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Resumen

El interés por los mecanismos que generan las reordenaciones cromosomicas se ha
reavivado recientemente gracias al enorme avance que supone la comparacion de genomas
secuenciados. En Drosophila, las inversiones cromosomicas son abundantes como
polimorfismos intraespecificos y como cambios fijados entre especies. Sin embargo, aun
sabemos poco acerca de la generacion de estas inversiones naturales y sus consecuencias
moleculares. Se conocen diversos mecanismos moleculares capaces de generar inversiones
cromosomicas. En el mecanismo clasico, un fragmento cromosémico generado por dos roturas
puede repararse erroneamente y resultar invertido (NHEJ). Por otro lado, los elementos
transponibles (TE) pueden actuar como sustrato de la recombinacion ectdpica entre copias
insertadas en orientacion inversa en sitios cromosémicos alejados e inducir inversiones. Los
TE también pueden generar inversiones por otros procesos como la transposicion aberrante o
como simples endonucleasas. De cualquier modo, ambos mecanismos son capaces de producir
duplicaciones asociadas a la inversion. En diversos analisis moleculares de puntos de rotura de
inversiones en Drosophila se han descrito duplicaciones invertidas que la flanquean. Sin
embargo, un problema aun no resuelto es si el mecanismo per se puede producir las
coincidencias y no aleatoriedad observada de los puntos de rotura o, si la seleccion modula su
distribucion independientemente de como se produzcan.

Este trabajo pretende arrojar luz a este problema y completa el estudio de nuestro
grupo de investigacion que ha demostrado anteriormente que tres inversiones polimérficas del
cromosoma 2 de Drosophila buzzatii (2j, 29, 22°) se generaron por recombinacién ectdpica
entre copias del elemento transponible Galileo. En la Unica inversion fijada estudiada
previamente en D. buzzatii (inversion 5g) no se ha demostrado la implicacién de TE. Con el

fin de analizar un posible perfil temporal, hemos llevado a cabo el estudio de los puntos de



rotura de las otras tres inversiones fijadas en el cromosoma 2 de D. buzzatii desde su
divergencia del ancestro del grupo repleta: 2m, 2ny 2z. Por otro lado, las inversiones 2m y 2n
estan dispuestas en tdndem, compartiendo un punto de rotura a nivel citolégico. En ambos
puntos de rotura de la inversién 2z’ se han encontrado fragmentos degenerados de un elemento
de la familia Galileo que sugieren que esta inversion podria haberse originado, igual que las
inversiones polimorficas anteriormente estudiadas, por el mecanismo de recombinacion
ectopica. Por otro lado, el analisis molecular de las inversiones 2m y 2n, ha confirmado la
coincidencia citoldgica de uno de los puntos de rotura. La inversion 2m est4 asociada a una
duplicacion génica que incluye el gen CG4673 y dos genes anidados en éste (CG5071 y
CG5079). En la posicién original (punto de rotura AC), los genes CG4673 y CG5079 se han
pseudogeneizado. En la duplicacion (punto de rotura BE), el gen CG4673 es funcional pero no
hay rastro de los genes anidados debido a la pérdida del intrén 6 (que incluye ambos genes
anidados). Esta duplicacion parece ademas, haber sufrido una posterior micro-inversion.
Existen tres posibles mecanismos para explicar el origen de esta compleja reorganizacion y la
reutilizacion observada. (i) primero se originaria la inversion 2m mediante NHEJ vy
posteriormente la inversion 2n por recombinacién ectdpica entre copias del elemento BuT5.
(ii) primero se originaria la inversion 2n mediante NHEJ y posteriormente la inversién 2m por
insercion hibrida. (iii) que ambas inversiones hubieran sido simultaneas. (1 rotura escalonada
+ 2 roturas DSB mas reparaciéon NHEJ de los dos fragmentos generados).

Finalmente, se habrian localizado hasta tres transcritos relacionados con el gen
CG4673 en D. buzzatii por uno s6lo en el genoma no invertido de D. mojavensis. Uno
procederia de la copia degenerada del gen (punto de rotura AC) y otros dos de la copia del gen
funcional (punto de rotura BE). Estos transcritos se relacionan formando moléculas de dsSRNA

que podrian estar regulando la expresion del gen funcional.
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NMD (Nonsense-Mediated mRNA Decay): Degradacion del mRNA mediada por transcritos
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no codificantes (sin sentido)

NPL: (Nuclear Pore Localization): Localizacién de poro nuclear

ORF (Open Reading Frame): Marco abierto de lectura

pb/Kb/Mb: Pares de bases/Kilobases/Megabases

PCR (Polymerase Chain Reaction): Reaccion de polimerizacion en cadena

PEV (Position-Effect Variegation): Variegacion por efecto de posicion

PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis): Electroforesis de campo pulsante
pmoles: Picomoloes

UTR (UnTranslated Region): Region no traducida

RACE (Rapid Amplification of Complementary Ends): Amplificacion de los extremos
RM: RepeatMaker

RNA (RiboNucleic Acid): Acido ribonucleico

RP (Random Primer): Cebadores al azar

rpm: Revoluciones por minuto

RT: Retrotranscripcion

SDS: DodecilSulfato Sédico

SINE (Short Interspersed Nuclear Elements): Elementos nucleares dispersos cortos
SSB (Single Strand Break): Rotura de una unica hebra

Tampon TAE: Tris base, &cido acético y EDTA

Tampon TBE: Tris base, acido borico y EDTA

TAP (Tobacco Acid Pyrophosphatase): Pirofosfatasa acida del tabaco

TE (Transposable Element): Elemento transponible

TPRT (Target Primed Reverse Transcription): Transcripcion reversa cebada desde el objetivo
TSD (Target Site Duplications): Duplicaciones del sitio de insercion

V: Voltios
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La variabilidad genética constituye la materia prima del proceso evolutivo. Dicha
variabilidad se compone desde un cambio nucleotidico a un cambio estructural en los
cromosomas. Las reorganizaciones cromosémicas juegan un importante papel en la dinamica
evolutiva de los genomas. Dichas alteraciones en la arquitectura de los cromosomas alteran de
forma brusca el orden, orientacion y contexto de los genes. Las nuevas funciones y
combinaciones resultantes juegan un papel crucial en la adaptacion de los individuos al
ambiente y en la aparicion de nuevas especies (White 1978).

Existen dos grandes tipos de reorganizaciones cromosomicas, los cambios
cromosomicos numeéricos y los estructurales. Los primeros incluyen variacién en el nimero de
cromosomas. Se clasifican en aneuploidias (cambios en el nimero de copias de un
cromosoma), fusiones y fisiones cromosomicas y poliploidias (presencia de tres 0 méas juegos
completos de cromosomas 0 genomas). Los cambios cromosémicos estructurales afectan a la
arquitectura. Se pueden clasificar en inversiones, translocaciones (intercambio reciproco de
segmentos entre dos cromosomas no homologos), transposiciones (movilizan una region sin
intercambio reciproco), deleciones (pérdida de una porcibn de un cromosoma) Yy
duplicaciones. Las duplicaciones son segmentos de DNA casi idéntico (segmentales). En este
trabajo, se pretende aportar nuevos datos moleculares a la controversia suscitada respecto a los
mecanismos que generan dichas reorganizaciones asi como respecto a la distribucion de sus

puntos de rotura.

1.1. Reorganizaciones cromosémicas

Tradicionalmente, las reorganizaciones cromosomicas grandes se han detectado a nivel
citologico mediante microscopia Optica. Recientemente, las técnicas moleculares y de

secuenciacion han permitido detectar a escala mas fina dichas reordenaciones, aumentando las
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estimas iniciales de las frecuencias de estos eventos.

Los segmentos conservados entre especies son regiones gendmicas que contienen un
conjunto de dos o més genes en el mismo orden y orientacion sin interrupcion por
reorganizaciones (Nadeau y Taylor 1984; Ehrlich et al. 1997). Sin embargo, Mural et al.
(2002), observaron multiples microrreorganizaciones que interrumpian la mayoria de estos
segmentos conservados. Los bloques sinténicos (Pevzner y Tesler 2003a) no representan
necesariamente &reas de similitud entre dos genomas sino regiones de similitud que pueden ser
interrumpidas por pequefias areas desiguales (microrreorganizaciones). De este modo, los
blogues sinténicos pueden convertirse en segmentos conservados con microrreorganizaciones.
Las regiones de los puntos de rotura se consideran los intervalos entre dos bloques sinténicos
consecutivos (Pevzner y Tesler 2003a). La cartografia comparativa entre genomas, permite
detectar estos bloques sinténicos conservados entre ambas especies y, por tanto, las
reorganizaciones cromosomicas que las diferencian. EI nimero de bloques esperados entre dos
genomas que han divergido recientemente serd menor y de mayor tamafio que los que resultan

de comparar dos genomas con un ancestro comun lejano.

1.1.1. Tasas de fijacion

Una reorganizacion cromosomica puede ser polimorfica (si no todos los individuos de
una especie la tienen) o fijada (si es comun en todos ellos). Para estimar la tasa de fijacion de
reorganizaciones cromosomicas entre dos especies relacionadas, podemos dividir el nimero de
reorganizaciones entre el tiempo de separacion de las especies (dos veces el tiempo de
divergencia). Sin embargo, esta estimacion no seria comparable entre linajes debido a las
diferencias de tamafio de los genomas. De este modo, Ranz et al. (2001), estimaron la tasa de

reorganizacion como el numero de roturas cromosomicas causadas por las reorganizaciones
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por megabase (Mb) por millén de afios (ma). Se establecen dos puntos de rotura en una
translocacion reciproca, los mismos en una inversion y tres en una transposicion (Sankoff
1999). Por tanto, si se confunde el evento de reorganizacion, se contabiliza un nimero distinto
de puntos de rotura, lo que conduce a errores en el célculo de las tasas. Calcular las tasas a
partir de los bloques sinténicos conservados reduce el error (Blanchette et al. 1996).

Ranz et al. (2001), establecieron una tasa de reorganizacion para Drosophila de entre
0,05 y 0,07 puntos de rotura por megabase por millon de afios, lo que supone el doble que la
estimada en roedores, 0,03 (Bourque et al. 2004). Estas diferencias se pueden explicar, en
parte, por parémetros como el tamafio poblacional (10° de Drosophila contra 10° de roedores)
y el tiempo generacional (10 generaciones por afio contra 2, respectivamente) (Eyre-Walker et
al. 2002). Por otro lado, el hecho de que las reorganizaciones en nematodos sean menos
deletéreas que en Drosophila debido a los cromosomas holocéntricos de los primeros,
explicaria la elevada tasa observada en nematodos de 0,5-0,7 puntos de rotura por megabase
por millon de afios (Dernburg 2001).

Aunque las reorganizaciones se han dado durante toda la historia evolutiva, ni el tipo ni
la frecuencia coinciden en los distintos eucariotas. En este trabajo, nos hemos centrado en el
estudio del origen y consecuencias gendémicas y estructurales del tipo mas comun, las

inversiones.

1.1.2. Inversiones cromosdmicas

La presencia de segmentos invertidos en los cromosomas fue postulada por primera
vez en Drosophila por Sturtevant (1917), como explicacion a la supresion de la recombinacion
en determinadas regiones de los cromosomas en el cruzamiento entre algunas cepas de D.

melanogaster. No fue hasta 1921 (Sturtevant), cuando la comparacion de los de mapas de
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ligamiento confirmé la presencia en el cromosoma 3 de una inversion fijada entre D.
melanogaster y D. simulans. Las inversiones se observaron y describieron por primera vez en
los cromosomas politénicos de las glandulas salivares de Drosophila (Painter 1934). En
estudios posteriores (Sturtevant y Dobzhansky 1936) la observacion citoldgica de los
cromosomas politénicos permitié descubrir numerosas inversiones polimdrficas en D.
pseudoobscura. Una inversion es un bloque sinténico en orientacion opuesta entre especies (Si
estd fijada) o dentro de especies (si es polimorfica.). Las inversiones estan claramente
relacionadas con la distancia filogenética, siendo las especies més distantes evolutivamente las
gque muestran una mayor reorganizacion en el orden de los genes (Bhutkar et al. 2008). Este
tipo de alteracion estructural puede denominarse pericéntrica o paracéntrica segun se incluya o

no (respectivamente) el centromero en el segmento invertido.

1.1.3. Origen de las inversiones

En el modelo clésico (Krimbas y Powell 1992), las inversiones se producen debido a
dos roturas aleatorias y simultdneas en un mismo cromosoma y la consiguiente reparacion
errénea del fragmento (Non Homologous End Joining, NHEJ). También pueden generarse
inversiones cromosdmicas por recombinacion ectdpica entre secuencias repetidas. Los
elementos transponibles (TE) han sido descritos como agentes clasicos de la recombinacién
ectopica, aunque también pueden generar inversiones por otros mecanismos distintos (véase

seccion 1.2.3.2).
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1.1.3.1. Roturas simples

Las roturas en los cromosomas Y los procesos de deteccion y reparacion son comunes
en las células eucariotas (Rouse et al. 2002). Las roturas pueden ser de una cadena (Single
Strand Break, SSB) o ambas cadenas (Double Strand Break, DSB). Las roturas se producen
por simple tension fisica (accidén propiamente mecanica) e inducidas por agentes clastogénicos
como ciertas sustancias quimicas o radiaciones ionizantes. Las SSB, por lo general, se
producen de forma natural en la horquilla de replicacion, mientras que los diferentes agentes
como endonucleasas o topoisomerasas Yy la tension fisica en la meiosis pueden producir DSB
(Pfeiffer et al. 2000). Las DSB producen extremos romos mientras que dos SSB cercanas
producen una rotura escalonada de extremos cohesivos. Si una inversion se genera por al
menos un extremo escalonado, cuando se reparan los extremos cohesivos se producen
duplicaciones en orientacion opuesta flanqueando la inversion (Ranz et al. 2007) (Figura
1.1A).

Se ha descrito que también los elementos transponibles son una fuente de inestabilidad
promoviendo la expansion de repeticiones (Zhou et al. 2001) y por si mismos pueden causar
roturas simples de SSB (debido a transposiciones incompletas) y DSB en calidad de
endonucleasas (Craig 1997). Las repeticiones terminales invertidas también tienen la
capacidad de formar estructuras secundarias, que estimulan la produccién de roturas de doble
cadena (Lobachev et al. 1998). Finalmente, los TE y otras repeticiones pueden actuar como

agentes directos de la inversion por recombinacion ectépica (Petes y Hill 1988).
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Figura 1.1: (Pagina anterior). Mecanismos de inversion. A) Rotura simple con reparacion
errénea (NHEJ). lzquierda, rotura de doble cadena (DSB). En la derecha, rotura de cadena
sencilla (SSB). La reparacion del extremo cohesivo (rojo) en la SSB, genera una duplicacion
invertida flanqueando la inversién. B) Recombinacion ectopica entre dos fragmentos con
homologia (flechas naranja y roja). C) Insercion hibrida. Sinapsis bimolecular entre dos
extremos de distintos TE debido a la escision erronea. Los cuadrados azules indican las TSD
del TE. El circulo amarillo indica la diana de insercién del elemento hibrido.

1.1.3.2. Recombinacion ectépica

Dos secuencias homdlogas en diferentes sitios del mismo cromosoma pueden
recombinar (Yoon y Richardson 1978). A diferencia de la recombinacion alélica entre
cromosomas homologos durante la meiosis, la recombinacién ectdpica se produce entre
regiones no alélicas del genoma (Non Alelic Homologous Recombination, NAHR). Si las dos
secuencias se encuentran en la misma orientacion, el resultado es un fragmento acéntrico y una
delecion en el cromosoma. Si las dos secuencias se encuentran en orientacion invertida, resulta
una inversion (Lim y Simmons 1994). En cualquier caso, en estas recombinaciones, el
resultado es un par de elementos quiméricos flanqueando la inversién (Figura 1.1B).
Necesariamente, los TE se observan en las juntas de los puntos de rotura. La naturaleza de las
secuencias homdlogas es dispar (genes de familias génicas, genes de tRNA y rRNA,
repeticiones LCR...), aunque algunos trabajos de caracterizacion molecular de puntos de
rotura apuntan a los elementos transponibles como causantes mas frecuentes de la
recombinacion ectdpica (Schneuwly et al. 1987; Eggleston et al. 1996; Schwartz et al. 1998;
Céceres et al. 1999; Casals et al. 2003; Delprat et al. 2009). De éste modo, su lugar de
insercion en el genoma determinaria las regiones sensibles a la rotura, causando la

reestructuracion del genoma y conduciendo la evolucion de éste (Kazazian 2004).

13



Introduccion

Los puntos de rotura de los mamiferos tienden a coincidir con regiones enriquecidas
con secuencias repetitivas (Dehal et al. 2001). Las duplicaciones segmentales también se han
descrito como regiones hotspot o sitios preferenciales de NAHR o intercambio desigual
provocando inversiones. En vertebrados, el anélisis comparativo entre humano y raton localiza
entre el 25% y el 53% de los puntos de rotura en regiones con duplicaciones segmentales
(Armengol et al. 2003). Existe la misma relacién en la comparacion humano-gorila (Nickerson
y Nelson 1998). Bailey et al. (2004) reportaron abundantes casos con duplicaciones
segmentales primate-especificas relacionadas con las reorganizaciones encontradas en la
comparacion con el genoma humano. En levaduras existen numerosas regiones repetidas
homologas entre si que, continuamente se han asociado a las reorganizaciones (Goffeau et al.
1996). Las reorganizaciones en Saccharomyces se asocian frecuentemente a los transposones
Ty y otras secuencias multicopia como rRNA y tRNA (Fischer et al. 2000; Dunham et al.

2002; Yoshida et al. 2003).

1.1.4. Reutilizacion de los puntos de rotura

Se habla de reutilizacion de dos o méas puntos de rotura de reorganizaciones
independientes cuando éstos se producen en la misma region entre dos bloques sinténicos en
un mismo genoma (Gonzélez et al. 2007). El término reutilizacion ha sido adoptado
erréneamente para definir cuando dos puntos de rotura de reorganizaciones independientes en
distintos linajes son descritos en una region ortéloga entre ambos (Figura 1.2) (Sankoff 2009).
Esta coincidencia no es secuencial. Estas regiones son recurrentes y susceptibles a la rotura y
explican el origen polifilético de algunos puntos de rotura y reorganizaciones. Estas
recurrencias no son reutilizaciones y se consideran puntos de rotura evolutivos (Ruiz-Herrera

et al. 2006). Estrictamente, el término reutilizacion sélo deberia describir una region donde se
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acumulen puntos de rotura que generen reorganizaciones distintas secuencialmente en un
mismo linaje (Gu et al. 2008). Los términos reutilizacion y recurrencia en este trabajo se

utilizan en este sentido.

Rotura en
la regién 2
Rotura en
la region 1 Rotura en
. la region 2
Rotura en
la region 1

Figura 1.2: Tipos de coincidencia de roturas. Los triangulos indican en que rama del arbol se
produce cada rotura. En negro (region 1), cuando se generan de forma secuencial y en gris
(regién 2), cuando se producen en dos linajes distintos en una region ortéloga. En la regién 1

hay reutilizacion mientras que en la region 2 hay recurrencia.

En el modelo de rotura al azar (Nadeau y Taylor 1984), la distribucion esperada de la
longitud de los bloques sinténicos es exponencial. Sin embargo, los datos apoyan la
distribucion no aleatoria de los puntos de rotura en mamiferos (Pevzner y Tesler 2003b;
Bourque et al. 2004) y en Drosophila (Bhutkar et al. 2008) ya que algunas regiones acumulan
mas roturas y tienden a reutilizarse. En el género Drosophila, cada punto de rotura observado
se usa un promedio de 1,5 veces (Bhutkar et al. 2008). En mamiferos, el 20% de los puntos de

rotura muestran reutilizacion (Murphy et al. 2005).
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El modelo de distribucion no al azar de los puntos de rotura propone que las
microinversiones y la reutilizacién son la razon del sesgo en el primer modelo de distribucion
al azar descrito por Ohno (1973). La mejora en las técnicas de comparacion y en las
secuencias genémicas permitieron el descubrimiento de nuevos bloques sinténicos en la
comparacion humano-raton, que habian permanecido escondidos en el pasado (Mural et al.
2002). El desarrollo del programa GRIMM-synteny algorithm (Pevzner y Tesler 2003a),
permitid postular los dos escenarios mas parsimoniosos para transformar el orden de los
bloques sintenicos del cromosoma X de raton a humano. La comparacion de los genomas
humano y de ratén, ha revelado un exceso de pequefias reorganizaciones y una extraordinaria
densidad de puntos de rotura en regiones particulares del genoma (Bailey et al. 2004).

Sin embargo, la razén por la que las roturas no se distribuyen aleatoriamente es todavia
controvertida. Se ha propuesto que las causas de esta distribucién observada puedan deberse al
propio mecanismo de generacion o, a procesos de supervivencia diferencial de las inversiones.
La hipdtesis mutacional (Richards et al. 2005) propone la existencia de regiones fragiles o
hotspots que son preferenciales o susceptibles a las roturas y donde éstas tienden a acumularse
(Pevzner y Tesler 2003b; Peng et al. 2006). La presencia de regiones fragiles habria sido
sugerida en estudios de cancer e infertilidad (Cohen et al. 1996). Clasicamente, los hotspots se
han descrito como motivos especificos repetidos (repeticiones de CCG y regiones ricas en AT)
que confieren una gran flexibilidad y baja estabilidad (Schwartz et al. 2006). Por otro lado, los
elementos transponibles (TE) tienden a acumularse en regiones de baja recombinacion debido
a una baja tasa de eliminacion (Bartolomé et al. 2002). Se han descrito bajas tasas de
recombinacion dentro de la regiones invertidas en los heterocariotipos (Sturtevant 1917
Armengol et al. 2003) que puede llegar a extenderse hasta ~1 Mb de los puntos de rotura fuera
de la inversion (Andolfatto et al. 2001). Los productos viables del entrecruzamiento seran no

recombinantes ya que si éstos incluyen un fragmento de la inversion resultan desequilibrados.
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De este modo, se esperan TE de colonizacion secundaria en los fragmentos invertidos de las
inversiones polimorficas no implicados en el origen de la inversion en los puntos de rotura
(Langley et al. 1988; Ashburner 1989; Montgomery et al. 1991; Charlesworth 1996). Sin
embargo, la recombinacion se reduce Unicamente cuando las inversiones son polimorficas y
aumenta cuando la inversién aumenta de frecuencia (se reduce el nimero de heterocariotipos).
Por otro lado, después de algun tiempo, los TE acumulados en las inversiones se delecionan ya
que la seleccion actua en contra de las anomalias cromosomicas causadas por recombinacion
ectopica. Por lo tanto, la recombinacion ectopica es un mecanismo selectivo contra las
inserciones de TE (Petrov et al. 2003). Las regiones de los puntos de rotura pueden convertirse
en regiones hotspot de insercion de TE (Céceres et al. 2001, Casals et al. 2006). Estos nuevos
TE acumulados en los puntos de rotura podrian actuar en nuevos eventos de reorganizacion
por recombinacion ectopica reutilizando el punto de rotura (véase seccion 1.1.3.2).

Singh y Petrov (2004) calcularon una tasa de desintegracion cercana a la mitad de la
fraccion no codificante en 12 ma. De este modo, después de algun tiempo, es posible que s6lo
se encuentren trazas de los TE en los puntos de rotura de las inversiones mas antiguas.

Por otro lado, la distribucion no aleatoria observada podria explicarse por la fijacion
diferencial (Charlesworth 1974, Kirkpatrick y Barton 2006). Las diferencias en la frecuencia y
la observacion no al azar de las inversiones se deberia al mecanismo, region del cromosoma o
impacto en el genoma de cada inversion. La hipétesis selectiva de Becker y Lenhard (2007)
propone que la seleccidn actla contra las roturas que interrumpen sistemas de regulacion
(Genomic Regulatory Blocks, GRB), eliminando estas inversiones por la seleccion
purificadora. En este caso también se observaria una distribucion no al azar porque no todas

las regiones podrian interrumpirse con puntos de rotura.

17



Introduccion

1.2. Elementos transponibles

Los elementos transponibles (TE) o moviles fueron descubiertos en el maiz
(McClintock 1984), aunque actualmente se han encontrado en todos los organismos desde
procariotas a eucariotas superiores (Capy 1998). Debido a su capacidad para replicarse y
propagarse por el genoma, estan presentes en un elevado nimero de copias constituyendo una
fraccion importante de éstos. Ademas tienen un impacto considerable en la evolucion de los
genomas que los albergan. Los TE pueden ser autonomos (si conservan la maquinaria
necesaria para la transposicion) o no auténomos. Mayoritariamente, los TE no autbnomos
pueden ser movilizados en trans mediante la maquinaria de transposicion de un elemento

auténomo (Craig et al. 2002).

1.2.1. Clasificacion

Los TE se clasifican segin su mecanismo de transposicion: elementos de clase | o

retrotransposones y elementos de clase 11 o transposones de DNA (Finnegan 1989).

1.2.1.1. Elementos de clase |

Los elementos de clase | transponen mediante el mecanismo de copiar y pegar (copy-
and-paste). Este mecanismo implica un intermediario de RNA y la posterior transcripcion
reversa (retrotranscripcion) a DNA. De este modo, a diferencia de los elementos de clase Il
(ver mas adelante), los elementos de clase | aumentan en nimero tras la transposicion. Debido
a este mecanismo de insercion, estos elementos generan duplicaciones del sitio de insercion

(TSD) flanqueando los extremos. Estas TSD se generan por la reparacion de la cadena sencilla
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de DNA de las roturas escalonadas de dichos sitios de insercion.

