ninguna desviacion
significativa de la hipdtesis del reloj molecular entre D. subobscura y D. madeirensis

utilizando D. guanche (o D. pseudoobscura) como especie outgroup.

Tabla 1.13. Relative rate test del gen Fst en el grupo obscura

Out- Especie 1- Testde Wu y Li

Group  Especie 2 K, - K;; SD z - score P value

guan...... sub - made 0.0054 0.0053 1.010 0.317

pseu... ... sub - made 0.0025 0.0065 0.3828 0.764
sub - guan -0.0126 0.0107 -1.1762  0.242

made - guan -0.0151 0.0101 -1.4836  0.139

Nombre de las especies como en la tabla 1.12.
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El nivel de codon bias que refleja el uso desigual de los codones sinénimos, y
que depende entre otras caracteristicas del tamafio efectivo (N.), fue estimado para las
diferentes especies del grupo obscura (tabla 1.14). Drosophila pseudoobscura fue la
especie con el nivel de codon bias mas elevado (ENC = 46.106). En las especies
restantes, estas estimas fueron muy similares y relativamente bajas. La media del valor

ENC en las especies del grupo obscura es igual a 56.947.

Tabla 1.14. Estimas de codon bias del gen Fst en el grupo obscura

Especie Scaled ¥’ CBI ENC
D. subobscura ......... 0.113 0.261 61
D. madeirensis ......... 0.109 0.261 61
D. guanche ............. 0.153 0.253 59.682
D. pseudoobscura ..... 0.227 0.376 46.106

CBYI, indice de codon bias; ENC, ntimero efectivo de codones

1.2.1.2.1 DIVERGENCIA AMINOACIDICA DE LA PROTEINA FROST EN EL
GRUPO OBSCURA DE DROSOPHILA

El alineamiento multiple de la proteina codificada por el gen Fs¢ en las cuatro
especies del grupo obscura analizadas consta de 268 aminodcidos (figura 1.14). En las
especies D. subobscura, D. madeirensis y D. guanche la longitud de la proteina es de
195 aminoacidos mientras que en D. pseudoobscura alcanza un total de 260
aminoacidos. Del mismo modo que lo observado en el grupo melanogaster de
Drosophila, esta diferencia en el tamafio de la proteina se debe principalmente a la
variacion en el nimero de repeticiones tanto de los motivos PEEST perfectos como de
aquellos que difieren en uno de los residuos (SEEST, PEDST, PVEST, PDEST vy
TEEST). El nuimero de motivos PEEST oscila entre 1 en D. subobscura, D. madeirensis
y D. guanche hasta 3 en D. pseudoobscura. Este nimero aumenta a 6 y 10,
respectivamente, cuando se tienen en cuenta los motivos que difieren en uno de los
residuos. El porcentaje de treonina que presenta la proteina FROST en este grupo oscila
entre 15% en D. pseudoobscura hasta 16.92% en D. subobscura y D. madeirensis. La
mayoria de estos residuos se encuentran en pares separados de una forma mas regular
que la observada en las especies del grupo melanogaster. En D. pseudoobscura se

detectaron 18 pares de treoninas (TTxg TTxs TTxe TTxs TTx9 TTx9 TTxs TTxe TTxo
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TTxs TTxo TTxo TTxs TTxo TTxo TTxi1 TTxe TT), 9 en D. subobscura y D.
madeirensis (TTx9 TTxi3 TTx7 TTx9 TTx19 TTxs TTx20 TTxs TT) y 8 en D. guanche
(TTxo TTx13 TTx7 TTx9 TTx19 TTxe TTx39 TT). Por otro lado, ninguna de las especies
analizadas del grupo obscura presenta la region rica en prolinas detectada en las

especies del grupo melanogaster de Drosophila.
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Figura 1.14. Alineamiento multiple de la secuencia aminoacidica de la proteina codificada por el gen Fst en el
grupo obscura de Drosophila. Los puntos (.) indican aminoacidos idénticos a los de la secuencia de referencia y los
guiones (-) deleciones de aminoécidos respecto a esta secuencia. En amarillo se indican los motivos PEEST que
presentan un cambio en uno de los residuos en la secuencia de referencia. En fucsia, las inserciones de motivos con
respecto a esta secuencia. En azul, los motivos PEEST en D.sub que presentan un cambio en uno de los residuos en
alguna de las especies restantes. En gris, los motivos PEEST perfectos o con un cambio en uno de los residuos en
D.pseu y que presentan mas de un cambio en el resto de las especies. D.sub D. subobscura; D.made, D.
madeirensis; D.guan, D. guanche; D.pseu, D. pseudoobscura.
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1.2.2 DISCUSION

1.2.2.1 DIVERGENCIA NUCLEOTIDICA Y AMINOACIDICA DEL GEN Fst EN
D. MELANOGASTER Y D. SUBOBSCURA

La divergencia en el gen Fst se ha analizado independientemente en los grupos
melanogaster y obscura de Drosophila. El motivo de no haber realizado un analisis
conjunto es la dificultad de alinear con una cierta seguridad las secuencias del gen entre
ambos grupos de especies debido principalmente al elevado nimero de
adiciones/deleciones que se han producido en la region de los motivos PEEST durante
la divergencia. En la figura 1.15 se presenta un posible alineamiento de la proteina
codificada por el gen Fst entre D. melanogaster y D. subobscura. La similitud mas
elevada de la secuencia aminoacidica de ambas especies se encuentra en los primeros 26
aminoacidos de la region N-terminal de la proteina. El alineamiento del resto de la
proteina es muy dudoso y puede considerarse tan solo una aproximacién. Sin embargo,
este alineamiento entre D. melanogaster y D. subobscura se utiliz6 para estimar la
divergencia sinénima y no sindnima en la region codificadora del gen Fst¢ entre estas
especies. La estima de divergencia sinénima (K = 1.232) es comparable a las estimas
encontradas en 17 genes secuenciados en D. melanogaster 'y D. subobscura recopilados
en Munté et al (1997) y que oscilan entre 0.536 en el gen Sx/ y 1.586 en el gen Adhr.
Por el contrario, el gen Fst presenta la estima de divergencia no sinénima (K, = 0.512)
mas elevada en comparacion a la detectada en los otros genes secuenciados en ambas
especies. Estas estimas oscilan entre 0.021 en el gen Antp y 0.405 en el gen Cpl5. Este
resultado indicaria que el gen Fist estd evolucionando rapidamente en las posiciones no
sinénimas.

La evolucién rapida del gen Fst se manifiesta tanto por la elevada divergencia
no sinonima como por el acumulo de inserciones/deleciones. De hecho, una de las
caracteristicas particulares del gen Fst es la presencia de una serie de repeticiones
(PEEST) que se ubican en la region C-terminal de la proteina. El nimero de
repeticiones en D. melanogaster es de 10 pero en D. subobscura se reduce a 1. De igual
forma, el numero de motivos que difieren en uno de los residuos (PEDST, TEEST,
PVEST, etc) en D. melanogaster (13) es mayor que en D. subobscura (9). Esta
variacidn en el nimero de motivos no sdlo se detecta entre los grupos melanogaster y

obscura sino también dentro de cada uno de los grupos. La longitud de la proteina en las
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distintas especies oscila entre 340 y 195 aminodcidos y esta longitud coincide

unicamente en tres de las especies estudiadas (D. subobscura, D. madeirensis y D.

guanche).
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Figura 1.15 Alineamiento de la proteina codificada por el gen Fst en D. melanogaster y D. subobscura. Los
puntos (.) indican el mismo aminoacido que en la secuencia de D. melanogaster. Los guiones (-) corresponden a
deleciones de aminoacidos. D. mel, D. melanogaster; D. sub, D. subobscura

El alto porcentaje de treoninas (T) detectado en la proteina FROST en las
especies de Drosophila analizadas es una caracteristica que también se ha observado en
diferentes Antifreeze Proteins (AFPs) de insectos (Gram et al. 1997; Duman et al.
1998). No obstante, la estructura fundamental de las anteriores proteinas consiste de una
serie de repeticiones de 12 aminoacidos (CTxSxxCxxAxT) que se encuentran en tandem
(Gram et al. 1997; Liou et al. 1999). La estructura tridimensional propuesta para una
AFP del escarabajo Tenebrio monitor (TmAFP) (Liou et al. 1999; Liou et al. 2000) es
una hélice f formada por siete repeticiones de 12 residuos donde la mayoria de los
residuos de treonina se alinean de forma regular en uno de los lados de la proteina para
formar una superficie que interactie con los cristales de hielo. Adicionalmente, se ha
propuesto que la treonina actuaria como un residuo de unidn al hielo en diferentes
AFPs, principalmente en la AFP de tipo I (Knight et al. 1991) y la AFP de tipo III
(Chao et al. 1994). Por lo tanto, a pesar de que en las especies de Drosophila estudiadas
en este trabajo los pares de treoninas hallados en la proteina FROST se encuentran
separados por un namero de residuos que es bastante variable, el alto contenido de este
aminoacido en la proteina FROST podria estar relacionado con su funcion.

Otra caracteristica de la proteina Fst en las especies del grupo melanogaster es

la presencia de una serie de prolinas (P) consecutivas en la primera mitad de la proteina.
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El niimero de prolinas varia tanto entre especies como dentro de especie ya que se ha
detectado polimorfismo en esta caracteristica en D. melanogaster. La forma mayoritaria
en esta especie presenta 10 prolinas consecutivas, mientras que este numero es 7 en D.
simulans y D. yakuba, 5 en D. mauritiana, y 9 en D. erecta. Sorprendentemente, las
especies del grupo obscura han perdido esta caracteristica. Se requeriria un analisis
funcional comparativo entre las especies de los grupos melanogaster y obscura para
determinar si la pérdida de los residuos de prolina afecta a la funcion de la proteina
FROST.

La divergencia del gen Fist en el grupo melanogaster se analiz6 en un total de 5
especies. La estima de la divergencia sinénima entre D. melanogaster y D. simulans (K
= 0.144) puede considerarse relativamente elevada si se compara con la estima
promedio de la divergencia nucleotidica silenciosa de 19 genes autosomicos analizados
en ambas especies (K = 0.108) (Begun y Whitley 2000). De hecho, Uinicamente 3 de
los 19 genes estan evolucionando mas rapidamente en las posiciones sinonimas que el
gen Fst. Un argumento similar es valido al considerar la divergencia no sinonima. La
estima de K, en el gen Fs¢ de 0.035 es superior a la estima promedio para los mismos
genes (K, = 0.011) (Begun 2002). También en este caso solo 3 de los 19 genes
presentan estimas de K, superiores a las del gen Fist.

La relacion K,/K es siempre inferior en las comparaciones entre las especies del
grupo melanogaster que en las comparaciones entre especies del grupo obscura. De
hecho, la estima promedio de la relacion K./Ks en las especies del grupo melanogaster 'y
del grupo obscura es 0.198 y 0.325, respectivamente. Este resultado indicaria que las
constricciones funcionales de la proteina FROST son menores en el grupo obscura, lo
que comporta una menor seleccion purificadora en este grupo de especies.

En general, los arboles filogenéticos reconstruidos de acuerdo a la divergencia
del gen Fist estan de acuerdo con las relaciones filogenéticas de las especies analizadas.
Tan solo se detecta una discrepancia en el arbol reconstruido en base a la divergencia
sinénima en el grupo melanogaster (figura 1.11B) en el que D. simulans aparece mas
estrechamente relacionada con D. melanogaster que con D. mauritiana. Sin embargo,
estd generalmente aceptado que D. simulans es evolutivamente mas cercana a D.
mauritiana. Por otro lado, los arboles filogenéticos de la figura 1.11 indican una
estrecha relacion entre D. yakuba y D. erecta. Aunque D. erecta se consideraba la
especie outgroup de todas las analizadas, estudios recientes (Ko et al. 2003) ya apuntan

hacia una estrecha relacion entre D. yakuba y D. erecta, tal como se observa de acuerdo
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a la divergencia del gen Fst. Los arboles filogenéticos de las figuras I.11A y [.11C
muestran que la rama que conduce a D. erecta es considerablemente mas larga que la
que conduce a D. yakuba. La filogenia obtenida permite la aplicacidon del relative rate
test utilizando cualquier especie del complejo melanogaster como outgroup. Utilizando
D. melanogaster como especie outgroup se detectd una diferencia altamente
significativa en la tasa de sustitucion nucleotidica entre los linajes de D. yakuba y de D.
erecta causada por una aceleracion en la tasa de sustitucion no sindnima en el linaje de
D. erecta. De las 32 sustituciones aminoacidicas fijadas en el linaje de D. erecta, 12
estdn ubicadas en la regién N-terminal de la proteina entre las posiciones 25 y 75. La
mayoria de estos 12 reemplazamientos, un total de 8, son radicales con valores elevados
de distancia fisico-quimica entre los aminodcidos. Por lo tanto, la seleccion positiva
podria haber causado la fijacion de algunos de estos reemplazamientos posiblemente
debido a cambios beneficiosos en la especificidad de la proteina.

Las estimas de divergencia nucleotidica en las regiones no codificadoras de
todas las especies son bastante inferiores a las detectadas en las posiciones sinénimas de
la region codificadora. Esta constriccion en las posiciones no codificadoras es mas
evidente en la regidén 5’ flanqueante del gen Fist en las especies del grupo melanogaster
y en la region 3’ en las especies del grupo obscura. La diferente longitud de las regiones
5’ y 3’ analizadas en ambos grupos de especies podria explicar esta discrepancia. No
obstante, la elevada diferencia entre la divergencia sindnima y la divergencia de las
regiones no codificadoras indica que la seleccidn purificadora estd manteniendo
regiones importantes posiblemente involucradas en la regulacion del gen Fsz. Sin
embargo, hasta el momento las regiones promotoras y reguladoras de este gen no han
sido caracterizadas.

Las estimas del sesgo en el uso de codones sindonimos son mas elevadas en las
especies del grupo melanogaster que en las del grupo obscura. Se ha propuesto que el
ambiente recombinacional puede afectar al uso de codones sindénimos (Kliman y Hey
1993; Munté et al. 1997) en el sentido de que el codon bias es inferior en las regiones de
baja recombinacion debido a una menor eficacia de la seleccion débil en el
mantenimiento de los codones preferentes. Sin embargo, el gen Fisf se encuentra en una
regidon con niveles reducidos de recombinacion en, por ejemplo, D. melanogaster en
comparacion con D. subobscura. Por lo tanto, las diferencias en el ambiente
recombinacional no parecen poder explicar las diferencias detectadas en el uso de

codones sindnimos entre las especies de los grupos melanogaster y obscura. Aunque el
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menor codon bias en las especies del grupo obscura podria indicar una mayor
divergencia sinénima en estas especies, este hecho no se refleja en los datos obtenidos
ya que, como se ha indicado, la relacion K,/Ks es superior en las especies del grupo
obscura que en las del grupo melanogaster. Sin embargo, los menores niveles de las
constricciones funcionales en algunas proteinas permiten acumular un mayor nimero de

sustituciones no sindénimas causando un incremento en el valor de la relacion K,/K.
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CAPITULO II

EL GEN DROSOPHILA COLD ACCLIMATION (Dca)
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Resultados. El gen Dca. Polimorfismo en D. melanogaster

I1.1. POLIMORFISMO NUCLEOTIDICO DEL GEN Dca

I1.1.1 RESULTADOS

I.1.1.1  POLIMORFISMO NUCLEOTIDICO DEL GEN Dca EN D.
MELANOGASTER

La variabilidad nucleotidica del gen Dca fue analizada en 21 lineas de D.
melanogaster capturadas en dos poblaciones naturales: Montemayor y Sant Sadurni
d’Anoia. La region secuenciada comprende aproximadamente 1.6 kb e incluye la
totalidad de la region codificadora (aproximadamente 1 kb) y parte de las regiones 5’ y

3’ flanqueantes con una longitud de alrededor de 0.5 kb y 50 pb, respectivamente.

Diferenciacion genética entre poblaciones

La diferenciacion genética entre las poblaciones de Montemayor y Sant Sadurni
d’Anoia fue estimada usando el estadistico Fy; (Hudson et al. 1992). El valor observado
al comparar las dos poblaciones analizadas (Fs = 0.126) no difiere significativamente
del esperado bajo el modelo neutro en muestras aleatorias de una poblacién panmitica
sin subdivision (figura II.1). Por lo tanto, ambas poblaciones se consideraron

conjuntamente en los analisis posteriores.

Distribucion Fst

0,20
0,18
0,16
0,14
0,12
0,10
0,08
0,06
0,04
0,02
0,00
-0,1 00 01 02 03 04 05 06 07 08 095 1,0

Figura IL.1. Distribucion del estadistico Fy en una poblacién panmitica de
21 individuos (ver material y métodos).
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Analisis del polimorfismo nucleotidico

El alineamiento multiple de las 21 lineas de D. melanogaster presenta un total de
1577 posiciones que se reducen a 1556 al eliminar las posiciones con gaps. En el
alineamiento se detectaron un total de 7 polimorfismos por insercidén/delecion y 42
polimorfismos por cambio nucleotidico (figura II.2). Seis de los 7 polimorfismos por
insercion/delecion se detectaron en la regién 5° flanqueante donde también se
observaron 14 polimorfismos por cambio nucleotidico, uno de los cuales presenta una
variante Unica. La regiéon codificadora presenta 23 polimorfismos por cambio
nucleotidico, de los cuales 17 son sinénimos y 6 no sindénimos. Cinco de las 17
posiciones polimorficas presentan variantes unicas. En la region codificadora no se
detectaron polimorfismos por insercion/delecion. En el intrén se detectaron 2
polimorfismos por cambio nucleotidico y uno por insercion/delecion. En la region 3’
flanqueante se identificaron 3 polimorfismos por cambio nucleotidico, uno de los cuales

presenta una variante unica.
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Resultados. El gen Dca. Polimorfismo en D. melanogaster

Analisis del polimorfismo aminoacidico

El alineamiento multiple de la secuencia aminoacidica de la proteina codificada
por el gen Dca en las 21 lineas estudiadas de D. melanogaster se muestra en la figura
I1.3. El alineamiento completo contiene un total de 303 aminodcidos. Se observaron 6
polimorfismos no sindénimos de los cuales 3 presentan variantes unicas. Entre los
polimorfismos aminoacidicos detectados, se encontraron tanto cambios de aminoacidos
conservativos como radicales. Por ejemplo, los cambios lisina/arginina (Lys/Arg),
valina/isoleucina (Val/lle) y 4cido aspartico/glutamina (Asp/Glu) en las posiciones 713,
1216 y 1227, respectivamente, pueden clasificarse como conservativos debido a que no
producen cambio ni en la carga ni en la polaridad del aminoacido. Por el contrario, los
cambios alanina/dcido aspartico (Ala/Asp) y valina/acido aspartico (Val/Asp) en las
posiciones 947 y 1519, respectivamente, son radicales puesto que alteran las

propiedades fisico-quimicas del aminoacido.

o B 2R 2
~ & & ¢ ¢ 2
CN1 P1 Lys Ala Asp Val Asp Val
M13 - . . .
CN23
CN26 :
CN34 P2 Arg
M2 Arg .
CN9 P3 Arg Asp
Ma7 Arg Asp
M54 Arg Asp
CN22 Arg Asp
CN24 Arg Asp )
M40 P4 Asp Glu
CN7 P5 Tyr Glu
M11 P6 Asp
M26 Asp
M55 Asp
MS9 . Asp
M36 Asp ;
CN41 P7 Asp Glu
ME6 P8 Asp lle . Asp
CN18 P9 Arg Asp Glu
AB029491 Arg Asp
cDNA Asp
D.simulans Asp . Glu

Figura I1.3. Polimorfismo aminoacidico de la proteina
codificada por el gen Dca en las 21 de D. melanogaster
lineas secuenciadas de las poblaciones de Montemayor
(M) y Sant Sadurni d’Anoia (CN). P# variante proteica.
Ver el pie de la figura I1.2 para detalles.
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Diversidad haplotipica

Las 21 lineas de D. melanogaster analizadas se agrupan en 14 haplotipos al
considerar todos los polimorfismos por cambio nucleotidico detectados en la region
estudiada. El numero de haplotipos identificados no se ve afectado si se consideran
asimismo los polimorfismos por insercion/delecion. De los 14 haplotipos identificados,
once corresponden a lineas tnicas, dos de ellos estan presentes en 4 lineas y el restante
es comun a 2 lineas. La diversidad haplotipica es Hd = 0.938.

La region 5° flanqueante muestra un estructura haplotipica muy acusada ya que
en ella solo se detectan 9 haplotipos en las 21 lineas analizadas. De hecho, en esta
region la diversidad haplotipica es 0.781 (vs 0.938 en toda la regidn estudiada) con un
haplotipo compartido por 9 lineas.

Cuando se consideran Unicamente los polimorfismos observados en la region
codificadora, las 21 lineas analizadas se agrupan en 14 haplotipos que codifican para 9
variantes proteicas (figura II.3). En esta figura se observa que las variantes P3 y P6 son
las que presentan una mayor frecuencia (un 23.8% de las lineas analizadas). Una de las
variantes (P1) alcanza una frecuencia del 19% mientras que las restantes (P2, P4, PS5,
P7, P8 y P9) aparecen con una frecuencia inferior al 10%. Entre estas ultimas, la
variante P2 se encontrd en 2 lineas, mientras que las restantes estan presentes en una

sola linea.

Desequilibrio de ligamiento y recombinacion

El grado de desequilibrio de ligamiento se analizd6 para las posiciones
polimorficas informativas. Los 35 polimorfismos informativos detectados permitieron
hacer un total de 595 comparaciones, de las que 174 (29.2%) fueron significativas con
el test x° y 25 (4.2%) permanecieron significativas tras aplicar la correccion de
Bonferroni para multiples tests. A pesar del relativamente elevado porcentaje de
comparaciones significativas, el nivel global de desequilibrio en el total de la region
analizada no fue significativo de acuerdo a los estadisticos Zs (Zs = 0.179; P = 0.668),
Za (Za=0.309; P=10.27), Wall’s B (Wall's B=0.117; P=0.64) y Wall’s O (Wall’s Q
= 0.228; P = 0.463) bajo la hipotesis conservativa de no recombinacion. El nimero
minimo de eventos de recombinacion (Rm) detectados fue de 9: tres en la regién 5’

flanqueante, 5 en la region codificadora y 1 entre estas dos regiones.
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Se detectd6 un acumulo de desequilibrios de ligamiento significativos en la
region 5’ flanqueante. Asi, 55 de las 78 comparaciones (70%) realizadas entre los
polimorfismos de esta regidon fueron significativas con el test X2 y 31 de ellas (39.7%)
permanecieron significativas tras aplicar la correccidon de Bonferroni. Este resultado esta
de acuerdo con la fuerte estructura haplotipica presente en esta region.

Por el contrario, en la regidon codificadora (incluyendo el intrén) 43 de las 190
(22.6%) comparaciones realizadas son significaivas por el test de X2 y tan solo 9 de ellas

(4.7%) permanecen significativas tras aplicar la correcion de Bonferroni.

Diversidad nucleotidica

Los niveles del polimorfismo nucleotidico fueron estimados para distintos tipos
de posiciones (tabla II.1). La diversidad nucleotidica (st) para toda la region analizada
fue 0.009. Esta estima es ligeramente inferior a la de 0.015 obtenida para las posiciones
silenciosas (regiones 5’ y 3’ flanqueantes, intrén y posiciones sindnimas de la region
codificadora). Dentro de la regidén codificadora, la estima para las posiciones no
sinénimas es 0.003, mientras que para las posiciones sinénimas es 0.026. En la region
no codificadora (regiones 5’ y 3’ flanqueantes e intron) la diversidad nucleotidica es
0.011, estima bastante inferior a la diversidad nucleotidica sinénima (s = 0.026). Las
estimas de 0 fueron en general inferiores a las estimas de m, resultado que indica un
exceso de polimorfismos con variantes segregando a frecuencias intermedias en la

region Dca.

Tabla I1.1. Estimas del polimorfismo nucleotidico del gen Dca en D. melanogaster

Region N° de Sitios S | ¢ 0
No Codificadora 647 19 0.011 0.008
5 541 14 0.010 0.007
Intrén 58 2 0.014 0.009
3 48 3 0.014 0.017
Codificadora 909 23 0.008 0.007
Silenciosa 862.466 36 0.015 0.012
Sinéonima 215468 17 0.026 0.022
No sinonima 693.532 6 0.003 0.002
Total 1556 42 0.009 0.008
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Test del neutralismo

Los test de neutralismo propuestos por Tajima (1989) y Fu y Li (1993) se
aplicaron para determinar si el patrén del polimorfismo observado en la region Dca se
ajusta a las predicciones del neutralismo (tabla II.2). Estos tests se realizaron
independientemente para diferentes tipos de posiciones. Los estadisticos propuestos
para aplicar los distintos tests fueron positivos para todos los tipos de posiciones
excepto para las no sinonimas. Los resultados de aplicar los distintos tests fueron
siempre no significativos a excepcion de los test de Fu and Li en la region 5’
flanqueante (P < 0.05), regidon en la que el test de Tajima fue marginalmente
significativo. Estos resultados indican que el patrén del polimorfismo observado en la
region analizada se ajusta a las predicciones del neutralismo, a excepcion de la region 5’
flanqueante donde existe una desviacién hacia un exceso de variantes segregando a

frecuencias intermedias.