Este grupo se subdivide en funcién de la presencia o no de repeticiones terminales
largas (LTR) en los elementos. Los elementos tipo Penelope forman un grupo distinto aunque
aparentemente ausente en los mamiferos, y se encuentran en las primeras etapas de
caracterizacion (Gladyshev y Arkhipova 2007). Los elementos tipo retrovirales o
retroelementos (ERV) con repeticiones terminales largas (LTR) incluyen los retrovirus
enddgenos. Estos elementos se retrotranscriben de forma similar a los virus. Los
retrotransposones con LTR codifican los genes gag, pol y env (Capy et al. 1998), que permiten
su movilizacion. Los retrotransposones sin LTR se subdividen en tipos LINE y SINE. Los
primeros tienen la maquinaria para movilizarse (auténomos) y codifican dos ORF. EI ORF1
codifica una proteina de unién a RNA y el ORF2 una proteina multifuncional con actividad
endonucleasa y transcriptasa reversa. Sin embargo, sus abundantes copias suelen encontrarse
sin las regiones 5’ y pierden la capacidad de retrotranscribirse aun en presencia de otros
elementos. Los elementos SINE no son autbnomos, y necesitan de la maquinaria que codifican
los LINE.

La transcripcion reversa de los retrotransposones sin LTR se inicia desde del propio
extremo 3’OH del sitio de insercion (mecanismo de Target Primed Reverse Transcription,
TPRT) (Ostertag y Kazazian 2001). Segun este modelo, primero se transcribe el mRNA del
elemento desde el promotor polll. Las proteinas necesarias se sintetizan desde los ORF1 y
ORF2. Dichas proteinas se asocian al mRNA y el conjunto ribonucleproteico retorna al
nacleo. La endonucleasa (ORF2) hace un corte en la cadena complementaria en el DNA en el
sitio de insercion para exponer un 3'-hidroxilo desde donde se cebara la retrotranscripcion del
RNA. EI mRNA sirve de molde, retrotranscribiendo desde la poli-A (que queda insertada).
Las inserciones en nuevas ubicaciones pueden ser completas o truncadas del extremo 5’ si no

se finaliza la retrotranscripcion (Eickbush y Jamburuthugoda 2008).
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1.2.1.2. Elementos de clase 11

Estos transposones se mueven utilizando un intermediario de DNA de cadena Unica o
doble y la mayoria no tienen mecanismos replicativos autonomos (Craig et al. 2002). En
eucariotas, se subdividen en tres clases en funcion de su mecanismo de transposicion: (i)
Elementos tipo cortar y pegar (cut-and-paste) (Plasterk 1995), que se transponen por escision
directa del DNA de doble cadena y vuelve a insertarse en otro lugar del genoma. (ii)
Elementos tipo Helitron (Kapitonov y Jurka 2001; Feschotte y Wessler 2001), que utilizan un
mecanismo de replicacion tipo circulo rodante (rolling circle). (iii) Elementos tipo Maverick
(Pritham et al. 2007) que aparentemente replican mediante el uso de una DNA polimerasa
propia. Los elementos tipo cortar-y-pegar y Maverick tienen repeticiones terminales invertidas
(TIR) aunque los Helitron también tienen motivos cortos conservados. Los elementos
autonomos de los transposones tipo cortar-y-pegar codifican un ORF (transposasa), aunque
algunos codifican una segunda proteina necesaria para la transposicion (Pritham y Feschotte
2007). Ademas, los elementos Helitron codifican helicasas (Kapitonov y Jurka 2006) y los
Maverick algunas proteinas relacionadas con las codificadas en los virus de doble cadena

(Pritham et al. 2007).

1.2.2. Abundancia

La abundancia y la contribucion relativa de los diferentes tipos de elementos
transponibles es muy variable en los distintos organismos. La capacidad de replicacion y
movilizacion de los TE hace que se encuentren en alto nimero de copias en los genomas pero
también que exista alta variabilidad entre individuos dentro de una especie. En procariotas

solo se han descrito TE de DNA, mientras que los eucariotas contienen ambos tipos, si bien
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los mas abundantes en organismos superiores son los de tipo |. Las especies eucariotas
muestran enormes variaciones en la cantidad de TE en sus genomas. Estas variaciones
explican en gran medida las grandes diferencias en el tamafio los genomas e incluso entre
especies estrechamente relacionadas (Kidwell 2002).

Los TE SINE y LINE son los méas abundantes (33,4%) en el genoma humano (Lander
et al. 2001). Sin embargo, los transposones de DNA (300.000 copias) representan cerca de 15
veces méas que en C. elegans y 40 veces mas que en D. melanogaster (Feschotte y Pritham
2007).

Respecto a la contribucion relativa, existe una gran variacion entre la abundancia de
elementos de tipo | y tipo Il desde la practica ausencia de elementos de DNA en
Saccharomyces hasta practica ausencia de retroelementos en Trichomonas (Pritham vy
Feschotte 2007). El porcentaje relativo del nimero total de TE de tipo I llega hasta el ~90% en
humano y ratdn y algo menos en D. melanogaster (~80%). En cambio, s6lo el ~15% de la
cantidad relativa de TE son de tipo | en O. sativa y C. elegans.

El genoma de Trichomonas vaginalis estd compuesto por un 37% de TE (Feschotte y
Pritham 2007). En C. elegans los méas abundantes son los de tipo Il, que suponen en 5,3% del
genoma. En S. cerivisae, el 3,1% de la fraccion genémica son TE tipo LTR (Kim et al. 1998).
En D. melanogaster, se han contabilizado 1.572 TE (completos y parciales) en la fraccion
eucromatica clasificados en 96 familias distintas (Adams et al. 2000). El nimero de copias de
cada familia varia de 1 a 146 y representan el 3,86% de la fraccion eucromatica, aunque
considerando también la heterocromatina podria llegar hasta el ~9% (Spradling y Rubin
1981). Los LTR son los mas abundantes (682 copias) representando un 2,65%, mientras que
los LINE (486), los TIR (372) y los Foldback (32), representan el 0,87%, el 0,31% y el 0,04%,

respectivamente (Kaminker et al. 2002).

21



Introduccion

1.2.3. Impacto evolutivo en los genomas

Historicamente se han considerado parasitos de los genomas (Orgel y Crick 1980) y
potentes mugatenos que contribuyen a la inestabilidad genémica (Hedges y Deininger 2006).
Sin embargo, se han descrito como una fuerza poderosa que contribuye a la alteracion de la
arquitectura de los genomas. El impacto de los elementos transponibles ha sido ampliamente
estudiado (Pritham y Feschotte 2007; Goodier y Kazazian 2008). Los TE contribuyen a la
generacion de la diversidad alélica en las poblaciones naturales y modelizan el contexto
genoémico y epigenético de los huéspedes de tres modos distintos: (i) afectando la funcion
génica o reguladora a través de su insercion, (ii) promoviendo reordenamientos cromosémicos
y, (iii) como una fuente de material codificante y no codificante que permite la aparicion de

novedades genéticas (tal como nuevos genes y secuencias reguladoras) (Kidwell y Lish 2001).

1.2.3.1. Efectos de posicion

Las inserciones de TE pueden ir acompafiadas por deleciones en los sitios de insercién
y escision. La mayoria de los elementos de DNA parecen tener preferencia de insercion en
regiones ricas en genes (Pritham y Feschotte 2007). De este modo, la posibilidad de que la
funcion génica se altere aumenta considerablemente. La presencia de TE puede influenciar la
epigenética de los genes cercanos (Slotkin y Martienssen 2007). Las inserciones de estos TE
en regiones reguladoras (Girard y Freeling 1999) o regiones codificantes pueden alterar el
marco de lectura (codones stop prematuros, procesamientos alternativos...) y producir nuevos
puntos de inicio de transcripcion de los genes (Goodier y Kazazian 2008). Las inserciones de
TE también pueden promover la expansion del namero de microsatélites alterando el marco de

lectura y errores en la replicacion (Arcot et al. 1995).
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Algunos transposones de DNA desempefian un papel importante en la atraccion de la
maquinaria responsable de la formacion y el mantenimiento de la heterocromatina debido a su
naturaleza repetitiva (Lippman et al. 2004). La insercion en regiones promotoras de elementos
silenciados en la heterocromatina, produce un efecto de heterocromatinizacion de la region y
silenciamiento de los genes implicados (Grewall et al. 2007).

Finalmente, los elementos de DNA (Lisch 2002) y en algun caso de retroelementos
(Xing et al. 2006) pueden capturar genes y movilizarlos a otro lugar del genoma, modificando
su contexto genético. Estos elementos de DNA (denominados MULE) descritos mayormente
en plantas (Jiang et al. 2004) actian como transportadores pudiendo también barajar y
duplicar genes (Juretic et al. 2005). EI mecanismo de circulo rodante de transposicion de los

elementos tipo Helitron sugiere que también puedan actuar como los elementos tipo MULE.

1.2.3.2. Reordenaciones cromosdmicas

Los TE pueden generar inversiones de muchas formas. Las escisiones incompletas y
las huellas de insercion de los elementos de tipo Il producen pequefias reorganizaciones
(Brookfield 2004). Los elementos de DNA han sido relacionados con la generacion de roturas
de DSB y SSB (véase seccion 1.1.3.1). Mediante recombinacién ectépica entre copias de
elementos transponibles se pueden producir deleciones, duplicaciones e inversiones (véase
seccion 1.1.3.2). Se ha demostrado en algunas inversiones naturales en D. buzzatii el
mecanismo de recombinacion ectopica entre distintas copias del elemento Galileo (véase
seccion 1.3.3).

Finalmente, los elementos transponibles de tipo Il parece que también podrian generar
reorganizaciones cromosomicas mediante transposicion aberrante o alternativa (Lim vy

Simmons 1994; Gray 2000). A pesar de que no se cumplan las condiciones necesarias para la
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recombinacion ectopica, una transposicién inusual de éstos (Gray et al. 1996) puede producir
inversiones, duplicaciones y deleciones. En primer lugar, se produciria la sinapsis de los
extremos de elementos transponibles complementarios dando como resultado un elemento
hibrido (sinapsis bimolecular) (Chalmers y Kleckner 1996). Después de la escision, el
elemento hibrido se insertaria en una nueva diana. EI mecanismo de reparacion de roturas de
doble cadena restableceria las cadenas aunque reorganizadas como en el mecanismo
tradicional de recombinacion homologa. Este mecanismo de reparacion es homologo al de
recombinacion V(D)J que tiene lugar en células somaéticas del sistema inmunitario en el
proceso de produccion de anticuerpos (Zhou et al. 2004). El tipo de reorganizacién resultante
de esta transposicion aberrante dependerd de la localizacién cromosomica de la diana de
insercion (Zhang et al. 2009). En el modelo clésico, una inversion se producira si el elemento
hibrido se inserta en el brazo cromosémico implicado en la formacién de dicho hibrido (Figura
1.1C). Las copias de TE implicadas resultan idénticas y no quiméricas como en el modelo de

recombinacion ectopica.

1.2.3.3. Fuente de material codificante y no codificante

Los retrotransposones parecen haber contribuido en mayor grado al incremento del
tamafio de los genomas eucariotas (Piegu et al. 2006), aunque recientemente, también se han
descrito aumentos de tamafio con transposones de DNA (Pritham et al. 2007). A menor escala,
el proceso de transcripcion de los retrotroelementos puede incorporar un fragmento de la
region a 3’ o 5° del DNA del huésped provocando pequenas duplicaciones (Goodier y
Kazazian 2008). Por otro lado, la domesticacion de TE puede contribuir de forma directa en el
montaje de nuevos genes y funciones reguladoras (Volff 2006). El proceso mas habitual de

domesticacion consiste en proporcionar la transposasa a antiguos genes o genes en formacion.
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1.3. Evoluciéon cromosémica en el género Drosophila

El género Drosophila es uno de los organismos mas utilizados en estudios de biologia
en general y de evolucion en particular. Una de las razones es la presencia de cromosomas
politénicos en sus glandulas salivares que permitié descubrir y analizar las inversiones
cromosomicas. Durante mas de 70 afios, el estudio de las inversiones cromosomicas de

Drosophila ha sido un paradigma de los estudios de evolucion de las poblaciones.

1.3.1. Cromosomas politénicos

Los cromosomas politénicos se encuentran en las glandulas salivares del tercer estadio
larval (Sorsa 1988) de muchas especies de dipteros (Lacadena 1996). Este tipo de cromosomas
interfasicos son el resultado de un proceso de endorreduplicacion y se producen por el
apareamiento de dos moléculas de DNA homologas seguido de repetidos ciclos de replicacién
sin division celular. En las glandulas salivares de Drosophila, estos cromosomas se forman
debido a 10 rondas de replicacion sucesivas que dan lugar a la yuxtaposicién de 1.024
moléculas de DNA. Su observacion a través del microscopio Optico permite distinguir
facilmente un patron constante de bandas oscuras e interbandas claras. El patron de bandas
dentro de los segmentos conservados entre dos especies también se conserva. La comparacion
de los patrones de bandas entre cromosomas permite detectar las reorganizaciones con simples
técnicas citoldgicas. Por tanto, estos cromosomas hacen que Drosophila sea el organismo ideal

para desarrollar estudios sobre reorganizaciones cromosomicas.

25



Introduccion

1.3.2. Abundancia vy distribucion de las inversiones

Las inversiones son, sin duda, la reorganizacion mas abundante en Drosophila. Los
estudios de la variacion cromosdmica existente en poblaciones naturales en distintas especies
del género Drosophila desvelaron un sorprendente grado de polimorfismo cromosémico para
inversiones paracéntricas. Se han estimado entre 18.000 y 28.000 inversiones polimorficas y
entre 22.000 y 56.000 inversiones fijadas durante la evolucion del género (Stone et al. 1960).
Aproximadamente dos tercios de las especies del género Drosophila presentan inversiones que
segregan en las poblaciones naturales (Sperlich y Pfriem 1986; Powell 1997).

Existe una gran variedad en el nimero de inversiones entre especies. Este patron
parece ser distinto a lo esperado de acuerdo con una distribucién al azar de las inversiones.
Mientras se han descrito especies completamente monomorficas, dentro de las especies que
acumulan mayor nimero de inversiones destacan D. willistoni y D. paulistorum (grupo
willistoni) con 50 y 63 inversiones respectivamente (Dobzhansky y Powell 1975) y D.
subobscura (grupo obscura) con 66 inversiones (Krimbas 1992). Ambos grupos pertenecen al
subgénero Sophophora, que parece contener una proporcion muy superior de especies
polimérficas para inversiones que los demas subgéneros, Drosophila y Idiomya (Carson
1992). Por el contrario, la distribucion de las inversiones en los cromosomas, tanto en D.
subobscura como en D. willistoni, parece ser aleatoria y se observa un elevado grado de
polimorfismo en todos los cromosomas (Sperlich y Pfriem 1986). En D. pseudobscura han
sido descritas 34 inversiones polimorficas en el cromosoma 3, tres en el cromosoma X, pero
ninguna en el resto (Powell 1992). Por el contrario, en este caso aislado, la distribucion de las
34 inversiones del cromosoma 3 no difiere significativamente de una distribucion uniforme
(Olvera et al. 1979). Aun asi, la distribucion de los puntos de rotura de las inversiones dentro

de los cromosomas no parece al azar (véase seccion 1.1.4) y tienden a acumularse en regiones
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cercanas al centrébmero (Tonzetich et al. 1988; Krimbas y Powell 1992). En D. melanogaster
se contabilizaron los puntos de rotura por subdivisién cromosdémica y su distribucion fue
comparada con la distribucién esperada por azar segin una distribucion de Poisson
(Lemeunier y Aulard 1992). A excepcion del cromosoma X, que presenta muy pocas
inversiones, se demostr6 que la distribucion observada discernia significativamente de la
esperada por azar.

Tampoco existe distribucion al azar en los elementos cromosémicos basicos A, B, C,
D, E, F de Muller (1940). Estos elementos se han conservado en estructura y contenido a lo
largo de la evolucion del género debido a que la mayoria de cambios cromosémicos han

consistido en inversiones paracéntricas y fusiones céntricas (Clayton y Guest 1986).

1.3.3. Generacion de las inversiones en Drosophila

Los TE han sido relacionados con reorganizaciones a gran escala y con inversiones
naturales. La técnica de hibridacién in situ en cromosomas politénicos de D. melanogaster
logro relacionar patrones de distribucion del elemento hobo con los puntos de rotura de cuatro
inversiones endémicas (Lyttle y Haymer 1992). En D. willistoni se han relacionado los lugares
de insercion de los elementos P y la localizacion de puntos de rotura de algunas inversiones
naturales (Regner et al. 1996). Evgen'ev et al. (2000) reportaron que la localizacion genémica
de los transposones Penelope y Ulysses no tiene una distribucién al azar en D. virilis. Los
sitios de insercién de ambos elementos estarian relacionados con los puntos de rotura de las
inversiones encontradas en otras especies del grupo virilis.

Los analisis moleculares de los puntos de rotura y la discusion de los mecanismos de
origen no coinciden en los distintos estudios de inversiones entre especies de Drosophila

(Tabla 1.1). Tampoco parece existir un patron o mecanismo especie-especifico.
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Tabla 1.1: Inversiones analizadas molecularmente en los géneros Drosophila y Anopheles. Para cada inversion se muestra la especie, su frecuencia, y si
hay repeticiones y/o duplicaciones anotadas en los puntos de rotura. Los TE se indican en que punto de rotura se localizan, distal (D) o proximal (P) y si
estan anotados en las juntas de los puntos de rotura (*). Las duplicaciones pueden ser de ambos puntos de rotura (%), de uno (*) o en tandem en el mismo
punto de rotura (*). También se indica el mecanismo mas plausible descrito para cada inversion. Un interrogante indica cuando el trabajo no ha resuelto el

mecanismo que ha originado la inversion, aunque se propone el mecanismo mas consistente.

Inversion

(E. de Muller)  Especie Frecuencia Duplicaciones Repeticiones Mecanismo maés plausible Referencia
In(3L)Payne (D) Dmel Polimorfica No No ?NHEJ x DSB Wesley y Eanes 1994
D.mel/D.sub Dmel Fijada No No ?NHEJ x DSB Cirera et al. 1995
2Rd’(E) Agam  Polimoérfica No Odysseus* (distal) ? Mathiopoulos et al. 1998
2J(E) Dbuz Polimoérfica No Homologas (Galileo*) + otros  Rec. ectopica Céceres et al. 1999
In(2L)t (B) Dmel Polimérfica No LINE* (D) ? Andolfatto et al.1999
2q'(E) Dbuz Polimérfica No Homélogas (Galileo*) + otros  Rec. ectopica Casals et al. 2003
In(3R)Payne (E) Dmel Polimoérfica Invertidas “ G* (proximal) NHEJ x SSB? Matzkin et al. 2005
Arrowhead (C)  Dpse Polimorfica No Homologas # TE* Rec. ectopica # TE Richards et al. 2005
2La Agam Polimoérfica Invertidas” Complejo de TE* ?Insercion hibrida o NHEJ(SSB) Sharakhov et al. 2006
3R(8) (E) Dyak Fijada Invertidas “ BS y CR1a (distal ) NHEJ x SSB Ranz et al. 2007
3R(7) (E) Dmel Fijada Invertidas * No NHEJ x SSB Ranz et al. 2007

Xe (A) Dmoj Fijada Invertidas ? No ? Cirulli y Noor 2007
In(4)a (B) Dame  Polimérfica No Homologas (MITE*) Rec. ectbpica Evans et al. 2007

59 (C) Dbuz Fijada No Helitron (D) + TART (P) NHEJ (DSB) Prazeres et al. 2009

22° (E) Dbuz Polimorfica No Homologas (Galileo*) + otros  Rec. ectopica Delprat et al. 2009
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Recientemente, Evans et al. (2007) concluyeron que la inversion polimorfica In(4)a de
D. americana se habria originado por recombinacion ectdpica entre copias de un elemento
MITE. Las tres inversiones polimérficas estudiadas en D. buzzatii: 2z° (Delprat et al. 2009),
2q’ (Casals et al. 2003) y 2j (Caceres et al. 1999) se originaron mediante recombinacion
ectopica entre dos copias del elemento de clase Il Galileo. Estas inversiones pudieron ser
relacionadas con la recombinacion ectdpica al describir los TE exactamente en las juntas de
los blogues conservados. Por el contrario, aunque se encontraron trazas de TE en las regiones
de los puntos de rotura de la inversion 5g (Prazeres et al. 2009), fijada en el genoma de D.
buzzatii, no se relacionaron con la recombinacion ectdpica. En D. melanogaster, en el analisis
molecular de las inversiones In(2L)t (Andolfatto et al.1999) y In(3R)Payne (Matzkin et al.
2005), se encontraron trazas de TE en los puntos de rotura. Estos TE estan aparentemente
anotados en las juntas segun la interpretacion de las figuras de estos trabajos pero el anélisis
molecular no lo especifica y la localizacion no es tan precisa como en los trabajos descritos
anteriormente. Igualmente, estos TE tampoco pudieron ser relacionados con la recombinacion
ectopica. En la inversion In(3R)Payne se identificaron complejas reorganizaciones en sus
puntos de rotura, incluyendo la duplicacién y fragmentacién de los genes implicados en los
puntos de rotura. La inversion quedaria flanqueada externamente por pseudogenes de los
genes que flanquean internamente los puntos de rotura. Las roturas escalonadas en ambos
puntos de rotura podrian ser la causa de esta inversion.

No se encontraron TE en la inversion Arrowhead en D. pseudoobscura (Richards et al.
2005) pero se describieron repeticiones homoélogas en ambos puntos de rotura. Esta inversion
podria haberse originado por recombinacion ectOpica entre estas repeticiones de origen
desconocido. Tampoco se encontraron TE en los puntos de rotura de la inversion In(3L)Payne
en D. melanogaster (Wesley y Eanes 1994). Esta inversion parece el resultado de un proceso

limpio de cortar-pegar, por lo que el mecanismo de inversion por rotura de doble cadena

29



Introduccion

(DSB) con reparacion erronea (NHEJ) podria explicarla. En los estudios de los puntos de
rotura de una inversién fijada desde la divergencia de los linajes de D. melanogaster y D.
subobscura (Cirera et al. 1995) y otra en el cromosoma X entre las especies D. mojavensis y
D. arizonae (Cirulli y Noor 2007) tampoco se encontraron TE. Por el contrario, en la primera,
se encontré una nueva unidad de transcripcion en uno de los puntos de rotura. En la segunda
se encontré una duplicacion invertida en uno de los puntos de rotura, aunque también fue
observada en los cromosomas parentales no invertidos (Runcie y Noor 2009).

En los demaés invertebrados los elementos repetitivos tendrian un papel fundamental ya
que las reorganizaciones suceden en regiones ricas en repeticiones tanto en Nematodos
(Coghlan y Wolfe 2002) como en Anopheles. En la inversién polimérfica 2La (Sharakhov et
al. 2006) se describié la duplicacién parcial de los genes implicados en el punto de rotura
proximal y la presencia de DNA repetitivo y elementos transponibles degradados en las juntas
de los puntos de rotura. El elemento Odysseus fue descrito en la junta del punto de rotura
distal aunque no pudo ser relacionado inequivocamente con el origen de la inversién 2Rd’
(Mathiopoulos et al. 1998).

Ranz et al. (2007) realizaron una comparacion de los genomas de algunas especies del
grupo melanogaster concluyendo que el 59% de las inversiones fijadas estudiadas estan
asociadas a duplicaciones invertidas de genes. En el genoma de D. yakuba, el rango de estas
repeticiones varia ente 46 pb y 1,9 Kb (en un promedio de 321 pb). Estos resultados sugieren
que el mecanismo predominante en estas especies es el NHEJ con roturas escalonadas.
Recientemente, se realiz6 una comparacion a gran escala analizando y comparando los 12
genomas secuenciados de Drosophila (Bhutkar et al. 2008). Este estudio compara las tasas de
reorganizamiento de las especies y dentro de los brazos cromosdémicos pero no resuelve los

mecanismos de origen ni el contenido de los puntos de rotura.
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1.3.4. Significado adaptativo de las inversiones en Drosophila

Existen diferentes explicaciones para la expansion y adaptacion de las inversiones
(Hoffmann y Rieseberg 2008). La deriva genética es la fuerza que conduce la frecuencia de las
inversiones con efecto neutro en una poblacion (Hartl 1970; Liberman 1976; White 1978).

Sin embargo, la frecuencia de las inversiones varia de forma regular en el espacio y el
tiempo proporcionando una fuerte evidencia que los polimorfismos de inversion se mantienen
por seleccion (Mettler et al. 1977; Stalker 1980, Krimbas y Powell 1992). El significado
adaptativo de las inversiones determina su frecuencia en una poblacién.

Las frecuencias de las inversiones en las poblaciones pueden variar en forma de clinas
geogréficas en funcion del ambiente (Prevosti et al. 1988). Incluso si la ventaja supone
adaptacion local que varia con el ambiente, se pueden establecer frecuencias ciclicas
estacionales (Dobzhansky 1971; Lee et al. 2002).

La seleccidn actua sobre los distintos efectos derivados de las inversiones. Por un lado,
en condiciones de sobre dominancia de las inversiones, pueden establecerse como
polimorfismos equilibrados debido al exceso de heterocariotipos (Rieseberg 2001). En
condiciones de baja dominancia de las inversiones, pueden expandirse hasta la fijacion o
desaparecer. La sobre dominancia (heterosis) se produce cuando los heterocigotos para una
inversion tienen mayor eficacia respecto los homocigotos invertidos o no invertidos. La baja
dominancia se refiere a la situacién en la que los heterocigotos tienen menor eficacia.