Tabla I1.2. Test del neutralismo del gen Dca en D. melanogaster

Test No codificadora & Silenciosa No sinonima Total
Tajima D 1.270 1.561 1.124 -0.181 0.939
P(D=<D,) 0.928 0.054" 0.896 0510 0.859
FuyliD* 1.007 1.135 1.048 - .887 0.734
P(D*<D*,) 0.951 0.038* 0.894 0.305 0.837
FuyLiF* 1.263 1.465 1.249 -0.794 0.929
P(F*< F*,) 0.936 0.043% 0.935 0.244 0.852
Probabilidad de obtener un valor del test estadistico menor que el observado tras simulacion de
coalescencia.

*P <0.05

#0.05<P<0.1

El test de MacDonald y Kreitman (1991) se aplico para determinar si la relacion
entre el nimero de polimorfismos dentro de especie y el nimero de diferencias fijadas
entre especies es equivalente para los cambios sindnimos y no sinénimos. Para realizar
la comparacion interespecifica se utilizd6 D. simulans. No se detectaron diferencias

significativas entre ambas relaciones (tabla II.3).

95



Resultados. El gen Dca. Polimorfismo en D. melanogaster

Tabla 11.3. Test de MK (1991) en el gen Dca de D. melanogaster

Polimorfismo en Diferencias Fijadas

D. melanogaster con D. simulans
No sinonimo 6 11
Sinonimo 17 23

G value = 0.260 P= 0,610
NI=0.738

Genealogia de los alelos

La figura 1.4 muestra la genealogia de los diferentes alelos de las poblaciones
de Montemayor y Sant Sadurni d’Anoia incluyendo también la linea del proyecto de
secuenciacion del genoma de D. melanogaster asi como la secuencia publicada del
cDNA (Goto 2000). Para este andlisis se utilizo la secuencia de D. simulans como
especie outgroup. En el éarbol se pueden identificar los dos casos de haplotipos
compartidos por cuatro lineas (CN1-M13-CN23-CN26 y M11-M26-M55-M59) y las
dos lineas que comparten otro haplotipo (CN22-CN24). No se observan agrupaciones
de alelos por localidad, lo que apoya el hecho de que las poblaciones analizadas no se

encuentran genéticamente diferenciadas.

CN22
CN24
M54

My7
CN9

M36
AB029491

M2
CN34
N1 Figura IL.4. Genealogia de los alelos de las
Mi3 poblaciones de Montemayor (M) y Sant
CN23 Sadurni d’Anoia (CN) reconstruida por el
CN26 método de neighbor-joining (Saitou y Nei,
E.‘Ibb 1987) usando la distancia de Kimura de 2
CN18 parametros (Kimura 1980).
cDNA
M40
= CNT
L M1l
M26
_"4\155
M59
e CNY1
D.simulans

0005
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I.1.1.2 POLIMORFISMO NUCLEOTIDICO DEL GEN DCA EN D.
SUBOBSCURA

Se analizd un fragmento de aproximadamente 1.6 Kb en 13 lineas de D.
subobscura de una poblacion natural de Galicia (Espafia). El fragmento analizado
contiene toda la regidn codificadora (968 pb) del gen Dca y parte de las regiones 5’ y 3’

flanqueantes con una longitud aproximada de 0.3 y 0.5 kb, respectivamente.

Ubicacion citologica del gen Dca

Los resultados de la hibridacidon in situ del gen Dca en los cromosomas
politénicos de D. subobscura muestra una sefial de hibridacion ubicada en la banda
citolégica 86A del cromosoma O cerca al punto de rotura distal de la inversion 7

(77B/C-85E) (figura IL.5).

-~

Figura IL5. Hibridacion in situ del gen Dca en cromosomas politénicos de
D. subobscura. La flecha indica la sefial de hibridacion.

Analisis del polimorfismo nucleotidico

El alineamiento multiple de las 13 lineas de D. subobscura comprende un total
de 1808 posiciones. Sin embargo, el nimero de posiciones se reduce a 1660 después de
eliminar aquellas que presentan gaps en una o varias de las lineas. Se detectaron tanto
polimorfismos por insercién/delecion como polimorfismos por cambio nucleotidico. El

numero total de estos polimorfismos en toda la regidén secuenciada fue de 14
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polimorfismos por insercion/delecion y 84 polimorfismos por cambio nucleotidico
(figura 11.6). En dos posiciones polimorficas (una en la region codificadora y una en la
region 3’ flanqueante) se detectaron segregando 3 variantes, por lo que el niimero
minimo de mutaciones es 86.

En la regiéon 5° flanqueante se observaron 4 de los 14 polimorfismos por
insercion/delecidon y 21 posiciones polimoérficas por cambio nucleotidico, de las cuales
17 presentan variantes unicas. La region codificadora presenta 33 polimorfismos por
cambio nucleotidico y no se detectd ningun polimorfismo por insercion/delecion. De los
33 polimorfismos detectados, 11 son no sindénimos y 22 sindnimos. Un total de 11
polimorfismos de estos 33 presentan variantes unicas. En el intrén se observaron 9
polimorfismos por cambio nucleotidico, de los cuales 4 presentan variantes unicas y un
polimorfismo por insercion/delecion. En la regidon 3’ flanqueante se detectaron un total
de 22 polimorfismos por cambio nucleotidico, de los que 15 presentan variantes nicas.

Ademas, en esta region se identificaron nueve polimorfismos por insercidon/delecion.

Analisis del polimorfismo aminoacidico

En la figura II.7 se muestra el alineamiento multiple de la secuencia
aminoacidica de la proteina codificada por el gen Dca en las 13 lineas de D.
subobscura. Este alineamiento incluye un total 303 aminoacidos. Se detectaron un total
de 11 polimorfismos no sindnimos que representan 10 polimorfismos aminoacidicos, ya
que dos de los cambios no sindnimos (posiciones 731 y 732) afectan al mismo codon.

Cinco de los 11 polimorfismos no sindbnimos presentan variantes unicas.
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De los polimorfismos aminoacidicos detectados se encontraron tanto cambios
conservativos como radicales. Por ejemplo, los cambios fenilalanina/triptofano
(Phe/Trp) y valina/isoleucina (Val/lle) en las posiciones 731 y 976, respectivamente,
pueden considerarse como conservativos puesto que no varian ninguna de las
propiedades fisico-quimicas del aminodcido. Por el contrario, algunos cambios como
glutamina/valina (Glu/Val) y lisina/metionina (Lys/Met) en las posiciones 392 y 1244,
respectivamente, alteran la polaridad del aminoacido y, por lo tanto, pueden
considerarse como radicales. Al tener en cuenta las secuencias de D. madeirensis 'y D.

guanche, todos los aminodcidos presentes en una tnica linea son derivados.

o~
g (2] @ - ~N
8 » 2 8 8 R 8 - & &
O M~ M~ 0O O O Y v v v
LS89.754 P1 Glu Phe Asp Leu Phe Val Pro Leu Lys Pro
LS89.669 P2 Val Trp Gly His Tyr lle
LS89.567 P3 Val Trp . His Tyr lle
S894 Val Trp . His Tyr lle .
LS89.517 P4 Val Trp Gly His Tyr lle Thr .
AUB9.918 P5 Val Trp Gly His Tyr lle . GIn .
AU89.898 P6 Val Trp . His Tyr lle . . Met .
$89.174 P7 Val Trp . ; . lle . . . Ser
ES89.484 P8 Val Trp
AU89.1002 P9 Val
AU89.986 Val
AU89.784 Val . ; ; ! ;
AUB9.817 P10 Val . . His Tyr lle
D. guanche Val . . His Tyr lle
D. madeirensis Val . . His Tyr

Figura I1.7. Polimorfismo aminoacidico de la proteina codificada por el gen
Dca en las 13 lineas de D. subobscura secuenciadas de la poblacion de
Galicia. P#, variante proteica. Ver pie de la figura I11.6 para detalles.

Diversidad haplotipica

Las 13 lineas de D. subobscura analizadas se agrupan en 13 haplotipos al
considerar todos los polimorfismos por cambio nucleotidico detectados en la region
estudiada. Es decir, cada linea corresponde a un haplotipo y por lo tanto la diversidad

haplotipica es Hd = 1.
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Cuando se consideran Unicamente los polimorfismos detectados en la region
codificadora, las 13 lineas de D. subobscura también corresponden a 13 haplotipos que
representan 10 variantes proteicas. En la figura II.7 se observa que las variantes
proteicas P3 y P9 presentan la mayor frecuencia (estdn presentes en el 15,4% y 23,1%
de las lineas analizadas, respectivamente). El resto de variantes (P2, P4-P8 y P10) se

encuentran en lineas individuales (con una frecuencia menor del 10%).

Desequilibrio de ligamiento y recombinacion

El grado de desequilibrio de ligamiento se analizé entre las 61 posiciones
polimérficas informativas detectadas. Un total de 75 de las 595 comparaciones
realizadas (12.6%) fueron significativas por el test 5, pero ninguna de ellas permanecié
significativa tras aplicar la correccion de Bonferroni. Se detectaron 13 eventos de
recombinacion en toda la regidn analizada: 1 en la region 5’ flanqueante, 7 en la region
codificadora, 1 entre la region codificadora y el intrén, 1 entre la region codificadora y

la region 3’ flanqueante y 3 en la region 3’ flanqueante.

Diversidad nucleotidica

Los niveles de la variabilidad nucleotidica intraespecifica fueron estimados para
distintos tipos de posiciones (tabla 11.4). La diversidad nucleotidica silenciosa (75 =
0.02) es similar a la detectada en D. melanogaster (msii = 0.015, tabla 11.1). Dentro de la
region codificadora, la estima para las posiciones sindnimas (5t5) es 0.033, mientras que
para las posiciones no sinénimas (1,) es de 0.006. La estima detectada en la regién no
codificadora (regiones 5’ y 3’ flanqueantes e intrén) de 0.016 es de aproximadamente la

mitad de la diversidad nucleotidica para las posiciones sinénimas (s = 0.033).
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Tabla I1.4. Estimas del polimorfismo nucleotidico del gen Dca en D. subobscura

Region N° de Sitios S(n) T 0
No Codificadora 751 52(53) 0.016 0.023
5 308 21 0.013 0.022
Intron 59 9 0.054 0.050
3! 384 22(23) 0.012 0.020
Codificadora 209 33 0.012 0.012
Silenciosa 975.859 74 0.020 0.025
Sinonima 224.859 22 0.033 0.031
No sinénima 684.141 11 0.006 0.005
Total 1660 83(85) 0.014 0.017

1, numero de mutaciones
Test del neutralismo

Los test de neutralismo propuestos por Tajima (1989) y Fu y Li (1993) se
aplicaron para determinar si el patrén de polimorfismo detectado en la region Dca en D.
subobscura se ajusta al esperado bajo el neutralismo (tabla I1.5). Estos tests fueron
realizados independientemente para diferentes tipos de posiciones. Los estadisticos
propuestos para aplicar estos tests son negativos en todos los casos a excepcion del
estadistico D de Tajima para las posiciones no sinénimas de la regién codificadora. Sin
embargo, solamente los tests realizados en la region 5’ flanqueante son significativos (P
< 0.05), mientras que son marginalmente significativos (0.05 < P < 0.1) los tests
realizados en la region no codificadora. Estos resultados sugieren que el patron del
polimorfismo observado en la regidén analizada concuerda con el esperado bajo el
neutralismo, excepto en la regiéon 5’ flanqueante que presenta un exceso de variantes

segregando a baja frecuencia debido a la abundancia de variantes tnicas.

Tabla I1.5. Tests del neutralismo en el gen Dca de D. subobscura

Test No codificadora 5 Silenciosa  No sinénima Total
Tajima D -1.311 - 1.690 - 0.865 0.256 -0.716
P(D<D,) 0.080 0.037* 0.183 0.658 0.248
FuyliD* - 1.711 -2.056 - 1.211 -0.437 -1.123
P(D*<D*,) 0.070 0.045* 0.141 0.384 0.136
FuyLiF~ - 1.835 -2.238 -1.280 -0.290 - 1.161
P(F*<F~*,) 0.070 0.025* 0.132 0.387 0177

Probabilidad de obtener un valor del test estadistico menor que el observado tras simulacién de
coalescencia sin recombinacion.

*P <0.05.
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El test de MacDonald y Kreitman (1991) se aplico para determinar si la relacion
entre el nimero de polimorfismos dentro de especie y el nimero de diferencias fijadas
entre especies es equivalente para los cambios sinébnimos y no sinéonimos. Para la
comparacion interespecifica se utilizaron D. guanche o D. madeirensis (tabla 11.6). No
se detectaron diferencias significativas entre ambas relaciones en ninguna de las dos

comparaciones.

Tabla I1.6. Test de MK (1991) en el gen Dca de D. subobscura

Polimorfismo en Diferencias Fijadas
D. subobscura D. guanche D. madeirensis
No sinonimo 11 5 0
Sinonimo 22 19 7
G value = 1.099  Fisher's exact test
P =0.294 P=0.159
Nl=19

El test de HKA (Hudson et al. 1987) se aplicd para determinar si el nivel del
polimorfismo silencioso detectado en la region Dca esta correlacionado con el nivel de
divergencia silenciosa observado entre D. subobscura 'y D. guanche. Para aplicar este
test, los niveles de polimorfismo y divergencia silenciosa de la region Dca se
compararon con los niveles detectados en la regidon rp49 de una muestra de Galicia con
la ordenacidon O;44 (Rozas et al. 1995) asumiendo que esta region evoluciona siguiendo

el modelo neutro. El valor obtenido del estadistico %* en el test HKA no es significativo

(x* = 0.086, P =0.763).
Genealogia de los alelos

La genealogia de los diferentes alelos de la poblacion de Galicia de D.
subobscura se muestra en la figura II.8. La reconstruccion del arbol genealdgico se

realizo a partir de la variacidn detectada en toda la region analizada. Para este analisis se

utilizo la secuencia D. madeirensis como outgroup.
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AU89.898

—— L 589,567

S89.4
AUB9.918

_‘— L589.517
L589.669

AUB9.817

E£589.484
589.174

AUB9.784

—'_— AU89.1002

W — AUB9.986
1.589.754

D. madeirensis

0002
Figura I1.8. Genealogia de los 13 alelos analizados de D. subobscura reconstruida por

el método neighbor-joining (Saitou y Nei 1987) utilizando la distancia de Kimura de 2
parametros (Kimura 1980).
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11.1.2 DISCUSION

I1.1.2.1 DIVERSIDAD NUCLEOTIDICA DEL GEN Dca EN D. MELANOGASTER Y
D. SUBOBSCURA

En los ultimos afios se han realizado varios estudios con el propdsito de detectar
genes que se expresen durante la exposicion y recuperacion a las bajas temperaturas en
Drosophila, especialmente en D. melanogaster. El gen Dca ha sido identificado como un
gen que se sobreexpresa durante la aclimatacion a 15° C en D. melanogaster (Goto 2000).
Posteriormente, se han realizado andlisis con microarrays (Qin et al. 2005) y RT-PCR
cuantitativa (Sinclair et al. 2007) para determinar los posibles cambios en la abundancia de
los transcritos en individuos de D. melanogaster después de la exposicion a 0°C y a otros
tipos de estrés (desecacion e inanicion). Estos estudios han detectado una reduccion en la
abundancia del mRNA del gen Dca en la respuesta al frio. Estas discrepancias en los
niveles de expresion de este gen han sido explicadas de acuerdo a la diferencia en la
temperatura empleada en los diferentes estudios (15°C vs 0°C). La posible funcidon de la
proteina DCA se ha relacionado con la regulaciéon del Ca** debido a su similitud con la
proteina SMP-30 de los mamiferos (Goto 2000). Por lo tanto, se ha sugerido que los
cambios necesarios en la expresion del gen Dca para la regulaciéon del Ca®" durante la
aclimatacion a bajas temperaturas y durante la recuperacion después de un choque frio son
diferentes.

En el presente estudio el polimorfismo nucleotidico en la region Dca de D.
melanogaster fue analizado conjuntamente para las poblaciones naturales de Montemayor y
Sant Sadurni d’Anoia debido a la falta de diferenciacidon genética entre ellas. Al igual que
en el gen Fst, las diferencias climaticas que presentan las poblaciones analizadas no
parecen ser lo suficientemente importantes para determinar una diferenciacion genética en
el gen Dca.

A diferencia de lo detectado en el gen Fst, los niveles de diversidad nucleotidica
silenciosa del gen Dca en D. melanogaster (mg = 0.015) y D. subobscura (ms; = 0.02) son
similares, aunque ligeramente superiores en esta ultima especie. Este resultado refuerza que

el bajo nivel de polimorfismo del gen Fst en D. melanogaster se debe a su localizacion en
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una zona de baja recombinacion. Por otro lado, el gen Dca esta asociado pero no afectado
por inversiones cromosomicas que segregan como polimorficas en ambas especies. En D.
melanogaster el gen se encuentra ubicado en la banda 88D2 del brazo cromosdémico 3R, a
aproximadamente una seccion cromosémica del punto de rotura proximal de la inversién
In3R)P (89C2-96A1). Asimismo, en D. subobscura se ubica en la banda 86A
relativamente cercano al punto de rotura distal de la inversién 7 (77B/C-85E). No obstante,
esta asociacion del gen Dca con inversiones cromosomicas no parece afectar al nivel de
variacion del gen en ninguna de las dos especies.

El valor del nivel de polimorfismo silencioso del gen Dca en D. subobscura (s =
0.02) se encuentra entre los mas elevados detectados en la especie con un valor promedio
para los loci autosdmicos de m; = 0.0122 (tabla 1.8). Tan solo los genes Acph-1 (s =
0.0210 en la ordenacion Osy4) v Xdh (mts; = 0.0337) muestran niveles de polimorfismo
silencioso superiores. No obstante, tras la aplicacion del test HKA no se detectaron
diferencias significativas en los niveles de polimorfismo y divergencia de los genes rp49 y
Dca, lo que no permite concluir que haya un exceso de polimorfismo nucleotidico en el gen
Dca de D. subobscura.

En D. melanogaster los valores de diversidad nucleotidica de la region Dca (s =
0.015, s = 0.026) también se encuentran entre los mas elevados detectados en la especie.
La diversidad nucleotidica sinénima promedio de diferentes genes autosdémicos en
poblaciones no africanas de D. melanogaster es ms = 0.013 (Moriyama y Powell 1996,
Andolfatto 2001), aproximadamente la mitad que la detectada en el gen Dca. De hecho,
unicamente el gen Amy-p presenta una diversidad nucleotidica sindnima comparable a la
del gen Dca.

En la figura I1.9 se muestra la distribucion de la diversidad nucleotidica a lo largo de
la region codificadora del gen Dca tanto en D. subobscura como en D. melanogaster.
Como puede observarse, la ligeramente menor diversidad nucleotidica detectada en D.
melanogaster en relacion a D. subobscura se distribuye bastante homogéneamente a lo
largo de toda la region analizada, excepto al inicio del exon 1. Ademas, se observa la
presencia de regiones con picos altos de polimorfismo asi como de zonas de baja o nula
variabilidad que, por lo general, muestran una buena correspondencia entre las dos

especies.
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El primer pico de polimorfismo se ubica aproximadamente en el centro del primer
exén con un valor maximo de w = 0.023 en D. melanogaster y de m = 0.029 en D.
subobscura. El segundo pico se situa al final primer exon y presenta un valor de w = 0.013
en D. melanogaster y de mw = 0.032 en D. subobscura. Finalmente, en el inicio del segundo
exon (incluyendo el intréon) se localiza el pico con la diferencia mas acusada de & entre las
dos especies, con un valor de m = 0.011 en D. melanogaster y de m = 0.042 en D.

subobscura.

0,045
0,04
0,035
0,03

0,025 D.mel

0.02 == D.sub

Pi (Total)

0,015
0,01

0,005

i 200 400 600 BOD 1000

[ — )

Exdi 1 Eadeii 2

Figura I1.9. Analisis de sliding window de la diversidad
nucleotidica (m) a lo largo de la region codificadora del gen
Dca en D. subobscura'y D. melanogaster. Debajo de la grafica
se presentan los exones (en gris) y el intrén. Tamafio de la
ventana de 100 pb con solapamientos de 25 pb.

El segundo pico de polimorfismo (localizado alrededor de la posicion 700 en la
figura I1.9) incluye en D. subobscura diversos polimorfismos no sindnimos en fuerte
desequilibrio de ligamiento. De hecho, tal como puede observarse en la figura 11.7, las
distintas variantes aminoacidicas presentes en las posiciones 731, 860, 959 y 976 segregan
a frecuencias intermedias y se encuentran casi totalmente asociadas. Esta asociacion se
extiende ademas a otras posiciones sindnimas como la 951 y la 984. Este patrén no se

detecta en D. melanogaster y contrasta con el patron de polimorfismo que se detecta en la
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zona 5’ flanqueante de la region Dca en D. subobscura con un exceso significativo de
variantes unicas.

El patron de polimorfismo en la region Dca en D. melanogaster y D. subobscura
difiere considerablemente en las regiones flanqueantes. En ninguna de las especies el
patron de polimorfismo de la region 5° flanqueante concuerda con lo esperado bajo el
modelo neutro tal y como indican los resultados significativos al aplicar distintos tests de
neutralidad (tablas 11.2 y II.5). No obstante, la naturaleza de la desviacion detectada difiere
en ambas especies. La region 5° flanqueante de D. melanogaster muestra una fuerte
estructura haplotipica con un exceso de variantes a frecuencias intermedias y en fuerte
desequilibrio de ligamiento entre ellas. Por el contrario, en D. subobscura la region 5’
flanqueante estd caracterizada por un exceso de variantes Unicas. En la region 5’
flanqueante del gen Dca de D. melanogaster se han descrito 13 elementos reguladores
(Goto 2000), de los que 5 estan incluidos en el fragmento analizado en este estudio. No
obstante, Unicamente uno de los elementos GATA-1 descritos presenta una posicion

polimorfica, lo que indica una fuerte constriccion a variar de dichos elementos.
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I1.2 DIVERGENCIA DEL GEN Dca

I1.2.1 RESULTADOS

11.2.1.1 DIVERGENCIA NUCLEOTIDICA DEL GEN Dca EN DROSOPHILA

El gen Dca fue secuenciado en 5 especies del subgrupo melanogaster (D.
melanogaster, D. simulans, D. mauritiana, D. yakuba y D. erecta) y 3 especies del
grupo obscura de Drosophila (D. subobscura, D. madeirensis y D. guanche). Ademas,
para realizar los diferentes andlisis se utilizaron las secuencias nucleotidicas de la region
codificadora del gen Dca de las especies D. sechellia, D. ananassae, D. pseudoobscura
y D. persimilis obtenidas a partir de las bases de datos de los proyectos de
secuenciacion del genoma de estas especies. En D. pseudoobscura y D. ananassae se
detectd mas de una region con una elevada similitud con la region codificadora del gen
Dca. El analisis de Dot plot confirmé el nimero de copias del gen presentes en estas dos
especies. En D. ananassae se identificaron 3 copias que se encuentran formando un
cluster en una region de aproximadamente 3.5 kb. Dos de las copias corresponden a
genes funcionales (anal y ana3) y la tercera puede considerarse pseudogen (anal)
debido a la presencia de un codon de stop prematuro, por lo que no fue empleada en la
mayor parte de los analisis. En D. pseudoobscura, las dos regiones con alta similitud
encontradas corresponden a sendas copias funcionales del gen (psel y pse2) separadas

por aproximadamente 10 kb (figura I1.10).

Dotpiot
Percentage: 70; Window: 30; Min Quality: 1

Filter Top: 1 -> 952, Bottom: 1 -> 1 "
sagitiasant) Seq2(1>982) Total y
DcaAna DcaAnal Diagonals

(1>5561) (1>982) 26

anal anal anal
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Dotpiot

Percentage: 70; Window: 30; Min Quality: 1 B)
Fiiter Top: 183 -> 945, Bottom: 0 -> 0

Seql(1>12400) Seq2(1>975) Total

DcaPseu DcaPseul Daagonais

(1>12490) (1>975) 3

pse2 psel

Figura I1.10. Analisis de Dot plot del gen Dca en A) una regién gendmica de 5.5 kb de D. ananassae y B) una
region gendmica de 12.5 kb de D. pseudoobscura.

La longitud de la region codificadora de todas las especies analizadas es de 909
pb a excepcion de D. ananassae la que difiere del resto de especies por una insercion de
tres nucledtidos. Por lo tanto, el alineamiento multiple de la region codificadora de las
14 secuencias consta de un total de 912 posiciones. En todas las especies, la estructura
del gen Dca esta formada por dos exones separados por un pequefio intrén. La longitud
de la regidn codificadora incluyendo el intrdn varia desde 966 pb en D. erecta hasta 988
pb en D. yakuba.

La tabla II.7 muestra la matriz de distancias de las estimas de divergencia
corregidas de acuerdo al método de Nei-Gojobori (1986) modificado por Nei y Kumar
(Nei y Kumar 2000). Sobre la diagonal se muestra la divergencia sinonima (K;) y bajo
la diagonal la correspondiente divergencia no sinénima (K,). En todas las
comparaciones, las estimas de K, son bastante inferiores a las correspondientes estimas

de K..

Tabla IL7, Divergencia simonima (K) y no sinonima (K,) en el gen Dea

mel s L man varh ore anul anad prel el per b ol i
mel 0.139 0008 014 0183 0.157 0703 0.702 0642 0652 0639 0608 0.639 0n6Is
wm 0o20 0439 0060 0157 0,128 0688 0631 0.679 na 0667 0,64 0,672 0606
e 0.02¢ 0011 0082 0133 0.102 0679 0.64% 0642 0647 0.622 0,606 0,637 059
man 0019 0002 0009 0157 012 0659 0,608 0,654 0669 nods 0ol 0047 oy
yak 0039 0,035 0AM3 0033 0,006 0,636 0.64m 0.576 0598 0.566 0,560 0,589 0573
ere 0 na30 0035 (LR 0029 0612 0575 0.562 0575 n.552 0nsn 0601 568
wnal 0158 0162 0162 0163 0160 0.154 0158
anud 0177 0180 0182 0182 0177 0153 0170 !
pyel 0139 0128 i 01M 0141 013 D031 DOLS 024 0283 0293
poed 0w " 1S 01 0,140 0158 0.003 (ITIEY 0.2¢4) 0302 0313
per 0138 0127 0n1ss 0129 DR R 0,137 0.003 0 0234 0278 0288
sub 16 144 UREY 0147 0150 0156 0.04% 0n0%1 0051 0050 0100
wad n16d 0148 0153 0,149 0182 0162 0.052 0082 nos2 0.008 017
L 0158 144 0149 01458 0149 0154 0050 no0s 005 0014 0000

Estimas de divergencia de acuerdo al método de Nei-Gojobori (1986) modificado por Nei y Kumar (2000).

Las estimas de divergencia sindnima (K) y no sinonima (K,) se muestran sobre y bajo la diagonal,
respectivamente. mel, D. melanogaster; sim, D. simulans; sec, D. sechellia; mau, D.mauritiana; yak, D. yakuba,
ere, D. erecta; ana, D.ananassae; pse, D. pseudoobscura; sub, D. subobscura; mad. D. madeirensis y gua, D.
guanche.
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Las estimas de K entre las especies del subgrupo melanogaster y las incluidas
en el grupo obscura oscilan entre 0.552 y 0.694. Estas estimas son considerablemente
superiores a las detectadas entre D. ananassae y las especies del grupo obscura, con un
rango que oscila entre 0.429 y 0.509 para anal y entre 0.454 y 0.506 para ana3. Por el
contrario, las estimas de divergencia no sindénima (K,) son mayores en las
comparaciones entre las especies del grupo obscura y D. ananassae (desde 0.20 hasta
0.207 para anal y desde 0.215 hasta 0.220 para ana3) que en las comparaciones entre
las especies del grupo obscura y las del subgrupo melanogaster (desde 0.127 hasta
0.163).

Para determinar si las diferencias en los niveles de divergencia sindnima
detectados pueden estar relacionadas con diferencias en el codon bias, se estimé el
sesgo en el uso de codones sindnimos para las diferentes especies (tabla I1.8). Las
especies del grupo obscura presentan niveles de codon bias superiores a los encontrados
en las especies del subgrupo melanogaster. Los valores detectados en D. ananassae son
similares a los que presentan las especies del grupo obscura, mientras que D. yakuba 'y
D. erecta exhiben los niveles mas altos de codon bias dentro del subgrupo

melanogaster.

Tabla I1.8. Estimas de codon bias en el gen Dca

Especies Scaledy  CBI ENC
Subgrupo melanogaster

D. melamogaster ... ... ........... 0.363 0.425 44315
D.simulans ........................ 0.387 0.455 42,122
D. sechellia L0413 0452 44.188
D. mauritiana .... oo 00414 0.450 41.769
D. vakuba e . 0433 0.483 40,975
D. erecta S ... 0.456 0,489 39.639

Subgrupo ananassae

D. ananassae 1 ... 0.746 0.720 39.607
D. ananassae 3 . v areenns 0,694 0.691 37.531
Grupo obscura
D. pendoobscura 1 IR | 7 5} | 0.662 36.884
D. pseudoobscura 2 ............ 0.70] 0.629 37.641
D. persimilis ..................... 0.740 0.653 36.385
D. subobscura ... .. 0.706 0.605 36.633
D. madeirensis 0.676 0.591 36.075
D. guanche ‘ o 0,662 0.594 35.385

CBYI, indice de codon bias; ENC, nimero efectivo de codones.
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Los arboles obtenidos por el método de neighbor-joining a partir de las
sustituciones sinonimas y no sindnimas se muestran en las figuras II.11A y IL.11B,
respectivamente. En ambos casos la mayoria de los nodos estdn soportados por
porcentajes de boostrap relativamente elevados. La topologia observada es similar en
los dos arboles, sin embargo en el obtenido en base a la divergencia sinénima la rama
que lleva a las especies del subgrupo melanogaster es inusualmente larga. En el caso de
la divergencia no sinénima destaca la longitud de las ramas que conducen a las

diferentes copias del gen Dca de D. ananassae.
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Figura IL11. Arboles filogenéticos obtenidos por el método de meighbor-joining

(Saitou y Nei 1987) en base a la A) divergencia sinénima y B) no sinénima del gen
Dca.

La aplicacidon del relative-rate test propuesto por Wu y Li (1985) para la
divergencia total de la region codificadora del gen Dca entre las especies del grupo
melanogaster no permitié detectar diferencias significativas en la tasa de sustitucion
nucleotidica. No obstante, al emplear el relative-rate test de Tajima (1993) para las

sustituciones sinénimas y no sinonimas independientemente entre las especies del

112



Resultados. El gen Dca. Divergencia nucleotidica en Drosophila

subgrupo melanogaster y las tres copias del gen Dca en D. ananassae empleando D.
subobscura como especie outgroup (tabla I1.9), se detectd un exceso significativo de la
tasa de fijacion de las mutaciones no sinénimas en el linaje de D. ananassae en todas
las comparaciones realizadas. Unicamente la comparacion entre anal y mel presenta
desviaciones significativas de la constancia de la tasa de sustitucion para las mutaciones
sindnimas, siendo marginalmente significativas las comparaciones entre anal-sim,

anal-sec, anal-mau 'y ana2-yak.

Tabla IL9. Relative rate test de Tajima (1993)

Test de Tajima

Sustituciones Sustituciones
Out- Especie 1- sinonimas no sinonimas
Group  Especie2 ml m2 e rl 12 e
sub...... anal-mel 43 67 5.236* 42 17 10.593%+

anal-sim 48 69 3.772° 41 15 12.071%*
anal-sec 49 66 2513 40 17 9.281**
anal-man 48 67 3. 41 15 12.07] %%
anal-vak 48 61 1.551 41 16 10.964%*
anal-ere 45 62 2.701

38 13 12.254%¢
sub ...... anal2-mel 62 53 0.704 63 12 34.681%*#
ana2-sim 64 53 1.031 67 14 34.679%%»
anal-sec 66 52 1.661 66 15 32.]11]1%#++*
ana2-man 66 54 1.2 67 13 36.45]%*#
anal2-vak 71 51 3.278° 63 12 34.680%**
anal-ere 68 50 2.745 61 12 32.891%%*
sub....... ana3-mel 55 64 0.680 41 20 7.229%%
ana3-sim 54 63 0.692 43 I8 10.245%#

ana3-sec 59 62 0.007 40 20 6.667**
ana3-man 57 62 0.210 41 18 8.966%*
ana3-yak 59 59 1 40 17 9.28]##

ana3-ere 55 58 0.079 40 18 8.344%*

ml y m2, mimero de sustituciones sinénimas en los linajes que llevan a las
especies 1 y 2, respectivamente.

rl y 12, nimero de sustituciones no sinénimas en los linajes que llevan a las
especies 1 y 2, respectivamente.

Nombre de las especies como en la tabla I1.7.

*P <0.05; ** P<0.01; *** P<0.001

Evolucion del intron
La estructura del gen Dca en todas las especies analizadas se encuentra formada

por dos exones separados por un intron que puede ser clasificado de fase 2 puesto que

interrumpe la pauta de lectura del gen entre la segunda y la tercera base de un coddn.
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La posible diferencia en los patrones de sustitucion nucleotidica, inserciones y
deleciones en el intron, fue analizada dentro de las especies del cluster melanogaster
(D. melanogaster, D. simulans, D. sechellia y D. mauritiana) y entre aquellas que
conforman el cluster subobscura (D. pseudoobscura, D. subobscura, D. madeirensis y
D. guanche), independientemente.

Dentro del subgrupo melanogaster, D. yakuba presenta el intréon mas largo con
un tamafio 76 pb, mientras que en el grupo obscura es D. persimilis la especie con el
mayor intrén (62 pb). Por lo tanto, el intrén presente en todas las especies analizadas
puede catalogarse dentro de la clase de intrones cortos (Mount et al. 1992; Yu et al.
2002). El tamafio del intrén en cada especie, asi como las estimas de la divergencia en

el subgrupo melanogaster 'y el grupo obscura se muestran en la tabla I1.10.

Tabla 11.10. Tama#ho del intron en el gen Dea

Divergencia

Especies Tamano introm
Subgrupo melanogaster
nel-sim 58-56 (38) 0118
mel-sech 58.56 (58) 0162
mel-man 58-56 (58) 0.140
mel-yak 38.76 (78) 0388
mel-cre 58-55(58) 0314
sim-sech 5656 (56) 0077
sim-man 56-56 (56) 0ol
sim-yvak 56-76 (76) 0274
sim-ere 56-35 (50) 0211
sech-mau 56-56 (56) 0097
sech-vak 56-76 (76) 0291
sech-ere 56-55 (56) 0.258
man-yak S56-76(76) 0.306
nRIN-e 56-55 (56) 0 I86
yak-ere 76-55(76) 0317
Grupo ebscura
per-sith 62-59 (66) 0.398
per-made 62-59 (66) 0365
per-guan 62-58 (60) 0370
sub-made 39.59 (39) 010
sub-guan 59.58 (59) 0145

made-guan 59.58 (39) 0123

Nombre de las especies como en la tabla
I.7.  Entre paréntesis, longitud del
alineamiento entre pares de especies.

De acuerdo al criterio de méxima parsimonia se infirid6 el numero de
sustituciones nucleotidicas y de indels que presenta la secuencia del intron en las
especies del cluster melanogaster. Con esta finalidad se utilizaron D. yakuba y D.

erecta como especies outgroup. La especie empleada como outgroup en el cluster
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subobscura fue D. persimilis (tabla 11.11). En el cluster melanogaster se detectaron un
total de 19 sustituciones y 2 indels en la comparacion con D. yakuba y un total de 17

sustituciones y 2 indels en la comparacion con D. erecta.

Tabla I1.11. Numero de sustituciones ¢ indels en el intron del gen Dca

Especies Alineamiento Sub  Sub/pb* Indels Indels/pb Del Ins Del/Ins

Cluster melanogaster

D. yakuba® 78 19 0243 2 0.025 I 1 |
D. erecta" 58 17 0.203 2 0.034 0

(S

Cluster obscura

D. persimilis‘ 68 18 0.264
Sub, substituciones; Del, deleciones; Ins, inserciones.

* Numero total de pares de bases (incluyendo los gaps) en el alineamiento.

b Especies empleadas como outgroup para el cluster melanogaster.
¢ Especies empleadas como outgroup para el cluster obscura.

N

0.073 3

[B¥]
s

El cluster subobscura presenta 18 sustituciones y 5 indels. La relacion
sustituciones/indels para el cluster melanogaster es muy similar en las dos
comparaciones (9.5 al usar D. yakuba como outgroup y 8.5 al usar D. erecta), mientras
que en el cluster subobscura la relacion observada es inferior (3.6). Sin embargo, el test
de y* de contingencia realizado a partir de los valores observados de sustituciones
nucleotidicas y de indels detectados en cada cluster no es significativo (x* = 1.224; P =
0.268 y X2 = 0.942; P = 0.331 al utilizar D. yakuba o D. erecta como outgroups,
respectivamente). El nimero de sustituciones por posicién es muy similar en los dos
cluster, con valores de 0.243 sustituciones/pb en la comparacion con D. yakuba y de
0.293 sustituciones/pb en la comparacioén con D. erecta dentro del cluster melanogaster
y un valor de 0.264 sustituciones/pb en el cluster subobscura.

Los indels detectados fueron clasificados como inserciones o deleciones. De los
dos indels hallados en el cluster melanogaster en la comparacidon con D. yakuba, uno es
una insercion de 2 pb y el otro es una delecion de 20 pb. En la comparacion con D.
erecta también se detectaron 2 indels en este cluster, pero en este caso ambos son
inserciones de 2 pb y 1pb. En el cluster subobscura se identificaron 5 indels, de los
cuales 3 representan deleciones de 4 pb, 1pb y 5 pb y los dos restantes son inserciones
de 5 pby 2 pb.

La relacion deleciones/inserciones es de 1 para el cluster melanogaster en la
comparacion con D. yakuba y de 1.5 en el cluster subobscura. Estas estimas son muy

parecidas al valor de la relacién entre deleciones/inserciones de 1.35 detectado por
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Comeron y Kreitman (2000) en un estudio de polimorfismo de indels en intrones de D.

melanogaster 'y por Parsch (2003) en un estudio realizado en el subgrupo melanogaster.

Genes paralogos

Se detectd la presencia de mas de una regidén con una alta similitud al gen Dca
en D. pseudoobscura y D. ananassae (figura 11.10). En la primera especie, se
identificaron dos regiones que corresponden a genes funcionales y se encuentran
separadas aproximadamente 10 kb. En D. ananassae, fueron detectadas tres regiones
que se encuentran formando un cluster de aproximadamente 3.5 kb. Dos de estas
regiones (anal y ana3) corresponden a genes funcionales mientras que la tercera (ana2)
puede considerarse pseudogen puesto que presenta un coddn de sfop prematuro en la

posicion 90 de la secuencia aminoacidica (figura I1.12A).
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Figura II.12 Alineamiento multiple de la secuencia aminoacidica de A) las tres copias del gen Dca detectadas en
Drosophila ananassae y B) de las dos copias encontradas en Drosophila pseudoobscura. Los puntos (.) indican
aminoacidos idénticos a los de la secuencia de referencia. Los guiones (-) deleciones de aminoacidos. El asterisco (*)
muestra el coddn de sfop prematuro en la copia ana?2.
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El alineamiento multiple de la secuencia aminoacidica codificada por los 3
genes pardlogos en D. ananassae comprende un total de 309 aminoécidos (figura
II.12A). En ana?2 se detectaron dos inserciones y una delecion con respecto a las copias
anal y ana3. Las dos inserciones se encuentran en el inicio de la region codificadora y
comprenden un total de 2 y 3 aminoacidos, mientras que la delecion se ubica al final del
gen y abarca 5 aminodcidos. Por lo tanto, las tres copias presentan una pauta de lectura
de igual longitud (304 aminoécidos). La comparacion anal-ana? presenta 99
diferencias sinébnimas y 116 no sinonimas, mientras que en anal-ana3 las diferencias
sinonimas se reducen a 79 y las no sinénimas a 90. En la comparacion ana2-ana3 las
diferencias sindnimas y no sinonimas observadas fueron 81 y 71, respectivamente. En
D. pseudoobscura, el alineamiento de la secuencia aminoacidica codificada por las dos
copias del gen Dca comprende 303 aminodcidos (figura 11.12B). El ntimero de
diferencias nucleotidicas detectadas entre las dos copias es de 10 (8 sinonimas y 2 no
sinonimas). No se observaron deleciones ni inserciones.

Las estimas de la divergencia nucleotidica corregidas por el método de Nei-
Gojobori (1986) modificado (Nei y Kumar 2000) entre los diferentes genes paralogos
de D. ananassae y de D. pseudoobscura se muestran en la tabla I1.12. Las estimas de
divergencia silenciosa corresponden a la divergencia en las posiciones sindnimas y en el
intrén. En D. ananassae, la comparacion anal-ana? presenta las estimas de divergencia
mas elevadas para todos los tipos de posiciones. Los menores valores tanto de
divergencia sinonima como silenciosa se encuentran en la comparacion anal-ana3,
mientras que la comparacion ana2-ana3 presenta los niveles mas bajos de divergencia
no sinonima. Todas las estimas de divergencia en la comparacion entre pseul-pseu2 son

muy bajas, especialmente para las posiciones no sinénimas.

Tabla TL12. Divergencia nocleotidica entre gemes paralogos

Especie Sinénima  No. posiclones sinonimas  No sinomima  No, posiclones no sinénimes  silenclosa  No. posiclones sbenclosas K, /K,

anal - anal 0.459 216.5 0.228 680 5 0.600 2738 0500
anal - amad 0.35% 219417 0170 692 583 0467 285417 0478
anal - anal 0364 22278 0129 674 28 0504 280 78 0354

prel-psed 0.031 13833 0003 685.167 0.032 83 0.097

Nombre de las especies como en la tabla I1.7.

La relacién entre la divergencia no sinénima (K,) y sinénima (K;) entre las
diferentes copias del gen Dca en D. ananassae y en D. pseudoobscura son menores de
1. Sin embargo, el valor observado varia desde 0.354 en la comparacién ana2-ana3

hasta 0.5 en la de anal-ana2, mientras que en pseul-pseu? este valor es
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extremadamente bajo (0.097) (tabla I1.12). En la figura I1.13 se muestra la distribucion
de la relacion K,/K a lo largo de la region codificadora entre las diferentes
comparaciones de D. ananassae. A pesar del relativamente buen ajuste en la
distribucion del ratio K,/K en las distintas comparaciones, la zona central del gen

contiene regiones con valores de K /K > 1.
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Figura I1.13. Analisis de sliding window de la relacion entre la divergencia no
sinonima (K,) y sinénima (K;) en las diferentes comparaciones entre las copias
del gen Dca en D. ananassae. El tamaiio de la ventana es de 70 posiciones con
desplazamientos de 10 posiciones.

Analisis de maximum likelihood (ML) de la region codificadora del gen Dca

La evolucién molecular y la divergencia de los genes Dca pardlogos y ortélogos
se analizaron usando diferentes modelos evolutivos implementados en el programa
PAML (Yang 1997) y de acuerdo a la filogenia de la figura I1.14. El analisis fue
realizado en 12 especies del subgénero Sophophora, aunque el nimero total de
secuencias utilizadas fue de 14 al incluirse las dos copias funcionales detectadas en D.
ananassae 'y D. pseudoobscura. Las secuencias de los genes anterior fat body protein
(AFP) de Calliphora vicina (Blue Blowfly) y Sarcophoga peregrina (Fleshfly) con

elevada similitud al gen Dca se utilizaron como outgroup.
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Figura I1.14 Filogenia de las 14 secuencias del gen Dca en las 12 especies analizadas de
Drosophila y las dos especies empleadas como outgroup. Call, Calliphora vicina; sar,
Sarcophoga peregrina. Los nimeros sobre cada una de las ramas son las estimas de
maximun likelihood del nimero de sustituciones no sinénimas/sinénimas para cada rama
empleando el modelo FR. La longitud de las ramas se muestra en proporcion a las
estimas de la divergencia. En rojo, ramas tropicales; en verde, ramas templadas; en lila el
resto de ramas (outgroup)

Los valores de log likelihood (¢) asi como las estimas de los parametros bajo

diferentes modelos se muestran en la tabla I1.13. El modelo MO (one-ratio model)
asume la misma relacion dn/ds (dn/ds = ®) para todas las ramas de la filogenia y

presenta un ¢ = - 5405.100. Por el contrario, de acuerdo al modelo FR (free-ratio

model) que admite una @ diferente para cada una de las ramas del arbol, infiere un valor

de ¢; =-5356.091. Puesto que el modelo MO incluye 31 parametros y el modelo FR 59,
dos veces la diferencia de log likelihood, 2A¢ = 2(¢; — ¢p) = 98.017 puede ser comparada

con una distribucién y* con 28 grados de libertad para poder determinar si el modelo FR
se ajusta mejor a los datos que el modelo MO. La diferencia entre los dos modelos es
significativa (P = 1.058 x 10), indicando que el valor de ® es diferente en los distintos

linajes.
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Tabla 1113, Valores de log likelihood v estimas de los parametros bajo diferentes modelos

Estimas de los Seleccion
Modelo f ¢ parametros positiva
Branch models
MO 3l - 5405.100666 ©=0089, x= 141 No
FR 59 -5356.091978 x=132 No
BrTrop-Temp 33 - 5387.774742 Opee ™ 0,124, g = 0.082 No
Wy = 0.029
k=132
Sites models
Ml 32 - 5329.045542 x=1.57 No permitido
Po= 0873, oy = 0.060
pr=0.126,0,= 1
M2 3 - 5329045542 x=1.57 No
Po = 0.873, o = 0,060
p=0.126, o, =1
2= 0.000, o, = 28.251
M3 (K=2) 33 -5289.371589 x=144 No
Po=0.716, @y = 0,027
p; = 0283, w, = 0307
M3 (K=3) 35 - 5289.371589 x=14 No
Po=0.716, o =0.027
2=0283, w;=0307
p2=0.000, ©,=2096
M7 32 - 5283.764578 x=143 No permitido
p=0387, q=2974
M8 34 -5279.324126 x=144 No
p=0467, q=448I
m=0977, ;,;=0.022
o, = |.28]
Branch-sites
model A
RamasTrop 34 - 5318332077 =153 104D (P > 0.95)
Po=0831, p,=0.075
(s + py) = 0.093
o= 1.000
RamasTemp 34 - 5320.676155 x= 151 140W, 146S (P = 0.95)

o= 0.872, p; = 0,0879
(ps+ py) = 0,039
0= 2216

f, grados de libertad; ¢.valor de log likelihood; w, relacion dy/ds; K, relacion entre el numero de
transiciones y transversiones; Trop, ramas tropicales; Temp, ramas templadas; Res, resto de

ramas.

Las estimas de los valores de o detectados en las diferentes ramas de acuerdo al
modelo FR indican que el gen Dca presenta unos niveles de constriccion funcional
elevados. El numero de sustituciones sindnimas y no sinénimas para cada una de las
ramas del arbol fueron calculadas a partir de los pardmetros estimados bajo el modelo

FR y se presentan en la figura I1.14.
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Un factor que podria contribuir a dicha heterogeneidad es la diferencia en la
distribucion geografica de las especies estudiadas. Por este motivo, la divergencia entre
ellas se analizé atendiendo a las condiciones climaticas de su area de distribucion. Con
esta finalidad, estas 12 especies se han clasificado en templadas o tropicales de acuerdo
a Gilbert et al (2001). Estos autores detectaron una muy buena relacion entre la
distribucién de diversas especies de Drosophila y su capacidad de recuperacion tras un
tratamiento prolongado a 0°C. Las especies templadas se recuperaban mucho mas
rapidamente que las especies tropicales. Este resultado les permitio caracterizar, por
ejemplo, a D. melanogaster y D. simulans como especies tropicales de acuerdo a su
origen climatico y a pesar de presentar en la actualidad una distribucion cosmopolita.
En base a esta idea, D. madeirensis y D. guanche se han considerado especies
templadas aunque su distribucion actual es subtropical.

Para determinar la posible diferencia en la evolucién del gen Dca en linajes
especificos causada por la asociacién con la distribucion geografica, se empled un
modelo (BrTrop-Temp) con tres valores de o diferentes: uno (orrp) para los linajes
tropicales, uno (®temp) para los linajes templados y otro (wgres) para el resto de ramas

(outgroup). Este modelo es significativamente mejor que el modelo MO (2A¢ =

34.651848, P = 2.988 x 10™), indicando que el valor de ® para las ramas tropicales
(o1rop = 0.124) es significativamente diferente al obtenido para las ramas templadas
(@Temp = 0.082). Un resultado similar se obtuvo si D. melanogaster y D. simulans se
consideraban especies templadas o si D. madeirensis y D. guanche se consideraban
tropicales. El modelo BrTrop-Temp también se comparod con el modelo FR. En este

caso, el modelo FR se ajusta mejor a los datos (2A¢ = 63.365528, P = 5.821 x 10'5),

indicando que otros factores ademas del caracter tropical o templado de las especies esta
contribuyendo a la heterogeneidad de los valores de o entre las ramas.