Por otro lado, la frecuencia de una inversion varia debido a la seleccion local ejercida
en los efectos directos de los puntos de rotura y los efectos derivados de la supresion de la
recombinacion (Kirckpatrick y Barton 2006). La seleccion actia sobre las consecuencias
funcionales de los efectos de posicion de los puntos de rotura de las inversiones en los

cromosomas. Finalmente, la supresion de la recombinacion en las inversiones retiene grupos
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de alelos favorables (desequilibrio de ligamiento) porque el producto del apareamiento con
cromosomas no invertidos resulta desequilibrado durante la meiosis (Navarro et al. 1997). La
supresion de la recombinacion se extiende mas alla de los puntos de rotura (Andolfatto et al.
2001) aunque en las regiones centrales de las inversiones grandes ocurre normalmente
(Schaeffer et al. 2003; Kennington et al. 2006). Las combinaciones alélicas retenidas con
mayor eficacia que de forma independiente, estan coadaptadas (Dobzhansky 1970; Schaeffer
et al. 2003). Las inversiones también pueden verse seleccionadas por llevar loci adaptados aun

sin condiciones de epistasia (Kirckaptrick y Barton 2006).

1.3.4.1. Efectos directos en los cromosomas

Algunos puntos de rotura tienen un claro efecto directo. En funcion de donde se
produzcan, pueden interrumpir sistemas de regulacion o incluso genes, modificando el patron
de expresion. Una inversién también puede afectar la regulacion de un gen al cambiarlo de su
contexto gendémico (Sperlich 1963). Apenas se conoce el efecto mutacional de los puntos de
rotura y su posible efecto en el transcriptoma ya que existen pocos estudios moleculares de los
genes cercanos a los puntos de rotura de inversiones polimérficas de Drosophila y ninguno de
inversiones fijadas. Un posible cambio en la expresion génica fue documentada en el estudio
de la inversion In(3L)Payne de D. melanogaster, aunque nunca fue confirmado (Wesley y
Eanes 1994). El estudio de la inversion polimérfica 2j de D. buzzatii (Puig et al. 2004) muestra
el silenciamiento de un gen cercano al punto de rotura proximal en los embriones de las lineas
fijadas con la inversion 2j. La frecuencia en las poblaciones de la inversion 2j es clinal. Los
individuos con la inversion 2j se caracterizan por un mayor tamafio del cuerpo adulto y un

mayor tiempo de desarrollo que los individuos con la ordenacion 2st.
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Por otro lado, pueden existir efectos de posicion distintos a los efectos derivados de la
localizacion de los puntos de rotura. Las duplicaciones asociadas a los mecanismos de roturas
escalonadas pueden incluir genes. Estos genes duplicados pueden adquirir nuevas funciones o
subfuncionalizar las antiguas.

Las inversiones también pueden recolocar un gen en un nuevo contexto regulador.
Ocasionalmente, se puede trasladar un gen cerca de la fraccion heterocromatica y quedar
parcialmente inactivo. Este efecto de posicion, conocido con el nombre de PEV (Position-
Effect Variegation), fue descubierto en el estudio de las inversiones Bm2 (Belgovsky y Muller
1938) y w[m4] (Sitko 1938) de Drosophila. El efecto de posicion por variegacion causa el
silenciamiento de un gen por su yuxtaposicion con la heterocromatina (Spofford 1976;
Eissenberg 1989; Henikoff 1990; Weiler y Wakimoto 1995). Tolchkov et al. (1984),
describieron que la inversion pericéntrica In(1LR)pn2a en el cromosoma X de D.
melanogaster supone la variegacion de algunos genes vitales. Mas tarde, Tolchkov et al.
(1997) describieron una segunda inversion polimorfica (In(1)r30) que separa estos genes de la

heterocromatina.

1.3.4.2. Mecanismos indirectos derivados de la supresion de la recombinacién

La hipotesis de la coadaptacién explica que, debido a la reduccién de la recombinacién
en los heterocariotipos, las inversiones pueden mantener combinaciones alélicas favorables
(Dobzhansky 1970; Charlesworth 1974) y ser seleccionadas positivamente. La coadaptacion
fue demostrada en inversiones naturales polimorficas de D. melanogaster (Hartl 1977). La
inversion es solo portadora, su aumento de frecuencia depende de que los alelos capturados
sean 0 no favorables. Sin embargo, en las regiones centrales de las inversiones no existen estas

fuertes restricciones donde el apareamiento homologo permite el intercambio de genes por
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entrecruzamiento y conversion génica (Hasson y Eanes 1996; Andolfatto et al. 2001). No
obstante, a pesar del potencial para el intercambio de genes, muchos marcadores genéticos
ubicados dentro o cerca de inversiones muestran asociaciones significativas con la propia
inversion o entre ellos (Prakash y Lewontin 1968; Stalker 1976; Weeks et al. 2002; Munté et
al. 2005). Estas asociaciones sugieren que es la seleccion quien mantiene unidos las
combinaciones favorables de los alelos. Schaeffer et al. (2003) demostraron que en D.
pseudoobscura se mantienen altos niveles de desequilibrio de ligamiento dentro de las
regiones invertidas y los loci adyacentes. Incluso si la inversién captura alelos deletéreos
recesivos como en el caso de D. persimilis (Coyne et al. 1992), puede generar
sobredominancia asociativa que estabiliza la frecuencia de la inversion. En D. melanogaster,
la inversion (3R)Payne aumenta de frecuencia cuando disminuye la latitud y ha sido
supuestamente asociada con la variacion en el tamafio y la resistencia térmica, rasgos que
también varian clinalmente. Kennington et al. (2006) observaron en (3R)Payne una seleccion
epistatica fuerte dentro de los genes de la inversién siendo éstos el objetivo de la seleccion. La
inversion In(4)a (Evans et al. 2007) se ha asociado con la distribucion del cromosoma Neo-X
de D. americana (fusion entre el cromosoma X y 4). Esta inversion también se distribuye en
clinas latitudinales y se ha descrito efecto de coadaptacion con un gen cercano al punto de
rotura proximal. La inversion In(2L)t en D. melanogaster (Lemeunier y Aulard 1992;
Andolfatto et al. 1999) y en D. suboscura (Balanya et al. 2003) se observa distribuida en
clinas geogréficas paralelas aun en continentes distintos indicando adaptacion local.
Alternativamente, en el mecanismo de adaptacion local (Kirkpatrick y Barton 2006)
los loci estan individualmente adaptados al medio sin necesidad de epistasia ni coadaptacion

entre ellos. La adaptacion local opera bajo condiciones demogréaficas generales.
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1.3.5. Grupo repleta

El grupo repleta esté incluido en el subgénero Drosophila, divergido del subgénero
Sophophora hace 40-62 millones de afios (Powell 1997). Incluye més de 100 especies
repartidas en 6 subgrupos; mulleri, hydei, mercatorum, repleta, fascicola e inca (Wasserman
1982; Rafael y Arcos 1989; Wasserman 1992). Se han descrito un total de 296 inversiones en
el grupo (177 fijadas y 119 polimérficas). ElI subgrupo mulleri acumula 214 (129
intraespecificas) de las inversiones descritas en el grupo. Existe una evidente acumulacion de
inversiones en el cromosoma 2 de las especies del grupo puesto que 208 de las 296 inversiones
en el grupo (70%), estarian localizadas en dicho cromosoma, que representa solo el 23% de la
eucromatina (Wasserman 1992). Este cromosoma es el mas dinamico y, por tanto, el méas
informativo filogenéticamente.

Las observaciones y descripciones citoldgicas de Wasserman (1992) sugieren ademas
una abundante coincidencia de muchos puntos de rotura. S6lo pudieron ser descritos 323
puntos de rotura en el cromosoma 2 de los 416 esperados (208 inversiones x dos puntos de
rotura por inversion). La coincidencia de puntos de rotura se presenta también dentro de los
subgrupos o incluso dentro de los complejos, lo que indica que no se debe simplemente a la
saturacion de un ndmero finito de bandas distinguibles en el cromosoma 2. Aunque la
observacion citoldgica tiene una resolucion limitada, estos datos sugieren que existe una
coincidencia real entre los puntos de rotura de distintas inversiones. No existe informacion a
nivel molecular sobre la naturaleza y origen de estas coincidencias observadas

citoloégicamente.
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1.3.5.1. Drosophila buzzatii

Nuestro grupo de investigacion esta centrado en el estudio de la variabilidad genética
estructural, asi como su origen y consecuencias evolutivas. El grupo ha tratado de entender la
generacion de las inversiones caracterizando sus puntos de rotura en Drosophila buzzatii como
organismo y modelo de estudio.

D. buzzatii tiene una distribucién subcosmopolita. Originalmente de Sudamérica, se ha
extendido por el sur de Europa, el norte de Africa y Australia (Fondevila et al. 1981). El
cariotipo de la especie D. buzzatii, esti formado por cinco pares de cromosomas telocéntricos
y un par de cromosomas puntiformes. EI mapa citolégico del patron de bandas de los
cromosomas politénicos de D. buzzatii se describe en Ruiz y Fontdevila (1981), Wasserman
(1982) y Ruiz y Wasserman (1993). D. buzzatii, descrita por primera vez por Patterson y
Wheeler (1942), pertenece al complejo buzzatii del subgrupo mulleri, incluido en el grupo
repleta. EI complejo buzzatii estd compuesto por un conjunto monofilético de 14 especies
cactofilas estrechamente relacionadas (Ruiz y Wasserman 1993; Ruiz et al. 1997; Tidon-
Sklorz y Sene 2001) clasificadas en tres clusters: stalkeri (D. richardsoni y D. stalkeri),
martensis (D. martensis, D. uniseta, D. venezolana y D. starmeri) y buzzatii (D. buzzatii, D.
koepferae, D. borborema, D. serido, D. seriema, D. antonietae y D. gouveae).

En el complejo buzzatii se han descrito 86 inversiones paracéntricas (Ruiz Yy
Wasserman 1993), siendo el cromosoma 2, con 61 inversiones el mas dindmico, como en todo
el grupo repleta (Wasserman 1992). También se ha observado una distribucién claramente no
aleatoria de los puntos de rotura en las inversiones polimdrficas y fijadas (Céceres et al. 1997).

Desde la ordenacion ancestral del grupo (Primitivo 1) se han fijado en D. buzzatii 4
inversiones paracentricas y se han descrito 8 inversiones polimorficas asi como un cierto

numero de reordenaciones endémicas raras (Ruiz y Wasserman 1993). La mayoria de estas
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inversiones también se encuentran en el cromosoma 2. En nuestro grupo se han caracterizado
los puntos de rotura de las tres inversiones polimdrficas mas frecuentes: 2j (Céaceres et al.
1999), 2q’ (Casals et al. 2003) y 2z° (Delprat et al. 2009). Todas ellas pertenecen al
cromosoma 2 (elemento E de Muller) y sus analisis concluyeron que el origen de dichas
reorganizaciones es la recombinacién ectdpica entre copias del elemento de clase Il Galileo.
Ademas, los puntos de rotura se han convertido en puntos calientes (hotspots) para la insercion
de otros elementos transponibles (Céceres et al. 2001; Casals et al. 2003).

Por otro lado, sdlo una de las inversiones fijadas ha sido estudiada molecularmente en
D. buzzatii (Prazeres et al. 2009). A diferencia de las anteriores, la inversion 5g se localiza en
el cromosoma 5 (elemento C de Muller) y, en este caso, la recombinacion ectépica no fue el
origen de esta inversion. Las tres inversiones polimdrficas no tienen mas de 1 millén de afios
(ma) de antigliedad, mientras que la fijacién de la inversion 5g se ha estimado en unos 4 ma
(Figura 1.3). En este trabajo, nos hemos propuesto completar el analisis molecular de los
puntos de rotura de las tres inversiones fijadas de D. buzzatii desde su divergencia del ancestro

del grupo (Ruiz y Wasserman 1993): 2m, 2ny 2z’

1.3.5.2. Drosophila mojavensis

En la filogenia de la Figura 1.3 también se muestra D. mojavensis. Esta especie
pertenece al complejo mulleri, incluido en el subgrupo mulleri del grupo repleta. El
cromosoma 2 de D. mojavensis difiere en 7 inversiones del cromosoma 2 del ancestro,
Primitivo I, y en 10 inversiones del de D. buzzatii (Gonzalez et al. 2007). D. mojavensis carece
de las inversiones 2m, 2n y 2z’ por lo que representa la ordenacion ancestral (estandar) en lo
que se refiere a las regiones de los puntos de rotura de estas inversiones. D. mojavensis es la

especie secuenciada mas cercana a D. buzzatii (Drosophila 12 Genomes Consortium 2007),
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por lo que su genoma se ha tomado como referencia para este trabajo. Esta informacién nos ha
permitido cartografiar con precisién los puntos de rotura de las inversiones 2m, 2n'y 22" en el
cromosoma ancestral (no invertido para estas inversiones). El tiempo de divergencia entre D.

mojavensis y D. buzzatii se ha estimado entre 10 ma (Tamura et al. 2004) y 15 ma (Russo et

al. 1995).
—_ D. mojavensis
o
:E i D. stalkeri
£ |
O 2m, 2n D. martensis
2z’ D. koepferae _
2]
D. buzzatii 2q’
5g
27°
i i } } i
15-10 10-8 8-6 6-4 0 ma

Figura 1.3: Arbol filogenético del complejo buzzatii desde el Primitivo |. La especie
secuenciada mas cercana al complejo es D. mojavensis. Las inversiones de este trabajo (2m, 2n
y 2z') y las analizadas en trabajos anteriores 5g (fijada), 2j, 2q” y 22° (polimérficas) se
muestran en la rama correspondiente. Los tiempos de divergencia consideran las estimas de
Russo et al. (1995) y Tamura et al. (2004) en millones de afios (ma).

1.3.5.3. Inversiones 2m, 2ny 27’

Las inversiones 2m, 2n'y 2z estén fijadas en D. buzzatii y ocurrieron en el cromosoma

2 (elemento E de Muller, Schaeffer et al. 2008) del Primitivo | ancestro del grupo repleta
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(Gonzalez et al. 2007). Las inversiones 2m y 2n son comunes en todo el complejo buzzatii,
mientras que la inversion 2z’ sélo se encuentra en los clusters buzzatii y martensis (Figura
1.3). El origen de las inversiones fijadas 2m y 2n corresponde por lo tanto al tiempo de
divergencia del complejo buzzatii del resto del grupo (~8-10 ma). La inversién 2z se fijo
posteriormente a la divergencia del cluster stalkeri y anterior a la divergencia del cluster
martensis (~6-8 ma).

El estudio citologico de los cromosomas de las glandulas salivales y los anélisis de los
mapas comparativos indican que las inversiones 2m y 2n estan dispuestas en tandem vy
comparten un punto de rotura (Ruiz y Wasserman 1993, Gonzélez et al. 2007). Por lo menos,
bajo un punto de vista citolégico existe coincidencia entre el punto de rotura proximal de la

inversion 2m y distal de la inversion 2n.

1.3.5.4. Genoteca y mapa fisico de clones BAC

Para seguir estudiando la dinamica evolutiva del genoma de D. buzzatii, se construyd
una genoteca de clones BAC usando el vector pTARBAC2.1. La genoteca se compone de
18.353 clones con un tamafio medio del inserto de 152 Kb y una representacion esperada de
aproximadamente 18x (Gonzalez et al. 2005). Ademas, se elaboré un mapa fisico del genoma
de D. buzzatii que muestra la localizacion cromosémica de muchos de los clones BAC. Para
construir el mapa, una muestra representativa de 9.555 clones fueron digeridos con enzimas de
restriccion y, mediante la comparacion de sus patrones de fingerprint en geles de agarosa, se
ensamblaron en contigs (estructura compuesta de distintos clones solapantes) usando el
programa FingerPrint Contigs (FPC). Despues de la revision manual, se contabilizaron 345
contigs (una media de 26 clones por contig) y 670 singletons (clones aislados no incluidos en

ningun contig). Para la construccion del mapa fisico, se hibridaron in situ 427 clones
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representativos de los contigs en preparaciones de cromosomas politénicos de D. buzzatii. El
mapa fisico se compone de 181 contigs anclados (que contienen 7.788 clones).

La genoteca de clones BAC y el mapa fisico del genoma de Drosophila buzzatii
permitieron llevar a cabo una comparacion detallada de los cromosomas X y 2 entre D.
buzzatii y D. repleta. La comparacion de los bloques sinténicos conservados y las regiones de
los puntos de rotura entre ambas especies se realizd con la hibridacién in situ heteréloga de
clones BAC de D. buzzatii en los cromosomas de D. repleta. Un clon BAC de la genoteca que
contiene un punto de rotura hibrida con una Unica sefial en el genoma de D. buzzatii. Cuando
este clon es hibridado en el genoma de D. repleta se producen dos sefiales (Figura 1.4). En el
caso del cromosoma 2, se observaron 17 segmentos sinténicos conservados (Figura 1.5). El
programa GRIMM (Pevzner y Tesler 2003a) permitio inferir un minimo de 9 inversiones
fijadas y dos reutilizaciones entre las dos especies. Una de las reutilizaciones aconteceria entre
las inversiones 2m y 2n. Seis inversiones se fijaron en el linaje que va de la especie ancestral
del grupo, Primitivo I, a D. repleta mientras que tres inversiones se fijaron en el linaje que va
de Primitivo | a D. buzzatii (2m, 2n y 2z). Como D. mojavensis, D. repleta carece de las
inversiones 2m, 2n y 2z’ por lo que ambas representan la ordenacion ancestral (estandar) en lo
que a estas inversiones se refiere. Las regiones de los puntos de rotura de la inversién 2z’ en
D. buzzatii estdn contenidas en los clones BAC 26D17 y 22N23 (distal y proximal,
respectivamente). El clon 22N23 es solapante con el clon BAC 40C11, que ha sido totalmente
secuenciado y anotado (Negre et al. 2005). El punto de rotura distal de la inversion 2m de D.
buzzatii estd contenido en el clon BAC 14B19. El punto de rotura proximal de la inversion 2m
y distal de la inversion 2m esta contenido en el clon BAC 22B03. Finalmente, el punto de
rotura proximal de la inversion 2n esté contenido en el clon BAC 16H04 (véase Figura 1.5).

La observacion citoldgica nos permite descartar solapamiento o independencia entre

ambas inversiones que impliquen cierta cantidad de material genético. Los clones BAC 1N19,
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14B19 y 16H04 (Gonzélez et al. 2007) producen dos sefiales de hibridacion en el genoma no
invertido de D. repleta. Si existiera solapamiento o imbricacion, alguno de los tres clones
hubiera producido tres sefiales de hibridacion. Por tanto, la region que separa el punto de
rotura proximal 2m del punto de rotura distal 2n, no puede ser mayor que el tamafio de una
banda del patron de bandas de los cromosomas politénicos (~100 Kb). La informacién
citologica no nos permite distinguir casos de solapamiento o independencia de una porcién
pequefia de material genético. Por otro lado, la informacion citolégica tampoco puede resolver
la cronologia entre ambas inversiones. La cuestion de la cronologia tampoco puede ser
resuelta con la filogenia puesto que no hay especies que s6lo tengan una de las dos

inversiones.

Figura 1.4: Resultados de la hibridacién de clones BAC de D. buzzatii en preparaciones
cromosOmicas de D. repleta que contienen los puntos de rotura de las inversiones fijadas entre
ambas especies. En la Figura se observan las hibridaciones heter6logas de los clones BAC que
contienen los puntos de rotura de las inversiones 2m y 2n: A) BAC 1N19; B) BAC 16H04; C)
BAC 20019. Se indica la posicion citologica de las sefiales de hibridacion. Tomado de
Gonzélez et al. (2007).
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contienen los puntos de rotura entre los bloques se muestran en la parte inferior. Tomado de Gonzalez et al. (2007).
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1.4. Objetivos de este trabajo

El estudio de los mecanismos de generacion y las consecuencias funcionales de las
reordenaciones cromosomicas nos proporciona informacion sobre la base gendmica de la
evolucidn, la adaptacion y la adquisicion de nuevas funciones genéticas. Este trabajo trata de
contribuir a esclarecer el origen y la significacion evolutiva de las inversiones cromosémicas
asi como las causas de la reutilizacion de los puntos de rotura.

En nuestro grupo de trabajo se han caracterizado y analizado las inversiones
polimérficas 22°, 2j y 2q” y la inversion fijada 5g en D. buzzatii (véase Introduccién). Con el
estudio de las inversiones de este trabajo, 2m, 2n y 2z', completamos el anélisis de las
inversiones fijadas en D. buzzatii desde su divergencia del Primitivo | del grupo. La completa
cobertura de las inversiones de D. buzzatii, nos permitira analizar globalmente las
reorganizaciones acontecidas en su genoma en distintos momentos de su evolucién. Sélo la
inversion fijada en el cromosoma 5 no se ha generado por recombinacion ectopica, por lo que
podria existir algin motivo diferencial o relacion entre el mecanismo y el éxito de la fijacion
de una inversion. Por otro lado, la cobertura temporal desde la divergencia del grupo (12,5 ma)
hasta las inversiones mas recientes y polimérficas (~1 ma), nos debe permitir discutir sobre si
existe un mecanismo preferencial en los distintos cromosomas o en funcién del la edad de
inversiones. La presencia y frecuencia de Galileo (TE causante de las tres inversiones
polimorficas) podria intervenir directamente en la frecuencia de las inversiones y su
mecanismo de origen.

Finalmente, el estudio de las inversiones 2m y 2n debe aportar luz a la problematica de
la reutilizacion de los puntos de rotura. El analisis molecular de los puntos de rotura de las
inversiones 2m y 2n nos permitir contrastar el grado real de la coincidencia observada a nivel

citologico.
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Este trabajo tiene los siguientes objetivos principales:

1. Localizar y cartografiar las regiones de los puntos de rotura de las inversiones 2m, 2n y 2z’
en el genoma de D. mojavensis (genoma no invertido) que representa la ordenacién ancestral.
2. Aislar los puntos de rotura de estas inversiones en el genoma de D. buzzatii para analizar el
contenido molecular de estos y, de este modo, conocer molecularmente el contenido de los
puntos de rotura que nos permitira:

(i) Determinar si los puntos de rotura han alterado de alguna manera los genes
presentes en las correspondientes regiones interrumpiendo alguna unidad de transcripcion o de
regulacion, asi como su impacto en el genoma y posible relacion con el motivo de la fijacion
de estas inversiones.

(ii) Obtener informacion sobre el mecanismo por el que se generaron estas inversiones
y contrastar la posible implicacion de los elementos transponibles en su generacion.

(iii) Desvelar la relacion historica y cronoldgica entre ambas inversiones.

3. El estudio y anélisis molecular del punto de rotura compartido entre las inversiones 2m y 2n
nos permitira conocer el grado real de la coincidencia observada citolégicamente y aportar
nuevos datos al estudio de las causas de la reutilizacion de los puntos de rotura y su
distribucion no aleatoria.

4. La comparacion del andlisis molecular de estas inversiones con las previamente descritas,
nos permitira conocer:

(i) Si existe algun mecanismo preferencial especifico de cromosoma o especie.

(ii) Si existe algun mecanismo preferencial en funcion de la edad de la inversion.

(iii) Si existe alguna relacion entre el éxito de la inversion (fijacion) y el mecanismo

que las genera.
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2.1. Cepas de Drosophila

La cepa st-1 de D. buzzatii ha sido utilizada en todos los analisis realizados con esta
especie. Esta cepa es también la que se uso para la construccion de la genoteca de clones BAC
y el mapa fisico del genoma de D. buzzatii (Gonzélez et al. 2005). Otras especies se han usado
a lo largo de este trabajo: la cepa MA-4 de D. martensis (Guaca, Venezuela), la cepa KO-2 de
D. koepferae (Sierra de San Luis, Argentina) y la cepa 15081-1352.22 de D. mojavensis (Isla
Catalina, California, EEUU). Esta Gltima cepa es la misma que se utiliz6 en la secuenciacion
del genoma completo de D. mojavensis (Drosophila 12 Genomes Consortium 2007) y que
hemos utilizado como referencia en los andlisis comparativos. Los genomas secuenciados de
D. melanogaster y D. virilis (Drosophila 12 Genomes Consortium 2007) también se han
tomado como grupo externo a la divergencia entre D. buzzatii y D. mojavensis, permitiendo

localizar las regiones méas conservadas en la secuencia de ésta ultima.

2.2. Protocolos basicos

2.2.1. Disefio de cebadores

Los cebadores de este trabajo han sido disefiados tomando como referencia el genoma
de la especie secuenciada mas cercana. En el caso de D. buzzatii, se ha usado D. mojavensis.
Para el disefio de cebadores en las especies D. koepferae y D. martensis se han usado las
propias secuencias de D. buzzatii. En las reacciones de PCR heterologas, los cebadores se han
disefiado en las regiones méas conservadas de los genomas mas cercanos. El disefio se ha
realizado con el programa PRIMER de MS-DOS. Generalmente se han seleccionado

secuencias de 20 pares de bases con un minimo del 45% del contenido en guanina-citosina y
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una temperatura de hibridacién entre 60 y 68°C. Se ha evitado en la medida de lo posible, que
formaran estructuras secundarias por palindromias, dimeros de mas de 4 pb entre los
cebadores directos y reversos y sin cadenas de tres nucleétidos iguales. Siempre que el
cebador se ha disefiado en una region codificante, se ha evitado hacer coincidir el Gltimo
nucleotido 3’ con la tercera base de un coddn (mé&s susceptible a no ser homdloga por la
degeneracion del cddigo). La definicion de los tripletes de la secuencia se ha determinado
mediante el alineamiento con el programa MUSCLE (Edgar 2004) disponible en
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/muscle/index.html) usando las traducciones conceptuales
proteicas. Se ha priorizado que el extremo 3’ coincida en estos casos con una primera base de

codon. Los cebadores utilizados en este trabajo se muestran en las Tablas 2.1, 2.2, 2.3y 2.4.

2.2.2. PCR

Las reacciones de PCR se llevan a cabo en 50 pL de volumen final con la siguiente
composicion: 50-200 ng de DNA, 40 pmoles de cada cebador, 200 uM de dNTPs, 1,5 mM
Mg,Cl y 1 unidad de Taq Polimerasa (Platinum® Taq DNA Polymerase High Fidelity de
Invitrogen™). Los tiempos determinados en el termociclador varian considerablemente en
funcion de la longitud que se quiere amplificar y en funcién de si los cebadores se han
disefiado en la misma especie que amplifican o no. Cuando la especie molde no coincide con
la especie usada para el disefio de los cebadores, la temperatura de hibridacion de la PCR se
estableci6é 5 grados por debajo de los parametros indicados para dar cuenta de los desajustes
de nucledtidos.