De acuerdo con los anteriores modelos, el parametro ® se estima como un
promedio sobre todas las posiciones de las secuencias analizadas. Sin embargo, este
criterio es muy restrictivo para poder detectar seleccion positiva puesto que la mayoria
de los cambios adaptativos normalmente afectan a pocos aminoacidos de la proteina
mientras que los restantes permanecen muy conservados. Por lo tanto, el valor de ®
calculado a partir del criterio anterior puede no ser significativamente >1 incluso si se
ha producido algun evento de adaptacion molecular. Para evitar este problema y poder

identificar posibles aminoacidos bajo seleccion positiva, se emplearon modelos
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estadisticos que permiten que el pardmetro ® varie entre las diferentes posiciones (site
models) (Nielsen y Yang 1998; Yang et al. 2000).

Los resultados de las estimas de ML al emplear los modelos M1 (nearly neutral),
M2 (seleccion), M3 (discreto), M7 (beta) y M8 (beta & ®) se muestran en la tabla I1.13.
Los andlisis realizados con los modelos M1, M2 y M3 (K=2 y K=3) indican que el 71-
87% de las posiciones analizadas se encuentran bajo una fuerte seleccion purificadora
con valores de ® que van desde 0.03 hasta 0.06. Sin embargo, de acuerdo al modelo M3
(K=2) en el resto de posiciones la seleccion es mas relajada con valores de ® = 0.31 (en
los modelos M1 y M2 se fija una clase de  con valor 1). Las estimas de los parametros
obtenidos con los modelos M7 y M8 sugieren que los valores de ® presentan una
distribucioén beta en forma de L, con la mayoria de aminoacidos muy conservados o
poco variables (p ~ 0.4y g ~ 3.5).

Los modelos M1 y M2 fueron comparados para determinar si existen posiciones
bajo seleccion natural. Ambos modelos no difieren en las estimas de ML por lo que no
existen evidencias de seleccidn natural en ningun codén en particular. Sin embargo, los
modelos discretos (M3 con K = 2 o K = 3) se ajustan significativamente mejor que el
modelo MO a los datos. No obstante, los pardmetros estimados bajo el M3 (K = 3)
indican que ningln sitio se encuentra bajo seleccidon positiva. Adicionalmente, este
modelo no es significativamente mejor que el modelo mas simple M3 (K = 2)
proporcionando evidencia de la no existencia de sitios con ® > 1. Sin embargo, existen
dos categorias de posiciones evolucionando con diferentes niveles de constriccion
(M3(K = 2), o = 0.027 y ®; = 0.307). Similarmente, a pesar de que el modelo M8
identifica una pequefia proporcion de sitios (p1 = 2.2%) con un valor de @ = 1.28, no
identifica ninguna posicion bajo seleccion positiva

El modelo alternativo A de branch-sites fue implementado con el propodsito de
determinar la existencia de sitios bajo seleccion positiva en linajes especificos. Este
modelo, el cual es una extension del modelo M1, asume que hay dos clases de sitios (g
<1y o = 1) en todos los linajes y permite que algunos sitios evolucionen bajo
seleccion positiva, incorporando una ®; > 1, en el linaje de interés (foreground
branches). Para los andlisis se escogieron dos tipos de ramas como foreground: las que
llevan a los linajes tropicales y a las que llevan a los linajes templados. Este modelo se

ajusta significativamente mejor que el modelo M1 en ambos casos (tropicales, 2A¢ =

21.426, P=2.224%x107; templados, 2A¢=16.738, P = 0.000232), e identifica 1 (104D)
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y 2 (140W, 1468) (figura II.15) posiciones bajo seleccion positiva, respectivamente. Por
ultimo, para evitar la identificacion de falsos positivos con el modelo de branch-sites, se
empleo el test 2 (Zhang et al. 2005) que compara el modelo alternativo A y el modelo
nulo A con m; = 1. No obstante, este test es significativamente mejor inicamente en las
ramas templadas. Por lo tanto, a pesar de que los modelos de branch-sites predicen
posiciones seleccionadas positivamente, no se puede descartar que el valor de w; > 1 en
los linajes tropicales sea causado por la relajacion de la constriccidon funcional (w, = 1),

mientras que la seleccion positiva puede haber actuado en las ramas templadas.
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Figura II.15. Alineamiento multiple de la proteina codifica por el gen Dca en las especies analizadas. En negro se
indican aminodacidos idénticos en todas las secuencias y en gris aminoacidos con propiedades bioquimicas similares.
Mel, D. melanogaster; Sim, D. simulans; Sec, D. sechelia; Mau, D. mauritiana; Yak, D. yakuba; Ere, D. erecta; Ana,
D. ananassae; Ps, D. pseudoobscura ; Per, D. persimillis; Sub, D. subobscura; Mad, D. madeirensis; Gua, D. guanche;
Cal, Calliphora vicina; Sar, Sarcophaga peregrina.
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I1.2.2 DISCUSION

11.2.2.1 DIVERGENCIA NUCLEOTIDICA DEL GEN DCA EN DROSOPHILA

Los resultados obtenidos muestran que las estimas de la divergencia sinonima
(Ks) entre las especies del grupo obscura y D. ananassae fueron inferiores que las
detectadas entre las especies del grupo obscura y las incluidas en el subgrupo
melanogaster a pesar que el tiempo de divergencia coincide en ambas comparaciones.
Esta diferencia pareceria indicar una aceleracion en la tasa de fijacion de mutaciones
sinonimas en el linaje que conduce a las especies del subgrupo melanogaster. Esta
aceleracion también se ve reflejada en el arbol filogenético de la figura II.11A en el que
destaca la longitud de la rama que conduce a dichas especies. Estos resultados pueden
relacionarse con las diferencias en el sesgo en el uso de codones sinénimos entre las
especies. De hecho, las especies del grupo obscura y D. ananassae muestran un sesgo
en el uso de codones sindnimos mas acusado que las especies del subgrupo
melanogaster. El mantenimiento en el sesgo en el uso de codones sinénimos en
Drosophila puede explicarse por la accidon de una seleccion débil actuando en contra de
las mutaciones de codon preferente a no preferente que podrian considerarse
ligeramente deletéreas y a favor de las mutaciones de codon no preferente a preferente
que serian ligeramente ventajosas (Akashi 1995).

Asi, la aceleracion significativa observada por medio del relative rate test en la
tasa de fijaciéon de las mutaciones sinonimas en el linaje de D. melanogaster y
parcialmente significativa en el resto de especies del cluster melanogaster, podria
deberse a una relajacion de la seleccion débil en contra de las mutaciones de codon
preferente a no preferente lo que provocaria tanto un aumento en la tasa de sustitucion
sinonima y una disminucion del sesgo en el uso de codones sinonimos. Esta explicacién
también estaria de acuerdo con los datos del polimorfismo en D. melanogaster. De
hecho, utilizando D. simulans como especie outgroup puede inferirse que de los 16
polimorfismos sinénimos detectados en la regién codificadora del gen Dca en D.
melanogaster, 10 producen un cambio de codon preferente a no preferente, mientras que
tan solo 3 producen un cambio de codon no preferente a preferente. Ademas 5 de las 10
mutaciones de codén preferente a no preferente presentan una frecuencia superior al

50% indicando que estan segregando a frecuencia elevada.
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Se ha propuesto que en las regiones con niveles de recombinacion reducidos la
tasa de fijacion de mutaciones ligeramente deletéreas es mayor que en las regiones con
recombinacion normal (Birky y Walsh 1988; Charlesworth 1994). Esta prediccion se ha
comprobado empiricamente ya que en D. melanogaster los genes localizados en zonas
de baja recombinacién tienden a presentan un bajo sesgo en el uso de codones
sinonimos (Kliman y Hey 1993). En el estudio interespecifico realizado por Munt¢ et al.
(2001) de la divergencia del gen yellow (y) empleando las mismas especies analizadas
en este trabajo se obtuvo un resultado similar al detectado para el gen Dca. Los
resultados del gen y se interpretaron en relacion al fuerte cambio recombinacional que
exhibe la region y en estas especies ya que dicha regidn esta localizada en una zona con
una fuerte reduccion de la recombinacion en las especies del subgrupo melanogaster y
de recombinacion normal en D. ananassae y las especies del grupo obscura. Sin
embargo, esta explicacion no puede aplicarse para el gen Dca ya que éste no se
encuentra ubicado en una region con un nivel reducido de recombinacidn en ninguna de
las especies analizadas.

Por otra parte, la teoria casi neutral (Otha 1992) propone que en los linajes con
tamafios efectivos pequefios se espera que la tasa de fijacion de mutaciones ligeramente
deletéreas sea mas alta debido a que la deriva genética contrarresta el efecto de la
seleccion débil. Asi, los resultados de la divergencia interespecifica del gen Dca podrian
explicarse asumiendo que el tamaifio efectivo de las especies del subgrupo melanogaster
es menor que el de D. ananassae y el de las especies que conforman el grupo obscura.
Adicionalmente, dentro del grupo melanogaster los valores negativos de la diferencia
Ki3-K>3 en todas las comparaciones entre los linajes de D. yakuba o D. erecta con los
del resto de especies del subgrupo melanogaster al utilizar D. ananassae como
outgroup indican una tasa de sustitucion sindbnima mayor en los linajes que llevan a D.
melanogaster, D. simulans, D. sechelia y D. mauritiana. Este resultado también seria
consistente con una mayor eficacia de la seleccion en contra de las mutaciones
ligeramente deletéreas en los linajes de D. yakuba y D. erecta debido a un mayor
tamafio efectivo. De hecho, estas especies presentan los niveles de codon bias mas
elevados entre las especies del subgrupo melanogaster.

Por otro lado, la aplicacion del relative rate test permitid detectar una
aceleracion significativa en la tasa de fijacion de mutaciones no sinonimas en las
diferentes copias del gen Dca en D. ananassae (tabla I1.9). Este resultado puede ser

causado por la relajacion de las constricciones funcionales que permitiria la
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acumulacién de sustituciones no sinénimas a lo largo del gen. No obstante, la tasa de
fijaciéon de mutaciones sinonimas y no sinénimas en las comparaciones que incluyen
ana2 son las mas elevadas lo que concuerda con la idea que este gen se encuentra en

proceso de pseudogenizacion.

Genes paralogos

En este estudio fueron identificadas 3 regiones de alta similitud a la region
codificadora del gen Dca en D. ananassae 'y 2 en D. pseudoobscura. De las 3 regiones
de la primera especie, una fue considerada como un pseudogen debido a la presencia de
un coddén de stop en la posicion 90 del alineamiento (figura I1.12A). Sin embargo,
ninguna otra caracteristica de pseudogenizacion como la presencia de deleciones que
interrumpan la pauta de lectura de la proteina, otros codones de sfop o la falta de sitios
de splicing fueron observadas. Por lo tanto, es posible que esta copia haya adquirido
recientemente el codon de stop observado y se encuentre en proceso de
pseudogenizacion, o que hubiera un error en la secuencia nucleotidica en esta region
que produjera un cambio de aminoacido.

Las estima de la divergencia silenciosa y sindénima (tabla I1.12) entre las
duplicaciones detectadas en D. ananassae indican que la copia ana?2 es la mas antigua
debido a los valores mas elevados de Ky y Ks que presentan las comparaciones que
incluyen esta copia.

El alineamiento de las tres copias del gen Dca (figura 11.12A) muestra que la
mayoria de los cambios aminoacidicos se encuentran en la zona central de la proteina
mientras que las regiones N-terminal y C-terminal se mantienen mas conservadas. La
proteina codificada por el gen Dca presenta un total de 91, 71 y 62 reemplazamientos
aminoacidicos en las comparaciones anal-ana2, anal-ana3 'y ana2-ana3,
respectivamente. Algunos de estos reemplazamientos pueden deberse a la fijacion de
mutaciones no sindénimas ventajosas o a mutaciones selectivamente neutras. En el
primer caso, los cambios en una de las copias podrian haber sido causados por
evolucion adaptativa debido a la aparicion de una nueva funcion, mientras que en el
segundo caso, la relajacidon de la seleccion purificadora en contra de las mutaciones no
sinonimas en una de las copias habria permitido que la deriva llevara estas mutaciones a
la fijacién. Sin embargo, los valores observados de la relacion K,/Ks menores de 1 en

todas las comparaciones apuntan a la relajacion de la seleccidon purificadora como la
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causa principal de la fijacién de los reemplazamientos aminoacidicos. No obstante, a
pesar de la similitud observada en la distribucion de la relacion K,/K; a lo largo de la
region codificadora en las tres posibles comparaciones, los menores valores de K./K; en
el exon 2 (figura 11.13) sugieren una mayor constriccion funcional en comparacion al
exon 1. Esto indica que los niveles de relajacion de la seleccién purificadora son
diferentes a lo largo del gen Dca en D. ananassae.

A diferencia de D. ananassae, las dos copias detectadas en D. pseudoobscura
presentan unos niveles de divergencia silenciosa y no sinonima muy reducidos (tabla
II.12) lo que sugiere un evento de duplicacion relativamente reciente. De hecho,
unicamente se detectaron dos reemplazamientos aminoacidicos fijados en las posiciones
117 y 140 del alineamiento (figura II1.12B) entre las dos copias. Los niveles de la
relacion entre la divergencia no sinénima y sinéonima (K,/Ks = 0.097) sugieren que el
gen Dca en D. pseudoobscura esté bajo unos niveles de constriccidon funcional bastante
elevados. Por otro lado, los resultados obtenidos a partir de los analisis de BLAST en D.
persimilis detectaron una unica copia del gen Dca, lo que sugiere que la duplicacion se
produjo después de la divergencia entre ambas especies. El gen de D. persimilis se
encuentra ubicado en la misma region sinténica del gen ps/ lo que sugiere que esta

copia es la ancestral de las dos observadas en D. pseudoobscura.
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I11.1. POLIMORFISMO NUCLEOTIDICO DEL GEN RC

I11.1.1 RESULTADOS

III.1.1.1 POLIMORFISMO NUCLEOTIDICO DEL GEN RC EN D.
MELANOGASTER

Se secuencid un fragmento de aproximadamente 2.8 kb en 13 lineas de D.
melanogaster. Dicho fragmento incluye toda la region codificadora del gen Regucalcin
(RC) que comprende alrededor de 0.9 kb y parte de las regiones 5’ y 3’ flanqueantes con

una longitud aproximada de 1 kb y 0.8 kb, respectivamente.

Analisis del polimorfismo nucleotidico

El alineamiento multiple de las 13 lineas de D. melanogaster presenta un total de
2822 posiciones. Sin embargo, el niimero de posiciones se reduce a 2785 al eliminar
aquellas posiciones con gaps en alguna o varias de las lineas analizadas. En este
alineamiento se detectaron 8 polimorfismos por insercion/delecion y 59 posiciones
polimorficas por cambio nucleotidico (figura III.1).

En la region 5° flanqueante se detectaron 6 de los 8 polimorfismos por
insercion/delecion y 31 polimorfismos por cambio nucleotidico de los cuales 12 son Unicos.
En la regién codificadora no se detectd ningin polimorfismo por insercion/delecion. En
esta region se identificaron 8 polimorfismos por cambio nucleotidico, todos ellos
sinonimos. Tres de estos polimorfismos presentan variantes unicas. La region 3’
flanqueante contiene los restantes 2 polimorfismos por insercion/delecion y un total de 20

polimorfismos por cambio nucleotidico, 6 de ellos tnicos.

Diversidad haplotipica

Al considerar los polimorfismos por cambio nucleotidico en toda la regién analizada
las 13 lineas de D. melanogaster se agrupan en 10 haplotipos. El nimero de haplotipos

identificados no se ve afectado si se consideran asimismo los polimorfismos por
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insercion/delecidon. De los 10 haplotipos detectados 9 corresponden a lineas Unicas y uno
esta presente en cuatro lineas. La diversidad haplotipica es Hd = 0.923. Al considerar
solamente los polimorfismos detectados en la region codificadora, las 13 lineas analizadas
de D. melanogaster se agrupan en 3 haplotipos que representan una unica variante proteica.
Al tener en cuenta solamente los 31 polimorfismos detectados en la regién 5’ flanqueante,
las 13 lineas de D. melanogaster se agrupan en un total de 6 haplotipos. En esta region la

diversidad haplotipica es Hd = 0.718.
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Desequilibrio de ligamiento y recombinacion

El grado de desequilibrio de ligamiento se analizd para las posiciones polimorficas
informativas detectadas. Entre los 38 posiciones polimorficas observadas, se realizaron 703
comparaciones de las cuales 261 (37.1%) son significativas por el test %*. Ninguna de las
comparaciones fue significativa al aplicar la correcciéon de Bonferroni. La region RC
presenta valores significativos de los estadisticos Za (Za = 0.786; P = 0.003), Wall’s B (B =
0.6; P =0.026) y Wall’s O (Q = 0.789; P = 0.001) bajo la premisa conservativa de no
recombinacion. Se detectaron un minimo de 5 eventos de recombinacion (Rm): 2 en la
region 5° flanqueante, 1 entre la region 5° flanqueante y la regidon codificadora y 2 en la
region 3’ flanqueante.

En la region 5’ flanqueante, de las 171 comparaciones realizadas 155 (90.6%) son
significativas por el test %° y ninguna tras aplicar la correccién de Bonferroni. Para la
region codificadora, las 10 comparaciones (100%) realizadas son significativas con la
correccion de Bonferroni. En la region 3’ flanqueante el 72.5% de las comparaciones son
significativas por el test % y el 42.8% con la correccion de Bonferroni. Los estadisticos Za,
Wall's B y Q son significativos en la region 5° flanqueante con valores de Z = 0.822 (P =
0.003), Wall's B = 0.611 (P = 0.031) y Wall's Q = 0.789 (P = 0.002). En la region
codificadora tnicamente el estadistico Zx es significativo (Zx = 0.803; P = 0.043) mientras
que los valores de los tres estadisticos son significativos en la 3’ flanqueante (Z4 = 0.827; P

=0.012; Wall’B=0.692; P =0.013; Wall’s 0 =0.785; P =0.016).
Diversidad nucleotidica

Los niveles del polimorfismo nucleotidico fueron estimados para distintos tipos de
posiciones (tabla III.1). La diversidad nucleotidica wt para toda la regidon analizada es 0.007.
Esta estima es similar a la de 0.009 obtenida para las posiciones silenciosas (regiones 5’ y
3’ flanqueantes, intrdn y posiciones sindnimas de la region codificadora). Dentro de la
region codificadora, la diversidad nucleotidica para las posiciones sinonimas () es 0.009

mientras que para las posiciones no sinonimas (m,) es 0. En la regiéon no codificadora
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(regiones 5’ y 3’ flanqueantes e intron) esta estima es 0.009. Las estimas de la diversidad

nucleotidica fueron muy similares a las estimas de 0 para todos los tipos de posiciones.

Tabla I11.1. Estimas del polimorfismo nucleotididco del gen RC en D. melanogaster

Region N de Sitios S n 0
No Codificadora 1876 51 0.009 0.009
5 979 31 0.009 0.010
3 840 20 0.009 0.007
Codificadora 9209 8 0.002 0.003
Silenciosa 2102.67 59 0.009 0.009
Sinonima 226.67 8 0.009 0.011
No sinénima 682.33 0 0 0
Total 2785 59 0.007 0.007

Test del neutralismo

Los test propuestos por Tajima (1989) y Fu y Li (1993) se aplicaron para determinar
st los patrones del polimorfismo observados en la regidon estudiada se ajustaban al
neutralismo (tabla III.2). Estos tests se realizaron independientemente para diferentes
regiones y tipos de posiciones. En la region 5° flanqueante todos los estadisticos propuestos
para aplicar los distintos tests fueron negativos pero ninguno de ellos fue significativo.
Tampoco fueron significativos los tests realizados en el total de la region no codificadora o
para las posiciones silenciosas. Los resultados obtenidos con los tests de Tajima y Fu y Li
indican que el patron del polimorfismo en la region estudiada se ajusta a las predicciones
del neutralismo.

El test H de Fay y Wu (2000) fue utilizado para determinar si existe un exceso de
mutaciones derivadas segregando a alta frecuencia en la region analizada (tabla 1I1.2). El
estadistico H se estim6 para diferentes tipos de posiciones independientemente. Para poder
determinar el estado de los cambios observados se utilizo la secuencia de D. simulans como
especie outgroup. Este test es negativo y estadisticamente significativo (P < 0.05) en todos
los casos excepto en la regidon 5’ flanqueante donde es marginalmente significativo (0.1> P
> 0.05). Por lo tanto, este resultado indica que existe un exceso de mutaciones derivadas

segregando a alta frecuencia en toda la region analizada.
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Tabla II1.2. Tests del neutralismo en el gen RC de D. melanogaster

Test No codificadora 5 Silenciosas Total
Tajima D 0.175 -0.424 0.057 0.058
P(D < Dobs) 0.615 0.365 0.565 0.563
FuyliD* -0.018 -0.174 -0.032 -0.032
P(D*< D%obs) 0.463 0,419 0.465 0,456
FuyLi F* 0.038 -0.276 - 0.009 0.009
P(F*< F%obs) 0.494 0.365 0.467 0.473
Fayy Wu H -13.192 - 8.333 - 16.333 - 16.333
P(H<Hobs) 0.034% 0.053" 0.03* 0.037%

Probabilidad de obtener un valor del test estadistico menor que el observado tras simulacion de

coalescencia sin recombinacion.
*P<0.05
#0.1>P>0.05

El test de McDonald y Kreitman (1991) se aplico para contrastar si la relacion entre
el namero de polimorfismos dentro de especie y el numero de diferencias fijadas entre
especies es equivalente para los cambios sindénimos y los no sinonimos. Para la
comparacion interespecifica se utilizo D. simulans. No se detectaron diferencias

significativas entre ambas relaciones (tabla I11.3).

Tabla IT1.3. Test de MK (1991) en el gen RC de D. melanogaster

Polimorfismo en Diferencias fijadas
D. melanogaster con D. simulans
No Sinonimo 0 4
Sinonimo 8 22
= 0.306
P =038

Genealogia de los alelos

La genealogia de los diferentes alelos analizados se muestra en la figura I11.2. Para

este analisis se utilizo D. simulans como especie outgroup. En el arbol se observan los
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cuatro alelos que comparten el mismo haplotipo (CN8, CN26, CN28 y CN39) asi como el

resto de haplotipos presentes en una sola linea.

CNSOX

D. simulans

0.005

Figura IIL.2. Genealogia de los alelos de la poblacion de Sant Sadurni
d’Anoia (CN) reconstruida por el método de neighbor-joining (Saitou y Nei,
1987) usando la distancia de Kimura de 2 parametros (Kimura 1980).
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I11.1.1.2 POLIMORFISMO NUCLEOTIDICO DEL GEN RC EN D. SUBOBSCURA

Se secuencio6 una regioén de aproximadamente 1.5 kb en 12 lineas de D. subobscura
de una poblacion natural de Riba-roja d’Ebre (Catalunya). El fragmento secuenciado
incluye toda la regiéon codificadora del gen Regucalcin (RC) asi como parte de las regiones

5’ y 3’ flanqueantes con una longitud aproximada de 10 pb y 500 pb, respectivamente.

Ubicacion citologica del gen RC

Los resultados de la hibridacién in situ del gen RC en los cromosomas politénicos

de D. subobscura muestran una unica sefial ubicada en la banda citolégica 12A del

cromosoma A (figura IIL.3).

Figura IIL.3. Hibridacion in situ del gen RC en los cromosomas politénicos
de D. subobscura. La flecha indica la sefial de hibridacion.

Analisis del polimorfismo nucleotidico

El alineamiento multiple de las 12 lineas de D. subobscura comprende un total de
1523 posiciones. Este numero se reduce a 1521 al eliminar las posiciones que presentan
gaps en una o varias de las lineas analizadas. En este alineamiento se detectaron tanto

polimorfismos por cambio nucleotidico como polimorfismos por insercién/delecion de
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nucledtidos. Un total de 19 polimorfismos por cambio nucleotidico y 2 por
insercion/delecidon fueron identificadas en toda la region analizada (figura I11.4).

En la region 5° flanqueante no se identificd ningun polimorfismo ni por cambio
nucleotidico ni por insercion/delecion. En la regidn codificadora se detectaron 6 posiciones
polimérficas todas ellas con cambios nucleotidicos sinénimos y de las cuales 4 presentan
variantes Unicas. En la region 3’ flanqueante se identificaron los restantes 13 polimorfismos
por cambio nucleotidico (7 de ellos con variantes Unicas) y los 2 por insercion/delecion de

nucleétidos (figura I11.4).

M~ © © O 0O O N © 8 < 8 © 8 8 = ﬁ - % 8 8 E
© M O B O ~ ~ © O O © O 0 = ~ NN N ¥« ¥ <
- N D O ~NNMNNOBGO ™~ - - - - - - - v - + «
Sub230 CTTGTCCTGGTACACGTCAGTCOGC
Sub232 : . C
Sub303 Wi mi o ; T ; T
Sub305 . C C A . G A A AT
Sub306 C AT A
Sub309 C AT A .
Sub314 . G A A A -
Sub317 C G ; G -
Sub337 C C A
Sub342 C :
Sub345 ooyt G v T 0 G W ¥ W % om A oA N B 3
Sub354 A A | < - L7 . - N LA o -
D. madeirensis C - A . ?7 7?77
D. guanche (o - e ® A S Y S R S S S A (R

Figura IIL.4. Polimorfismo nucleotidico en el gen Regucalcin en las 12 lineas secuenciadas de D. subobscura. Las
posiciones polimorficas en la regién codificadora se indican sombreadas en gris. Los puntos (.) indican nucledtidos
idénticos a los de la secuencia de referencia, los guiones (-) deleciones de nucledtidos respecto a esta secuencia y el
signo de interrogacion (?) indica posiciones no analizadas. Las dos ultimas filas muestran la informacion en D.
guanche y D. madeirensis para las posiciones identificadas como polimérficas en D. subobscura.