1. 3 minutos a 94°C.
2. 30 segundos a 94°C.

3. 30 segundos a la temperatura de hibridacion propia de los cebadores (-5°C si los se han
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disefiado en otra especie a la que se esta usando de molde).

4. X minutos a 68°C (a razén de un minuto por 1.000 nucledtidos que se quiera
amplificar).

5. Repetir 2, 3, 4 de 25 a 30 veces (en funcidn de la cantidad de producto que se necesite
para los siguientes pasos).

6. 10 minutos a 68°C.

8. Fin del programa. Guardar a 4°C.

2.2.3. Medios de cultivo

A los medios de cultivo (liquido y solidos) se les afiade el correspondiente antibiético
en funcion de la resistencia del plasmido para evitar crecimientos inespecificos
(Chloramfenicol para el crecimiento de clones BAC-pTARBAC2.1- o Ampicilina para el
crecimiento de células transformadas con los plasmidos pBSK-clonaciones de digestiones- 0
pGEM-clonaciones de productos de PCR-). Se han usado dos tipos de cultivo liquido: El
medio TB (Terrific Broth), permite mayor crecimiento al ser mas rico en nutrientes se ha
usado para el crecimiento de células de la genoteca de clones BAC (s6lo una copia por célula).
El medio LB (Lysogeny broth) ofrece un crecimiento mas pausado y se ha usado para el
crecimiento de células competentes transformadas con vectores plasmidicos (~30 copias por
celula).

El medio LB-agar en placas se ha usado para sembrar las transformaciones. Al afiadirle
X-gal permite la diferenciacion de células transformadas. Se disuelve LB-agar en polvo en
agua destilada a razén de 35 gramos por litro y se esteriliza en el autoclave. Antes de afiadir X-
gal (20 mg/mL) y el antibidtico (25 mg/mL) debe enfriarse hasta 50°C al ser sustancias

termolabiles. Se necesitan aproximadamente ~25 L por placa de medio. Una vez el medio se
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solidifica, las placas se guardan a 4°C en posicion invertida. Deben sacarse de la nevera 1 hora

antes de usarlas con el fin de evitar la condensacion de la humedad.

Tabla 2.1: Secuencia de los cebadores usados en el paseo cromosémico y para cerrar los

huecos en el ensamblaje de los BAC secuenciados.

PCR Directo (5° — 3°) Reverso (5° — 3°)

A5 GCCGTACGCGTTCTCTATAA TGCCGAACTTGTTAGACGTA
A4 CCGATTGACTAACGTTAAGA GTCTCACGTTTCGCATACCA

A3 TGGTATGCGAAACGTGAGAC TTGACTGGAGCAGCATGTAC
A2 GTTGTTGTCAGGCAGTTGCA TGGTCCAAGTAAAACACAC

Al ATATTGCAGGTTTCAGACAC TTGTCATTATCGCCGATTAC

Bl GCGAGGATCCAGATTATGAA GCCATGCAGACCATCATAAC
B2 GCTCGAGCAATTCATCTACA TTATCACGAACCAGAGCCAT
B3 CCAGCACTTCGATACCATCA GCGATACTCCACAGCTATTG
B4 GTGGAGTATCTGCTAGTTGA TATAGAGAACGCGTACGGCA
C2 GCTTGCATGCTAACGAGTTG AAAAAGAGTTCCTCGAGGGT
C1 TATGACAACGCGGAAATTGT CAGGTGGAATTCGTGGACAA
D1 GGCATGGCCATCTACGATAT GGATCCGGGAAGTATTCCTC
D2 GACAAGGCCAGAAGCATAAT GCTCTAATTAGGCGCACATA
E3 TATTGTGCTAATCTGGCAAG TTACGTTCATCGCTAACAGA
E2 TACTATTACGTTGGCTGCTA GAGGAGAGGTCATCAGCTGA
El CTTACTCAATCTCATGTCCA TTGAAGTAGGTGTGCTCGAA
F1 TACGACACACATCGGAACTC GCGCCAATACGAGTAGAGTA
F2 GCTGATGAAGTGAAAGTCAA GATAGACACGCCTTGTAAGT
F3 AAGGATAAACGTTGCCGAAG GACTTTTGGTTGGCTTGTCA

F4 CGAATATGTCGTTCTTGCGA TATGGAACCGTGCTCGACTA
PCR Ensamblaje

6CL-7TCR CTACGCAGATAAGCAGGCTT AACTGTCAGCAGCAACGTGT
4CL-3CR TGTCGACTATAGTTAAGCGT GGCAGTAGTCGTCGCATTAT
3CL-5CR GTGAGGCAATGCGTAACATT CTTCTTGCTACGCATAATCT
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Tabla 2.2: Secuencias de los cebadores para amplificar los puntos de rotura de las inversiones 2m y 2n (AC, BE y DF) en D. buzzatii.

Region Cebador Secuencia (5° — 3°) Secuencia y especie donde fueron disefiados
AC A GCAACAACAAGTCACAATGA Intergénico (msi-CG4673) (D. mojavensis)
C TGAATTAGAAACCACCGTCA scrib (D. mojavensis)
BE B GGCATACGTCAGCTGATGAC Ssadh (D. mojavensis)
E ATCAATATGGCAACGAGGTG CG31127 (D. mojavensis)
DF D TGTTCGAGCAGCACTACATA Regidn conservada aguas abajo del gen Or98b en D. mojavensis
F AATAAGCAGCAAGTGCACAG CG8147 (D. mojavensis)

Tabla 2.3: Secuencia de los cebadres usados en la amplificacion de los puntos de rotura de la inversion 2z (PQ y RS).

Region Cebador  Secuencia (5’ — 3°) Region y especie donde han sido disefiados
PR P1 GTCATCCCAGTTAACGCAGT CG14645 (D. mojavensis)

P2 TTTCCAAGGAGACTTAGCTC P1 (punto de rotura PR de D. buzzatii)

R1 AGCAGTGCCAGAGCCGAGAT CSN5 (D. mojavensis)

R2 GGAGATCAACGAGAATTACA R1 (punto de rotura PR de D. buzzatii)
QS Q TCTTACCGAAGGTCATTCTG CG14290 (BAC 40C11 de D. buzzatii)

S GTGTGCAAGGATACGGTGGA Dlh (BAC 40C11 de D. buzzatii)
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Tabla 2.4: Secuencia de los cebadores disefiados en la region del gen CG4673 de D. buzzatii
(BE). *cebadores del protocolo del kit RLM-RACE de Ambion (AM1700).

Cebador Secuencia (5’-3°)

firstL GAAGAGACGATGTCGCACAA

lastR CGAAACTAAAGATTCAATCA

WsckR TACCTGCCGATGCTTGAGAC

SsadhL GACGACTATGTGGATATCAA

IR5'L CATGAAACCGCGCATTTAAC

IR5'R TATTAACAAACCTCTTCAAC

OR ATTTTTTAGCAATGTCTGA

oL TAGATATACCATGTCGCCGT

2R TTACAGCGTACAAAATGTGT

2L GAGTTCTGCCCACCAGCTCA

3R GCACGAGTACCACAGCCAAA

3L CCTGATTACTTCAATGTATT

7R GCCGCTGCAGCCGCACATTC

7L GATAGATGGCTGATCAACAC

3’UTR-R TCCAACTGTCAGCTTGACAC

3’UTR-L CATGCTTATTGAATCTTTAT

5R CTGACCGCTCAGGAGTGCAT

6L GGTGCATCCTTGGTAGGTAT

8R GACGACCAGCTATCCCAGTG

8Rint TGGACCTGCAACCACTGCAC

1L GCAGACTGCACGCGTATTAG

1Lint GAAGAGACGATGTCGCACAA

7Rint ACGAAAGACGCCAGCCATTG

2Lint CTTTAGCTCCGTGGCCAAGC

5’RACE-Adapter* GCUGAUGGCGAUGAAUGAACACUGCG...
..UUUGCUGGCUUUGAUGAAA

5’RACE-Outer* GCTGATGGCGATGAATGAACACTG

5’RACE-Inner* CGCGGATCCGAACACTGCGTTTGCTGGCTTTGATG

3’RACE-Adapter* GCGAGCACAGAATTAATACGACTCACTATAGGT12VN
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3’RACE-Outer* GCGAGCACAGAATTAATACGACT
3’RACE-Inner* CGCGGATCCGAATTAATACGACTCACTATAGG
H1 ATGTCGAAGATTGGTATTAATGG

H2 GTTCGACACGACCTTCATGT

2.2.4. Electroforesis

Los geles se han realizado entre el 0,7% y el 1% de concentracion de agarosa en
funcién del tamafio de las bandas. Habitualmente se han realizado a una intensidad de voltaje
de 65V, controlando la migracion de las bandas mediante los colorantes azul de bromo fenol y
cianol-xileno afiadidos al tampon de carga. La tincién del DNA separado por peso molecular
en los geles de agarosa se realiza sumergiendo los geles durante 20 minutos en una solucion de
bromuro de etidio en H,O destilada (0,5 pg/mL). El tamafio de los fragmentos del gel se
estima por comparacion con un DNA digerido de tamafio conocido que se afiade en todos los
geles como marcador de peso molecular. Para recuperar fragmentos especificos del gel se ha
utilizado el kit QUIAquick® de QIAGEN.

1. Recortar de un gel de agarosa el trozo de menor tamafio que contenga el DNA de peso
molecular que queremos recuperar.

2. Afadir tres volumenes de tampdn QG del kit a un volumen de gel (100 mg ~100 pL).

3. Incubar a 50°C durante 10 minutos.

4. Colocar la mezcla en una columna del kit y centrifugar durante 1 minuto para capturar el
DNA en el filtro.

5. Vaciar la columna y limpiar el filtro con 0,5 mL de tampon QG del kit. Centrifugar 1

minuto.
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6. Vaciar de nuevo la columna y afiadir 0,75 mL de tampdn PE del kit. Dejar reposar de 2 a 5
minutos y centrifugar 1 minuto.
7. Para eluir el DNA del filtro, afiadir 30 pL de H,O destilada. Dejar reposar 1 minuto y

centrifugar 1 minuto.

2.2.5. Digestion con enzimas de restriccion

Preparacion de la siguiente mezcla de reaccion en un tubo Eppendorf estéril:
X pL de DNA (X en funcion de la concentracion de la muestra).
1,5 pL de tampon concentrado 10x.
0,5 uL enzima de restriccion.
H,O destilada hasta llegar a 15 pL de mezcla.
Antes de incubar un minimo de 3 horas a 37°C, se realiza un breve centrifugado para

bajar todos los productos al fondo del tubo Eppendorf.

2.2.6. Clonacion

El proceso de clonacion consiste en la amplificacion de un fragmento de DNA
insertado en un plasmido mediante su replicacion en células competentes transformadas (cepa
DH5a de E. coli). El plasmido contiene un sitio de clonacion multiple en el interior del gen
lacZ y otro de resistencia a un antibiético. EI gen lacZ permite la seleccion de colonias
recombinantes por a-complementacion (Sambrook et al. 1989). Este sistema de seleccion
consiste en la complementacion del operon lacZ truncado de las células competentes mediante
el segmento proximal proporcionado por el vector. Se siembra el producto transformado en

placas de LB+antibiotico+X-gal. El antibidtico sélo permite el crecimiento de colonias
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transformadas dado que la resistencia a dicho antibiotico se la proporciona el plasmido. EI X-
gal es un analogo de la lactosa que permite diferenciar las colonias transformadas con un
plasmido sin inserto (colonias azules) de las que hayan incorporado plasmido con inserto
(colonias blancas), debido a que las células tendran inactivado el gen lacZ y no podrén
metabolizar el X-gal. Los clones se pueden conservar a -70°C afiadiendo a 750 pL, 250 pL de

glicerol.

a) Obtencion de células competentes
1. Se prepara un cultivo nocturno de células de la cepa DH5a de E. coli en medio LB.
2. Inocular 20 mL de medio de cultivo LB con 0,2 mL del cultivo nocturno. Se deja en
agitacion a 37°C hasta que la densidad Optica a longitud de onda 550 nm sea igual a 0,4
(aproximadamente corresponde a 3 horas de crecimiento).
3. Enfriar el cultivo en hielo durante 20 minutos. Repartir en dos tubos de 10 mL.
4. Centrifugar 10 minutos a 4.000 rpm a 4°C.
5. Decantar el sobrenadante. Resuspender las células en 4,5 mL de CaCl, 50 mM frio y
esteril.
6. Dejar 30-45 minutos en hielo.
7. Centrifugar 10 minutos a 4.000 rpm a 4°C. Decantar el sobrenadante.
8. Resuspender muy suavemente en 1 mL de CaCl, 50 mM frio y estéril.
9. Dejar una hora en hielo.

10. Afadir un 15% de glicerol y hacer alicuotas de 50 a 100 pL que se guardaran a -80°C.

b) Ligacion
Existen variaciones sustanciales en funcion del origen del inserto. De este modo,

debemos tener en cuenta una serie de consideraciones en funcion de si hemos clonado un
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fragmento de restriccion o un producto de PCR. Si el inserto procede de una digestion con una
enzima de restriccion hemos usado el vector pBSK, que habremos linearizado mediante la
misma enzima de restriccion con el que se ha obtenido el fragmento de interés. De este modo
coincidiran los extremos cohesivos entre dicho fragmento y el vector. El sitio de clonacion
multiple dentro del gen lacZ contiene una bateria de enzimas de restriccion para este efecto. Si
el fragmento a clonar procede de una PCR, hemos usado el vector pGEM (pGEM-T® y pGEM
TEasy® de Promega). Esta ligacién también es cohesiva. Las Taq polimerasas afiaden por
defecto al final de las cadenas amplificadas una adenina adicional. El vector pGEM vya esta
linearizado y con los extremos cohesivos complementarios (Timina).
1. Preparacion de la siguiente mezcla de reaccion en un tubo Eppendorf estéril:
X UL de DNA del inserto (X en funcién de la concentracién de la muestra).
Y uL de DNA del vector digerido (Y en funcién de la concentracién de la muestra).
H,O destilada hasta llegar a 18uL de mezcla.
(Generalmente las cantidades de inserto y de vector se ponen en una relacion 3:1).
2. Se centrifuga brevemente para juntar el contenido antes de dejar 5 minutos a 65°C.
3. Se deja 10 minutos en hielo.
4. Se afade:
2 L de tampon concentrado 10x.
1 pL de ligasa.

5. Se deja toda la noche a 4°C.

a) Transformacion
1. Dejar descongelar una alicuota (50-100 pL) de células competentes en hielo.
2. Mezclar suavemente y en frio el DNA de la reaccion de ligacion con la alicuota de

células competentes (el volumen del DNA no debe de superar el 10% de la total para evitar
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problemas de ésmaosis).

3. Se deja 20 minutos en hielo.

4. Se incuba 2 minutos a 42°C en el bafo.

5. Se aflade 0,5 mL de medio LB, previamente calentado a 37°C y se mezcla suavemente.
6. Incubar 1 hora a 37°C.

7. Extender, con una asa de Digralsky, en placas de LB-agar+Ampicilina+X-gal a razén de
0,2 mL por placa.

8. Dejar toda la noche a 37°C.

9. Las colonias blancas estan transformadas con el vector que contiene el inserto.

2.2.7. Extraccion de DNA plasmidico

Este proceso de extraccion de DNA plasmidico de las células de un cultivo nos permite
recuperar el vector con el inserto amplificado por clonacién. Se ha usado tanto para recuperar
insertos clonados en plasmidos pGEM y pBSK como para recuperar clones BAC de la
genoteca de DNA gendmico.

1. Inocular una colonia con el asa de Kohl en 3 mL de medio de cultivo TB al que se ha
afiadido previamente el volumen suficiente de solucién de antibiético. Dejar agitando toda
la noche a 37°C.

2. Poner 1,5 mL de cultivo en un tubo Eppendorf centrifugar un minuto y decantar el
sorenadante. Afadir 1,5 mL en el mismo tubo Eppendorf, centrifugar y decantar,
eliminando acuradamente el medio sobrenadante.

3. Resuspender el sedimiento en 100 pL de tampon de lisis celular frio (50 mM glucosa;
10 mM EDTA a pH 8; 25 mM Tris HCI a pH 8). Poner en hielo.

4. Anadir 200 pL de solucion de desnaturalizacion (NaOH 0,2 M; SDS 1%). Esta solucion
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debe estar recién preparada. Se mezcla el contenido invirtiéndolo rapidamente hasta que
quede casi transparente. Se mantiene en hielo 5 minutos.

5. Afadir 150 pL de tampdn de neutralizacion frio (11,5 mL &cido acético glaciar; 60 mL
acetato potasico 5M; 28,5 mL H,0 destilada). Agitar en posicion invertida hasta formar un
precipitado y dejar en reposo durante 10 minutos en hielo.

6. Centrifugar durante 10 minutos y transferir el sobrenadante a otro tubo Eppendorf.

7. Desproteinizar con un volumen de fenol:cloroformo (1:1). Agitar vigorosamente hasta
su homogeneizacion.

8. Centrifugar cinco minutos y transferir la fase acuosa a otro tubo Eppendorf.

9. Desproteinizar con un volumen de cloroformo-isoamilalcohol (24:1). Mezclar por
inversion.

10. Centrifugar 5 minutos y transferir la fase acuosa a otro tubo Eppendorf con un
volumen de isopropanol frio. Mezclar por inversion y dejar un minimo de 15 minutos a —
20°C.

11. Centrifugar 10 minutos a 4°C y eliminar el sobrenadante.

12. Afadir 500 pL de etanol al 70%. Centrifugar 5 minutos.

13. Eliminar completamente el sobrenadante.

14. Disolver en 20 pL de tampon TE a pH 7,5 y afiadir 0,5 pL de solucion de RNAsa A

(10mg/mL). Incubar 30 minutos a 37°C.

2.2.7. Extraccion de DNA gendmico

1. Llenar un homogeneizador con 0,15-0,2 g de moscas adultas anestesiadas.
2. Afadir 5 mL de tampon 1 (100mM NaCl; 10mM EDTA; 20mM TrisHCI a pH 7,5;

0,5% Triton X-100) y homogeneizar con un piston de maxima velocidad unas diez veces.
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3. Pasar el producto homogeneizado por una malla de nylon a un tubo estéril de 10 mL.
4. Afadir 5 mL de tampon 1 para limpiar el piston y la malla.

5. Centrifugar a 4.000 rpm a 4°C durante 10 minutos. Descartar el sobrenadante.

6. Resuspender el pellet de nacleos en 10 mL de tampo6n 2 (100mM NaCl; 10mM EDTA,;
20mM TrisHCl a pH 7,5).

7. Repetir 3 veces los pasos 5 y 6.

8. Resuspender el pellet de nucleos limpios en 1,5 mL de tampodn 2.

9. Afadir 0,75 mL de SDS 4% y 0,75 mL de perclorato sodico 4 M.

10. Agitar suavemente hasta formar un liquido viscoso durante 3 minutos.

11. Desproteinizar con un volumen de fenol:cloroformo. Agitar suavemente hasta que el
liquido se vuelva homogéneo.

12. Centrifugar a 4.000 rpm a 4°C durante 5 minutos.

13. Transferir la fase acuosa a un tubo nuevo.

14. Repetir la desproteinizacion con cloroformo:alcohol isoamilico (24:1).

15. Anadir 2,5 volimenes de etanol absoluto frio y agitar suavemente. Debe generarse un
precipitado en forma de hilos (DNA).

16. Pasar el DNA a un tubo Eppendorf.

17. Centrifugar 10 minutos a 13.000 rpm y eliminar el sobrenadante.

18. Anadir 500 pL de etanol al 70%.

19. Centrifugar durante 5 minutos. Eliminar el sobrenadante.

20. Dejar secar el pellet y resuspender el DNA en 50-100 pL de H,O destilada.
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2.2.9. Secuenciacién

Tanto los productos de PCR como los insertos de clones (en vectores pGEM y pBSK)
que se secuenciaron se mandaron al servicio de secuenciacion de Macrogen en Corea
(http://www.macrogen.com/eng/sequencing/sequence_main.jsp). Los productos de PCR se
han secuenciado con los mismos cebadores que se usaron para la amplificacion. Los insertos
en clones se han secuenciado desde los cebadores universales M13 incluidos en los vectores
usados y que rodean los sitios de clonacion maltiple.

Por otro lado, los extremos de los insertos de los clones BAC que se secuenciaron, se
mandaron al servicio de GATC-biotech en Alemania (http://www.gatc-biotech.com). Estos
extremos fueron secuenciados utilizando los cebadores universales T7 y SP6 incluidos en el

vector p TARBAC2.1 (vector usado en la genoteca).

2.3. Clones BAC

Los clones BAC usados en este trabajo, se han seleccionado de la genoteca CHORI-
225 de DNA gendmico de D. buzzatii (http://bacpac.chori.org/). Dicha base de datos dispone
de los fingerprints de las digestiones de los clones BAC que han permitido estimar el tamafio
de sus insertos, asi como determinar el grado de solapamiento entre ellos. La hibridacién in
situ heter6loga de clones de D. buzzatii en preparaciones cromosomicas de D. repleta
(Gonzalez et al. 2005), permitio seleccionar aquellos BAC que contenian los puntos de rotura
de las inversiones 2m y 2n. Estos clones producen una sefial Unica cuando se hibrida en los
cromosomas invertidos de D. buzzatii y dos sefiales cuando se hibridan con cromosomas no
invertidos de otras especies, como D. repleta.

Por otro lado, se ha usado el BAC 40C11. Dicho BAC fue previamtene secuenciado y
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anotado en los trabajos de Negre et al. (2005) y Delprat et al. (2009) y contiene la region del

punto de rotura proximal de la inversién 2z de D. buzzatii.

2.4. Hibridacion in situ

Las hibridaciones in situ de este trabajo se realizaron como en Montgomery et al.
(1987) y Ranz et al. (1997). La técnica de hibridacion in situ se basa en la hibridacién
especifica de una sonda nucleotidica marcada. Las sondas fueron marcadas con biotina-16-
dUTP (ROCHE) con el sistema de cebadores de hexanucledtidos al azar (random primers) y
se hibridaron en preparaciones de cromosomas politénicos de las glandulas salivares de
diversas especies de Drosophila. Las hibridaciones interespecificas (heterdlogas) se realizaron
a 25°C, mientras que las intraespecifica (homdlogas) a 37°C. Se han utilizado dos tipos de
sonda, los clones BAC de la genoteca CHORI-225 de D. buzzatii (Gonzalez et al. 2005) y los
productos de PCR generados en el paseo cromosdmico para acotar los puntos de rotura.

Ademas de la preparacion del material biologico y el marcado de las sondas, los pasos
basicos del proceso de hibridacion in situ, descritos por Leitch (1994), consisten en:

prehibridacion, hibridacion, posthibridacion, revelado y visualizacion.

2.4.1. Preliminares de la técnica de hibridacion in situ

a) Preparaciones cromosomicas

Los cromosomas politénicos de las preparaciones se han obtenido de las glandulas
salivares de distintas especies de Drosophila. Antes de obtener preparaciones de cromosomas
politénicos, es necesario tratar portaobjetos y cubres para aumentar la adherencia del material

bioldgico a fin de evitar su pérdida durante el proceso de hibridacion in situ.
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Siliconado de cubreobjetos

1. Hervir &cido clorhidrico 1N en un vaso de precipitados.

2. Colocar 50-100 cubreobjetos y removerlos con una varilla mientras hierven durante 5
minutos.

3. Aclarar los cubreobjetos con H,O destilada y dejar secar 20 minutos.

4. Sumergir los cubreobjetos uno a uno en etanol y dejar secar.

5. En una campana de gases, pasar los cubreobjetos uno a uno por una solucion de Repel-
Silane (20 g/L dimetilclorosilano en 1,1,1-triclorometano) y dejar secar dentro de la
campana.

6. Lavar los cubreobjetos uno a uno con etanol y dejar secar. Guardarlos a temperatura

ambiente en una caja protegidos del polvo.

Tratamiento de portaobjetos
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1. Hervir &cido clorhidrico 1N en un vaso de precipitados.

2. Colocar los portaobjetos de 20 en 20 y dejar hervir durante 5 minutos.

3. Poner los portaobjetos en una cubeta con H,O destilada. Sacarlos y aclararlos
individualmente bajo un chorro de agua destilada. Opcionalmente se pueden dejar toda la
noche en una cubeta con H,O destilada.

4. Secar los portaobjetos durante una hora.

5. Poner los portaobjetos en una cubeta con una solucién SSC Denhart (0,012 g
polivinilpirrolidona; 0,012 g ficoll; 0,012 g albdmina de suero bovino; 90 mL 20xSSC (3
M NaCl; 0,3 M Na3CgHs0; x 2H,0); 600 mL H,O destilada) en un bafio a 65°C. Dejarlos
en esta solucion entre 2 y 3 horas.

6. Poner los portaobjetos en una cubeta con etanol:acido acético (3:1) durante 20 minutos.

7. Sumergir los portaobjetos 2 segundos unas 10 veces en una cubeta con etanol al 95%.
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8. Dejar secar y guardarlos a 4°C.