Desequilibrio de ligamiento y recombinacion
El grado de desequilibrio de ligamiento de la region estudiada se analizd entre las

posiciones polimdrficas informativas detectadas. De las 28 comparaciones entre los 8

polimorfismos detectados, 8 (28.57%) son significativas por el test de % y 2 (7.14%) tras
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aplicar la correccion de Bonferroni. Se detectaron 2 eventos de recombinacion (Rm = 2)

entre las posiciones 596-772 y 772-964.

Diversidad nucleotidica

Los niveles del polimorfismo nucleotidico fueron estimados para distintos tipos de
posiciones (tabla II1.4). La diversidad nucleotidica silenciosa (7)) estimada fue de 0.006,
ligeramente inferior que la detectada en D. melanogaster (nsi; = 0.009, tabla III.1). Dentro
de la region codificadora, la estima para las posiciones sindnimas (7s) es 0.007 mientras que
para las posiciones no sinéonimas (m,) es 0. En la regidon no codificadora (regiones 5’ y 3’
flanqueantes e intrén) la estima de 0.005 es inferior a la diversidad nucleotidica sinénima
(ms=0.007). Las estimas de 0 para la mayoria de posiciones son mas altas que las estimas
de la diversidad nucleotidica. Este resultado indicaria un exceso de polimorfismos con

variantes segregando a bajas frecuencias en la region analizada.

Tabla II1.4. Estimas del polimorfismo nucleotidico del gen RC en D. subobscura

Region N° de Sitios S n 0
No Codificadora 612 13 0.005 0.007
Codificadora 909 6 0.002 0.002
Silenciosa 612 19 0.006 0.007
Sin6nima 221 6 0.007 0.009
No sinénima 688 0 0 0
Total 1521 19 0.003 0.004

Test del neutralismo

Los test propuestos por Tajima (1989) y Fu y Li (1993) se emplearon para detectar
posibles desviaciones del modelo neutro en el patrén de polimorfismo observado en el gen
RC (tabla IIL.5). Estos tests fueron realizados independientemente para las posiciones no
codificadoras y para las posiciones silenciosas. Los estadisticos propuestos para aplicar los

distintos tests son negativos en todos los casos, sin embargo ninguno de ellos presenta
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valores significativos. De esta forma, los resultados obtenidos muestran que el patron de
polimorfismo en la region estudiada se ajusta a las predicciones del neutralismo.

El test H de Fay y Wu (2000) se aplico para determinar si existe un exceso de
mutaciones derivadas segregando a elevada frecuencia en la regidon analizada (tabla II1.5).
El estadistico H se estim6 para toda la region analizada y para las posiciones no
codificadoras y silenciosas independientemente. En el andlisis se utilizd D. madeirensis
como especie outgroup. A diferencia de D. melanogaster, este test es en todos los casos
positivo y no significativo. Este resultado sefiala que no existe un exceso de mutaciones

derivadas segregando a alta frecuencia en la region analizada.

Tabla IIL.5. Tests del neutralismo en el gen RC de D. subobscura

Test No codificadora Silenciosas Total
Tajima D -0.985 -0.961 - 0.961
P(D < Dobs) 0.157 0.168 0.178
FuyLiD* -0.728 -0.930 -0.930
P(D*< D*obs) 0.294 0.203 0.202
FuyLiF* -0.904 - 1.068 - 1.068
P(F*< F*obs) 0.231 0.190 0.204
Fay y Wu H 0.727 1.757 1.757
P(H<Hobs) 0.466 0.632 0.615

Probabilidad de obtener un valor del test estadistico menor que el observado tras simulacion de
coalescencia sin recombinacion.

El test de MacDonald y Kreitman (1991) se aplicé para detectar si la relacion entre
el nimero de diferencias no sinonimas y sindnimas fijadas entre especies es equivalente a la
relacion entre el nimero de polimorfismos no sinénimos y sindnimos detectados dentro de
especie. Para realizar la comparacién interespecifica se utilizaron D. guanche, D.
madeirensis y D. pseudoobscura independientemente. Para las dos primeras comparaciones
se detectaron diferencias significativas entre ambas relaciones (tabla II1.6). La desviacion
observada corresponde a un exceso de cambios no sindnimos fijados en los linajes de D.

guanche y D. madeirensis. De hecho en este tltimo linaje la relacion d,/ds es mayor que 1.

142



Resultados. El gen RC. Polimorfismo en D. subobscura

Tabla I11.6. Test de MK (1991) en el gen RC de D. subobscura

Polimorfismo en Diferencias fijadas
D. subobscura D. guanche D. madeirensis  D. pseudoobscura
No Sinénimo 0 12 12 33
Sinonimo 6 15 5 71
L =4.190 1 =8.856 L =1419
P =0.0406" P=0002"* P=0.233

El test de HKA (Hudson et al. 1987) se aplicd para detectar una posible desviacion
respecto a lo esperado de acuerdo al neutralismo en la relacion entre el nivel de
polimorfismo silencioso y el nivel de divergencia silenciosa entre D. subobscura y D.
guanche en la region RC. Para aplicar este test, los niveles de polimorfismo y divergencia
silenciosa del gen RC se compararon con los niveles de la regién rp49 de una poblacidon de
Galicia con la ordenacion Os.4 (Rozas et al. 1995) asumiendo que esta regidon evoluciona de
acuerdo al neutralismo. El valor obtenido del estadistico y° en el test HKA no es

significativo (x> = 1.649, P = 0.199).

Genealogia de los alelos

La genealogia obtenida para los diferentes alelos de D. subobscura se muestra en la
figura III.5. Para este andlisis se utilizd la secuencia de D. madeirensis como especie
outgroup. En el &rbol se identifican los dos haplotipos compartidos por dos lineas (Sub232-

Sub230 y Sub306-Sub309) asi como los 8 haplotipos restantes presentes en lineas

individuales.
Sub2i2
Subioz
Sub2io
Subise
Sub30S Figura IIL5. Genealogia de los alelos de
D. subobscura reconstruida por el
Subid2 método de neighbor-joining (Saitou y
Sub33v Nei, 1987) usando la distancia de
Subil” Kimura de 2 parametros (Kimura 1980).
Subiis
Subiva
Subio9
D, madeirensis
—

0002
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I11.1.2 DISCUSION

I11.1.2.1 DIVERSIDAD NUCLEOTIDICA DEL GEN RC EN D. MELANOGASTER Y
D. SUBOBSCURA

Los niveles de diversidad nucleotidica silenciosa y sinonima (mg; = ms = 0.009)
observados en el gen RC de D. melanogaster son muy similares a los detectados en D.
subobscura (ms; = 0.006 y mg = 0.007). Ademas, en ninguna de las dos especies se
detectaron polimorfismos no sindnimos, resultado que sugiere que el gen RC se encuentra
bajo la accion de una fuerte seleccion purificadora en contra de las mutaciones que
provocan cambios aminoacidicos en la proteina codifica por el gen.

Por otro lado, los niveles de variacion del gen RC en D. melanogaster y D.
subobscura pueden considerarse tipicos de ambas especies. Asi, las estimas de la diversidad
nucleotidica silenciosa y sinénima (7sj; = g = 0.009) del gen RC en D. melanogaster son
similares a las estimas promedio de la diversidad nucleotidica silenciosa (7s; = 0.010) en 9
genes ligados al cromosoma X en D. melanogaster (Moriyama y Powell 1996) y a la estima
promedio de la diversidad sinénima (s = 0.011) de 5 genes ubicados en el cromosoma X
de poblaciones no africanas de D. melanogaster (Andolfatto 2001). Finalmente, la
diversidad nucleotidica en las regiones no codificadoras (nnc = 0.005) del gen RC también
es similar a la diversidad nucleotidica promedio (mne = 0.0038) obtenida en el analisis
multilocus realizado en la misma poblacidén (Sant Sadurni d’Anoia) de D. melanogaster y
que incluye 109 regiones no codificadoras del cromosoma X (Orengo y Aguadé 2004). En
el caso de D. subobscura, las estimas de la diversidad nucleotidica silenciosa del gen RC
(msii = 0.006) también son similares a las estimas promedio encontradas en genes ubicados
en el cromosoma X analizados en esta especie (7s; = 0.007, ver tabla 1.8).

No obstante, la variabilidad nucleotidica del gen RC muestra caracteristicas
diferenciales entre D. melanogaster y D. subobscura. En D. melanogaster y a diferencia de
lo que ocurre en D. subobscura, la region RC presenta un porcentaje considerablemente
elevado de asociaciones significativas entre los polimorfismos informativos detectados
(37.1% de comparaciones significativas por el test y°), asi como una fuerte estructura de la

variacion nucleotidica tal como indican los valores significativos que presentan los
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estadisticos Zy, Wall’s B 'y Q incluso bajo la premisa conservativa de no recombinacion.
Los altos niveles desequilibrio de ligamiento y de estructuracion de la variacion genética
pueden ser causados por los procesos demograficos sufridos durante la expansion de D.
melanogaster o por los eventos selectivos que han sido importantes en la adaptacion de esta
especie a nuevos ambientes (Andolfatto y Przeworshi 2000; Pritchard y Przeworski 2001;
Gilad et al. 2002).

Otra caracteristica a destacar de la variacion nucleotidica del gen RC en D.
melanogaster es el exceso significativo de mutaciones derivadas segregando a elevadas
frecuencias observado al aplicar el test H de Fay y Wu (2000). Este resultado podria indicar
un barrido selectivo en o cerca de la region RC. Tras un barrido selectivo las mutaciones
derivadas que se encuentran ligadas al alelo seleccionado pueden llegar a alcanzar elevadas
frecuencias. De hecho, si el arrastre selectivo es incompleto o por causa de la
recombinacion muchas de las mutaciones derivadas no llegan a fijarse en la poblacion y
permanecen segregando a elevadas frecuencias. No obstante, los barridos selectivos
también producen valores negativos significativos de los estadisticos propuestos para
aplicar los tests de Tajima y de Fu y Li, resultado que no se ha detectado en la region RC.
Por otro lado, estudios recientes empleando simulaciones de coalescencia de modelos
demograficos (Przeworski 2001; Wakeley y Aliacar 2001) sugieren que el exceso de
mutaciones derivadas no es una caracteristica exclusiva de la accidn de la seleccion positiva
puesto que cuellos de botella recientes o modelos de metapoblaciones también pueden
producir frecuencias altas de mutaciones derivadas en comparacion a las esperadas bajo el
modelo neutro. Sin embargo, tal y como se ha comentado anteriormente, el anlisis por
simulaciones de eventos demograficos realizado por Orengo y Aguadé (2004) en la
poblacion de Sant Sadurni d’Anoia parecia indicar que el nivel y patrén de polimorfismo
nucleotidico en esta poblacion solo era compatible con una baja probabilidad con un cuello
de botella de intensidad intermedia relativamente reciente. Por lo tanto, parece poco
probable que, por lo menos, los efectos demograficos debidos a cuellos de botella
poblacionales puedan explicar el exceso de mutaciones derivadas segregando a elevada

frecuencia detectado en la regién RC de D. melanogaster.
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La caracteristica mas destacable del estudio del gen RC en D. subobscura es el
resultado significativo que se obtiene al aplicar el test de McDonald y Kreitman (1991).
Este resultado indica que la relacion entre el nimero de diferencias no sindénimas y
sinonimas fijadas entre especies no es equivalente a la relacion entre el numero de
polimorfismos no sindénimos y sindnimos detectados dentro de especie. De hecho, existen
mas diferencias no sinénimas fijadas entre D. subobscura y D. guanche o D. madeirensis
que las esperadas. Este exceso de sustituciones de reemplazamiento puede ser el resultado
de la fijacion de mutaciones selectivamente ventajosas en los linajes que conducen a D.
guanche y D. madeirensis. En la comparacion entre D. subobscura y D. guanche las 12
sustituciones no sinonimas detectadas se encuentran en el primer exén. Al comparar D.
subobscura y D. madeirensis, 9 de las 12 sustituciones también se hallan en el primer exén
y las 3 restantes en el segundo. Esto sugiere que la evolucion adaptativa ha causado una

mayor diferenciacion en la region N-terminal de la proteina que en la regiéon C-terminal.
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I11.2 DIVERGENCIA DEL GEN RC

I11.2.1 RESULTADOS

I11.2.1.1 DIVERGENCIA NUCLEOTIDICA DEL GEN RC EN DROSOPHILA

La region codificadora del gen RC fue secuenciada en 7 especies de Drosophila:
cuatro pertenecientes al subgrupo melanogaster (D. melanogaster, D. simulans, D.
vakuba y D. erecta) y 3 al grupo obscura (D. subobscura, D. madeirensis y D.
guanche). Para realizar los diferentes analisis, se incluyeron ademds las secuencias
nucleotidicas de la region codificadora del gen RC obtenidas a partir de la base de datos
de las especies D. sechellia, D. ananassae y D. pseudoobscura.

El alineamiento multiple de la secuencia nucleotidica de la region codificadora
de las 10 especies comprende un total de 909 pb. No se detectaron deleciones o
inserciones en ninguna de las secuencias. La estructura del gen RC, al igual que la
observada en el gen Dca, esta formada por dos exones separados por un pequefio intron.
La longitud de la regidon codificadora incluyendo el intréon varia desde 966 pb en D.
melanogaster hasta 992 pb en D. subobscura.

En la tabla III.7 se presentan las estimas de la divergencia de acuerdo al método
de Nei-Gojobori (1986) modificado por Nei y Kumar (2000) para las posiciones
sindnimas (K;) arriba de la diagonal y para las posiciones no sinénimas (K,) debajo de
la diagonal. En esta tabla se observa que la divergencia sinonima es superior a la
divergencia no sindnima en todas las comparaciones. Las estimas de la divergencia para
las posiciones sinonimas entre las especies del grupo melanogaster y del grupo obscura
son similares en todas las comparaciones y oscilan entre 0.529 y 0.660. Los niveles de
codon bias para cada una de las especies se muestran en la tabla II1.8. Las especies del
grupo melanogaster presentan el mayor sesgo en el uso de codones sinénimos, con
valores de ENC desde 31.004 en D. ananassae hasta 35.265 en D. melanogaster. En las
especies restantes los valores detectados oscilan entre 38.822 en D. pseudoobscura y

41.938 en D. guanche.
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Tabla IIL7. Divergencia sinonima (K,) v no sinénima (K,) en el gen RC

mel
mel
sim 0.006
sech 0.014
yak 0.010
ere 0.006
ana 0.052

pseu 0,060
sub 0.104
made 0,100

guan 0,103

sim

0.098

0.011
0.017
0.009
0.056
0.058
0.110
0.106
0.109

sech
0.115
0.037

0.025
0.017
0,062
0.066
0.117
0.113
0.118

:vuk
0.170
0.151
0.165

0.011
0,058
0.066
0.114
0.111
0.114

are
0.193
0.151
0.160
0.085

0.056
0.059
0.108
0.105
0.110

ana
0452
0.390
0414
0.360
0.353

0.084
0.116
0.114
0.116

psen
0.597
0.573
0.576
0.561
0.547
0.570

0.056
0.052
0.055

sub
0.658
0.577
0.563
0.541
0.559
0.533
0.326

0.019
0.019

made
0.659
0.578
0.564
0.542
0.559
0.541
0.332

0,023

0.024

guan
0.660
0.579
0.557
0.536
0.529
0.531
0.322
0.062
0.075

Divergencia por nucleotido corregida por el método de Nei-Gojobori (1986) modificado por Nei y Kumar (2000).
Estimas de la divergencia sindnima (K;) y no sinénima (K,) se muestran arriba y bajo la diagonal,
respectivamente. mel, D. melanogaster; sim, D. simulans; sec, D. sechellia; mau, D.mauritiana; yak, D.
yakubasere, D. erecta; ana, D.ananassae; pse, D. pseudoobscura; sub, D. subobscura; mad. D. madeirensis 'y gua,

D. guanche.

Tabla I11.8. Estimas de codon bias en el gen RC

Especies Scaled 7 CBI ENC
Grupo melanogaster
D. melanogaster ............... .....0.8006 0.670 35.265
D. simulans ..................... ....0.980 0.712 32.117
D, seChellia ... ...cvevsovsove: 53500971 0.684 32.284
I YRUDA: s 35505 wssssvimmmmsonsw s BT LT 0.664 33.177
D: €RCCIA s vvvioiiss vussivimvinaaial 023 0.690 32.049
D. ananassae ........................0.989 0.768 31.004
Grupo obscura
D. pseudoobscura ... ............0.539 0.577 38.822
D. subobscura ... ............... .....0.462 0516 41.599
D. madeirensis .....................0.475 0.522 40.226
D BUBNCRE :i..oisvisiviisnsisiansss 0400 0.528 41.938

CBYI, indice de codon bias; ENC, ntimero efectivo de codones

A diferencia de lo observado al analizar la divergencia sindnima, las estimas de

K. entre las especies del grupo melanogaster y las especies paleérticas del grupo

obscura (que oscilan entre 0.10 y 0.118) son superiores a las detectadas entre las

especies del grupo melanogaster y D. pseudoobscura (desde 0.058 hasta 0.084). La

figura II11.6A muestra el arbol obtenido con el método de neighbor-joining utilizando K,

como distancia genética. En este arbol destaca la longitud de la rama que conduce a los

linajes de las especies D. subobscura, D. madeirensis y D. guanche. Ademas la
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agrupacion de estas tres especies en este arbol no coincide con la obtenida en el arbol
reconstruido en base a la divergencia sinonima, que de hecho reproduce las relaciones

filogenéticas aceptadas para las especies del cluster subobscura.

Dmel
A)
] Dana
——Dpse
3 Dsub
: Dgua
——Dmad
’WI
Dmel
B) fo Dsec
Dyak
Dere
1 Dana
Dpse
=Dsub
Dmad
Dgua

-
05

Figura IIL6. Arboles filogenéticos obtenidos por el método de
neighbor-joining (Saitou y Nei 1987) en base a A) la divergencia no
sinénima y B) la divergencia sindnima.

Para contrastar la constancia en la tasa de sustitucion nucleotidica en los linajes
que conducen a las especies del grupo obscura se aplicaron relative-rate tests. En la
tabla II1.9 se presentan los resultados obtenidos al aplicar el relative-rate test propuesto
por Wu y Li (1985) para todas las sustituciones nucleotidicas detectadas en la region
codificadora del gen RC. Los andlisis se realizaron empleando las especies del grupo
melanogaster como outgroup. En las comparaciones usando D. melanogaster, D.
simulans, D. sechelia, D. yakuba y D. erecta, se detectd una diferencia altamente
significativa (P < 0.005) en la tasa de sustitucion en el linaje de D. pseudoobscura en
comparacion con cualquiera de las restantes especies del grupo obscura. Sin embargo,

las comparaciones utilizando D. ananasssae como especie outgroup no son
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significativas, aunque muestran también una aceleracion en el tasa de sustitucion en los

linajes que conducen a las especies palearticas del grupo obscura.

Fabla LY. Relative-Rate Test

Test de Tajima

Sustituciones Sustituciones
Out- Especie 1- Test de Wu vy Li sinonimas no sinonimas
Group  Especie 2 K, - Ky SDh Z - score ml m2 o rl 2 v
mel . pseu-sub - 0.046695 0014557 «3.207722¢ 28 34 0.581 3 29 21,1256+
psew-made - 0.043663 0.014459 - 3.019875* 29 3s 0.562 3 27 19.28¢¢
psen=guan - 0.046695 0,014483 = 3.224225% 25 32 0.859 - 29 18.939¢% ¢+
sint psei-sub - 0.042850 0.014390 -2977740% 30 3] 0.016 1 30 27.129%++
psew-made - 0.039863 0.014294 - 2788738+ 31 32 0.015 l 28 25.137%¢+
pseu-guan - 0.042850 0014317 «2.993008%* 28 29 0.017 | 30 27.129¢%s
sech pseu-suh - 0.038960 0,014417 -2.702332%* 31 29 0066 2 31 2548400
pser-made -0,035963 0014321 -2.511271* 32 il 0,015 2 28 22,5334+
pset-guan - 0.038960 0014344 - 2.716134% 29 28 0017 2 30 24,500
Vak pset-sub -0.035742 0014357 - 2 48060 32 30 0.064 2 29 23.516%**
psett-made -0.032769 0.014263 -2.297539*%  3: 3l 0,062 2 27  21.55|%%e
pseu-guan -0.034382 0.014281 - 2.407565* 3l 27 0.275 2 0 24.5%%0
e pseti-sub -0.042782 0.014325 -2986617* 31 32 0015 1 30 27.120%+¢
psew-made - 0.039811 0.014229 - 2. 797878 ** i2 33 0.015 | 28 25.137%%¢
psew=guan - 0038378 0.014207 «2,7001084** 3] 28 0,152 | 3] 28.125%%>
ana psetrsirh -0.019158 0.014464 - 1.324567 33 il 0.062 6 21 8,333
pseu-made = 0.019256 0.014409 - 1.336332 32 30 0.064 7 22 7.758¢*
psel-giia -0.019158 0.014389 - 1.331398 31 26 0.438 7 25 10.125¢*

ml y m2, nimero de sustituciones sinénimas en los linajes que llevan a las especies 1 y 2, respectivamente.
rl y r2, numero de sustituciones no sinonimas en los linajes que llevan a las especies 1 y 2, respectivamente.
Nombre de las especies como en la tabla I11.7.

*0.05>P>0.01

**0.01>P>0.001

**x P<0.001

Con el proposito de identificar que clase de sustitucion es la responsable de la
desviacion en la constancia de la tasa de sustitucion nucleotidica, se aplico el relative
rate test de Tajima (1993) independientemente para las sustituciones sindnimas y no
sinonimas (tabla II1.9). En todas las comparaciones, incluso en las efectuadas con D.
ananassae como outgroup, la desviacion observada es causada por diferencias en la tasa
de fijacion de mutaciones no sinénimas. Por lo tanto, los resultados obtenidos a partir de
los relative-rate tests indican que las especies D. subobscura, D. madeirensis y D.
guanche, presentan un incremento significativo en la tasa de sustitucion no sindénima en

comparacion a D. pseudoobscura.

Evolucion del intron

En todas las especies analizadas la estructura del gen RC estd formada por dos

exones separados por un pequefio intrén. De la misma forma que el gen Dca, este intrén
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se encuentra ubicado entre la segunda y la tercera base de un codoén por lo que puede ser
clasificado de fase 2. Los andlisis realizados para determinar una posible diferencia en
los patrones de sustitucion nucleotidica, de inserciones y de deleciones en el intron se
efectuaron independientemente en el cluster melanogaster y en el cluster subobscura.
Dentro del subgrupo melanogaster, el intron mas largo lo presentan las especies
D. simulans y D. sechelia con 62 pb, mientras que dentro del grupo obscura, D.
subobscura presenta el mayor intrén (83 pb). El promedio del tamaifio para las especies
del subgrupo melanogaster (60.2 pb) es menor que el observado para las especies
incluidas en el grupo obscura (79.5 pb). Sin embargo, el intrdn presente en todas las
especies puede catalogarse dentro de la clase de intrones cortos (Mount et al. 1992; Yu
et al. 2002). En la tabla II1.10 se presentan el tamafio del intron en cada especie y las

estimas de la divergencia dentro del subgrupo melanogaster y el grupo obscura.

Tabla I11.10. Tamaino del intron en el gen RC

Divergencia

Especies Tamano intron
Subgrupo melanogaster
mel-sim 57-62 (62) 0.134
mel-sech 57-62 (62) 0.093
mel-yvak 57-61 (62) 0419
mel-ere 57-59 (62) 0.290
sim-sech 62-62 (62) 0.050
sim-vak 62-61 (62) 0,322
sint-ere 62-59 (62) 0.237
sech-vak 62-61 (62) 0.322
sech-ere 62-39 (62) 0.214
vak-ere 61-59 (62) 0.195
Grupo ebscura
pseu-stb S1-83 (84) 0.495
psetw-made 81-77 (82) 0.506
pseu-guan S1-77 (82) 0.533
sub-made 83-77 (83) 0
stb-guan 83-77 (83) 0.040
made-guan 77-77 (77) 0.040

Nombre de las especies como en la tabla I11.7.
Entre parentesis ( ); longitud del alineamiento entre
pares de especies.

El nimero de sustituciones nucleotidicas y de indels que presenta la secuencia
del intron en las especies del cluster melanogaster (D. melanogaster, D. simulans 'y D.
sechellia) y las incluidas en el cluster subobscura (D. subobscura, D. madeirensis 'y D.

guanche) se infirieron por el criterio de maxima parsimonia (tabla III.11). D. yakuba 'y
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D. erecta fueron utilizadas como especies outgroup en la comparacion dentro del
cluster melanogaster y D. pseudoobscura fue utilizada en el caso del cluster
subobscura.