Diseccion de glandulas salivares
1. Colocar una gota de &cido acético al 45% (recién preparado) sobre un portaobjetos
limpio.
2. Poner sobre el acético una larva de tercer estadio y diseccionarla bajo la lupa con dos
pinzas: unas sujetando la larva por la parte distal y otras por la parte proximal. Estirar en
linea recta de modo que las glandulas salivares sean visibles.
3. Con dos alfileres finos se debe eliminar la grasa que queda adherida a las glandulas.
4. Poner sobre un cubreobjetos siliconado, 8 pL de solucion 4&cido lactico:H,0O
destilada:cido acético (1:2:3).
5. Transferir las glandulas a esta mezcla donde se dejan 8-10 minutos.
6. Dejar caer con cuidado un portaobjetos tratado sobre el cubreobjetos.
7. Girar el portaobjetos y mirarlo a través del microscopio. Deben verse los nlcleos y
dentro de ellos los cromosomas separados por la accion del &cido lactico.
8. Picar sobre el cubreobjetos con una punta de pipeta para romper los nicleos y separar
bien los cromosomas.
9. Poner un pliegue de papel absorbente sobre el cubreobjetos y presionar con el pulgar.
Hay que evitar el desplazamiento del cubreobjetos para evitar que los cromosomas se
rompan.
10. Colocar | portaojetos en una carpeta plana que se dejara en posicion horizontal toda la
noche.
11. Sumergir un portaobjetos en nitrégeno liquido hasta que este deje de hacer burbujas.
12. Colocar el filo de una cuchilla entre una esquina del cubreobjetos y el portaobjetos

para hacer saltar el cubreobjetos.
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13. Colocar el portaobjetos en una cubeta con etanol al 95% un minimo de 15 minutos.

14. Dejar secar los portaobjetos y guardarlos a 4°C.

b) Marcado de las sondas con el sistema de cebadores de hexanucledtidos al azar

(random primers)

Las sondas a hibridar in situ, deben estar marcadas con biotina 16-dUTP con este
sistema.
1. Desnaturalizar 500 ng de DNA de la sonda al “bafio Maria” a 100°C durante 10
minutos.
2. Afadir la siguiente mezcla: 2 puL de hexanucleétidos; 2 L de biotina 16-dUTP; 2 pL
de dCTP, 2 pL de dGTP; 2 pL de dATP; 1 pL de enzima Kleenow y H,O destilada hasta

llegar a los 20 pL.

w

Dejar a 37°C durante toda la noche.

4. Afadir 2 pL de EDTA 0,2M pH 8.

5. Afadir 2,5 pL de CINi.

6. Afadir 70 pL de etanol absoluto frio.

7. Dejar en el refrigerador a -20°C como minimo durante dos horas.
8. Centrifugar 15 minutos a 13.000rpm a 4°C.

9. Descartar el etanol y afiadir 40 uL de etanol al 70% frio.

10. Centrifugar 5 minutos a 13.000rpm a 4°C.

11. Descartar el etanol y secar el pellet en bomba de vacio.

12. Afiadir entre 25 y 50 pL de H,O destilada.
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2.4.2. Prehibridacion

Durante la prehibridacion se eliminan las proteinas basicas que podrian interaccionar
con la sonda y se deshidrata el material bioldgico sumergiéndolo en etanoles a diferentes
concentraciones. Este Gltimo paso asegura que la sonda no se disuelva en ningun resto de
solucidn de prehibridacion.

1. Incubacion de las preparaciones cromosdémicas en 2xSSC durante 30 minutos en un
bafio a 65°C.

2. Poner las preparaciones en una cubeta con etanol al 70% durante 5 minutos.

3. Pasar las preparaciones a otra cubeta de etanol al 70% durante otros 5 minutos.

4. Pasar las preparaciones a otra cubeta con etanol al 95% durante 5 minutos.

5. Dejar secar las preparaciones cromosdémicas un minimo de 15 minutos.

2.4.3. Hibridacion

Implica tanto la desnaturalizacion de la sonda como del material sobre el que se va a
hibridar. Se han usado dos temperaturas de hibridacion diferentes: 25°C cuando para las
hibridaciones las preparaciones y la sonda no correspondian a la misma especie y 37°C cuando
se trataba de la misma especie.

1. Poner las preparaciones en una cubeta con solucion de desnaturalizacion (NaOH 0,07 N)
durante 2 minutos.

2. Pasar las preparaciones a una cubeta con 2xSSC durante 5 minutos. Repetir dos veces.

3. Poner las preparaciones en una cubeta con etanol 70% durante 5 minutos.

4. Pasar las preparaciones a otra cubeta con etanol al 70% durante 5 minutos.

5. Pasar las preparaciones a otra cubeta con etanol al 95% durante 5 minutos.
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6. Dejar secar las preparaciones durante al menos 15 minutos.

7. Desnaturalizar la sonda incubandola a 65°C durante 15 minutos.

8. Hacer un pulso para que baje el liquido evaporado y mantener la sonda en hielo.

9. Afadir 20 pL de sonda a la preparacién cromosémica.

10. Poner un cubreobjetos sobre la zona donde se ha afiadido la sonda. Si quedan burbujas,
eliminarlas con la punta de la pipeta.

11. Colocar la preparacion cromosémica en una camara himeda que se incubara un

minimo de 14 horas a 25°C o0 a 37°C.

2.4.4. Posthibridacion

La temperatura, la concentracion de sales de los lavados y la temperatura de

hibridacion en este paso determinan la astringencia con la que se esta llevando a cabo la

hibridacidn, es decir, el porcentaje aproximado de nucleétidos correctamente apareados entre

la sonda y el DNA sobre el que se hibrida. La astringencia aumenta con el aumento de la

temperatura o la disminucién de la concentracién de sales.
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1. Poner las preparaciones cromosémicas en una cubeta con 2xSSC a 37°C durante 10
minutos.

2. Pasar las preparaciones cromosomicas a otra cubeta con 2xSSC a 37°C durante otros 10
minutos.

3. Pasar las preparaciones cromosomicas a una cubeta con 2xSSC a temperatura ambiente
durante 10 minutos. Repetir la operacion.

4. Poner las preparaciones en una cubeta con 1xPBS durante 5 minutos.
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2.4.5. Revelado

El revelado se basa en la utilizacion de la proteina avidina con alta afinidad a la biotina.

Esta proteina lleva acoplada la enzima peroxidasa. La avidina se unira a las moléculas de
biotina y al afiadir el sustrato de la peroxidasa se produce la reaccion, liberdndose cationes que
son captados por un cromogeno, la diamimobencidina (DAB), que precipita dando lugar a una
sefial colorimétrica.

1. Afadir a 0,21 pL de solucion I (10 mL Tris 50 mM a pH 7,6; 4% de albumina de suero

bovino) 3,5 pL de reactivo Ay 3,5 pL de reactivo B del kit Elite (\Vector).

2. Afiadir a cada preparacion 20 pL de la solucion anterior.

3. Poner un cubreobjetos sobre la zona donde se ha afadido la solucion. Si quedan

burbujas, eliminarlas con la punta de la pipeta.

4. Poner las preparaciones en una cdmara himeda e incubar a 37°C durante 45 minutos.

5. Poner las preparaciones en 1xPBS durante 10 minutos. Repetir dos veces.

6. Afadir a cada preparacién 500 uL de solucién 111 (5 pg de diaminobencidina; 1 mL de

Tris HCI 50 mM a pH 7,6; 1 uL de H,0,).

7. Poner las preparaciones en una camara hiumeda e incubar a 37°C durante 45 minutos.

8. Poner las preparaciones en 1xPBS de 5 minutos a una hora.

9. Preparar la solucion de tincion afiadiendo 5 mL de Giemsa a 199 mL de tamp6n P (40%

de NaH,PO4H,0 50 mM; 60% Na,HPO 12 H,0O 50 mM).

10. Poner las preparaciones en la tincion durante 1 minuto.

11. Poner las preparaciones en una cubeta con H,O destilada. Repetir en otra cubeta de

H,O destilada.

12. Dejar secar las preparaciones.

13. Afiadir a cada preparacion una gota de montador de preparaciones biologicas y poner
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un cubreobjetos.

2.4.6. Visualizacion y localizacion de las sefales de hibridacion

Las preparaciones se han observado con un microscopio Nikon Optiphot-2 y se
tomaron fotografias de las preparaciones cromosémicas hibridadas con la cdmara Nikon
Coolpix-4500.

Las sefales de hibridacion in situ se han localizado y numerado a partir del patron de
bandas determinado por el cromosoma 2 de D. repleta (Ruiz y Wasserman 1993, Gonzélez et
al. 2005, 2007), teniendo en cuenta las reorganizaciones, inversiones y cambios de orientacion

propios de cada linaje.

2.5. Electroforesis de campo pulsante (PFGE)

Se ha usado el campo pulsante CHEF-DR Il ® de BIORAD. El campo pulsante
consiste en separar por peso molecular distintos fragmentos de DNA. A diferencia de los geles
de electroforesis, el campo pulsante permite separar con gran resolucién fragmentos de
elevado peso molecular, mediante el cambio continuo de voltaje entre dos puntos distintos en
el polo positivo. Las muestras digeridas (segun el protocolo de digestion de DNA con enzimas
de restriccion) se cargan en un gel al 1% (1 g de agarosa Certified® de BIORAD en 100 mL de
tampon TBE 0,5x).

La fuente electroforética debe rellenarse con 2,2 L de tampon TBE 0,5x. Los
parametros de la fuente de poder se han establecido optimizando la separacion de fragmentos
comprendidos entre 0,2 y 23 Kb, puesto que especificamente se ha usado para separar clones

BAC digeridos.
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- Temperatura del refrigerador: 14°C (encender % hora antes de usar para asegurar que el
tampdn ha alcanzado esta temperatura).

- Flujo de la bomba: 70 (equivalente a 0,8 L por minuto).

- Tiempo de intercambio de voltaje inicial: 0,1 segundos.

- Tiempo de intercambio de voltaje final: 6 segundos.

- Angulo entre los puntos de intercambio: 120°C.

- Voltaje: 6 V/cm.

- Tiempo: 12 horas.

- Una vez finalizado, el gel se tifie normalmente con bromuro de etidio (0,5 pg/mL).

2.6. Hibridacion de Southern

2.6.1. Marcado vy deteccion de sondas con DIG

Se han marcado las sondas para hibridar en la técnica de hibridacion de Southern con

DIG 16-dUTP, segun el método de cebadores al azar (véase seccién 2.6.1).

2.6.2. Transferencia

La transferencia del DNA del gel de agarosa a la membrana se ha realizado siguiendo el
protocolo descrito por Sambrook (1989), mientras que para el revelado de las sondas se ha
utilizado el kit comercial de ROCHE vy su protocolo.

1. Después de realizar la electroforesis del DNA digerido con enzimas de restriccion en
un gel de agarosa del 0,7%, se debe tefiir el gel con bromuro de etidio e irradiar con luz

ultravioleta para realizar una fotografia con una regla fluorescente que servira de guia para
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analizar los resultados.

2. Se sumerge el gel en solucion de desnaturalizacion (0,5M NaOH; 1,5M NaCL) durante
una hora en agitacion suave.

3. Eliminar la solucion de desnaturalizacién y afiadir el mismo volumen de la solucién de
neutralizacion (0,5M Tris CIH a pH 7,5; 1,5M NaCl) durante una hora, a temperatura
ambiente en agitacion suave.

4. Preparar un recipiente lleno de 10x SSC. Colocar sobre el recipiente una plataforma de
acrilico. Sobre la plataforma colocar papel Wattman 3MM de manera que sus extremos
estén dentro de la solucién. Empapar el papel en 10x SSC y eliminar con una varilla de
vidrio las burbujas que se hayan quedado entre el papel y la plataforma.

5. Colocar el gel invertido (boca abajo) sobre el papel himedo y eliminar las burbujas.

6. Hacer un marco de papel de parafilm alrededor del gel.

7. Colocar sobre el gel un trozo de membrana de nylon previamente humedecida en
2xSSC vy eliminar las burbujas. La membrana debe llevar una pequefia marca en su
extremo izquierdo para identificar la cara sobre la que se ha transferido el DNA.

8. Colocar sobre la membrana dos trozos de papel Wattman 3MM del mismo tamafio que
la membrana previamente humedecidos con 2xSSC y eliminar las burbujas.

9. Colocar encima de ellos colocar una pila de 10 centimetros de papel absorbente y sobre
ella un peso de 500 g. Dejar transferir de 16-20 horas.

10. Desmontar el dispositivo de la transferencia y marcar en la membrana los pocillos del
gel con una aguja enmangada.

11. Sumergir la membrana en 2xSSC durante 5 minutos a temperatura ambiente en
agitacion.

12. Dejar secar la membrana a temperatura ambiente. Irradiar con luz ultravioleta durante

3 minutos cada lado de la membrana para fijar el DNA.
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2.6.3. Prehibridacion e hibridacion

1. Colocar la membrana en un tubo de hibridacién (roller) con 20 mL de solucién de
prehibridacion (5xSSC; 50% formamida; 0,1% N-laurilsarcosina; 0,02% SDS; 2,5%
agente bloqueante) precalentada a 42°C.

2. Mantener el tubo de hibridacion en rotacion durante 1 hora a 42°C.

3. Desnaturalizar la sonda calentandola a 95 °C durante 10 minutos y colocandola en
hielo durante 3 minutos.

4. Eliminar la solucion de prehibridacion y afiadir 10 mL de solucion de hibridacion
(solucion de prehibridacion con 5-25 ng de DNA de sonda/mL). Mantener en rotacion

durante 12-16 horas a la temperatura de hibridacion.

2.6.4. Posthibridacion vy deteccion

1. Extraer la membrana del tubo de hibridacion y sumergirla en 2xSSC/0,1% SDS
durante 15-20 minutos a temperatura ambiente y en agitacion. Repetir este paso una vez
mas.

2. Sumergir la membrana en 0,1x SSC/0.1% SDS durante 20 minutos a 68°C en
agitacion. Repetir este paso una vez mas.

3. Lavar la membrana durante 1-5 minutos con tampén 1 (0,1 M &cido maleico; 0,15 M
NaCl; pH 7,5).

4. Mantener durante 30 minutos en el tampon 2 (1% de agente bloqueante en tampdn de
acido maleico).

5. Mantener durante 30 minutos en el tampon 2 con Anti-DIG-AP conjugado (1:5.000).

6. Lavar dos veces durante 15 minutos con tampoén 1.
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7. Equilibrar durante 3 minutos en tampon 3.

8. Eliminar el tampdn 3 y afiadir sobre la membrana la solucién de coloracion (200 L en
10 mL de tampdn 3). Mantener a oscuras y temperatura ambiente entre 10 minutos y 20
horas hasta que se puedan diferenciar las bandas claramente.

9. Eliminar la solucion de coloracién con H,O destilada.

10. Dejar secar la membrana para su posterior analisis.

2.7. Busquedas de similitud y alineamiento

Los extremos de los clones BAC y las PCRs secuenciadas de D. buzzatii se han usado
como secuencia problema en busquedas de similitud para localizarlas en el genoma de D.
mojavensis (CAF1 Assembly, Febrero 2006). Estas busquedas de similitud se han realizado
mediante el programa blastn implementado en DroSpeGe (Gilbert 2005) disponible en
http://insects.eugenes.org/. DroSpeGe dispone de una version actualizada del ensamblaje, el
alineamiento y la anotacién de los 12 genomas actualmente secuenciados del género
Drosophila. La descarga de algunos fragmentos del genoma de D. mojavensis se ha realizado
desde dicha base de datos. El alineamiento de secuencias de D. buzzatii con secuencias
descargadas de D. mojavensis se ha realizado con el programa bl2seq (Tatusova y Madden
1999) implementado en la pégina del NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Por
norma general, s6lo se han considerado como significativos los resultados con un tamafio
minimo de 40 pb y E-value < 1e-03. Por otro lado, los alineamientos entre mdaltiples
secuencias se han realizado con el programa MUSCLE (Edgar 2004) disponible en la pagina
web del EBI (http://www.ebi.ac.uk/Tools/muscle/index.html). Este programa también se ha

utilizado para el reconocimiento de terceras bases de codones cuando se han alineado regiones

codificantes. Los cambios sindnimos y no sindnimos en estas regiones codificantes se han
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determinado mediante el analisis de estos alineamientos con el programa DnaSP (Librado y

Rozas 2009) disponible en www.ub.edu/dnasp/.

2.8. Secuenciacion y anotacién de los clones BAC 1IN19 y 20019

Dos clones BAC fueron totalmente secuenciados, el BAC 1N19 (punto de rotura AC) y
el BAC 20019 (punto de rotura BE). Se secuenciaron por el proceso de secuenciacion
aleatoria, realizando una subgenoteca para cada clon. El servicio de secuenciacion de
Macrogen (http://www.macrogen.com/) realiz6 la genoteca, la mayor parte de la secuenciacion
y el ensamblaje de las lecturas en 5 contigs (2 para el BAC 1N9 y 3 para el BAC 20019). El
cierre de los huecos entre estos contigs se realizd en nuestro laboratorio mediante
amplificacion y secuenciacion de los productos de las reacciones PCR. Algunos detalles de la
secuenciacion de los dos clones BAC estan compilados en la Tabla 2.5.

La anotacion se realizd utilizando los programas de prediccion de genes GENEID
(Parra et al. 2000) y GENSCAN (Burge y Karlin 1997). Las predicciones se compararon con
los modelos de GLEANR anotados en el genoma de D. mojavensis disponible en DroSpeGe
(Gilbert 2005) y las anotaciones D. melanogaster disponible en FlyBase en http//flybase.org
(Tweedie et al. 2009). Las predicciones iniciales fueron ulteriormente modificadas a mano
para ajustar los sitios de procesamiento, el marco de lectura y los codones de inicio y stop.

Para la anotacién de los elementos transponibles (TE) y secuencias repetidas en los dos
clones BAC secuenciados se llevaron a cabo basquedas de similitud por fragmentos que se
contrastaron con las bases de datos de secuencias repetidas y TE del NCBI (Tatusova y
Madden 1999), DPDB (Casillas et al. 2005), Repbase (Jurka et al. 2005), y DroSpeGe (base
de datos basada en ReAs, Gilbert 2005). Tambien en este caso, sélo se han considerados

significativos los resultados con un tamafio minimo de 40 pb y E-value < 1e-03. Un analisis
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mas detallado se realizé en las regiones de los puntos de rotura. Mediante BLAST entre dos
secuencias (bl2seq) las propias secuencias de los puntos de rotura fueron alineadas con la

secuencia del elemento transponible con mayor identidad en la basqueda anterior.

Tabla 2.5: Especificaciones del proceso de secuenciacion de los clones BAC 1N19 y 20019.

Clon BAC 1IN19 20019
Punto de rotura que contiene AC BE
Tamario del clon BAC (pb) 138.724 143.293
Tamarnio de los fragmentos seleccionados de las Entre2y5 Entre2y5

digestiones parciales para la construccion de la genoteca

(Kb)

Numero de lecturas en la secuenciacion aleatoria 1536 1344
Numero de lecturas excluidas 186 148
Tamafo medio de la secuenciacion por lectura (pb) 869 + 140 900 + 150
Cobertura 8.47x 7.56X
Numero de contigs 2(6Yy7) 3(3,4y5)
Huecos (Gaps) 1 2

PCR disefiadas para cerrar el ensamblaje 6-7 4-3

(véase Tabla 2.1 para los cebadores) 3-5

2.9. Extraccion de mRNA

Se obtuvo RNA total de distintas fases del desarrollo de D. buzzatii: embrion (E),
larvas (L), pupa (P) y adultos (A).
La recoleccion de embriones se realizd en distintos tiempos (1,30h, 2,15h, 2,30 h y

22h). En pequefias cAmaras de recoleccion se disponen placas de Petri con LB-agar y colorante
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oscuro (para poder diferenciar los embriones claros). Una vez solidificado, se aflade un poco
de levadura en el centro. Se dejan los adultos unas 4 horas para que se acostumbren al nuevo
medio. Se sustituye la placa de Petri (mismo contenido) y se recolectan los huevos en el
tiempo deseado. Las larvas, las pupas y los adultos machos se pueden seleccionar de los
frascos directamente. Los adultos hembras deben ser virgenes, por lo que de un frasco sin
adultos se iran recolectando todas las hembras recién salidas de las pupas antes que sean
sexualmente maduras. Al no estar fecundadas, se evitan posibles contaminaciones por RNA de
los embriones.
Las extracciones de RNA se han realizado segun el protocolo del kit RNeasy de

QIAGEN. Todos los pasos se realizan a temperatura ambiente y en lugares libres de RNAsa.

1. Colocar muestras del estadio elegido en el homogeneizador. Afiadir 600 puL de tampon

RLT. Triturar.

2. Transferir el lisado a un tubo Eppendorf para centrifuga.

3. Centrifugar 3 minutos a maxima velocidad. Transferir el sobrenadante a un nuevo tubo

Eppendorf.

4. Afadir 600 puL de etanol al 70% y mezclar inmediatamente con la pipeta. Transferir a

una columna RNeasy (con el colector).

5. Centrifugar 15 segundos a 10.000 rpm. Vaciar el colector.

6. Afadir 700 pL de tampén RW1 a la columna.

7. Centrifugar 15 segundos a 10.000 rpm. Vaciar el colector.

8. Colocar la columna en un nuevo colector.

9. Ainadir 500 puL de tampon RPE a la columna.

10. Centrifugar 15 segundos a 10.000 rpm. Vaciar el colector.

11. Anadir 500 pL de tampon RPE a la columna.

12. Centrifugar 2 minutos a 10.000 rpm. Vaciar el colector.
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13. Centrifugar 1 minuto adicional a maxima velocidad.

14. Colocar la columna en un nuevo tubo Eppendorf. Pipetear 30 uL. de H,O (libres de
RNAsa) directamente a la membrana de la columna. Esperar al menos 1 minuto.

15. Centrifugar 1 minuto a 10.000 rpm. Desechar la columna y conservar el producto

eluido (RNA) a -20°C.

2.10. RT-PCR

Las RT-PCR son semicuantitativas y retrotranscriben el mMRNA a cDNA mediante un
sistema de cebadores de hexanucledtidos al azar (random primers) y la enzima
retrotranscriptasa para poder usar como molde en posteriores reacciones PCR normales. Se
realizan dos alicuotas, una RT+ (se afiade enzima retrotranscriptasa) y otra RT- (a la que no se
le afiade enzima retrotranscriptasa). En caso de que las alicuotas RT- haya producto se debe a
DNA gendmico residual.

1. Afadir en un tubo Eppendorf: 8 uLL RNA + 1 pL tampén 10x de DNAsa I + 1 pL
DNAsa | (volumen total 10 pL) y dejar 10 minutos a temperatura ambiente.

2. Inactivar DNAsa | (afiadir 1 pL EDTA 25 nM). Incubar 10 minutos a 65°C.

3. Dividir el volumen en dos tubos Eppendorf (RT+y RT-) de PCR (5 uL en cada uno).

4. Anadir a cada alicuota: 1 pL Oligo-PrimerT (dTs) + 1 uL dNTPs (10 mM) + 6 uL H,O
DEPC (volumen total 13 pL).

5. Colocar los tubos Eppendorf al termociclador 5 minutos a 65°C.

6. Afiadir 2 pL 0.1x DTT + 5 pL 5x tampén de DTT.

7. Colocar los tubos Eppendorf al termociclador 2 minutos a 42°C.

8. Anadir 1 pL enzima retrotranscriptasa a las alicuotas RT+.

9. Colocar los tubos Eppendorf al termociclador 50 minutos a 42°C.
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10. Colocar los tubos Eppendorf al termociclador 15 minutos a 70°C.

2.11. RACE-PCR

El experimento de RACE permite localizar el origen y el final de la transcripcion de un
gen. Las 5’RACE y 3'RACE amplifican especificamente las 5’UTR y 3'UTR hasta el origen y
el final de un transcrito, respectivamente. Como en la RT-PCR, se obtiene cDNA de una
muestra de mMRNA. En este caso, para obtener cDNA no se usan cebadores de hexanucle6tidos
al azar como para las RT-PCR, sino adaptadores especificos que se unen al principio y al final
de los transcritos. Estos adaptadores permiten retrotranscribir los extremos (5’ y 3”) de todos
los MRNA a cDNA (véase la Figura 2.1 como esquema general). Dos PCR usando este cDNA
como molde permiten obtener un producto de las regiones distales de los transcritos de interés.
La primera PCR (Outer) usa un cebador que se une al adaptador retrotranscrito en el cDNA
con un cebador especifico del transcrito de interés (primer y ultimo exon, para la 5’UTR y la
3’UTR, respectivamente). La segunda PCR (Inner) amplifica la primera PCR (Outer) como
molde usando cebadores anidados. Las RACE-PCR se han realizado segun el protocolo del kit

FirstChoice RLM-RACE © de Ambion (AM1700).

2.11.1. 3> RACE

El protocolo de la 3’RACE esté optimizado para una cantidad de 1 pg de RNA total.

a) Retrotranscripcion
1. Afnadir en un tubo Eppendorf libre de RNAsa en hielo: 2 uL de RNA (1 pg) + 4 uL
dNTP (10 mM) + 2 uL de adaptador 3’RACE + 2 uL tampon 10x de enzima

retrotranscriptasa + 1 uL Inhibidor de RNAsa + 1 uL M-MLYV retrotranscriptasa + 8 pL de
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HO (libre de RNAsa).
2. Mezclar suavemente y hacer un pulso con la centrifuga. Incubar a 42°C durante una

hora. Se puede guardar el producto (cDNA) a -20°C o proceder a la PCR.

5' RLM-RACE 3' RACE

CIP treatment to remove 5' PO, from
degraded mPMA, rRMNA cRMNA and DMNA

5 !==::-,;,Z — — PGP e T AAAAA,
MG PP e ARAAA

reverse transcription

with 3" RACE Adapter

g T T T T Tradapier

TAP treatment to remove cap s i e
from full-lengch mRUNA, TGP =T e AAAAA
AR
G P PR T e AAARA
'/’ PCR
5" RACE Adaprer Ligation - RISy
o deca.pd;‘:d mif A TGP PP = e e MVT T T T T-adapier

-
5 RACE adapier =" e = AAAAN

reverse transcripton

5 RACE afamier " aam—— e AAAAN

s
Figura 2.1: Esquema general de las técnicas
i e T de 5’RACE (izquierda) y 3’RACE (derecha).

b) Outer-PCR
1. Afadir en un tubo Eppendorf de PCR: 1 pL de reaccion del paso anterior (¢cDNA) + 5
uL tampon 10x de la Taq polimerasa + 4 uL ANTP (10 mM) + 2 pL del cebador del tltimo
exon del gen especifico (10 uM) + 2 uL del cebador 3 '‘Outer RACE + 1,25 U de Taq
polimerasa (0,25 pL de 5U/uL) + completar con H,O (libre de RNAsa) hasta obtener un

volumen final de 50 uL.2. PCR (véase seccion 2.2.2).
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b) Inner-PCR
1. Aadir en un tubo Eppendorf de PCR: 1 pL de reaccion del paso anterior (Outer-PCR) +
5 pL tampon 10x de la Taq polimerasa + 4 uL ANTP (10 mM) + 2 pL del cebador anidado
al usado en la Outer-PCR (10 uM) + 2 uL del cebador 3’Inner RACE + 1,25 U de Taq
polimerasa (0,25 pL de 5U/uL) + completar con H,O (libre de RNAsa) hasta obtener un
volumen final de 50 pL.

2. PCR (véase seccion 2.2.2).

2.11.2. 3 RACE

Este protocolo esta optimizado para una cantidad de 10 pg de RNA total.

a) Tratamiento con CIP
1. Afadir a un tubo Eppendorf de centrifuga: 10 uL. de RNA Total + 2 pL 10x tampon CIP
+ 2 uL CIP + completar con H,O (libre de RNAsa) hasta volumen final de 20 pL.
2. Mezclar suavemente, hacer un pulso en la centrifuga. Incubar a 37 °C durante una hora.
Se puede almacenar la muestra a -20 °C.
3. Afadir a la reaccién: 15 pL de solucion de acetato de amonio + 115 pL H,O (libre de
RNAsa) + 150 uLL de fenol:cloroformo.
4. Mezclar y centrifugar 5 minutos a maxima velocidad a temperatura ambiente. Transferir
la fase acuosa a un nuevo tubo Eppendorf.
5. Anadir 150 pL cloroformo. Mezclar y centrifugar 5 minutos a maxima velocidad a
temperatura ambiente. Transferir la fase acuosa a un nuevo tubo Eppendorf.
6. Afiadir 150 puL de isopropanol, mezclar y dejar en hielo durante 10 minutos.
7. Centrifugar a méaxima velocidad durante 20 minutos. Enjuagar el pellet con 0,5 mL de

etanol al 70% frio. Mezclar y centrifugar 5 minutos a maxima velocidad.
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8. Eliminar el etanol con cuidado y permitir que el precipitado se seque al aire libre.
9. Resuspender el pellet en 11 uL de H,O (libre de RNAsa). Se puede almacenar la

muestra a -20°C.

b) Tratamiento con TAP
1. Afiadir al tubo Eppendorf de la reaccion anterior: 1 uL 10x tampon TAP + 2 pL. TAP.
2. Mezclar suavemente, hacer un pulso en la centrifuga. Incubar a 37 °C durante una hora.

Se puede almacenar la muestra a -20°C.

c) Ligacion del adaptador 5' RACE

1. Afadir a un tubo Eppendorf: 8 uL de la reaccion anterior (RNA tratado con CIP/TAP) +
1 uL adaptador 5" RACE + 1 pL 10x tampon RNA ligasa* + 2 uLL T4 RNA ligasa (2,5
U/uL).

* (Antes de usar, calentar el tampon rodandolo entre los guantes para resuspender
cualquier precipitado. Dado que este tampon contiene ATP, no se recomienda la
exposicién a un temperatura superior a los 37°C).

2. Mezclar suavemente, hacer un pulso en la centrifuga. Incubar a 37 °C durante una hora.

Se puede almacenar la muestra a -20°C.

d) Retrotranscripcion
1. Afiadir en un tubo Eppendorf de centrifuga libre de RNAsa en hielo: 2 uL. de RNA (10
ng) + 4 uL ANTP (10 mM) + 2 pL de adaptador 3’RACE + 2 pL tampon 10x de
retrotranscriptasa + 1 L de inhibidor de RNAsa + 1 uL M-MLYV retrotranscriptasa + 8 uL
HO (libre de RNAsa).

2. Mezclar suavemente y hacer un pulso en la centrifuga. Incubar a 42°C durante una hora.
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Se puede guardar el producto (cDNA) a -20°C o proceder a la PCR.

b) Outer-PCR
1. Afadir en un tubo Eppendorf de PCR: 1 uL de reaccion del paso anterior (¢cDNA) + 5
pL tampon 10x de la Taq polimerasa + 4 L ANTP (10mM) + 2 pL del cebador del exon
del gen especifico (10 uM) + 2 pL del cebador 5'Outer-RACE + 1,25 U de Taq polimerasa
(0,25 pL de 5U/uL) + completar con H,O (libre de RNAsa) hasta volumen final de 50

uL.2. PCR (véase seccion 2.2.2).

b) Inner-PCR
1. Anadir en un tubo Eppendorf de PCR: 1 uL de reaccion del paso anterior (Outer-PCR) +
5 uL tampon 10x de la Taq polimerasa + 4 pL ANTP (10 mM) + 2 pL del cebador anidado
al usado en la Outer-PCR (10 uM) + 2 puL del cebador 5’Inner-RACE + 1,25 U de Taq
polimerasa (0,25 puL de 5U/uL) + completar con H,O (libre de RNAsa) hasta volumen
final de 50 pL.

2. PCR (véase seccion 2.2.2).

2.12. Deteccion de RNA de doble cadena (dsRNA)

Un dsRNA se compone de dos de fragmentos de RNA de cadena simple (sSRNA)
complementarios. El protocolo de deteccion de RNA de doble cadena es similar al de la RT-
PCR. El mRNA total se retrotranscribe a cDNA y, a continuacion, se realiza una PCR normal
usando este cDNA como molde. En la deteccion de dsRNA, el mRNA se digiere con una
RNAsa previamente a la retrotranscripcion. La RNAsa digerird todo el RNA de la cadena

simple (ssSRNA) pero no el de doble cadena (dsSRNA). Después de inactivar la RNAsa, y
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desnaturalizar los dimeros de RNA se realiza la RT-PCR. Solo se retrotranscribe el dsSRNA
protegido de la actividad RNAsa. De este modo, s6lo se retrotranscribird el dsRNA no
digerido.

Se reparte la muestra en dos alicuotas en dos tubos distintos, una con RNAsa (C) y otra
sin RNAsa (S). Cada tubo se reparte en distintas alicuotas para los distintos controles,
afiadiendo enzima retrotranscriptasa (RT+) o no (RT-), sin desnaturalizar entre la digestion y
la RT-PCR (N) y usando cebadores de hexanucledtidos al azar (random primers) en vez de
cebadores Oligo-T (OT).

Aparte del control de contaminacion por DNA gendmico (sin retrotranscriptasa, RT),
se han afiadido controles para todos los puntos del protocolo. De este modo se prepararon dos
muestras, una con RNAsa (muestra S) y otra sin (muestra C). A su vez, cada muestra fue
dividida en cuatro alicuotas distintas para realizar controles en cada paso. Las alicuotas +
tienen retrotranscriptasa. Las alicuotas — no tienen retrotranscriptasa. Las alicuotas N no hacen
un ciclo de desnaturalizacion a 94°C previo a la RT-PCR. Finalmente, se han distinguido dos
tipos de cebadores para la RT-PCR. Las alicuotas T se retrotranscriben con cebadores OligoT
en vez de cebadores al azar. La RNAsa tiene actividad endonucleasa 3°-5°. Los cebadores
OligoT permiten la retrotranscripcion desde la poli-A de los mMRNA y los cebadores al azar
(random primers) retrotranscriben distintos fragmentos al azar desde distintos puntos del
MRNA.

La Tabla 3.20 recoge las especificaciones propias de cada alicuota. Las PCR-RT no
incluyen medidas de desnaturalizacion antes de empezar y la enzima RT no podra amplificar.

1. Preparar las dos alicuotas. En un tubo Eppendorf de centrifuga (alicuota S) se afiade:
12 uLL de RNA total (~10 pg) + 8 uL de H,O (libre de RNAsa). En otro tubo Eppendorf de
centrifuga (alicuota C) se afiade: 2 uL. de RNA total (~10 pg) + 2 puLL 10x tampoén RNAsa +

0,5 uL RNAsa ONE (1,5 U de Promega) + 5,5 uL de H,O (libre de RNAsa).
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2. Incubar las dos alicuotas a 37°C durante 5 minutos.

3. Anfadir a las dos alicuotas: 1,5 pL de SDS (10%) + 0,5 uL de tRNA de levadura (de un
stock 10 pg/ uL) + 6 uL de acetato de sodio (3M) + 150 uL de etanol al 100%. Dejar a -
20°C un minimo de 20 minutos.

4. Centrifugar las dos alicuotas 10 minutos a 12.000 rpm. Eliminar el sobrenadante.

5. Afiadir a las dos alicuotas 1 mL de etanol al 70%. Mezclar y centrifugar 5 minutos a
12.000 rpm. Eliminar el etanol con cuidado y permitir que el precipitado se seque al aire.

6. Resuspender los pellets en 17 uLL de H,O (libre de RNAsa).

7. Anadir a las dos alicuotas: 1 pulL tampon 10x de DNAsa I + 1 uL. DNAsa | y dejar 15
minutos a temperatura ambiente.

8. Inactivar DNAsa I (Afiadir 1 pL EDTA 25 nM). Incubar 10 minutos a 65°C.

9. Dividir el volumen total (21 pL) de cada tubo Eppendorf (S y C) en 4 alicuotas de 5 uL
de volumen del volumen total. En total habréa 8 alicuotas: S+, S-, SN, ST y C+, C-, CN,
CT.

10. Desnaturalizar las alicuotas: S+, S-, ST y C+, C-, CT durante 10 minutos a 97°C.

11. Afadir a las alicuotas ST y CT: 1 uL de Oligo-PrimerT (dTs).

12. Afadir a las alicuotas S+, S-, SN y C+, C-, CN: 1 uL de cebadores de hexanucleétidos
al azar.

13. Anadir a todas las alicuotas: 1 uL. dNTPs (10 mM) + 6 uL. H,O DEPC.

14. Colocar los tubos Eppendorf en el termociclador 5 minutos a 65°C.

15. Anadir a todas las alicuotas: 2 uL 0,1x DTT + 5 pL 5x tampon de DTT.

16. Colocar los tubos Eppendorf en el termociclador 2 minutos a 42°C.

17. Anadir las alicuotas S+, SN, ST y C+, CN, CT 1 uL enzima retrotranscriptasa.

18. Colocar los tubos Eppendorf en el termociclador 50 minutos a 42°C.

19. Colocar tubos Eppendorf en el termociclador 15 minutos a 70°C.
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2.13. Hibridacion de Northern

La hibridacién de Northern consiste en la hibridacion de una sonda marcada en una
membrana que contiene mRNA. El gel de agarosa debe realizarse en condiciones de
desnaturalizacion, evitando las estructuras secundarias del mRNA. Las condiciones
desnaturalizantes se consiguen quimicamente afiadiendo formaldehido y formamida en el gel y
en las muestras de la carga. Cabe destacar que, a diferencia de la hibridacién de Southern, las
membranas de las hibridaciones de Northern son especulares a los carriles de los geles. En esta
técnica, se debe trabajar con condiciones de maxima esterilidad, por lo que se evita cualquier
manipulacion innecesaria. Cuando se prepara la transferencia, el gel no se invierte y se deja
cara arriba, por tanto, la membrana quedara transferida aparentando el orden inverso.

Se realizaron tres rondas de hibridacion pero no se obtuvo sefial hasta la ultima. En
cada ronda, se afiadia una nueva membrana. De este modo, la primera ronda se hizo con la
membrana 1. La ronda dos con las membranas 1y 2. La ronda 3, a la que también se afiadi6 un
Dot Blot, se realizé con las membranas 1, 2 y 3. Las sondas, asi como sus concentraciones en
cada hibridacion, se muestran en la Tabla 2.6. Las especificaciones y diferencias entre cada
membrana, se muestran en la Tabla 2.7.

No tenemos controles para discernir cual fue el paso critico que no nos permitio
observar sefial en las dos primeras rondas pero algin paso qued6 optimizado en la tercera
ronda. Este paso no tuvo que ver con la composicion del gel o de la membrana porque la
membrana 1, que no hibrid6 al principio, lo hizo en la tercera ronda. Las membranas se
reutilizaron de una ronda a la siguiente eliminando la sonda hibridada (incuso cuando no se

obtuvo sefial) utilizando 0,1% SDS durante 20 minutos a temperatura de ebullicion.
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Tabla 2.6: Sondas y cantidad (entre paréntesis) usadas en cada membrana en cada ronda de
hibridacion de Northern. Se afiade H,O para obtener un volumen total de 9 pL. Las
concentraciones de cada sonda son: PCR7-3": 5,7 ng/uL; PCR2-3: 7,7 ng/uL; PCR5-7: 15,3
ng/uL; Gapdh: 7,3 ng/uL.

Membrana
Ronda 1 2 3 Dot Blot
1 PCR 7-3° (4 uL) - - -
2 Gapdh (6 pL) PCR 5-7 (5 pL) - ]
3 PCR5-7(5uL) PCR2-3(5pL) PCR5-7(5pL) PCR2-3(5pL)

Tabla 2.7: Composicion de los geles para transferir a cada membrana de la hibridaciéon de
Northern. Las especificaciones de las diluciones de las muestras cargadas en los pocillos y el
tipo de tampon para la electroforesis, también se muestran. *(Northern Formaldeyde Load
Dye de Ambion). ** (10x Running buffer for Formaldeyde gels de Ambion).

Gel Composicion del gel Dilucién de la muestra Tampon**

10

MOPS

+Formaldehido

3V de Loading Dye*
+Formaldehido
+Formamida

+Bromuro de etidio

MOPS

+Formaldehido

20 MOPS 3V de Loading Dye* MOPS
+Formaldehido +Formaldehido
+Formamida
+Bromuro de etidio
3° MOPS 3V de Loading Dye* MOPS

+Formaldehido

+Bromuro de etidio

+Formaldehido

+Formamida
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Apenas hay diferencia entre las especificaciones de cada gel. Las mayores diferencias
se encuentran en el marcado de la sonda y en los lavados post-hibridacion. El marcaje siempre
se realizé con P32, pero la alicuota de la tercera ronda es distinta a la de las dos anteriores. En
cuanto a los lavados post-hibridacion, en las dos primeras rondas se realizaron dos enjuagues
con 2XSSC/0,1SDS y un lavado con 0,5XSSC/0,1SDS a 65°C durante 20 minutos. En la

ultima ronda, sélo se realizaron dos lavados a 65°C durante 15 minutos con 2XSSC/0,1SDS.

2.13.1. Preliminares de la técnica de hibridacién de Northern

En la técnica hibridacion de Northern, la esterilidad y las condiciones libres de RNAsa
deben ser extremas. Todos los utensilios, asi como el espacio para trabajar y los aparatos
deben limpiarse a fondo.

1. Lavar con agua y jabon.

2. Dejar en remojo en una solucién de SDS.

3. Rociar con RNAsaway para eliminar RNAsa.
4. Enjuagar con H,O-DEPC.

5. Dejar secar al aire en una zona libre de posibles contaminaciones.

2.13.2. Marcado de las sondas con P32 radioactivo

La sonda para hibridar en la hibridacion de Northern ha sido marcada con P32
radioactivo con el kit de ROCHE mediante el sistema de cebadores de hexanucleotidos al azar
(random primers). Las sondas utilizadas en cada membrana de la hibridacion del Northern se
muestran en la Tabla 2.6.

1. Afadir la sonda a un tubo Eppendorf libre de RNAsa para PCR. Debe haber 25 ng de
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sonda como minimo. Completar el volumen final de la sonda hasta 9 uL con H,O libre de
RNAsa.

2. Desnaturalizar a 95°C durante 10 minutos. Dejar en hielo.

3. Afadir la siguiente mezcla: 1 pL de dATP, 1 pL de dGTP, 1 pyL de dTTP, 2 pL de
Reaction Mixture (mezclar con el vortex durante 2 minutos antes de usarlo), 1 pL de
enzima Kleenow y 5 pL de P32.

4. Mezclar y programar un ciclo de 37°C durante 1 hora.

5. Purificar el producto de PCR mediante columnas de filtracion (Protocolo de QIAGEN.

Cat.No./ID28106).

2.13.3. Electroforesis

a) Muestras
Afiadir a cada muestra (~4 pL RNA) 2 pL de MOPS 10x* + 1,2 mL de formaldehido + 10
mL de formamida al 37%. Incubar a 65°C durante 15 minutos. *(Cat.No/ID8671 de Ambion.
Incluye acetato sddico y EDTA).
Dejar en hielo y cargar 3 volumenes de Loading Dye (Northern Formaldeyde Load
Dye de Ambion) que incluye los colorantes cyanol-xileno y azul de bromofenol. En algunos
geles de las hibridaciones de Northern hemos cargado también en este punto 0,5 uL de
bromuro de etidio (véase Tabla 2.7). (stock al 0,5 pg/uL). Los demas se han tefiido
posteriormente (véase seccion 2.2.4). Las concentraciones de las muestras cargadas en los

geles de hibridacion de Northern se muestran en la Tabla 2.8.

b) Gel

Mezclar 3 g de agarosa (1,2 g de agarosa por cada 100 mL de tampon) en 215 mL de
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H,O libre de RNAsa + MOPS (10x) 7,5 mL (0,6 M) formaldehido al 37%. El marcador de
RNA cargado es de Promega (G3191) con un patron de bandas desde 0,28 a 6,58 Kb.

Se aplica entre 35 y 45 V al gel durante toda la noche en tamp6n 1x MOPS. En algunos
casos se ha afiadido 1,1% de formaldehido (véase Tabla 2.7).

Antes de tefiir los geles, se han lavado intensamente con agua libre de RNAsa para
eliminar el formaldehido. La tincidn se realiza sumergiendo los geles durante 1 hora en una

solucién de bromuro de etidio (0,5 pg/mL) en H,O libre de RNAsa.

Tabla 2.8: Concentraciones [ng/uL] y cantidades cargadas en los pocillos de los geles usados
para cada membrana de la hibridacion de Northern. * pL usados en un volumen total de 500
uL (* 10 mM NaOH + 1 mM EDTA).

Concentracion Membrana (pL)

Muestras (ng/plL) 1 2 3 Dot Blot
m. marcador de RNA stock 3 3 3 -

1. mRNA D. mojavensis 720 10 8 3 25*

2. Huevo (22h) 70 10 8 3 -

3. Larva 1.067 5 4,5 3 -

4. Pupa 1.267 5 4,5 3 -

5. Macho 1.139 5 4,5 3 -

6. Hembra 1.400 5 4,5 3 15*

7. DNA D.buzzatii 1.300 10 8 3 25%

2.13.4. Transferencia

1. Después de realizar la tincion del gel se toma una fotografia colocando una regla en el
costado que servira de guia para analizar los resultados (el marcador se ve este momento,

pero no se vera en la membrana porque no hibridara con la sonda).
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2. Lavar un par de veces con H,O libre de RNAsa para eliminar el bromuro de etidio.
Equilibrar con un bafio de 10x SSC durante 30 minutos.

3. Preparar un recipiente lleno de 10x SSC. Colocar sobre el recipiente una plataforma de
acrilico. Sobre la plataforma colocar papel Wattman 3MM de manera que los extremos
queden sumergidos dentro de la solucion. Empapar el papel en 10x SSC y eliminar con
una varilla de vidrio las burbujas entre el papel y la plataforma.

4. Colocar el gel sobre el papel himedo y eliminar las burbujas.

5. Hacer un marco de papel de parafilm alrededor del gel.

6. Colocar sobre el gel un trozo de membrana de nylon previamente humedecido (primero
con H,0 libre de RNAsa y después con 10x SSC) y eliminar las burbujas. La membrana
debe llevar una pequefia marca en su extremo izquierdo, para identificar la cara de la
transferencia.

7. Colocar sobre la membrana una pila de papel Wattman 3MM previamente humedecido
con 10x SSC y del mismo tamafio que la membrana; eliminar las burbujas.

8. Encima de la anterior pila, colocar una nueva pila de 10 centimetros de papel absorbente
y poner encima un peso de 500 g. Dejar transferir de 16-20 horas.

9. Desmontar el dispositivo de la transferencia y marcar los pocillos del gel en la
membrana con una aguja.

10. Equilibrar la membrana en 2x SSC durante 5 minutos a temperatura ambiente en
agitacion.

11. Dejar secar la membrana a temperatura ambiente. Irradiar la membrana con luz

ultravioleta para fijar la muestra (0,45 segundos/120 mjoules).
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2.13.5. Prehibridacién e hibridacion

1. Hervir 200 pL de DNA de esperma de salmon (agente blogueante) durante 10 minutos
y dejar en hielo. Afiadir 20 mL de tampon de hibridacion (Perfect Hyb Plus de Sigma
H7033).

2. Lavar la membrana con 2x SSC antes de introducirla en el tubo de hibridacion.
Introducir el tubo con la membrana y la anterior solucién de prehibridacion en el horno de
hibridacion a 65°C durante 1 hora.

3. Hervir 100 pL de DNA de esperma de salmén y la sonda durante 10 minutos. Hacer
un pulso en la centrifuga y poner en hielo. Afadir a ambos 10 mL de tampdn de
hibridacion.

4. Eliminar la solucion de prehibridacion y afiadir la solucion de hibridacion. Dejar

hibridar toda la noche a 65°C.

2.13.6. Posthibridacidn y deteccion

a) Lavados

Los lavados se realizan de menos a mas astringentes. Para decidir que lavados aplicar,
se debe ir comprobando la radiacion de la membrana. Si sigue siendo muy radioactiva se van
astringiendo los lavados.

Extraer la membrana del tubo de hibridacion y enjuagar dos veces por agitacion con 2x
SSC/0,1% SDS. Lavar la membrana con 0,5x SSC/0,1% SDS a 65°C durante 20 minutos.
Lavar la membrana con 0,1x SSC/0,1% SDS a 65°C durante 20 minutos. Para evitar que la

membrana se seque y desprenda radioactividad, sellarla con film.

90



Materiales y Métodos

b) Exposicion

Se puede hacer una primera aproximacion de la exposicion (Phosphoimager). Colocar
las membranas boca arriba en una cassette con una pantalla reactiva boca abajo y en contacto
con la membrana. Dejar tres horas y comprobar. Si hay sefial, se guardan las membranas en

una nueva cassette con un film de captacion de radiacion. Dejar tres dias y revelar.

c) Reciclaje de la membrana

Las membranas son reciclables hasta un maximo recomendable de tres hibridaciones.

La sonda hibridada puede eliminarse lavando la membrana con 0,1% SDS durante 20 minutos

a temperatura de ebullicion.
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3. RESULTADOS







Resultados

3.1. Inversiones 2m v 2n

3.1.1. Notacion de los puntos de rotura

Las regiones de los puntos de rotura de las inversiones de 2m, 2n y 2z’ fueron

nombradas de acuerdo con la nomenclatura utilizada en trabajos anteriores (Wesley y Eanes

1994; Céceres et al. 1999). Asi, las tres regiones de los puntos de rotura de las inversiones 2m,

2n fueron designadas provisionalmente como AB, CD y EF en los genomas no invertidos y

como AC, BE y DF en los genomas invertidos (Figura 3.1). En ambos casos, A representa la

region situada mas distalmente en relacion con el centrémero mientras que F corresponde a la

regién més proximal. La inversion 2z’ ocurrié en un cromosoma invertido 2mn e invierte el

punto de rotura compartido BE (Figura 3.1).

25,7 Mb 16,8 Mb 47 Mb
| 166Mb 6,1Mb |
A|B D|C E|F
D. mojavensis PIQ Rl S
()
I A|B C|D E|F
Primitivo | le Rl S
Al‘g_,f 2m \."‘B\l E' \.\D.\I F
AlC_-E|B e D|F
2mnz’ P | R Ql s

D. buzzatii

Figura 3.1: Vista
esquematica de las
inversiones del
cromosoma 2 desde
la ordenacion del
ancestro del grupo
(Primitivo 1) hasta
D. buzzatii. También
se muestra el orden
de los puntos de
rotura de las
inversiones 'y su
localizacion

aproximada (Mb) en
el scaffold 6450 de

D. mojavensis.
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3.1.2. Cartografia de los puntos de rotura en D. mojavensis

Existe una genoteca del genoma de D. buzzatii (especie con ambas inversiones). El
mapa fisico y la cartografia de los clones BAC de dicha genoteca fueron realizados por
Gonzélez et al. (2005). Tres clones BAC que contienen los puntos de rotura de las inversiones
2n 'y 2m fueron identificados por Gonzalez et al. (2007). Los puntos de rotura fueron acotados
en los clones BAC que los contienen para analizarlos. Para acotar los puntos de rotura, se
cartografiaron y localizaron en la secuencia del genoma de D. mojavensis (Drosophila 12
Genomes Consortium 2007). El procedimiento fue similar al que ya se us6 en Prazeres et al.
(2009), que consta de cuatro etapas: (i) identificacion de los clones BAC de D. buzzatii que
contienen los puntos de rotura, (ii) secuenciacion de los extremos de estos BAC y localizacién
de las secuencias obtenidas en el genoma de D. mojavensis (este proceso permite acotar las
regiones de los puntos de rotura entre los extremos de los clones), (iii) caracterizacion de los
puntos de rotura para reducir la distancia inicial caminando a través del genoma de D.
mojavensis (paseo cromosomico) y (iv) aislamiento de las regiones de punto de rotura en D.
buzzatii por PCR.