En el cluster melanogaster se detectaron 2 indels y 18 sustituciones
nucleotidicas al utilizar D. yakuba como outgroup y 2 indels y 13 sustituciones al
utilizar D. erecta. El cluster subobscura presenta 3 indels y 30 sustituciones
nucleotidicas. A diferencia de lo observado en el intron del gen Dca, la relacion entre
sustituciones/indels del gen RC es muy similar en el cluster melanogaster (9 con D.
yvakuba y 6.5 con D. erecta) y el cluster subobscura (10). Ademas, el nimero de
sustituciones corregido por la longitud del alineamiento es considerablemente diferente
en los dos clusters con valores de 0.290 sustituciones/pb (anélisis con D. yakuba) y
0.209 sustituciones/pb (analisis con D. erecta) dentro del cluster melanogaster y 0.357
sustituciones/pb en el cluster subobscura.

Los indels detectados fueron clasificados como inserciones o deleciones. Dentro
del cluster melanogaster, en el andlisis con D. yakuba se identificaron 2 indels: una
delecidon de Spb y una insercion de Ipb. Igualmente, en el andlisis con D. erecta se
observaron dos indels: una delecion de 5 pb y una insercion de 3 pb. El cluster
subobscura presenta 3 indels: una delecion de 1pb y dos inserciones de 1pb y 2 pb. De
igual forma que en el gen Dca, el promedio de la longitud de las deleciones (3.6) es
superior al de las inserciones (1.75). Por lo tanto, las deleciones tienden a ser

ligeramente mas largas que las inserciones.

Tabla II1.11. Namero de sustituciones ¢ indels en el intron del gen RC.

Especies Alineamiento Sub  Sub/pb* Indels Indels/pb® Del Ins Del/Ins
Subgrupo melanogaster
D. yakuba® 62 18 0.290 2 0.032 1 1 1
D. erecta’ 62 13 0209 2 0.032 I I l

Grupo obscura

v
wn

~J
J

D. psendoobscura® 84 30 0. 3 0.035 ] 2 0.5

Sub, sustituciones; Del, deleciones; Ins, inserciones.

“Numero total de pares de bases (incluyendo los gaps) en el alineamiento.
bEspcies empleadas como outgroup para el subgrupo melanogaster.
“Especie empleada como outgroup para el grupo obscura.
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Analisis de Maximum Likelihood (ML) de la region codificadora del gen RC

Al igual que en el gen Dca, la divergencia en los genes RC ortdlogos se analizo
con el programa PAML (Yang 1997) utilizando diversos modelos evolutivos y de
acuerdo a la filogenia de la figura II1.7. Un total de 13 especies fueron empleadas en los
diferentes andlisis: diez se encuentran incluidas en el subgénero Sophophora y tres
pertenecen al subgénero Drosophila. El gene homologo anterior fat body protein (AFP)

de las especies Calliphora vicina (Blue Blowfly) y Sarcophoga peregrina (Fleshfly) fue

empleado como outgroup.
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Figura IIL.7. Filogenia de las 13 secuencias del gen RC analizadas de Drosophila y las dos
especies empleadas como out-group. call, Calliphora vicina; sar, Sarcophoga peregrina. Los
nimeros sobre cada rama corresponden a las estimas por ML del nimero de sustituciones no
sinénimas y sinénimas de cada rama de acuerdo al modelo FR. La longitud de las ramas se
muestra en proporcion a las estimas de divergencia. Nombre de las especies de como en la tabla

II.7. El linaje utilizado como Foreground en los andlisis de Branch-sites se presenta
subrayado. En rojo, ramas tropicales; en verde, ramas templadas ; en lila, resto de ramas.

En la tabla III. 12 se muestran los valores de log likelihood y las estimas de los
parametros bajo los diferentes modelos empleados. Para determinar si los datos
observados son compatibles con una presion selectiva homogénea en todas las ramas de
la filogenia, el modelo MO (one ratio) que asume las misma ® en todas las ramas del

arbol, fue comparado con el modelo free-ratio (FR) que permite variacion en el valor de
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o en las diferentes ramas de la filogenia. El modelo FR se ajusta significativamente

mejor que el modelo MO (2 A¢ = 67.083756, P = 1.033 x 107). Sin embargo, las estimas

de o obtenidas con el modelo FR indican que el gen RC tiene una constriccion
funcional elevada a excepcion de las ramas que llevan al linaje de D. subobscura (®o =
1.236) y la que lleva a D. virilis y D. mojavensis (o = 1.286). En la figura II1.7 se
muestra el nimero de sustituciones sindnimas y no sindnimas para cada rama de la

filogenia calculadas a partir de los pardmetros estimados bajo el modelo FR.

Tabla 11L12. Valores de log likelihood y estimas de los parametros bajo diferentes modelos

Estimas de los Seleccion
Modelo f ¢ pariametros positiva
Branch models
MO 28 - 5387.804394 w=0072 k= 1844 No
FR 53 - 5354262516 D. subobycura o = 1,236 Si
Dovirdlis-D.mofavenss o =~ 1.286
k= | 815
BrDsub 29 - $382.929064 wy; = 1,514, w0, = 0,702 Si
x=1.845
BrTrop-Temp 30 - $385.334950 Dy = 0,064, 004, = 0,099 No
e 0,061
K- 184
Site models
MI 29 - 5337.283429 x =209 No permitido
Pe=0 917, o, = 0,054
P = 0082, m; = |
M2 31 - 5337.283429 k= 2091 No
Po = 0917, 1, = 0,053
= 0082, 0, = |
ps = 0,000, m; = 114.001
M3 (K#2) 30 - 5264.926122 K= 1922 No
o = D.688, my, = 0,011
I 0311, 0, = 0237
M3 (K=3) 32 - 5262 790666 x= 1926 No
Po ~ 0.628, oy 0.007
P = 0.270, w, = 0.148
Py = 0100, o ~ 0376
M7 29 - 5263819613 x=1.928 No permitido
p=0276, q = 2954
MS R} - 5263 819911 x = 1,928 No
p=0276,4=2954
Po = 1 (py= 0.000)
o, ~ 3.780
Branch-site
model A
Rsub 31 - 5333818526 x = 2.093 TIE (P > 095)
po= 0.678, p, = 0.058

P+ py) = 0263

o, 3484

f, grados de libertad; ¢. valor de log likelihood; w, relacion dy/ds; k, relacion entre el nimero de

transiciones y transversiones; Trop, ramas tropicales; Temp, ramas templadas; Res, resto de ramas.
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Para determinar la posible diferencia en la evolucion del gen RC en linajes
especificos causada por la asociaciéon con la distribucion geografica, nuevamente
empleamos un modelo con tres valores de o diferentes; uno (wrp) para los linajes
tropicales, uno (®remp) para los linajes templados y otro (wres) para el resto de ramas. A
diferencia de lo observado en el gen Dca, este modelo no es significativamente mejor

que el modelo MO (2 Ac = 4,938, P = 0.084) indicando que no existe una diferencia

significativa entre el valor detectado de wrrp = 0.065 y el de Wremp = 0.099. Por otro
lado, puesto que el test de McDonald y Kreitman (1991) indica una desviacidon
significativa del modelo neutro debido a un exceso de sustituciones no sinénimas
fijadas entre D. subobscura 'y D. guanche o D. madeirensis, se realizaron analisis para
determinar si las diferentes estimas de o a lo largo de las ramas pueden ser causadas por
un exceso de sustituciones no sindénimas en el linaje de D. subobscura. En este caso fue
empleado un modelo con dos ® diferentes; un valor (wo) para la rama de D. subobscura
y otro (m;) para el resto de ramas. El anterior modelo (RCsub) es significativamente

mejor que el modelo MO (2 Ac=9.750, P = 0.0018).

Los andlisis anteriores fueron efectuados asumiendo homogeneidad en la
relacion o a lo largo de la secuencia. Sin embargo, este criterio es muy conservativo
para detectar seleccion positiva puesto que la mayoria de aminoacidos de la proteina
permanecen muy conservados mientras que algunos pocos pueden ser afectados por la
accion de la seleccion positiva. De esta forma, generalmente el promedio de o a lo largo
de la secuencia no es > 1, incluso si se ha producido algun evento de adaptacion
molecular. Por esta razon, se emplearon modelos (sites models) (Nilsen y Yang 1998;
Yang et al 2000) que permiten variacion en el valor de o entre diferentes posiciones.

En la tabla III.12 se muestran las estimas de méaxima verosimilitud (ML) y los
valores de los parametros bajo los modelos M1 (nearly neutral), M2 (seleccion), M3
(discreto), M7 (beta) y M8 (beta & w). Los resultados obtenidos con los modelos M1,
M2 y M3 revelan que el 62-91% de las posiciones analizadas se encuentran bajo fuerte
seleccion purificadora con valores de o que oscilan entre 0.007 y 0.05. Sin embargo, los
valores de o para el resto de posiciones son mas elevados (hasta 0.237), sugiriendo una
relajacion de la seleccion (a excepcidn de los modelos M1 y M2 donde se fija una clase

de o igual a 1). Los modelos M7 y M8 indican que los valores de ® presentan una
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distribucién beta en forma de L, con la mayoria de aminodcidos conservados o
invariables (p = 0.27 y g = 2.95).

Para establecer la posible existencia de posiciones bajo seleccion positiva (o >
1) se compararon los modelos M1 y M2. Los valores idénticos de ML obtenidos con los
dos modelos indican que no existe ningiin codén en particular bajo seleccion positiva.
Por el contrario, los modelos discretos (M3 con K =2 o K = 3) se ajustan mejor que el
modelo MO0. Sin embargo, las estimas de los parametros bajo el modelo M3 (K = 3) no
detectan ninguna posicion bajo seleccion positiva (02 = 0.376). Ademads, este modelo no

es significativamente mejor que el modelo mas simple M3 (K =2) (2 Ac =4.270, P =

0.118), lo que corrobora la no existencia de posiciones evolucionando con valores de ®
> 1. De igual forma, el modelo M8 tampoco identificd ninguna posicidn bajo seleccion
positiva y no se ajusta significativamente mejor que el modelo alternativo M7.

El modelo alternativo A de branch-sites fue implementado para detectar una
posible seleccidon positiva afectando solamente a unos pocos aminodcidos en linajes
especificos. Este modelo, el cual es una extension del M1, asume que hay dos clases de
sitios (wp < 0 y o; = 1) en todos los linajes y permite que algunos sitios evolucionen
bajo seleccion positiva, incorporando una w; > 1, en el linaje de interés (foreground
branches). Para el andlisis se escogid la rama externa que lleva a D. subobscura como
foreground (RCsub). Este modelo alternativo A es significativamente mejor que el

modelo M1 (2 Ac=6.929, P = 0.0312) y predice una posicion (71E) (figura I11.8) bajo

seleccidon positiva. No obstante, el test 2 (Zhang et al. 2005) empleado para evitar la
identificacion de falsos positivos con el modelo de branch-sites no es significativo,

cuestionando que la posicidon 71E haya estado sujeta a seleccidon positiva.
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Figura IIL.8. Alineamiento multiple de la proteina codifica por el gen RC en las especies analizadas. En negro,
aminoacidos idénticos; en gris, aminoacidos con propiedades bioquimicas similares. Mel, D. melanogaster; Sim, D.
simulans; Sec, D. sechelia; Yak, D. yakuba; Ere, D. erecta; Ana, D. ananassae; Pse, D. pseudoobscura ; Sub, D.
subobscura; Mad, D. madeirensis; Gua, D. guanche; cal, Calliphora vicina; sar, Sarcophoga peregrina.
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111.2.2 DISCUSION

I11.2.2.1 DIVERGENCIA NUCLEOTIDICA DEL GEN RC EN DROSOPHILA

La divergencia no sinénima entre D. melanogaster y D. subobscura del gen RC (K,
= 0.104) es relativamente elevada en comparacion con la detectada, por ejemplo, en los
genes y (K, = 0.068), Sx/ (K, = 0.045) y RplI215 (K, = 0.02), ubicados también en el
cromosoma X y analizados previamente entre estas dos especies (Munté et al. 1997,
Penalva et al. 1996, Llopard y Aguade 1999). Ademas el promedio de las estimas de K,
entre las especies del grupo melanogaster y D. subobscura, D. madeirensis o D. guanche
(0.111, 0.108 y 0.111, respectivamente) fueron aproximadamente el doble del promedio
observado entre las especies del grupo melanogaster y D. pseudoobscura (K, = 0.065).
Estos resultados, méas que indicar que la proteina RC presenta una baja constriccién
funcional, sugieren una aceleracion en la tasa de fijacion de mutaciones no sinénimas en los
linajes que conducen a las especies del cluster subobscura. De hecho, de acuerdo al
relative-rate test de Tajima (1993) se ha producido un incremento altamente significativo
en la tasa de fijacion de las sustituciones no sindnimas en los linajes de D. subobscura, D.
madeirensis y D. guanche en relacion a D. pseudoobscura (tabla 111.9).

De acuerdo con el anterior resultado, la relacion entre las estimas de divergencia no
sinonima y sindénima (K,/K;) (tabla II1.13) entre las especies del grupo melanogaster y D.
pseudoobscura (desde 0.100 hasta 0.147) son inferiores a los detectados entre las especies
del grupo melanogaster y D. subobscura (desde 0.158 hasta 0.217), D. madeirensis (desde
0.152 hasta 0.211) o D. guanche (desde 0.156 hasta 0.218) indicando niveles de
constriccion funcional menores en las tres ultimas especies en comparacion a D.

pseudoobscura.
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Tabla 111.13. Relacion K /K. del gen RC en Drosophila

mel  sim sec yak ere ana pse sub mad  gua

mel

sim 0.061

sec 0.122 0.297

yak 0059 0.112 0,151

ere 0.031 0.060 0,106 0.129

ana 0.115 0.143 0.149 0.161 0.158

pse 0.100 0.100 0.114 0.117 0.108 0.147

sub 0.158 0.191 0.208 0210 0.193 0217 0.172

mad 0,152 0.183 0.200 0.205 0.188 0.211 0.157 0.826

gua 0.156 0.188 0.212 0.212 0.208 0.218 0.171 0306 0.320

Por otro lado, en el grupo obscura se detectaron mas diferencias no sindnimas
fijadas entre D. subobscura y D. madeirensis (o D. guanche) que las esperadas bajo el
modelo neutro como lo revela el test de MK (tabla I11.6). Este resultado sugiere la accion de
la seleccidn positiva como la causa de la fijacion de mutaciones selectivamente ventajosas
después de la separacion de estos linajes. De hecho, la relacion K/K entre D. subobscura'y
D. madeirensis (0.826) y entre D. subobscura 'y D. guanche (0.306) es muy superior a la
estimada entre D. pseudoobscura y las especies del cluster subobscura (0.172, 0.157 y
0.171 al considerar D. subobscura, D. madeirensis o D. guanche, respectivamente)
indicando una mayor divergencia no sinonima entre las especies palearticas del grupo
obscura especialmente en el linaje de D. subobscura donde el analisis del PAML indica un
valor de ® > 1 probablemente debido a la accion de la seleccion positiva.

El nimero de reemplazamientos aminoacidicos fijados entre D. pseudoobscuray D.
subobscura, D. madeirensis o D. guanche fueron 27, 26 y 28, respectivamente (figura
I11.9), y en todas las comparaciones aproximadamente el 50% de las sustituciones
detectadas son radicales con respecto a la carga. En las comparaciones entre D. subobscura
y D. madeirensis o D. subobscura'y D. guanche, los 12 cambios no sinénimos fijados entre
especies producen un total de 11 reemplazamientos aminoacidicos. En la primera
comparacion, 10 de los cambios observados (90%) son radicales con respecto a la carga
(figura II1.9). De igual forma, en la segunda comparacion 8 de los cambios detectados

(72.7%) también producen cambio radical con respecto a la carga.
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Discusion. El gen RC. Divergencia nucleotidica y aminoacidica
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Figura IIL.9. Alineamiento de la proteina codificada por el gen RC en D. subobscura, D. guanche, D. madeirensis y D.
pseudoobscura. Los puntos (.) indican aminoacidos idénticos a los de la secuencia de D. subobscura.

163



164



Resultados. El gen RC. Los genes paralogos Dca'y RC

I11. 3 LOS GENES PARALOGOS Dcay RC

I11.3.1 RESULTADOS

I11.3.1.1 EVOLUCION MOLECULAR DE LOS GENES PARALOGOS Dca Y RC
EN D. MELANOGASTER

En D. melanogaster el gen Dca se encuentra en la posicion 88D2 del cromosoma 3,
mientras que el gen RC se localiza en el cromosoma X (en la banda 11A). No obstante, la
estructura de ambos genes estd compuesta por dos exones separados por un pequefio intrén
localizado en la misma posicion del gen rompiendo el codén en la posicion 720 entre la
segunda y la tercera base. El nivel de similitud entre las proteinas codificadas por ambos
genes es de alrededor del 72.6%. Todas estas caracteristicas sugieren un origen del gen Dca
a partir del gen RC (o viceversa) por medio de un evento de duplicacion génica. En la
figura I11.9 se muestra el alineamiento de los genes Dca y RC en D. melanogaster y D.

simulans.
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Figura IIL.10. Alineamiento de las secuencia aminoacidica de las proteinas codificadas por los genes Dca y RC en D.
melanogaster 'y D. simulans. Los puntos (.) indican aminoacidos idénticos a la secuencia del gen Dca en D.
melanogaster. En gris se muestran los aminoacidos conservados en ambos genes y especies.
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Resultados. El gen RC. Los genes paralogos Dca'y RC

Las estimas de la diversidad nucleotidica sinénima en el gen Dca de D.
melanogaster (s = 0.026) es superior a la detectada en el gen RC (7ts = 0.009). Ademas, las
posiciones no sinéonimas de la region codificadora parecen estar bajo diferentes niveles de
constriccion funcional en los dos genes pardlogos. El gen Dca presentan un total de 6
polimorfismos aminoacidicos (figura II.2) que dan lugar a 9 variantes proteicas, mientras
que en el gen RC no se detectaron polimorfismos no sinénimos.

La estima de la divergencia sindnima K entre D. melanogaster y D. simulans
presenta mayores niveles en el gen Dca (Ks = 0.139) en comparacion al gen RC (K =
0.098). Los valores detectados en el primer gen pueden considerarse relativamente elevados
si se comparan a la estima promedio de la divergencia nucleotidica silenciosa detectada en
19 genes autosémicos (Kgj = 0.108) entre ambas especies (Begun y Whitley 2000). En el
caso del gen RC, el valor de K observado es inferior al de K = 0.111 observado en 21
genes ubicados en el cromosoma X, también entre ambas especies (Begun y Whitley 2000).

La evoluciéon de los genes duplicados Dca y RC fue estudiada por medio de la
comparacion entre las estimas de divergencia entre los genes pardlogos y entre los
ortdlogos (tabla I11.14). Las estimas de la divergencia sinénima (K;) son superiores que las
estimas de divergencia no sindénima (K,) en todas las comparaciones. Por otro lado, las
estimas de divergencia no sinéonima entre genes ortdlogos difieren considerablemente para
ambos genes (0.02 para el gen Dca y 0.006 en el gen RC), lo que indica que los genes Dca
y RC se encuentran bajo diferentes niveles de constriccion funcional. Finalmente, la
relacion K,/Ks es también superior entre los genes paralogos que entre los ortdlogos. Este
resultado podria indicar una seleccion adaptativa tras la duplicacién asociada a la
adquisicion de una nueva funcion. No obstante, como la relacion K,/Kg es menor que 1 en
todas las comparaciones no puede descartarse una relajacion de la constriccion funcional
como la causa de la fijacion de los reemplazamientos aminoacidicos detectados entre los
genes Dcay RC.

El arbol filogenético de los genes duplicados Dca y RC en D. melanogaster y sus
respectivas copias en D. simulans (figura I11.11) revela que ambos genes han evolucionado
independientemente desde el evento de duplicacion. Entre D. melanogaster y D. simulans
se detectaron un total de 73 reemplazamientos aminoacidicos fijados entre las proteinas

DCA y RC (figura I1I.10).
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Resultados. El gen RC. Los genes paralogos Dca'y RC

Tabla II1.14. Divergencia de los genes Dca v RC

Comparaciones K, K, KJ/K,
Entre genes paralogos

DcaMel-RCSim 0.794 0.232 0.292
RCMel-DcaSim 0.740 0.231 0312
DcaMel-RCMel 0.770 0.233 0.302
DcaSim-RCSim 0.743 0.230 0.309
Entre genes ortologos

DcaMel-DcaSim 0.139 0.020 0.143
RCMel-RCSim 0.098 0.006 0.061

K, diveregencia sinénima; K,, divergencia no sindnima;
KJ/K, relacion entre la divergencia no sindnima y sinénima;
Mel, D. melanogaster; Sim, D. simulans

Dca.M55
Dca.M26
Dca.M26
Dca.M11
LDCLL M36
Dca.M66
Dca.CN9
Dca.M47
Dca.M54
Dca.CN22
Dca.CN24
Dca.M2
Dca.CN34
Dca.CN1
Dca.MI3
Dca.CN23
Dca.CN26
Dca.CN41
{LDca.M40
Dca.CN7
~ Dca.CN18
— Dca.Sim
RC.Sim
RC.CN9X
RC.CN44X
RC.CN50X
RC.CN8X
RC.CN25X
RC.CN26X
RC.CN28X
RC.CN29X
RC.CN3IX
RC.CN34X
RC.CN39X
RC.CN40X
RC.CN35X

|
0.05

Figura IIL11. Arbol filogenético de los genes Dca y RC en las
diferentes lineas analizadas de D. melanogaster 'y en D. simulans.
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Resultados. El gen RC. Los genes paralogos Dca'y RC

I11.3.1.2 EVOLUCION MOLECULAR DE LOS GENES PARALOGOS Dca Y RC
EN D. SUBOBSCURA

En D. subobscura los genes Dca y RC se ubican en los cromosomas O y A,
respectivamente. De igual forma que lo observado en D. melanogaster, la estructura de
ambos genes esta formada por dos exones separados por un pequefio intron que se localiza
en la misma posicion rompiendo el codon en la posicion 720 entre la segunda y la tercera
base. En esta especie, la similitud entre las proteinas codificadas por ambos genes es de

alrededor del 71.6%, muy similar a la hallada en D. melanogaster.
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Figura II1.12. Alineamiento de las secuencia aminoacidica de las proteinas codificadas por los genes Dca y RC en D.
subobscura y D. madeirensis. Los puntos (.) indican aminoacidos idénticos a la secuencia del gen Dca de D. subobscura.
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Los niveles de la diversidad nucleotidica en la region codificadora de los genes Dca
y RC en D. subobscura indican diferentes niveles de constriccion funcional. De hecho, el
gen RC presenta unas estimas de la diversidad nucleotidica inferiores a las del gen Dca para
las posiciones sindnimas y especialmente para las no sindonimas ya que no se detectd ningin
polimorfismo de reemplazamiento (tablas I1.4 y II1.4). Esta diferencia en los niveles de
polimorfismo no sindnimo se ve reflejada en el mayor nimero de variantes proteicas que

presenta el gen Dca (10) en comparacion a la unica detectada en el gen RC.
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Resultados. El gen RC. Los genes paralogos Dca'y RC

La divergencia sindnima de ambos genes (K;) se estimé en la comparacién entre D.
subobscura y D. madeirensis. La estima en el gen Dca (Ks = 0.050) es el doble de la
detectada en el gen RC (K = 0.023). Ademas, la divergencia sindnima del gen Dca es
relativamente elevada si se compara con las estimas previamente publicadas de los genes
autonomicos rp49 (Kg = 0.011; Rozas y Aguadé 1994) y Acp70A4 (Kg = 0.027; Cirera y
Aguadé 1998) entre D. subobscura y D. madeirensis. No obstante, el gen RC presenta unos
niveles de divergencia sinonima muy similares a los de divergencia silenciosa detectados
entre estas dos especies en el gen y (Kg; = 0.026) ubicado también en el cromosoma X.

Las estimas de divergencia sindnima (K) son superiores que las estimas de
divergencia no sinénima (K,) tanto entre los genes paralogos como entre los genes
ortélogos (tabla III.15). De la misma forma que lo observado entre D. melanogaster y D.
simulans, las estimas de la divergencia no sindnima entre D. subobscuray D. madeirensis
difiere entre copias (0.008 para el gen Dca y 0.019 en el gen RC), lo que indica que los
genes Dca y RC en estas especies también se encuentran bajo diferentes niveles de
constriccion funcional. De hecho, en el gen Dca la relacion entre la divergencia no
sinonima y sindénima (K,/Ks) entre D. subobscura y D. madeirensis es bastante inferior que
1, mientras que el gen RC presenta un valor de K,/Ks = 0.826 (tabla III.15). La relacion
Ko/Ks varia desde 0.736 hasta 0.951 con un valor promedio de 0.832 al emplear cualquiera
de las 12 lineas de D. subobscura secuenciadas del gen RC. Por lo tanto, esto podria indicar
la accion de la seleccidn positiva en el gen RC después de la separacion de estas dos
especies. No obstante, la relajacion de la seleccidon natural como la causa de la fijacion de
los reemplazamientos aminoacidicos no puede ser descartada ya que la relacion K,/Ks
permanece inferior a 1.