(i) Los clones BAC 14B19, 22B03 y 16H04 abarcan las regiones de los punto de rotura
AC, BE y DF, respectivamente, en D. buzzatii (Gonzélez et al. 2007). Se aislaron de la
genoteca otros 2 clones solapantes con cada uno de los 3 anteriores para trabajar con un total
de tres clones BAC por punto de rotura. Como en Gonzélez et al. (2007), se comprob6
mediante hibridacion in situ que también contuvieran los puntos de rotura. Un clon BAC del
genoma de D. buzzatii produce una Unica sefial cuando se hibrida en dicha especie, pero dos
sefiales si contiene un punto de rotura y se hibrida en un genoma de D. repleta sin la inversion
(vease Figura 1.5 en Introduccién). De este modo, los clones 1N19, 14B19 y 15L.19 contienen

el punto de rotura AC, los clones 20019, 22B03 y 2N19 contienen el punto de rotura BE y los
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clones 16H04, 14E21 y 8C14 contienen el punto de rotura DF (Tabla 3.1).

i) Se ha logrado secuenciar diez extremos de BAC (de los 18 posibles) y
cartografiarlos con busquedas de similitud en el genoma D. mojavensis (Tabla 3.2). Todas las
secuencias han sido ancladas en el scaffold 6540 de D. mojavensis (~34 Mb de largo),
correspondiente al cromosoma 2. La disposicion de los extremos de los BAC en el scaffold
nos permitid localizar las regiones de los puntos de rotura AB, CD y EF en D. mojavensis
cerca de las coordenadas 25,7 Mb, 16,8 Mb y 4,7 Mb, respectivamente. Hay que tener en
cuenta que en D. mojavensis el scaffold 6540 aumenta la numeracién del centromero a los
telomeros (Schaeffer et al. 2008). Cada region del punto de rotura se redujo a un segmento
especifico acotado con la ayuda de al menos dos extremos anclados de dos BAC distintos. La
region del punto de rotura AB se encontrd dentro de los 152.933 pares de bases limitados por
los extremos de BAC 22B03-T7 (25.671.752 pb) y 14B19-T7 (25.825.187 pb), la region del
punto de rotura CD se encuentra dentro de los 91.453 pares de bases entre los extremos de los
BAC 1N19-T7 (16.861.229 pb) y 14E21-SP6 (16.952.590 pb); la region del punto de rotura
EF se encuentra dentro de los 111.770 pares de bases limitado por los extremos de los BAC

16H04-T7 (4.692.720 pb) y 20019-SP6 (4.804.495 pb) (Figura 3.2).
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Tabla 3.1: Lista de los clones BAC de D. buzzatii usados en este trabajo que contienen los
puntos de rotura de las inversiones de 2m y 2n. Estos clones hibridaron en una sola posicion en
el cromosoma 2 de D. buzzatii mientras que produjo dos sefiales de hibridacion en el
cromosoma 2 de D. repleta. Las coordenadas citologicas se refieren al mapa citologico del

cromosoma 2 de D. repleta (Wharton 1942).

Puntode BAC? Tamafio  Coordenadas citoldégicas Coordenadas citologicas

rotura (pb)° en D. buzzatii en D. repleta
AC 1IN19 138.197 D3e/F2a D3ey F2a
AC 14B19 140.515 D3e/F2a D3ey F2a
AC 15L.19 133.077 D3e/F2a D3ey F2a
BE 20019 142.697 D3e/F6h D3ey F6h
BE 22B03 128.945 D3e/F6h D3ey F6h
BE 2N19 191.034 D3e/F6h D3ey F6h
DF 16H04 124.185 Féh/F2a F6hy F2a
DF 14E21 195.292 Féh/F2a F6hy F2a
DF 8C14 156.485 Féh/F2a F6h y F2a

#Los clones 14B19, 20019 y 16H04 fueron hibridados por Gonzalez et al. (2007).
b Estimaciones de los tamafios de los insertos en los clones BAC tomadas del mapa fisico de
los clones BAC de D. buzzatii disponible en “Genome Sciences Centre”

(http://www.bcgsc.cal/ice).
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Tabla 3.2: Localizacion de los extremos de los clones BAC de D. buzzatii en el genoma de D. mojavensis. Todas las coordenadas del genoma de

D. mojavensis pertenecen al scaffold 6540.

Punto de Coordenadas en D.

rotura BAC extremo (pb) mojavensis Anotacion E-value Identidad (%0)

AC 14B19 T7 800 25.824.685-25.824.451 msi 2e-89 226/240 (94,1)

AC 1N19 T7 711 16.861.094-16.861.229 scrib 7e-33 116/135 (85,9)

AC 14B19 SP6 745 16.810.607-16.811.089 Intergénico 2e-88 408/500 (81,6)
(Twd1-CG5467)

AC 15L19 T7 640 16.761.866-16.762.001 Intergénico 9e-87 203/219 (92,7)
(beat-VII-Twd1l)

BE 22B03 T7 569 25.671.558-25.671.752 CG4774 7e-47 169/200 (84,5)

BE 2N19 SP6 513 4.823.128-4.822.869 slo 7e-43 220/267 (82,4)

BE 20019 SP6 578 4.804.621-4.804.495 slo 4e-56 123/127 (96,8)

DF 14E21 SP6 632 16.952.682-16.952.590 Intergénico le-16 79/93 (84,9)
(Cyp6d5-beat-VI)

DF 16H04 T7 774 4.692.135-4.692.725 CG9363 0.0 535/592 (90,4)

DF 14E21 T7 841 4.644.326-4.644.563 Intergénico 3e-98 224/238 (94,1)

(alpha-Manll-ps)
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Figura 3.2: Vista esquematica del paseo cromosomico realizado para localizar los puntos de rotura de las inversiones 2m y 2n. Las flechas negras
muestran la localizacion de las secuencias de los extremos de los clones BAC. Las lineas discontinuas muestran la longitud de los clones BAC,
aunque no se encuentran enteramente en estas regiones del genoma dado que estan interrumpidos por los puntos de rotura. S6lo muestran la
distancia maxima dénde los puntos de rotura pueden ser localizados, ya que dichos clones BAC los contienen. Los rectangulos negros
corresponden a las PCR bien caracterizadas en D. mojavensis, mientras que los grises no produjeron sefiales de hibridacion in situ. Las flechas

blancas indican la situacion de los diferentes cebadores disefiados para tratar de amplificar los puntos de rotura en D. buzzatii.
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(iii) Con el fin de localizar con precision el punto de rotura dentro de cada fragmento
acotado en el scaffold 6540, se disefiaron distintas PCR a lo largo de los fragmentos de D.
mojavensis acotados por los extremos anclados de los BAC. Estas PCR fueron amplificadas
usando los BAC como molde y posteriormente utilizadas como sondas en hibridaciones in situ
en cromosomas de D. buzzatii para determinar su ubicacion. Las PCR, sus coordenadas en el
genoma de D. mojavensis y su localizacion in situ se muestran en la Tabla 3.3. Las secuencias
de los cebadores de estas PCR se muestran en la Tabla 2.1 de Materiales y Métodos. Este
proceso nos permitid avanzar desde los extremos hasta la caracterizacion de los puntos de
rotura en D. mojavensis (paseo cromosomico). La region del punto de rotura AB (punto de
rotura distal de la inversion 2m) se encuentra en la region entre las sondas B2 y A4 (16.190
pb). No se considerd inicialmente la sonda A5 porque a pesar de que la sefial de la hibridacion
in situ parece estar localizada correctamente en el cromosoma se usé como sonda el producto
amplificado en D. mojavensis (al no haber amplificado en D. buzzatii). La region del punto de
rotura AB, se localizé entre los genes msi y Ssadh (17.800 pb). Entre ambos genes, esta
anotado el gen CG4673, que incluye dos genes anidados, CG5071 y CG5079 (véase Figura
3.2). Las sondas B3 y B4, disefiadas en el interior de este fragmento acotado no
proporcionaron resultados concluyentes (Tabla 3.3) y no se tomaron en cuenta. No fue posible
verificar si el punto de rotura esta localizado aguas arriba, aguas abajo o interrumpiendo la
unidad transcripcional del gen CG4673. La region del punto de rotura CD (punto de rotura
compartido entre 2m y 2n) se encuentra en el segmento de 3.297 pb entre las sondas de C1 y
D2, en la regidn intergénica aguas arriba del gen scrib (C1) y aguas abajo del gen Or98b (D2).
En este caso, tampoco se considero inicialmente la sonda C2 por el mismo motivo que A5. Por
ultimo, el punto de rotura EF (punto de rotura proximal de la inversion 2n) se encontro el
segmento de 2.138 pb entre las sondas de F4 y E3, aguas abajo de los genes CG8147 (F4) y

Wsck (E3).
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Tabla 3.3: PCR e hibridaciones in situ del paseo cromosémico desde los extremos de los clones BAC. Las reacciones de PCR se realizaron

usando los propios clones BAC como molde. VVéase Tabla 2.1 para las secuencias de los cebadores y la Figura 3.2 para la localizacion de las

PCR. (-) indica que no se obtuvo producto de PCR. Las hibridaciones in situ se realizaron con el producto amplificado de las PCR como sondas.

* Las sondas para las hibridaciones in situ se obtuvieron de las PCR usando D. mojavensis como molde al no obtener producto con los BAC.

PCR Coordenadas de los Anotacion Tamario de la Tamafiodela  Tamafiodela  Localizacion
cebadores en D. PCR en D. PCR usandoel PCRusandoel de lasefial de
mojavensis mojavensis (pb) BAC 16H04 BAC 20019 hibridacion en

(pb) (pb) D. buzzatii

F1 4.693.132-4.695.292 CG9363 2.161 ~2.100 - F6h/F2a

F2 4.722.897-4.724.593 Intergénico (CG16779-CG8147) 1.697 ~1.800 - F6h/F2a

F3 4.730.053-4.730.865 Intergénico (CG16779-CG8147) 813 ~820 - Féh/F2a

F4 4.735.053-4.736.519 CG8147 1.467 ~1.500 - Féh/F2a

E3 4.738.657-4.739.571 Intergénico (CG8147-Wsck) 915 - ~1.200 D3e/F6h

E2 4.741.543-4.743.800 Wsck 2.258 - - D3e/F6h *

El 4.755.646-4.757.683 CG579%4 2.038 - ~2.000 D3e/F6h




PCR Coordenadas de los Anotacion Tamaiio de la Tamafiodela  Tamafiodela  Localizacion
cebadores en D. PCR en D. PCR usandoel PCRusandoel de lasefal de
mojavensis mojavensis (pb) BAC 1N19 BAC 16H04 hibridacion en

(pb) (pb) D. buzzatii

D1 16.963.581-16.962.296  Cyp6d5 1.286 - ~1.500 Sin sefal

D2 16.895.728-16.893.264 Or98b 2.465 - ~2.400 F6h/F2a

C2 16.891.713-16.889.967 Intergénico (scrib-Or98b) 1.747 - - D3e/F2a*

Cl 16.890.058-16.887.461  scrib 2.598 - ~2.100 D3e/F2a

PCR Coordenadas de los Anotacion Tamario de la Tamafiodela  Tamafiodela  Localizacion
cebadores en D. PCR en D. PCR usandoel PCRusandoel de lasefial de
mojavensis mojavensis (pb) BAC 20019 BAC 1N19 hibridacion en

(pb) (pb) D. buzzatii

Bl 25.752.005-25.753.543  Intergénico (jigrl-Ssadh) 1.539 ~1.500 - D3e/F6h

B2 25.757.303-25.758.924  Ssadh 1.622 ~1.850 - D3e/F6h

B3 25.761.704-25.764.947 CG5071+CG5079 3.244 - - Sin sefal*

B4 25.768.418-25.769.198 CG4673 781 ~750 ~750 Sin sefial*

A5 25.769.180-25.773.097 Intergénico (CG4673-msi) 3.918 - - D3e/F2a*

Ad 25.775.114-25.776.743  Intergénico (CG4673-msi) 1.630 - ~3.500 D3e/F2a

A3 25.776.724-25.778.892 msi 2.169 - ~2.050 D3e/F2a

A2 25.783.641-25.786.366  msi 2.726 - - Sin sefial *

Al 25.822.631-25.824.594 msi 1.964 - ~2.000 D3e/F2a




Resultados

3.1.3. Aislamiento de los puntos de rotura en D. buzzatii

Una vez que las regiones de los puntos de rotura fueron acotadas en el genoma de D.
mojavensis (AB, CD y EF) tratamos de aislar las tres regiones de los puntos de rotura de las
inversiones 2m y 2n en D. buzzatii (AC, BE y DF). Distintos cebadores (véase Tabla 2.2 en
Materiales y Métodos) fueron disefiados en el interior de las PCR caracterizadas y localizadas
por hibridacién in situ en D. mojavensis (flechas negras en la imagen detallada de la Figura
3.3). Los cebadores se disefiaron en las regiones conservadas entre D. mojavensis y D.
melanogaster. Se espera que estas regiones también estén conservadas en D. buzzatii. Los
cebadores disefiados en las regiones A y B de D. mojavensis se encuentran aguas abajo
(cebador A) y aguas arriba (cebador B) del gen CG4673. De este modo, la amplificacion de las
regiones de los puntos de rotura en D. buzzatii incluird dicho gen ain no caracterizado. Los
cebadores fueron combinados segun la orientacion esperada en la Figura 3.1 para tratar de
amplificar por PCR los puntos de rotura en D. buzzatii. S6lo el punto de rotura DF pudo ser
amplificado con éxito dando lugar a un producto de PCR de ~4,4 Kb. Este producto
corresponde a la region intergénica entre los genes Or98b (CG1867) y CG8147. Las regiones
de los puntos de rotura AC y BE no pudieron ser amplificadas incluso después de varios
intentos utilizando cebadores alternativos. Aparte de los cebadores usados inicialmente, se
intentaron amplificar los puntos de rotura con los demas cebadores correctamente orientados
(flechas blancas en la Figura 3.3) correspondientes a los cebadores que se usaron para fabricar
las sondas (A4, A5, C1, C2, B2, E2 y E3). Se combinaron entre ellos y con los cebadores
inicialmente disefiados (A, C, B y E). En ningun caso se consiguieron amplificar los puntos de
rotura en D. buzzatii. Finalmente, se intentd localizar en D. buzzatii el gen CG4673 de la
region del punto de rotura AB de D. mojavensis. Existen dos posibilidades: (i) que el punto de

rotura interrumpa la unidad transcripcional o (ii) que se encuentre en la region intergénica (ya
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sea aguas arriba o aguas abajo del gen CG4673). Para estas PCR, se incluyeron los cebadores
usados para amplificar las sondas B4 y B3 (Figura 3.3). Si la interrupcién ocurre entre los
genes msi y CG4673, las PCR B3 y B4 serén contiguas a B2 y E3. En el caso de que el punto
de rotura AB se encuentre entre los genes CG4673 y Ssadh, las PCR B3 y B4 seran contiguas
a A4y C1. Para comprobar qué PCR estan contiguas a las PCR B3 y B4 se amplificaron PCR
combinando los cebadores de este par de PCR con los cebadores de las posibles PCR
contiguas. Ninguna de estas PCR para localizar B3 y B4 tuvo éxito. La falta de amplificacion
podria deberse a que las secuencias de los cebadores de las PCR B3 y B4 disefiados en D.

mojavensis no estuvieran suficientemente conservados con la secuencia de D. buzzatii.

3.1.4. Electroforesis de campo pulsante e hibridacion de Southern

Como método alternativo para aislar los puntos de rotura en D. buzzatii optamos por
digerir los BAC y detectar los fragmentos que contuvieran los puntos de rotura restantes para
ser clonados y secuenciados. Para llevarlo a cabo realizamos los siguientes pasos: (i) digerir
los clones BAC con distintas enzimas de restriccion, (ii) separar los fragmentos resultantes
mediante electroforesis de campo pulsante (PFGE) vy (iii) realizar una hibridacion de Southern
con las sondas bien caracterizadas y mas cercanas a los puntos de rotura. El fragmento de la
digestion que contenga el punto de rotura, sera la banda del patron de restriccion del BAC que
hibride con ambas sondas usadas aguas arriba y aguas abajo del punto de rotura. Por tanto, una
banda que hibride con ambas sondas (a ambos lados del punto de rotura) no quedaréa
interrumpida por la diana de restriccion de dicha enzima. El campo pulsante funciona como
los geles de agarosa pero pudiendo separar bandas de mayor peso molecular (véase Materiales
y Metodos). Para facilitar la recuperacion de dicha banda y evitar una secuenciacion no

relacionada, se priorizo la banda doblemente hibridada de menor tamafio.
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Figura 3.3: Vista detallada de las regiones de los puntos de rotura en D. mojavensis. Las PCR correctamente caracterizadas se muestran en rojo.
Las PCR de color naranja no amplificaron en los clones BAC y las PCR de color blanco no produjeron sefial de hibridacién. Las flechas indican
los cebadores de las PCR utilizadas en la cartografia en D. mojavensis (blanco) y para amplificar los puntos de rotura en D. buzzatii (negro). Las

lineas verticales limitan las regiones de los puntos de rotura.
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Solo las sondas amplificadas e hibridadas con especificidad y bien caracterizadas en D.
buzzatii tanto por PCR como por sefial de hibridacién in situ fueron usadas para la hibridacion
de Southern. El tamafio de la sonda no condiciond nuestra eleccion ya que la técnica de
hibridacion de Southern, a diferencia de la hibridacion in situ, es suficientemente sensible.

Por un lado, se hibridaron las sondas A4 y C1 en las digestiones del BAC 1N19, y por
otro, las sondas B2 y E3 en la digestiones del BAC 20019. En CD, la sonda C2 esta 1.655 pb
mas cerca del punto de rotura en D. mojavensis. Sin embargo, a pesar de que C2 se hibridara
correctamente no amplificé en D. buzzatii. Por otro lado, entre las sondas B2 y A4 del punto
de rotura AB de D. mojavensis seleccionadas para la hibridacion en el Southern, se disefiaron
otras tres sondas (A5, B3 y B4). Esta region corresponde al gen CG4673 y las hibridaciones in
situ no fueron concluyentes para localizar dicho gen en la region A o B. Aunque la distancia
entre B2 y A4 es muy grande (16.190 pb), son las PCR maés cercanas al punto de rotura y al
gen CG4673 (sin incluirlo). El resultado de la hibridacion de Southern deberia permitir
determinar la localizacion de esta region correspondiente al gen CG4673 y que aln esta por
localizar en el genoma de D. buzzatii.

En total, se realizaron 8 hibridaciones de Southern, 4 por cada BAC (Tabla 3.4). Para
cada BAC, dos se hibridaron con la sonda aguas arriba y dos con la sonda localizada aguas
abajo del punto de rotura. Asi, dos hibridaciones de Southern corresponden a distintas
digestiones del BAC 1N19 hibridado con la sonda A4 (Southern 1y 5) y dos con la sonda C1
(2 y 6). Otras dos hibridaciones de Southern corresponden a distintas digestiones del BAC
20019 hibridado con la sonda B2 (Southern 3y 7) y dos con la sonda E3 (4 y 8). Para cada
BAC hibridado con la misma sonda, se probaron 11 patrones de restriccion distintos repartidos
en los dos (12 en el caso de la sonda A4) més 4 controles negativos. El criterio de eleccion de
las enzimas de restriccion pretendia cubrir un amplio espectro de tamarios de los fragmentos.

De este modo, se eligieron distintas enzimas de restriccion con frecuencias de corte variadas.
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Tabla 3.4: Hibridacion de Southern. Para cada hibridacion, se muestra la sonda y la enzima
usadas para la digestion de los clones BAC en cada carril. Para cada hibridacién se indica el
tamafio (en Kb) de la banda hibridada con la sonda correspondiente. (M): Hibridacion
maultiple. (-) Sin hibridacién. Los controles negativos se han realizado con la sonda

correspondiente en la Tabla pero con el BAC que no la contiene.

Hibridacion 1 2 5 6 3 4 7 8
BAC 1N19 20019
Sonda A4 C1 Ad C1 B2 E3 B2 E3
BamHI Eagl+Apal BamHI Clal
17Kb  55Kb 14Kb 4Kb  14Kb - 6Kb 4Kb
Eagl Clal Eagl EcoRlI
14Kb 20KDb M M 12Kb 12Kb M 5.5Kb
Apal+ BamHI EcoRlI Apal EcoRV
ﬁ 17Kb - 11Kb M 40Kb 40Kb  22Kb  22Kb
g Apal+Smal EcoRV Smal Pstl
50Kb  28Kb - 6Kb  50Kb 50Kb  7,5Kb  7,5Kb
Smal+BamHlI Pstl Apal+Smal Sacl
- 11Kb  17Kb  14Kb 14Kb  33Kb  33Kb
Sacl Sall
M 21Kb 8Kb 8Kb
Sall Eagl (IN19)
3 M M 20Kb -
% Eagl (20019)
(@}
@)

El control negativo consistid en hibridar la sonda de un punto de rotura en un patron de
restriccion del BAC que carecia de él. La eleccion de la enzima para el control negativo fue
aleatoria puesto que no debe haber sefial de hibridacion. En este caso, se hibriddé el BAC

20019 (digerido con Eagl) con las sondas A4 y C1 mientras que el BAC 1N19 (digerido con
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Eagl) se hibridé con las sondas B2 y E3. Los geles con el patron de restriccion y las
membranas hibridadas de los Southern se muestran en la Figura 3.4.

No se han tomado en cuenta los patrones no hibridados ni con sefiales multiples.Estos
problemas suceden en algunas digestiones puntuales por lo que se descarto la inespecificidad o

repeticion a lo largo del BAC de alguna de las sondas.

AC: Los Southern 1 y 5 se hibridaron con la sonda A4 mientras que los Southern 2 y 6 se
hibridaron con la sonda C1 en digestiones del BAC 1N19 (menos los controles, que se
hibridaron con el 20019). EI 1 y el 2 por un lado y el 2 y el 6 por otro, comparten patron de
restriccion. De sus 23 hibridaciones en el BAC1N19 se obtuvieron 14 sefiales Unicas (7 con la
sonda A4 y 7 con la sonda C1), 6 hibridaciones multiples y en 3 casos no se obtuvo
hibridacion. So6lo se pudieron comparar 5 casos (donde se obtuvo hibridacion Unica para
ambas sondas en el mismo patron de digestion). Ninguna banda fue hibridada por ambas
sondas en un mismo patron de restriccion. En el octavo carril de los Southern 5y 6 se
hibridaron las mismas sondas pero en una digestion del BAC 20019 (controles negativos). En
ningun caso hubo sefial de hibridacion.

Al no obtener una Unica banda de alguno de los patrones de restriccion que hibridara
con ambas sondas (y que contuviera el punto de rotura), se seleccionaron aquellas bandas
hibridadas de menor tamafio. De este modo, deberiamos recuperar ambos fragmentos,
secuenciarlos y, posteriormente comprobar que fueran correlativos mediante una PCR que los
uniera. De este modo, se decidié recuperar las bandas hibridadas de 4 Kb y 14Kb del patron

obtenido con la doble digestion de Eagl y Apal (carril 1 de los Southern 5y 6).
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Figura 3.4: Hibridacion de Southern llevadas a cabo para analizar los puntos de rotura AC y BE. Se muestran tanto los patrones de restriccion
obtenidos de la digestion de los clones BAC como las membranas resultantes de la hibridacion (véase texto para mas detalles). EI BAC digerido,
la sonda utilizada, la enzima de restriccion y el tamafo de la banda hibridada se especifican en la Tabla 3.4. El tamafio (Kb) de las bandas del
marcador también se muestra en esta Figura (derecha y abajo). m: marcador de Southern, m*: marcador lambda Hindlll, B: BamH]I, S: Smal, E:
Eagl, A: Apal, Clal, El: EcoRI, EV: EcoRV, P: Pstl, Sc: Sacl, Sl: Sall.
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BE: Los Southern 3 y 7 se hibridaron con la sonda B2 mientras que los Southern 4 y 8 se
hibridaron con la sonda E3 en digestiones del BAC 20019 (menos los controles, que se
hibridaron con el 20019). EI 3y el 4 por un lado y el 7 y el 8 por otro, comparten patrén de
restriccion. De sus 22 hibridaciones, se obtuvieron 20 sefiales Gnicas (11 con la sonda B2 y 9
con la sonda E3), pudiendo comparar 9 patrones de restriccion (de los que se obtuvo sefial
Unica para ambas sondas). En este caso, en 8 de los 9 patrones hubo sefial en la misma banda
cuando se hibridd con las dos sondas. La banda de menor tamafio hibridada con las dos
sondas, es de 7,5 Kb correspondiente a la digestién del BAC con la enzima Pstl (carril 3 de los
Southern 7'y 8). Este fragmento de digestion contiene la secuencia de las sondas E3 y B2 y por
tanto el punto de rotura BE.

También se observo una sefial de hibridacion debil en uno de los controles negativos.
La hibridacion con la sonda B2 en el patron de restriccion del BAC 1N19 digerido con la
enzima Eagl produjo una sefial débil de aproximadamente 20 Kb. Se trata de la misma banda
que cuando se hibridd el mismo patron de restriccion pero con la sonda C1 (Southern 2). La
sonda B2 corresponde a un fragmento de la region intergénica de los genes CG4673 y Ssadh
de D. mojavensis, originalmente caracterizada en el punto de rotura BE de D. buzzatii. Esta
banda también se selecciond.

Las bandas seleccionadas de las digestiones fueron recuperadas del gel de agarosa.
Para comprobar que las bandas recuperadas fueran las hibridadas en el Southern, se realizd
una bateria de PCR. Las bandas recuperadas se usaron como molde de las PCR. Los cebadores
se usaron los mismos que se usaron para obtener la sonda. Todas las PCR amplificaron
correctamente y con el tamafio esperado. Por otro lado, también amplificd, aunque con mucho
menos producto, el control negativo del Southern. Es decir, que la PCR B2, ademas de con la
banda recuperada de 7,5 Kb de la digestion del BAC 20019 con Pstl, también amplificd

usando el fragmento de 20 Kb de la digestion del BAC 1N19 con Eagl.
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Nos propusimos clonar y secuenciar estas bandas recuperadas, aunque finalmente, la
cantidad de producto recuperada del gel del campo pulsante fue suficiente para una PCR pero
no para una ligacion. Ademas, aunque se intenté con distintos vectores para fragmentos de
gran tamario, los fragmentos seleccionados resultaron demasiado grandes para el proceso de
clonacion.