Al igual que en el andlisis con D. melanogaster y D. simulans, el arbol filogenético
de los genes Dca y RC en D. suobscura y D. madeirensis revela que ambos genes han
evolucionado independientemente desde su duplicacion (figura I11.13). No obstante, en el
caso del gen Dca, D. madeirensis se agrupa con las lineas analizadas de D. subobscura en
lugar de ubicarse como especie outgroup. La proteina codificada por los genes Dca y RC en

las anteriores especies presentan 75 reemplazamientos aminoacidicos fijados (figura I11.12)
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Resultados. El gen RC. Los genes paralogos Dca'y RC

Tabla III.15. Divergencia de los genes Dca y RC

Comparaciones K, K, KJ/K,
Entre genes paralogos

DcaSub-RCMad 0.516
RCSub-DcaMad 0.543
DcaSub-RCSub 0.508
DecaMad-RCMad 0.552
Entre genes ortélogos

DcaSub-DcaMad 0.050 0.008 0.160
RCSub-RCMad 0.023 0.019 0.826
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K, divergencia sinonima; K,, divergencia no sindnima;
KJ/K, relacion entre la divergencia no sindnima y sindnima.
Sub, D. subobscura; Mad, D. madeirensis.

Dca.LS89.567
Dca.AU89.898
Dca.589.4
Dca.LS89.669
Dca.AU89.918
Dca.LS89.517
Dca.AU89.817
Dca.Mad
Dca.AU89.784
Dca.AU89.1002
Dca.LS89.754
Dca.AU89.986
L Dca. ES89.484
Dca.589.174
RC.Mad
FRC.Sub}oS
RC.Sub303
I_l{ RC.Sub230
RC.Sub232
RC.Sub354
RC.Sub314
RC.Sub345
RC.Sub342
RC.Sub337
RC.Sub317
RC.Sub306
RC.Sub309
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Figura IIL13. Arbol filogenético de los genes Dca y RC en las
diferentes lineas analizadas de D. subobscura v D. madeirensis.

170



Resultados. El gen RC. Analisis de ML de los genes paralogos Dcay RC

II1.3.1.3 ANALISIS DE MAXIMUM LIKELIHOOD (ML) EN LA REGION
CODIFICADORA DE LOS GENES PARALOGOS DCA Y RC (DR)

Los resultados de los modelos FR y MO para el conjunto de los genes paralogos
Dca y RC (DR) son semejantes a los obtenidos previamente para cada copia
individualmente. El modelo FR es significativamente mejor que el modelo nulo MO (2

Ac=160.385, P = 1.742 x 10"%) e indica que en el gen RC la rama que lleva al linaje de

D. subobscura presenta un valor de © > 1.

Para identificar la accion de la seleccidn positiva en ramas especificas del
conjunto DR consideramos un modelo con dos valores de o diferentes, un valor (w;)
para ramas concretas y otro valor (mg) para el resto de ramas de la filogenia. Los valores
de o, se fijaron alternativamente en la rama interna previa a la divergencia del gen Dca
(dDca) o del gen RC (dRC) o en la rama externa que conduce al gen RC de D.
subobscura (RCSub) (figura II1.14). Este modelo se ajusta significativamente mejor que

el modelo MO en los tres casos (para dDca, 2 Ac=16.692, P =4.394 x 107; para dRC, 2
Ac=3.655, P=0.056; para RCSub, 2 A¢ = 7.684, P =0.005).

Dimel
Dsim
Dsech

Dman
Dyuk

Dere

Danual
— s | Dca
Dpseul
fknpwu.‘
Dper
Dsub
| El)mml

Dgean

dDca

Dmel
Dyim
Dsech
Dyak

Dere

Dana
Dpsen RC

Dsub
__{:tlhmnl
Dguan

dRC

——Calliphora vicina
e Sare ophoga peregrina

Figura II1.14 Ramas usadas como foreground en los analisis de branch-sites
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Resultados. El gen RC. Analisis de ML de los genes paralogos Dca'y RC

Los resultados de las estimas de ML al emplear los modelos M1 (nearly neutral),
M2 (seleccion), M3 (discreto), M7 (beta) y M8 (beta & ®) se muestran en la tabla
I1.16.

Tabla IIL16. Valores de log likeliiood v estimas de los parametros bajo difrentes modelos en los genes

parilogos Dea v RC (DR)
Estimas de los Seleccion
Modelo f ¢ pardametros positiva
Branch models
MO 57 - 8931652619 ®=0088 x=1623 No
FR 111 - 8851.459780 D.subobscura @ =1.132 Si
x=1519
BrDsub S8 - 8927 810382 x=1623 St
;= 0087, o, = 1.359
BrdDca 58 -8923.306179 x=1.605 No
@, = 0083, o, = 0368
BrdRC 58 - 8929.824952 x=1.624 No
@, = 0081, ®, = 999000
Sites models
Ml 58 - §849.326418 x=1.781 No permutido
P = 0919, @, = 0.076
7, =0081, o, =1
M2 60 - 8849326468 x=1.781 No
Po= 0919, & = 0,076
7, =0081,0,=1
Py =0.000, o, =42.305
M3 (K=2) 59 - 8724.388702 x= 1671 No
Po=0588 &, =0016
2,=0411, 0, =0218
M3 (K=3) 61 - 8705 378453 x=1683 No
Po=0.522 wy,=0.010
P =0404, @, =0.155
p:=0073 ,=0484
M7 58 - 8708726227 x=1672 No permitido
p=0420, ¢ =344]
M8 60 - 8705.047905 x= 1672 No
p=0463, a=4314
Po=0988 (p,=0011)
@, = 1046
Branche-sites
model A
Rama RCsub 60 - 8845924182 x=1782 66E, TIE, 172A (P > 095)
Po= 0566, p, = 0050
(p; ‘pg) =0.382
@, = 2695
Rama dDca 60 - 8832.580689 x=1.765 60S. 1361. 138T. 141K.
Py=0785 p, =0065 186L, 278N (P > 0.95)
(p;+py)=0148
W, =3.676
Rama dRC 60 - 8848 469667 x = 1765 No
2o =0.000, p, =0.000
Ps+p)=1
©, =41 897

f, grados de libertad; ¢. valor de log likelihood; w, relacion dy/ds; K, relacion entre el numero de
transiciones y transversiones.
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Resultados. El gen RC. Analisis de ML de los genes paralogos Dcay RC

Los analisis realizados con los modelos M1, M2 y M3 (K=2 y K=3) indican que el
52-91% de las posiciones analizadas se encuentran bajo una fuerte seleccion
purificadora con valores de ® que van desde 0.01 hasta 0.07. Sin embargo, los valores
de o para el resto de posiciones son mds elevados (hasta 0.484), sugiriendo una
relajacion de la seleccion (a excepcidn de los modelos M1 y M2 donde se fija una clase
de @ = 1). Las estimas de los parametros obtenidos con los modelos M7 y M8 sugieren
que los valores de ® presentan una distribucion beta en forma de L, con la mayoria de
aminoacidos muy conservados o poco variables (p ~ 0.4y g ~ 3.7).

La diferencia entre los dos modelos M1 y M2 no es significativa debido a que las
estimas de ML son muy similares y por lo tanto no existen evidencias de seleccion
positiva en ningin codén en particular. Por el contrario, los modelos discretos (M3 con
K =2 o K =3) se ajustan mejor que el modelo M0. Adicionalmente, el modelo M3 (K =
3) es significativamente mejor que el modelo més simple M3 (K = 2) (2 A¢ = 38.020, P

= 5.545 x 10”). Sin embargo, las estimas de los parametros bajo este modelo no
detectan ninguna posicion bajo seleccion positiva (m; = 0.155).

El modelo alternativo A de branch-sites implementado con el propdsito de
determinar la existencia de sitios bajo seleccion positiva en linajes especificos es

significativamente mejor que el modelo M1 tUnicamente en las ramas dDca (2 A¢ =
33.491, P = 5.338 x 10°*) y RCSub (2 A¢ = 6.804, P = 0.033). Este modelo identificé 6
(608, 1361, 138T, 141K, 186L y 278N) y 3 (66E, 71E y 172A) (figura I1I.15) posiciones

con una alta probabilidad posterior de evolucionar bajo seleccion positiva en las ramas
dDca y RCSub, respectivamente. El test 2 (Zhang et al. 2005) se emple6 para evitar la
identificacion de falsos positivos con el modelo de branch-sites. Este test es

significativo en la rama dDca (2 Ac¢ = 4.391, P = 0.036) pero no en RCSub (2 A¢ =

0.190, P = 0.662). Por lo tanto, a pesar que los modelos de branch-sites predicen
posiciones seleccionadas positivamente en linajes especificos, no se puede descartar que
el valor de m> > 1 en el linaje RCSub sea causado por la relajacion de la constriccion
funcional (w; =1), mientras que la seleccion positiva puede haber actuado en la rama

dDca.
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Resultados. El gen RC. Analisis de ML de los genes paralogos Dca'y RC
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Figura II1.15. Alineamiento multiple de las proteinas
codificadas por los genes Dca y RC. En negro,
aminoacidos idénticos; en gris, aminodcidos con
propiedades  bioquimicas  similares. Mel, D.
melanogaster; Sim, D. simulans; Sec, D. sechelia;
Mau, D. mauritiana; Yak, D. yakuba; Ere, D. erecta;
Ana, D. ananassae; Ps, D. pseudoobscura; Sub, D.
subobscura; Mad, D. madeirensis; Gua, D. guanche;
Moj, D. mojavensis; Vir, D. viriles; Gri, D. grimshawi;
Calli, Calliphora vicina; Sar, Sarcophoga peregrina.
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Discusion. El gen RC. Evolucion molecular y analisis de ML de los genes paralogos Dcay RC

I11.3.2 DISCUSION

I11.3.2.1 EVOLUCION MOLECULAR Y ANALISIS DE ML DE LOS GENES
DCAY RC EN DROSOPHILA

Las regiones ortologas de los genes Dca y RC fueron identificadas en todas las
especies del subgenero Sophophora, incluyendo a D. willistoni en la que se detectaron
dos copias del gen Dca y una del gen RC. Sin embargo, esta ultima especie no fue
incluida en los analisis de ML debido al cambio que presenta en la composicion de
bases y en la preferencia de codones (Vicario et al. 2007; Singh et al. 2006; Drosophila
12 Genome Consortium 2007). Por el contrario, en las tres especies incluidas en el
subgénero Drosophila (D. grimshawi, D. virilis y D. mojavensis) se detectdé una unica
regidn con altos niveles de sintenia con el gen RC ubicado en el cromosoma X. Por otro
lado, las especies Calliphora vicina (Blue Blowfly) y Sarcophoga peregrina (Fleshfly)
empleadas como outgroup, presentan una Unica region de similitud a los genes Dca y
RC, siendo ésta mas elevada cuando dicha region se compara con el gen RC. Estos datos
sugieren que el evento de duplicacion ocurrié después de la separacion de los
subgéneros Drosophila-Sophophora pero antes de la radicacién de las especies del
subgénero Sophophora (figura 111.14).

Ademads del alto grado de similitud de la secuencias aminoacidicas de las
proteinas DCA y RC, la estructura de los genes que las codifican con un pequefio intron
de fase 2 también estd conservada en todas las especies de Drosophila. El
mantenimiento de estos genes paralogos durante un periodo de tiempo tan largo sugiere
la accidon de un mecanismo de preservacion. Existen dos principales teorias para el
mantenimiento de las dos copias de un gen duplicado: subfuncionalizacién y
neofuncionalizaciéon (Ohno 1970; Clark 1994; Walsh 1995). La subfuncionalizacion de
genes duplicados es un proceso importante en el modelo DDC (Duplication-
Degeneration-Complementation), en el cual las funciones de un gen ancestral son
divididas entre los genes duplicados que funcionalmente se complementan mutuamente.
Por otra parte, la neosubfuncionalizacidon de genes duplicados resulta en la adquisicion
de una nueva funcién en uno de los genes, mientras que la funcion ancestral es

preservada por otro gen.
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La proteina de la familia SMP-30 de las especies S. peregrina y C. vicina
empleadas como outgroup en los andlisis fue denominada anterior fat body protein
(AFP) debido a que su expresion se encuentra altamente restringida al citoplasma de los
trofocitos (células grasas) de la region anterior del cuerpo graso de la larva (Nakajima y
Natori 2000; Hansen et al. 2002). La AFP de S. peregrina esta constituida por 306
aminoacidos y su secuencia presenta un 75% y 61% de residuos idénticos a los de la
proteina codificada por los genes RC 'y Dca de D. melanogaster, respectivamente. El
mayor grado de similitud de AFP con la proteina RC de las especies de Drosophila
analizadas, sugiere que el gen AFP es homologo del gen RC en Drosophila'y que el gen
Dca surgio tras un evento de duplicacion.

La posible funcién del gen AFP en C. vicina es la incorporacion (endocitosis) de
proteinas de almacenamiento (hexamerinas) desde la hemolinfa al cuerpo graso por
medio de la interaccidon con el receptor de hexamerinas (Hansen et al. 2002) durante el
proceso de metamorfosis. La interaccidén entre estas dos moléculas solamente puede
ocurrir en la parte anterior del cuerpo graso, un tejido que se degrada rapidamente poco
después de la formacion de la pupa. Por otro lado, el gen AFP de S. peregrina no parece
exhibir una fuerte afinidad con el calcio, en contraste con el gen RC de los mamiferos,
el cual se asume que ha derivado del mismo ancestro comun (Nakajima y Natori 2000).

Por lo tanto, es posible que el gen RC en las especies del Drosophila mantenga
la funcién ancestral, mientras que el gen Dca pudo haber adquirido una nueva funciéon
después del evento de duplicacion. De hecho, Goto (2000) ha sugerido que la posible
funcién del gen Dca en Drosophila, al igual que la descrita para el gen SMP30 de los
mamiferos, es el mantenimiento de los niveles de calcio (Ca") en el citosol. El aumento
detectado en los niveles de la expresion del gen Dca después de la exposicion a 15°C en
individuos de Drosophila podria indicar la importancia de este gen en el mantenimiento
de los niveles de Ca” a bajas temperaturas y en la tolerancia al frio en Drosophila. No
obstante, para poder establecer la posible diferenciacion funcional de los genes Dca y
RC es fundamental determinar la funcién y el patron de expresion que presentan estos
genes en Drosophila.

Los andlisis de ML muestran que las estimas de dn/ds (w) en la region
codificadora de los genes Dca y RC son significativamente heterogéneas y bastante
variables entre los diferentes linajes analizados, indicando que la evolucion de estos

genes es incompatible con el modelo neutral. No obstante, ambos genes presentan

176



Discusion. El gen RC. Evolucion molecular y analisis de ML de los genes paralogos Dcay RC

valores de dn/ds < 1 (a excepcion de las ramas RCSub y la que lleva a D. virilis y D.
mojavensis del gen RC) sugiriendo que han evolucionado bajo seleccion purificadora.

El modelo empleado para determinar la posible diferencia en la evolucion de los
genes Dca y RC en linajes especificos causada por la asociacion con la distribucion
geografica, indica que el gen Dca presenta una diferencia significativa del patrén o en
los linajes de las especies tropicales respecto a los de las especies templadas con niveles
de constriccidon funcional mayores en estas ultimas. Por el contrario, esta diferencia
entre linajes tropicales y templados no se detecta en el gen RC. Este resultado estaria de
acuerdo con la implicacion de la tolerancia al frio del gen Dca pero no del gen RC.

En las ramas que llevan hacia los linajes tropicales del gen Dca, el modelo A de
Branch-sites identific6 un total de 16 reemplazamientos. Uno de estos
reemplazamientos (104D) puedo haber evolucionado por seleccion positiva (figura
II1.15). No obstante, el test 2 (Zhang et al. 2005) empleado para evitar la clasificacion
falsa de posiciones bajo seleccion positiva no descarta la relajacion de la constriccion
funcional como la causa del alto valor de ® detectado en el anterior reemplazamiento.
Por el contrario, el test 2 sugiere que los dos reemplazamientos identificados (140W y
146S) en las ramas templadas del gen Dca con valores elevados de » han evolucionado
por seleccion positiva.

El andlisis conjunto de los genes pardlogos y ortdlogos Dca y RC permitid
detectar que en las ramas dDca y RCSub el modelo A de branch-sites es
significativamente mejor que el modelo M1. De los 41 reemplazamientos detectados en
dDca, 6 han evolucionado por seleccién positiva (60S, 1361, 138T, 141K, 186L y
278N) (figura III.15). De éstos, 3 son radicales con respecto a la carga, 3 con respecto a
la polaridad y 1 es radical para ambos criterios. El test 2 (Zhang et al. 2005) permite
concluir que la seleccion positiva pudo haber actuado sobre estos cambios
aminoaciditos en la rama dDca mientras que no descarta la relajacion de la constriccion
funcional como la causa de los altos valores de o detectados en la rama RCSub.

A pesar que en este trabajo se han identificado posiciones aminoacidicas que han
evolucionado bajo seleccion positiva y que pueden causar caracteristicas diferenciales
en los genes Dca y RC después del evento de duplicacion, es indispensable informacion
adicional tanto de la estructura como de la funcion de las proteinas codificadas por estos
genes para demostrar el cardcter adaptativo de los aminoacidos identificados bajo
seleccidon positiva por medio de los andlisis de ML. Ademas, como se mencionaba

anteriormente, el andlisis de las regiones reguladoras y el estudio de posibles diferencias
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en los niveles y el patron de expresion de los genes Dca y RC son fundamentales para
poder comprender mejor el papel de la seleccion natural en la evolucion molecular de

estos genes en Drosophila.
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IV.1 POLIMORFISMO NUCLEOTIDICO DEL GEN CG6296

IV.1.1 RESULTADOS

IV.1.1.1 POLIMORFISMO NUCLEOTIiDICO DEL GEN CG6296 EN D.
MELANOGASTER

La variacion nucleotidica de la region CG6296 fue analizada en 19 lineas de D.
melanogaster procedentes de dos poblaciones naturales espafiolas (Montemayor y Sant
Sadurni d’Anoia). El fragmento estudiado de aproximadamente 2.7 kb incluye alrededor
de 2.1 kb de la region codificadora, asi como parte de las regiones 5 y 3’ flanqueantes

con una longitud aproximada de 0.4 y 0.2 kb, respectivamente.

Diferenciacion genética entre poblaciones

La diferenciacion genética entre las poblaciones de Montemayor y Sant Sadurni
d’Anoia fue estimada usando el estadistico Fy; (Hudson et al 1992). El valor observado
al comparar las dos poblaciones analizadas (Fs = 0.0069) no difiere significativamente
del esperado bajo el modelo neutro en muestras aleatorias de una poblacién panmitica
sin subdivision (figura IV.1). Por lo tanto, ambas poblaciones se consideraron

conjuntamente en los analisis posteriores.

Distribucion Fst

0,25

-0,400 -0,200 0,000 0,200 0,400 0,600 0,800 1,000

Figura IV.1. Distribucion del estadistico F en una poblacion panmictica de 19 individuos

(ver materiales y métodos).
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Analisis del polimorfismo nucleotidico

El alineamiento multiple de las 19 secuencias de D. melanogaster presenta un
total de 2814 posiciones. En dicho alineamiento se detectaron tanto polimorfismos por
cambio nucleotidico como polimorfismos por insercién/delecion. Al eliminar las
posiciones que presentan gaps en una o varias de las lineas analizadas el nimero de
posiciones se reduce a 2770. En total se identificaron 84 posiciones polimoérficas por
cambio nucleotidico y 5 polimorfismos por insercién/delecion de nucledtidos.

En la region 5’ flanqueante se detectaron 16 polimorfismos por cambio
nucleotidico, de los que 2 presentan variantes unicas. También se detectaron 4
polimorfismos por insercion/delecion. La region codificadora presenta un total de 56
polimorfismos por cambio nucleotidico, de los cuales 29 son sinéonimos, 27 no
sinonimos y 17 presentan variantes unicas. Ademas de los polimorfismos por cambio
nucleotidico, la regioén codificadora presenta un polimorfismo por insercion/delecion de
3 nucledtidos. En la region 3 flanqueante se detectaron 7 polimorfismos por cambio

nucleotidico, de los cuales 2 presentan variantes unicas (figura IV.2).
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Analisis del polimorfismo aminoacidico

El alineamiento multiple de las secuencias aminoacidicas de la proteina
codificada por el gen CG6296 en las 19 lineas de D. melanogaster analizadas se
presenta en la figura I'V.3. Este alineamiento comprende un total de 676 posiciones. Se
observaron 27 polimorfismos de reemplazamiento de los cuales 11 presentan variantes
unicas. Es de destacar que 9 de los 11 variantes Unicas estan presentes en una sola linea
(M66).

Los polimorfismos aminoacidicos detectados causan cambios tanto
conservativos como radicales dependiendo de si alteran o no las propiedades fisico-
quimicas de los aminodcidos. Con respecto a la carga, se detectaron 20 cambios
conservativos (por ejemplo, los cambios 4cido glutdmico/acido aspartico (Glu/Asp),
valina/isoleucina (Val/lle) y leucina/serina en las posiciones 600, 1350 y 2206,
respectivamente) y 7 radicales (por ejemplo, los cambios éacido glutdmico/lisina
(Glu/Lys) y é4cido glutdmico/valina (Glu/Val) en las posiciones 790 y 1999,
respectivamente). Con respecto a la polaridad, se observaron un total de 18 cambios
conservativos (por ejemplo: isoleucina/metionina (Ile/Met), leucina/valina (Leu/Val) y
serina/asparagina (Ser/Asn) en las posiciones 768, 1575 y 2014 respectivamente) y 9
radicales (por ejemplo: treonina/alanina (Thr/Ala) y alanina/serina (Ala/Ser) en las
posiciones 1605 y 2127, respectivamente). Al considerar la secuencia de D. simulans,
10 de los 11 aminoacidos que se encuentran segregando a baja frecuencia en las
posiciones polimdrficas son derivados.

Ademas de los polimorfismos de reemplazamiento, la regidén codificadora del
gen CG6296 presenta un polimorfismo por insercion /delecidon. Asi, la linea M40
presenta una delecion de un aminoacido con respecto a la secuencia de referencia.

Dicha delecion esta ubicada hacia el extremo carboxi-terminal de la proteina.

Diversidad haplotipica

Las 19 lineas de D. melanogaster analizadas pueden agruparse en un total de 15

haplotipos diferentes si se consideran todos los polimorfismos por cambio nucleotidico

detectados en la region estudiada. La diversidad haplotipica detectada es Hd = 0.959.
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Asimismo, en la region codificadora se detectaron un total de 15 haplotipos que
representan 8 variantes proteicas. En la figura IV.3 se observa que la variante P1
presenta una frecuencia del 52.6% (10 lineas) y la variante P3 del 10.5% (2 lineas). El
resto de variantes (P2, P4-P9) se encuentran en una sola linea y se diferencian por mas

de una sustitucion aminoacidica.

22 83 R BT IR EE YR RS 2S
§ R B e8I BRRRIANANNNNNa R
CN1 Pt Ala Gu lle Gin Leu Vo Gly Lou Tiw Glu e Seor Asp Glu Ser Sor Asp Ser Ala Glu Lys Low Glu Asp VW N Sor Val
CN5

CNG

CN7

CN22

M2

M1

M22

M26

M54

CN23 P2 lle Val Ala

CNX P lle Val Ala Lys Lys Glu Vsl Asn Al Ser Aa Gl

M13 lie Vol Ala Lys Lys Glu Val Asn Glu Ser Ala Gh

M0 lle Val Ala Lys Lys Giu Val Asn Glu Ser Ala Giu Gu o3

M 3¢ P4 lle Vi Ala Glu The Ser Asp Ser

M55 PS5 lle Ala Glu Thr Ser Asp Ser

CNo P6 Met Phe lle Ala Sl The Ser Asp Ser

MGG P? Ser Asp Lys lle Ser Ala Tyr Pro Gl Thr Ser Asp Asn Ser Gl Thr
CN34 P8 e ™ Leu
D simufans Gly Lys lle Val Ala Gy Gly Seor Ser Gl

Figura IV.3. Polimorfismo aminoacidico de la proteina codificada por el gen CG6296 en las 19 lineas de D.
melanogaster analizadas de las poblaciones de Montemayor (M) y Sant Sadurni d’Anoia (CN). En la parte superior se
indican las posiciones de los polimorfismos nucleotidicos que causan los cambios aminoacidicos de acuerdo a la figura
19. Los puntos (.) indican aminoacidos idénticos a los de la secuencia de referencia y los guiones (-) posiciones con
gaps. P# indica la variante proteica. La ultima fila muestra la informacion en D. simulans para las posiciones
identificadas como polimérficas en D. melanogaster.

Desequilibrio de ligamiento y recombinacion

El grado de desequilibrio de ligamiento se analizd empleando las posiciones
informativas. De las 1830 comparaciones realizadas entre los 61 polimorfismos
detectados, 554 son significativas por el test %* (30.3%) y 68 con la correccién de
Bonferroni (3.7%). Se detectaron un total de 13 eventos de recombinacion (Rm) en la

region analizada de acuerdo al test de los cuatro gametos de Hudson y Kaplan (1985).
Diversidad nucleotidica
En la tabla IV.1 se muestran las estimas del polimorfismo nucleotidico obtenidas

para diferentes tipos de posiciones. La diversidad nucleotidica para toda la region

analizada (7o) es 0.009 y ligeramente inferior a la detectada para las posiciones
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silenciosas (mg = 0.015). Dentro de la region codificadora, la estima para las posiciones
sinonimas (1) es 0.019, mientras que la encontrada para las posiciones no sinonimas
(7y) es 0.004. En los dos primeros exones del gen la diversidad nucleotidica es 0.01 y
bastante similar a la de 0.08 detectada en el tercer exon. En la region no codificadora
(regiones 5’ y 3’ flanqueantes e intrones) la estima de mnc = 0.012 es ligeramente
inferior a la observada para las posiciones sindnimas (7ts = 0.019). Las estimas de 0 para
la mayor parte de las posiciones analizadas son muy parecidas a las estimas de la

diversidad nucleotidica.

Tabla IV.1. Estimas del polimorfismo nucleotidico del gen CG6296 en D. melanogaster

Region N” de sitios S n 0
No codificadora 745 28 0.012 0.011
Silenciosa 1237.566 57 0.015 0.013
Codificadora 2025 56 0.008 0.008
Sinonima 492.6 29 0.019 0.017
No sinonima 1532.427 27 0.004 0.003
Exones 1y 2 317 24 0.01 0.011
Exon 3 1708 43 0.008 0.007

Total 2770 84 0.009 0.008

Test del neutralismo

Para poder establecer si los patrones del polimorfismo observados en el
fragmento analizado se ajustan a las predicciones del neutralismo, se aplicaron los test
desarrollados por Tajima (1989) y Fu y Li (1993) para diferentes tipos de posiciones
(tabla IV.2). Los estadisticos propuestos para los distintos tests fueron negativos tanto
para las posiciones no sindbnimas como para el total de posiciones de los exones 1 y 2.
Sin embargo, los estadisticos son significativos (P < 0.05) Unicamente para las
posiciones no sinonimas de estos exones. Asi, los test de Tajima y Fu y Li sugieren que
los patrones del polimorfismo detectados en la region CG6296 concuerdan con las
predicciones del neutralismo a excepcion de las posiciones no sindnimas de los exones
1 y 2 que muestran una un exceso de variantes segregando a baja frecuencia.

El test H de Fay y Wu (2000) se aplico para establecer si existe un exceso de
mutaciones derivadas a alta frecuencia (tabla IV.2). D. simulans fue utilizada como

especie outgroup para polarizar los cambios observados. Para todos los tipos de
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posiciones analizadas el test H es negativo y es marginalmente significativo para las
posiciones no sinénimas de los exones 1 y 2 y para el total de las posiciones
codificadoras de estos exones (P = 0.063 y 0.062, respectivamente) bajo la hipotesis
conservativa de no recombinacion. Sin embargo, el test fue significativo para el total de
la region estudiada al considerar un valor de Ry = 45 que fue estimado a partir del

numero minimo de eventos de recombinacion detectado en la muestra (Rozas et al

2001).

Tahla IV.2, Tests del neutralismo en diferentes regiones del gen CG629%6 en 1. melanogaster

Exones 1y 2 Exon 3

Test No Codificadora Stenclosas  Sinoming  No Sinonnbma Total  Sinonima No Sinonima lotal  Total Codificadora  lotal Region
Tajima D 0363 0456 0235 - 1561 - 0543 0654 0034 0257 0059 0.167
MD<Doby) 0.691 0.726 0.642 0025* 0.306 0.769 0477 0 0491 0629
Fay LID* 04758 0nsn 0364 «2.577 «07%2 0697 014 0249 « 0009 0.164
D <D ob) G636 a2 0w Hole* 0l wrye 0432 05 G482 ) =)
Fuvy LiF* 0Ssid 0584 03iso «2739 NN 07N 0139 030 0013 019
NT < F o) @65 075 04634 a0+ 9.209 083 0Jod 05 L LR w58
Fay y Wa - 5661 « 9571 « 2088 . 1491 L3449 L1 240 - 4461 STT] C 13771
Pt <Hobs) 0.057 010 a1y L 63 0.062 0161 0l 0164 012 @098

Probabilidad de obtener un valor del test estadistico menor que el observado tras simulacion de coalescencia sin
recombinacion.
*P<0.05

El test de MacDonald y Kreitman (1991) se realiz6 para contrastar si la relacion
entre el nimero de polimorfismos dentro de especie y el nimero de diferencias fijadas
entre especies es equivalente para los cambios sindnimos y los no sinénimos. Para
aplicar este test se utilizd6 D. simulans en la comparacion interespecifica. No se

detectaron diferencias significativas entre ambas relaciones (tabla IV.3).

Tabla IV.3 Test de MK (1991) en el gen CG6296 de D. melanogaster

Polimorfismo en Diferencias fijadas
D. melanogaster (D. melanogaster/D. simulans)

No sinonimo 26 41
Sinonimo 27 40

G value = 0.031; P = 0.859
NI =0.939

Genealogia de los alelos

La figura IV.4 muestra la genealogia de los alelos de las poblaciones de

Montemayor y Sant Sadurni d’Anoia. En este andlisis se empled D. simulans como
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especie outgroup. En el arbol se pueden identificar las 4 lineas que presentan el mismo
haplotipo (M2, M11, M22 y M26), las dos que comparte otro haplotipo (CN6 y CN22)
y los 13 haplotipos restantes formados por lineas unicas. Ademads, los alelos no se
agrupan por localidad, lo que confirma el hecho de que las poblaciones analizadas no se

encuentran genéticamente diferenciadas para la region CG6296.

Mo66H

D. simulans

0s
Figura IV .4. Genealogia de los alelos de las poblaciones de Montemayor (M) y Sant Sadurni d’Anoia

(CN) reconstruida por el método de neighbor-joining (Saitou y Nei 1987) usando la distancia de
Kimura de 2 parametros (Kimura 1980).
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IV.1.2 DISCUSION

IV.1.2.1 DIVERSIDAD NUCLEOTIDICA DEL GEN CG6296 EN D.
MELANOGASTER

El gen CG6296 de D. melanogaster se localiza en el brazo cromosémico 3R
(posicion 97D) al igual que los genes Dca y Fst. La variabilidad nucleotidica de los tres
genes se ha analizado en las mismas dos poblaciones naturales de D. melanogaster:
Montemayor y Sant Sadurni d’Anoia. La estima de la diversidad nucleotidica silenciosa
detectada en la region CG6296 es idéntica a la observada en la region Dca (mg; = 0.015) y
bastante superior a la correspondiente estima en el gen Fst (it = 0.0028). Segin Kliman y
Hey (1993), la tasa de recombinacidn para la region donde se encuentra ubicado el gen Fis¢
es de alrededor de 0.00093 mientras que para las regiones Dca y CG6296 es muy similar y
de aproximadamente 0.00228 y 0.00385, respectivamente. Por lo tanto, el mayor nivel de
polimorfismo silencioso detectado en las dos tltimas regiones podria ser consecuencia de
su ubicacion en zonas con mayores niveles en la tasa de recombinacion en comparacidn a
los del gen Fst en D. melanogaster.

Como se ha descrito en otros genes, la variacion en las posiciones sinénimas (s =
0.019) del gen CG6296 es superior que la detectada en las regiones 5° (1= 0.014) y 3’ (n =
0.006) flanqueantes, lo que sugiere una mayor constriccion funcional en estas regiones
probablemente debido a la presencia de regiones reguladoras. El nivel de variacién
nucleotidica en la poblacion de Sant Sadurni d’Anoia se ha estimado tras el analisis de 109
fragmentos no codificadores localizados a lo largo del cromosoma X (Orengo y Aguadé
2004). El valor promedio de la diversidad nucleotidica en el anterior estudio fue de n =
0.0038. No obstante, el rango de variacion oscila entre 0 y 0.0132 lo que indica que el nivel
de variacidn en la region no codificadora del gen CG6296 de © = 0.012 corresponderia a un
nivel de variacion elevado en la poblacidn. Por otro lado, dentro de la regidon codificadora,
el nivele de la diversidad nucleotidica en los dos primeros exones es bastante similar a la
detectada en el tercer exon (tabla IV.1). En el primer exon se encuentra la secuencia del
péptido sefial de la proteina codificada por el gen CG6296 mientras que el segundo y parte

del tercero codifican para un dominio lipasa. De hecho, la posible funcidn descrita para esta
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proteina es la de triacilglicerol lipasa que esta implicada en el transporte y el metabolismo
de lipidos. El nivel de diversidad nucleotidica no sinénima para la regién que codifica el
dominio lipasa (segundo y parte del tercer exon) es m, = 0.0025 y casi tres veces inferior al
detectado (m, = 0.0067) en el resto de la proteina (resto del tercer exdn), indicando una
mayor constriccion funcional en el dominio lipasa.

Los test de neutralidad de Tajima y Fu y Li (tabla 21) basados en la comparacion de
la heterozigosidad detectada dentro de las poblaciones analizadas de D. melanogaster no
fueron significativos (tabla IV.2). Sin embargo, el test H (Fay y Wu 2000) indica que en
toda la region analizada del gen CG6296 existe un exceso significativo de mutaciones
derivadas segregando a altas frecuencias cuando se emplea el valor estimado de Ry = 45
(tabla IV.2). El exceso de mutaciones derivadas a altas frecuencias podria ser causado por

un barrido selectivo en o cerca del gen CG6296.
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IV.2 DIVERGENCIA DEL GEN CG6296

IV.2.1 RESULTADOS

1V.2.1.1 DIVERGENCIA NUCLEOTIDICA DEL GEN CG6296 EN EL GRUPO
MELANOGASTER DE DROSOPHILA

El gen CG6296 fue secuenciado en cinco especies del grupo melanogaster de
Drosophila: D. melanogaster, D. simulans, D. mauritiana, D. yakuba y D. erecta. El
alineamiento multiple de la region codificadora de las cinco especies comprende un
total de 2979 posiciones que se reducen a 1848 al excluir de los anélisis las posiciones
que presentan gaps. En todas las especies, la estructura del gen CG6296 esta compuesta
por 3 exones separados por dos pequefios intrones. La longitud de la region codificadora
incluyendo los intrones es de 2138 pb en D. melanogaster, 2214 pb en D. simulans,
2747 pb en D. mauritiana, 2457 pb en D. yakuba y 2479 pb en D. erecta.

En la tabla IV.4 se muestran las estimas de la divergencia nucleotidica entre las
diferentes especies para el gen CG6296. Las estimas de la divergencia no sinénima (K,)
son mas bajas que las detectadas para las posiciones sindnimas (K;) en todas las
comparaciones. Las estimas de la relacidn entre la divergencia no sindnima y sinénima
(Ka/Ks) son inferiores a 1 y van desde 0.210 en la comparacion entre D. simulans y D.

mauritiana hasta 0.441 entre D. yakuba y D. erecta.

Tabla IV. 4. Divergencia nucleotidica en el gen CG6296

Especies K, K, K.J/K,
mel - sim 0.124 0.052 0.419
mel - mau 0.124 0.049 0.395
mel - yak 0.234 0.092 0.393
mel - ere 0.286 0.113 0.395
sim - mau 0.038 0.008 0.210
sim - yak 0.229 0.091 0.397
sim - ere 0.276 0.110 0.398
mau - yak 0.223 0.090 0.403
mau - ere 0.275 0.108 0.392
yak - ere 0.213 0.094 0.441

K, divergencia sinénima por posicion sinénima. K,, divergencia no sindnima por posicion
no sinonima. K, /K, ratio entre la divergencia no sinénima y sinénima.
mel. D. melanogaster; sim, D. simulans; mau, D. mauritiana; yak, D. yakuba; ere, D. erecta.
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Los arboles obtenidos por el método de neighbor-joining (Saitou y Nei 1987) en
base a la divergencia nucleotidica detectada en la region codificadora asi como los
obtenidos a partir de la divergencia sinonima y no sindnima se presentan en la figura
IV.5. La topologia de los arboles coincide en todos los casos excepto en la agrupacion
de D. yakuba y D. erecta en el arbol reconstruido en base a la divergencia no sindnima.
En todos los arboles, la rama del linaje de D. erecta es consideradamente mas larga que

la del linaje de D. yakuba.

A) B)
[ D). melanogaster [ D, melenogarier
1 ED. stwtulams l—:l). simutans
D, manritians ). mawritians
D. yakuba D. yakubs
D, erecta 1), erects
—6 —t
©)
r D), melanogaster
l rn. stmrutans
0. maunriiana
D. yakuba
D. erecn
p—

om
Figura IV.5. Arboles filogenéticos obtenidos por el método de neighbor-joining (Saitou y

Nei 1987) en base a la A) divergencia nucleotidica total, B) divergencia sinénima y C)
divergencia no sindbnima.

Para poder determinar si el niimero de sustituciones entre los linajes de D.
vakuba y D. erecta son significativamente diferentes se aplicod el relative rate test
propuesto por Wu y Li (1985) utilizando D. melanogaster como especie outgroup (tabla
IV.5). Los resultados del anterior test indican una diferencia estadisticamente
significativa en la tasa de sustitucion de los linajes de D. yakuba y D. erecta. Al aplicar
el test de Tajima (1993) se pudo comprobar que en el linaje de D. erecta se ha

producido un exceso significativo tanto de sustituciones sindbnimas como no sindnimas

(tabla I'V.5).
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Tabla V.S Relative rate test del gen CG6296 en el subgrupo melanogaster

Test de Tajima
Sustituciones Sustituciones

Out- Especie 1- Testde Wu v Li sinonimas o slnd as
Group Especie 2 K - Kus SDh - score ml m2 e rl 7
mel ....... yak-ere < 0.034446 0.009451 - 36445334 38 58 0.04)% 45 81 0.00]1**
sim....... vak - ere -0.031728 0009218 = 3441958440 39 66 0008+ 39 63 0.017*
man .. yak-ere ~0.042101 0.009801 - 4.2954]17% " 49 95 0.000]1%** 52 80 0.014*

ml y m2, nimero de sustituciones sinénimas en los linajes que llevan a las especies 1 y 2, respectivamente.
rl y r2, nimero de sustituciones no sinénimas en los linajes que llevan a las especies 1 y 2,
respectivamente.

Nombre de las especies como en la tabla [V 4.
* P<0.05;*%*0.01 <P<0.05; *** P<0.01

La estima del sesgo en el uso aleatorio de codones sinonimos fue estimada para
las diferentes especies (tabla 1V.6). Los niveles de codon bias detectados en todas las
especies fueron muy similares y relativamente bajos, con una media del valor ENC
igual a 54.295. Drosophila mauritiana fue la especie con el codon bias més alto (ENC

= 52.691), mientras que D. erecta presenta el mas bajo (ENC = 56.246).

Tabla IV.6. Estimas de codon bias en el gen CG6296

Especies Scaled %2 CBI ENC
D. melanogaster 0.176 0.250 54.377
D. simulans 0.182 0.259 53.250
D. mauritiana 0.191 0.268 52.691
D. yakuba 0.175 0.258 54.913
D. erecta 0.134 0.216 56.246

CBYI, indice de codon bias; ENC, ntimero efectivo de codones

1V.2.1.1.1 DIVERGENCIA AMINOACIDICA DEL GEN CG6296 EN EL GRUPO
MELANOGASTER DE DROSOPHILA

El alineamiento multiple de la proteina codificada por el gen CG6296 para las 5
especies del subgrupo melanogaster comprende un total de 998 aminoacidos (figura
IV.6). La longitud de la proteina codificada por el gen CG6296 en D. melanogaster, D.
simulans, D. mauritiana, D. yakuba y D. erecta es de 676, 701, 879, 782 y 862
aminoacidos, respectivamente. Estas variaciones en el tamafio se deben en parte a la

variacion en el namero de repeticiones PEEST perfectos o en aquellos que difieren en
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uno de sus residuos (PEETT, PEEAT, PEDST, PEEVT, SEEST, PEETS, PEEDT,
PEEET y PEVST) en la region C-terminal de la proteina. Este niimero oscila entre 7 en
D. yakuba hasta 15 en D. mauritiana. Ademas de los anteriores motivos, también se
detectaron motivos que presentan una o dos inserciones con respecto a los motivos
PEEST (PEEDST, PEESST, PEDEST, PEEVST, PEEEST y PEEVEST). Al tener en
cuenta estos motivos, la oscilacion en el numero de motivos abarca desde 10 en D.

vakuba hasta 18 en D. mauritiana.
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Figura IV.6. Alineamiento multiple de la secuencia aminoacidica de la proteina codificada por el gen CG6296.
Los puntos (.) indican aminoacidos idénticos a los de la secuencia de referencia y los guiones (-) deleciones de
aminoacidos respecto a esta secuencia. La linea negra indica el dominio lipasa. En verde se muestran los motivos
PEEST; en azul, aquellos motivos que difieren del PEEST en uno de los residuos y en amarillo, los que
presentan una insercion de uno o dos residuos con respecto al motivo PEEST. mel, D. melanogaster; sim, D.
simulans; mau, D. mauritiana; yak, D. yakuba y ere, D. erecta.
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1V.2.2 DISCUSION

1V.2.2.1 DIVERGENCIA NUCLEOTIDICA Y AMINOACIDICA DEL GEN
CG6296 EN EL GRUPO MELANOGASTER

La divergencia del gen CG6296 se analizd en 5 especies que se encuentran
incluidas en el subgrupo melanogaster de Drosophila. Entre D. melanogaster y D.
simulans, la estima de divergencia sinonima (Ks = 0.124) es superior a la estima
promedio de la divergencia nucleotidica silenciosa hallada en 19 genes autosomicos
analizados en ambas especies (Kg = 0.108; Begun y Whitley 2000). De hecho,
unicamente 6 de los 19 genes estdn evolucionando en las posiciones sindnimas mas
rdpidamente que el gen CG6296. Igualmente, la estima de la divergencia no sinénima
de K, = 0.052 es superior a la estima promedio para los mismos genes (K, = 0.011;
Begun 2002). En este caso, ninguno de los 19 genes anteriores presentan estimas de K,
superiores a las detectadas en el gen CG6296. Este hecho indicaria que este gen estaria
evolucionando bastante rapidamente en las posiciones no sinonimas. No obstante, la
relacion entre la divergencia no sinéonima y sinénima en la comparacién entre D.
melanogaster y D. simulans (Ky/Ks = 0.419), indicaria que la seleccidon purificadora
también actia sobre el CG6296 (tabla IV .4).

En todos los arboles obtenidos a partir de las diferentes estimas de la divergencia
en el gen CG6296, la rama que lleva al linaje de D. erecta es inusualmente larga en
comparacion a la de D. yakuba. Empleando D. melanogaster, D. simulans y D.
mauritiana como especies outgroup, el relative rate test detectd un exceso significativo
en la tasa de sustitucion global en el linaje de D. erecta (tabla IV.5). De hecho, la region
codificadora del gen CG6296 presenta los niveles mas bajos de constriccion funcional
en la comparacion entre D. yakuba y D. erecta (K,/Ks = 0.441).

Por otro lado, en las especies que conforman el subgrupo melanogaster la
proteina CG6296 presenta una variacion intrerespecifica considerable en el nimero de
motivos PEEST perfectos o en aquellos que difieren en uno de los residuos. Esto indica
que el gen CG6296 también estd evolucionando de forma rdpida por
duplicaciones/deleciones internas que contribuyen a importantes alteraciones en su
longitud dentro de este grupo. De hecho, la caracteristica mas destacable del analisis de
la divergencia de la proteina CG6296 es la relativa conservacidon de aproximadamente

los primeros 430 aminoacidos en contraposicion con una evoluciéon muy rapida por
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adiciones y deleciones en el resto de la proteina. La estructura de esta proteina presenta
un dominio lipasa identificado entre los residuos 71 y 341 asi como diversos dominios
de baja complejidad a partir del residuo 365. El valor de la estima promedio de la
relacion K,/Ks en el dominio lipasa de 0.258 contrasta con el observado para el resto de
la proteina de 0.395, sugiriendo que es precisamente en las regiones con baja
complejidad donde las constricciones funcionales son menores permitiendo detectar una

elevada divergencia tanto a nivel aminoacidico como del tamafio de la proteina.
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Conclusiones

1- El gen Fst presenta un bajo nivel de polimorfismo nucleotidico y un exceso
significativo de variantes Unicas en D. melanogaster. Este resultado indicaria que en o

cerca del gen Fist se ha producido un fendmeno de arrastre selectivo o hitchhiking.

2- El nivel de variacion nucleotidica de la region Fst en D. subobscura no esta
reducido a pesar de que este gen estd localizado muy cerca de uno de los puntos de
rotura de la inversion O. Este resultado indicaria que esta inversiéon no es de origen

reciente.

3- La regién codificadora del gen Fist presenta polimorfismo por adiciones y
deleciones de longitud considerable tanto en D. melanogaster como en D. subobscura,
aunque unicamente en la primera especie dichas adiciones/deleciones afectan a las

repeticiones internas presentes en la mitad terminal de la region codificadora.

4- El patron de polimorfismo en la region 5° del gen Dca no se ajusta a las
predicciones del neutralismo ni en D. melanogaster ni en D. subobscura. Este resultado
indicaria la accion de seleccion en las secuencias reguladoras de la expresion de dicho

gen en ambas especies.

5- Las poblaciones de Montemayor y Sant Sadurni d’Anoia de D. melanogaster
no estan genéticamente diferenciadas ni en la regidn Fist ni en la region Dca (tampoco
en la region CG6296). Este resultado indicaria que las diferencias climaticas entre estas
poblaciones no son lo suficientemente drasticas para provocar un efecto en la

variabilidad nucleotidica de dichos genes.

6- El linaje de D. erecta presenta un exceso significativo de sustituciones no
sinbnimas en el gen Fist que indicaria un acumulo de cambios adaptativos o una

relajacion de la seleccion purificadora en este linaje con respecto al linaje de D. yakuba.
7- La proteina FST presenta una regién con diversos residuos de prolina

consecutivos que se mantiene en todas las especies del subgrupo melanogaster pero que

estd ausente en las especies del grupo obscura.
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8- El gen Dca ha sufrido un proceso de duplicacién independiente en los linajes
de D. ananassae, D. willistoni y D. pseudoobscura siendo mucho mas reciente el
producido en este ultimo linaje. Asimismo, se ha detectado una relajacion de la
seleccion purificadora en contra de las mutaciones no sinénimas en el linaje de D.
ananassae, en el que uno de los tres genes pardlogos ha sufrido un proceso de

pseudogenizacion.

9- El sesgo en el uso de codones sinonimos del gen Dca difiere
considerablemente en las especies del subgrupo melanogaster en comparacion a las del
grupo obscura y D. ananassae, siendo mas elevado en estas ultimas especies. Este
resultado indicaria una relajacion de la seleccion débil en contra de las mutaciones de

codon preferente a no preferente en las especies del subgrupo melanogaster.

10- El gen Dca es pardlogo del gen RC y ha surgido por una duplicacién génica
previa a la radiacién de las especies del subgénero Sophophora pero posterior a la
separacion de los subgéneros Sophophora y Drosophila. Tras su origen, el gen Dca ha
sufrido un proceso de evolucion rapida posiblemente ligado a la adquisicién de una

nueva funcion.

11- El gen Dca muestra una diferencia significativa de la relaciéon o = dn/ds en
los linajes de las especies de Drosophila tropicales y templadas. Este resultado esta de

acuerdo con la implicacion de este gen en la tolerancia al frio.

12- El gen RC de D. melanogaster presenta un exceso significativo de
mutaciones derivadas segregando a elevada frecuencia que podria indicar un fenomeno

de arrastre selectivo o hitchhiking en o cerca del gen RC en esta especie.

13- El gen RC presenta un exceso significativo de mutaciones no sindnimas
fijadas entre D. subobscura y D. madeirensis y entre D. subobscura y D. guanche
respecto al polimorfismo en D. subobscura. Este resultado indicaria un acumulo de
cambios adaptativos durante la divergencia de las especies del cluster subobscura que
también se reflejaria en los relative rate test realizados utilizando D. pseudoobscura
como especie de referencia y en la estima de méxima versomilitud de @ > 1 en el linaje

de D. subobscura.
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14- La region terminal con repeticiones internas de las proteinas FST y CG6296
presenta una evolucion muy rapida por adiciones/deleciones que provoca importantes

variaciones de la longitud de dichas proteinas en las especies analizadas.
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