Aunque el objetivo de clonar y secuenciar las bandas seleccionadas del gel de agarosa
del campo pulsante no pudo materializarse, nos fue igualmente informativo.

Las sondas hibridadas en los patrones de restriccion de los BAC digeridos sefialan la
banda que la contienen. En el punto de rotura AC, para todos los patrones de restriccion, las
dos sondas (A4 y C1) hibridan en bandas distintas. En cambio, en ocho de las nueve
digestiones del BAC 20019 que se pudieron comparar para el punto de rotura BE, ambas
sondas (B2 y E3) hibridaron en la misma banda. A priori, se puede concluir que, en D.
buzzatii, la distancia entre las sondas B2 y E3 es mucho menor de la que separa las sondas A4
y C1.

Concretamente, podemos determinar que, la banda hibridada con ambas sondas mas
pequefia nos indicara la distancia maxima que las puede separar. Para el punto de rotura BE, la
banda hibridada con ambas sondas mas pequefia se obtuvo de la digestion del BAC 20019 con
Pstl (~7,5 Kb). Si consideramos que el tamafio de las sondas B2 y E3 es 1.622 pb y 915 pb
respectivamente y se lo deducimos a la banda de ~7,5 Kb, obtenemos que la distancia que las
separa debe ser de ~5 Kb como maximo.

Por otro lado, nos es imposible determinar la distancia que separa las sondas A4y C1
en D. buzzatii, aunque a la luz de los resultados del Southern, nos resignamos a que se tratara
de un trozo bastante extenso.

Con esta informacion, volvemos a la ubicacion del punto de rotura en el segmento AB

en D. mojavensis. Hemos visto que la region del punto de rotura BE en D. buzzatii no es
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mayor a ~5 Kb. Por lo tanto, la mayor parte de las 16 Kb que incluyen el gen CG4673 y que
separan las sondas A4 y B2, no pueden localizarse en este punto de rotura. En cambio, si este
gen se localizase en la region A en D. mojavensis, lo haria en el punto de rotura AC en D.
buzzatii. La distancia esperada entre las sondas A4 y C1 en D. buzzatii es consistente con la
idea de que este gen se encuentre en dicha region. En estas 16 Kb, al menos existiria una diana
para cada una de las enzimas de restriccion utilizadas en las digestiones. Por esta razon, las
sondas A4 y C1 siempre hibridarian en bandas distintas en el mismo patrén de restriccion del
BAC 1N19.

Finalmente, podemos considerar que, si el punto de rotura (BE) es, como maximo de
~5 Kb de longitud, la coincidencia observada citolégicamente de las inversiones 2m y 2n
también lo es molecularmente. Esta distancia, que ain puede ser menor, es imposible de
detectar con técnicas citoldgicas convencionales, por lo que se justifica plenamente la eleccion
de estas dos inversiones para abordar el problema de la reutilizacién de los puntos de rotura.
La posibilidad que ambas inversiones sean independientes o solapantes es nula o en una

fraccion de secuencia muy pequefia.

Posible duplicacion

Por otro lado, no se esperaba sefial alguna en los controles negativos de las
hibridaciones de Southern. Al hibridar la sonda B2 con la digestién del BAC 1N19 se observd
una sefal débil (Figura 3.4). La banda de 20 Kb hibridada fue la misma que hibridé cuando se
uso la sonda C1 en el mismo patron de digestion con el mismo BAC. Por lo tanto, la sonda B2
se encontraria cerca de la sonda C1, o por lo menos, a menor distancia de lo que se encuentra
la sonda A4. Si fuera una duplicacion, podria estar implicada en las inversiones. Se trataria de

una fraccion duplicada representada por la sonda B2, aunque, por el momento, desconozcamos
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la extension de dicha repeticion. Ademas, otras dos sondas préximas (B3 y B4 disefiadas en el
gen CG4673) no pudieron ser correctamente caracterizadas, y podrian estar también
implicadas en la duplicacion. Las duplicaciones son habituales en las inversiones. Algunos
trabajos de analisis molecular de puntos de rotura han descrito duplicaciones en Anopheles
(Sharakhov et al. 2006) y en Drosophila (Matzkin et al. 2005, Ranz et al. 2007). En estos
casos, la duplicacion parcial o total de estos genes proximos a los puntos de rotura esta
acompafiada de la pseudogeneizacion de una de las copias. En nuestro caso, aun si el
fragmento se ha duplicado, la debilidad en la sefial indicaria menor similitud de la sonda B2
con el BAC 1N19 que en comparacion con el BAC 20019. Ldgicamente, la similitud sera
menor si la duplicacion ha originado un pseudogen, menos constrefiido y, por tanto, mas
degenerado y con menor similitud al usar la sonda del gen funcional.

Contra esta posible explicacion de los resultados, debemos puntualizar que éstos
podrian deberse a causas distintas a una duplicacion. Simplemente, el gen CG4673, podria
formar parte de una familia de genes o tener estructura similar a otro gen que se encuentre en
el BAC 1N19. Observariamos menor sefial al no tratarse del mismo gen a pesar de compartir
regiones homologas. La amplificacion de la PCR B2 usando el BAC 1N19 se explicaria si los

cebadores se hubieran disefiado en la region homdloga entre ambos genes.

3.1.5. Secuenciacion de los clones BAC 1N19 y 20019

El altimo recurso que nos permitia el analisis de los puntos de rotura de las inversiones
2m y 2n consistia en la secuenciacion completa de los clones BAC, 1N19 y 20019, que
contienen los puntos de rotura AC y BE respectivamente (véase la Tabla 2.5 en Materiales y
Métodos para los detalles de la secuenciacion de los clones BAC). Para la secuenciacion de

cada clon, se construyd una subgenoteca con fragmentos de entre 2 y 5 Kb procedentes de
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digestiones parciales con una cobertura aproximada del 8x. El ensamblaje de las lecturas de
secuenciacion permitio obtener finalmente dos contigs para el BAC 1N19 (contig 6 de 95.364
pb y contig 7 de 43.278 pb) y tres para el BAC 20019 (contig 3 de 33.718 pb, contig 4 de
35.564 pb y contig 5 de 73.711 pb). Los 5 contigs fueron comparados y localizados en el
genoma de D. mojavensis (Tabla 3.5). Los contigs del BAC 20019 quedan ordenados como 4-
3-5, siendo este altimo el que contiene el punto de rotura BE. En D. mojavensis, los huecos
entre las regiones homologas a los extremos de los contigs son de 156 pb (contigs 4y 3) y 628
pb (contigs 3 y 5). Se disefiaron cebadores en los extremos de los contigs para unirlos (Tabla
2.1), los cebadores 4CL y 3CR para cerrar el espacio entre los contigs 4 y 3 y los cebadores
3CL y 5CR para cerrar el espacio entre los contigs 3y 5. En el BAC 1N19 el contig 6 contiene
el punto de rotura. En D. mojavensis, el hueco entre las regiones homdlogas a los extremos de
los contigs 6 y 7 es de 112 pb. También aqui se disefiaron cebadores para unir ambos contig
(cebadores 6CL-7CR).

Las tres PCR para unir los contigs fueron secuenciadas. Dichas secuencias fueron
alineadas con los extremos de los contigs para ensamblarlos y cerrar los huecos. De este modo,
los insertos de los clones BAC de D. buzzatii son 138.724 pb (1N19) y de 143.293 pb
(20019). Su tamafio real se aproxima bastante a la estimacion inicial (véase Tabla 3.1). En
total supone haber secuenciado 282.818 pb del genoma de D. buzzatii. La region homéloga en
D. mojavensis es unas 14 Kb mayor (véase Tabla 3.5). Al menos esta region del genoma de D.
buzzatii seria un ~5% menor. El tamafio del genoma y el elemento E de Muller de D.
mojavensis es de 193,8 Mb y 34,148 Mb, respectivamente. Con la proporcién calculada para el
contenido de los clones BAC, podemos estimar que el tamafio del cromosoma 2 de D. buzzatii

sera de ~32,44 Mb (34,148x95/100) y su genoma de ~184,11 Mb (193,8x95/100).
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Tabla 3.5: Localizacion por similitud de los contigs de los BAC de D. buzzatii secuenciados
en el genoma de D. mojavensis. Todas las coordenadas del genoma de D. mojavensis
pertenecen al scaffold 6540. Los contigs 6 y 5 contienen los puntos de rotura AC y BE
respectivamente, por lo que se especifica qué fragmento del contig se localiza en cada regién
del genoma de D. mojavensis. El Total incluye los tamafios de las PCR para cerrar los huecos

entre contigs.

BAC Contig Tamafo Localizacion por similitud Tamafo equivalente
(pb) con D. mojavensis (pb) en D. mojavensis (pb)
1N19 6 95.364 1-24.805:16.861.025-16.891.876 30.851
25.270-95364: 25.757.536-25.825.832 68.297
7 43.278  25.825.944-25.872.853 46.909
Total 138.724 16.861.025-25.872.853 146.168
20019 4 33.718 25.679.832-25.715.958 36.126
3 35.564 25.716.114-25.750.958 34.844
5 73.711  1-9.796: 25.769.312-25.756.520 17.726
11.030-73.711: 4.738.649-4.805.028 66.379
Total 143.293 25.679.832-4.805.028 155.859

3.1.6. Anotacion y andlisis de los clones BAC 1N19 y 20019

Los dos clones BAC secuenciados fueron anotados usando los programas de prediccion
de genes GENEID y GENSCAN. Ademas, se usé como referencia el genoma de D.
mojavensis (que es el genoma secuenciado y anotado mas proximo a D. buzzatii). También se
usé el genoma D. melanogaster, del cual se dispone de una anotacion mas detallada y

actualizada asi como de evidencia experimental procedente de datos de expresion.
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Una comparacion de la organizacién de genes de los dos clones BAC con las regiones
homdlogas en D. mojavensis revela que la mayoria de los genes poseen una estructura similar
y misma orientacion en las dos especies (con la excepcion es CG4673, véase mas
adelante).Cada clon contiene un punto de rotura unico que se encuentra en la region esperada
inferida en la cartografia de alta resolucion realizada con anterioridad. El contenido de los
genes se muestra en la Figura 3.5. Para facilitar la comprension de dicha Figura, el clon 1N19

se dispone en orientacién CA.

1N19: Un total de 5 genes fueron anotados en este BAC, tres completos (CG5071,
CG12250 y CG4582), los primeros 5 exones del gen scribbled (scrib, CG4562) y los exones
del 2 al 5 del gen musashi (msi, CG5099) (Figura 3.5). En D. melanogaster, el gen msi
codifica dos transcritos, RA y RB. EI BAC 1N19 de D. buzzatii contiene los tres exones (3-5)
que codifican el transcrito RA y cuatro de los cinco exones (2-5) que codifican el transcrito
RB. El ex6n 1 (RB) no queda incluido en este BAC. La organizacion compleja de los genes
msi, CG12250 y CG4582 parece conservada entre D. buzzatii, D. melanogaster y D.
mojavensis (aunque la anotacién actual de este gen en D. mojavensis no lo muestra). El gen
CG4582 esta totalmente anidado en el intron 2 del gen msi mientras que algunos exones del
gen CG12250 quedan intercalados con los de msi. En la actual anotacién del genoma D.
mojavensis, el corto exén 1 (63 pb) del gen CG12250 no estd presente (el modelo génico
carece del coddn de inicio ATG), dando la falsa impresion de queeste gen estd completamente
anidado dentro del intron 2 del gen msi. Sin embargo, hemos detectado y anotado aguas abajo
del codon stop de msi, el exon inicial putativo del gen CG12250 que se conserva entre D.
mojavensis y D. buzzatii. Esta reanotacion de la estructura de estos genes, reubicaria el punto

de rotura AB entre los genes CG12250 (en substitucion del gen msi) y Ssadh.
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Figura 3.5: Comparacion de los dos clones BAC secuenciados y anotados en D. buzzatii (IN19 y 20019) con las regiones homdlogas del

scaffold 6540 de D. mojavensis
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20019: Este BAC contiene las secuencias codificantes completas de 22 genes:
CG4774, CG31258, Rpl27 (CG4743), CG5828, CG4743, CG5039, CGA4730, Lgr3 (CG31096),
CG5053, tankyrase (CG4719), jigrl (CG17383), CG4585, CG4673, Wsck (CG31127), Atl
(CG6668), CG8721, CG5794, ash2 (CG6677), CG31125, CG6695, CG31126 y Ppox
(CG5796). Ademas, contiene los 7 primeros exones del gen slowpoke (slo, CG10693) un gen
de 45.122 pb de longitud con 28 exones anotados en D. mojavensis (Figura 3.5).

La region localizada entre los genes Ssadh y CG12250 en D. mojavensis (gen CG4673
y sus genes anidados CG5071 y CG5079) parece estar repartida entre ambos BAC. El gen
CG4673 esté localizado en el BAC 20019 en D. buzzatii. En cambio, el gen anidado CG5071
y un fragmento con similitud con el también gen anidado CG5079 fueron anotados en el BAC
IN19 (ver més adelante).

También se realiz6 una busqueda de elementos transponibles (TE) en ambos clones
BAC. En esta seccion, por coherencia con la Figura 3.5, el BAC 1N19 se enumera en
orientacion CA. En la Tabla 3.6 se muestra la anotacion del clon BAC 1N19 y en la Tabla 3.7
se muestra la anotacion del clon BAC 20019. En estas Tablas se muestra el tipo de elemento,
su localizacion y la base de datos que nos permitié su anotacién. Ademas, también se
especifica la cantidad de pares de bases correspondiente a region putativamente transcrita asi
como el CDS. La informacion de estas Tablas se muestra en ventanas de 5 Kb. El analisis de
la densidad de transcripcion, CDS y TE, se muestra graficamente en la Figura 3.6. El punto de
rotura CA (region entre los genes scrib y CG12250) se localiza entre las ventanas 20-25 Kb y
35-40 Kb, coincidiendo con la menor densidad de transcripcion. El pico de CDS dentro de esta
seccion de menor densidad de transcripcion corresponde al gen CG5071 (vease Figura 3.5). En
cuanto al punto de rotura BE (region entre los genes Ssadh y Wsck) se localiza entre las
ventanas 70-75 Kb y 80-85 Kb. En este caso, el pico de CDS dentro del punto de rotura

corresponde al gen CG4673.
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En la Tabla 3.8 se agrupa la informacion para las distintas regiones de cada clon BAC.
Las densidades de TE se dividen en los que se encuentran aguas arriba del punto de rotura,
aguas abajo del punto de rotura y dentro de éste (véase Figura 3.1). De este modo, los TE del
clon BAC 1N19 se agrupan en los que estan fuera de la inversion 2m (region A, aguas abajo
del punto de rotura distal), dentro de ella (region C aguas arriba del punto de rotura proximal)
y punto de rotura AC. Los TE del clon BAC 20019 se dividen en los que estan aguas abajo
del punto de rotura compartido (region B), aguas arriba del punto de rotura compartido, y los
del punto de rotura BE. Ademas de la densidad de pares de bases de cada region que ha sido
anotada como TE, se especifica la proporcion que ha sido anotada en regiones intergénicas y
en regiones intrénicas. Solo las regiones C y A (ambas del mismo punto de rotura) tienen
mayor proporcion de TE anotados en regiones intronicas qué en las intergénicas.

Las regiones C y B pertenecen a la inversion 2m y presentan una densidad de TE de
0,30% vy 2,78%, respectivamente. Si calculamos la densidad conjuntamente, observamos que
dentro de la inversion 2m, la densidad de TE es del 2,19%. Esta densidad es mayor que la
observada en el interior de la inversion 2n, representada por la region E (1,65%). Ambas
inversiones no tienen una densidad muy distinta de la observada fuera de las inversiones. La
Unica region fuera de las inversiones es la region A (delimita la inversion 2m en su region
distal) con una densidad del 1,67%. En las regiones de los puntos de rotura se observa la
mayor densidad de TE (5,92% en AC y 6,33% en BE).

El mismo andlisis de densidad se ha calculado para los pb correspondientes a CDS vy al
transcrito conceptual. Las regiones con menor proporcion de pb transcritos corresponden a los
fragmentos de los puntos de rotura (13,6% en AC y 44,90% en BE), aunque no la proporcion
de CDS. Este efecto se debe a que ambas regiones de los puntos de rotura, tienen un gen muy
compactado. En AC, el gen CG5071 esta codificado en un nico exon. En BE, el gen CG4673

esta codificado en 8 exones y se encuentra muy compactado debido a la pérdida del intrén 6.
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Tabla 3.6: Anotacion del clon BAC 1N19. La informacion se divide en ventanas de 5 Kb. Para cada ventana, se indica cuantos pares de bases
corresponden a elementos transponibles (TE) anotados, cuantos corresponden a CDS y cuéntos a transcrito. La anotacion de los TE incluye su

localizacion en el contig y la base de datos que los ha permitido anotar (RepeatMasker: RM).

Ventana TE (pb) Nombre Base de datos Localizacién Tamaiio (pb) CDS (pb)  Transcripcion (pb)
1-5kb 0 634 5.000
5-10Kb 0 583 5.000
10-15Kb 0 118 5.000
15-20Kb 0 0 5.000
20-25Kb 70 TART RM 20.784 20.853 70 162 3.072
25-30Kb 155 BuTS NCBI 25.138 25.198 61 175 175
BuTS NCBI 25.250 25.289 40
BuTS NCBI 25.486 25.539 54
30-35Kb 273 Helitron RM 32.564 32.634 71 1.829 1.829
Helitron RM 32.683 32.790 108
ISBu DPDB 33.557 33.650 94
35-40Kb 480 Jockey RM 36.035 36.103 69 63 1.585
Jockey RM 36.163 36.234 72
ISBu DPDB 37.053 37.392 340
40-45Kb 0 0 5.000
45-50Kb 80 TART RM 47.862 47.941 80 1.239 5.000
50-55Kb 129 TART RM 53.577 53.705 129 777 5.000
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59.520

89.298
89.808
90.621

106.467
108.790

65
43
127

139
455
53

45
148

414

214
1.502

o O O o

(@)

o

O O O o o o

5.000

5.000
5.000
5.000
5.000
5.000
5.000
5.000
5.000
5.000
5.000
5.000

5.000
5.000
5.000
5.000
5.000
5.000




Tabla 3.7: Anotacién del clon BAC 20019. La informacion se divide en ventanas de 5 Kb. Para cada ventana, se indica cuantos pares de bases
corresponden a elementos transponibles (TE) anotados, cuéntos corresponden a CDS y cuantos son transcrito putativo. La anotacion de los TE
incluye su localizacién en el contig y la base de datos que los ha permitido anotar (RepeatMasker: RM).

Ventana TE (pb) Nombre Base de datos Localizacion Tamarfio (pb) CDS (pb) Transcripcion (pb)
1-5kb 66 Mini-Me RM 1.072 1.137 66 1.451 1.637
5-10Kb 0 3.908 4.207
10-15Kb 0 2.852 3.186
15-20Kb 0 2.708 4.189
20-25Kb 0 72 5.0.00
25-30Kb 0 838 5.000
30-35Kb 1.329 ISBu RM-DPDB 31.998 32.138 141 88 1.684

ISBu RM-DPDB 32.183 32.350 168
ISBu RM-DPDB 32.428 32.640 213
ISBu DPDB 32.885 33.551 667
ISBu DPDB 33.614 33.753 140
35-40kb 518 TART RM 37.149 37.288 140 2.185 3.063
TART RM 37.356 37.581 226
TART RM 38.116 38.267 152
40-45Kb 0 1.663 5.000
45-50Kb 100 TART RM 47.911 48.010 100 3.063 3.312

50-55Kb 0 802 932



55-60Kb
60-65Kb
65-70Kb
70-75kb
75-80Kb
80-85Kb

85-90Kb
90-95Kb

95-100Kb

100-105Kb
105-110Kb
110-115Kb
115-120Kb
120-125Kb
125-130Kb
130-135Kb
135-140Kb
140-145Kb

58
142
438

249

o O O o o o

756

TART
BuTS
BuT5
BuT5

Helitron
TART

ISBu

RM
DPDB
DPDB
DPDB

RM
RM

RM

70.923
79.495
79.644
80.067

91.677
93.780

126.008

70.980
79.613
80.023
80.124

91.724
93.980

126.763

58
142
380

58

48
201

756

1.470
1.983
1.938

2.091
2.252

4.016
4.537
2.508
3.615
2.805

384
591
92

1.535
3.701
2.003

2.284
2.931

5.000
5.000
4.242
3.841
4.018

3.213
5.000
5.000




Resultados

BACIN19

OET WCodificante OTranscripeion

Longitud

BAC20019

OET ECodificante OTranscripcion

Longitud

Figura 3.6. Analisis del contenido de los clones BAC 1N19 (arriba) y 20019 (abajo). El

contenido se muestra en ventanas de 5 Kb mostrando la cantidad de elementos transponibles

(azul), CDS (granate) y region que se transcribe (amarillo).

126



Tabla 3.8: Resumen del contenido de cada BAC en elementos transponibles (TE), CDS y regidn transcrita (transcripcion). Los TE se dividen en

funcién de su localizacion (intergénica o intronica). La informacién de cada BAC se subdivide en el contenido aguas abajo, aguas arriba y de la

propia region del punto de rotura. En esta Tabla se muestra el nimero de pares de bases y la cantidad relativa en % que representan en la region.

Hemos considerado como punto de rotura a toda la region entre los genes scrib y CG12250 (AC) y entre Ssadh y Wsck (BE).

BAC 1N19 (138.724 pb) 20019 (143.293 pb)
Region C Punto de rotura AC A B Punto de rotura E
(1-23.072) (23.073-38415) (38.416-138.724) (1-74.337) BE (74.338-82.579)  (82.580-143.293)
(15.343) (100.308) (8.242) (60.714)
pb % pb % pb % pb % pb % pb %
Total TE 70 0,30 908 5,92 1.284 167 2068 2,78 522 6,33 1.005 1,65
TE/Intergénica 0 0 908 5,92 0 0 1453 1,95 522 6,33 804 1,32
TE/Intrénico 70 0,30 0 0 1.284 1,67 615 0,83 0 0 201 0,33
CDS 1.497 6,50 2.004 13,06 4.254 553 21.100 28,38 1.983 24,06 24.829 40,89
Transcripcion  23.072  100,0 2.004 13,06 76.970 100,00 38.745 52,12 3.701 44,90 42532 70,05




Resultados

3.1.7. Andlisis detallado de los puntos de rotura en D. buzzatii

Una imagen detallada de la organizacion de los genes de las regiones de los tres puntos
de rotura tanto en D. buzzatii (cromosoma invertido) como en D. mojavensis (cromosoma no

invertido) se muestra en la Figura 3.7.

Punto de rotura AC

En D. mojavensis, la region del punto de rotura AB comprende la region intergénica de
17.800 pb entre los genes msi y Ssadh incluyendo el gen CG4673 y sus dos genes anidados en
el intrén 6 (CG5079 y CG5071) (véase Figura 3.3). A la luz de la nueva anotacion del gen
CG12250 (region donde se encuentra la sonda A5), la regién del punto de rotura entre
CG12250 y Ssadh se puede reducir a 12.650 pb.

En D. buzzatii, la region del punto de rotura AC comprende la region intergénica de
15.343 pb entre los genes CG12250 y scrib (Figura 3.7). Si comparamos las regiones AC de
D. buzzatii y la region AB de D. mojavensis, la similitud alcanza los 12.841 pb aguas arriba
del inicio del gen CG12250 (A). Cuando la misma region del punto de rotura AC de D.
buzzatii se compar6 con la region CD de D. mojavensis, la similitud alcanz6 1.808 pb aguas
arriba del inicio del gen scrib (C). Estas observaciones localizan el punto de rotura de AC en
un segmento de 693 pb, entre las coordenadas 113.151 y 113.843 del BAC 1N19 (orientacion
AC).

Sélo se detectd6 un ORF potencialmente funcional en esta region. Dicho ORF
corresponderia al gen CG5071 situado 6.585 pb aguas arriba del coddn inicial de CG12250.
No se detectdé ningin ORF putativo correspondiente al gen CG5079, aunque se detectd un
pequefio fragmento con similitud con el gen CG5079 de D. mojavensis. Por otro lado, ningln

programa de prediccion de genes detecto ningin ORF correspondiente al gen CG4673 en este
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punto de rotura. Sin embargo, algunos fragmentos similares al gen CG4673 de D. mojavensis
también pudieron ser anotados en esta region de D. buzzatii. Estos fragmentos aislados no
constituyen una copia completa del gen y no se conserva ni la estructura ni el marco de lectura

(ver mas abajo).

D. mojavensis

A l CG4673 lB E ‘ F

—— O—fi« b q

CG12250 CG5079 CG5071 Ssadh Wsck CGa147
scrib l Or98b
[l fE— {HHHI
1Kb
D. buzzatii

Al _________E‘C_fiﬁ_??’__________ Q_LC E:-gg;m-"ke
-+ | i : [JLINE-like
—iH —H— =T '

CG12250 WCG5079 CG5071 sarib lBuT5
[Jtransib-like

B E . DIF ) Repeat

Or38b
Ssadh CG4673 Week =2 CG8147

7

Figura 3.7.: Anotacién de las regiones de los puntos de rotura de las inversiones 2m y 2n en
D. mojavensis (cromosoma no invertido) y D. buzzatii (cromosoma invertido). Las lineas

situadas debajo de las flechas negras muestran la junta del punto de rotura.
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Punto de rotura BE

La region del punto de rotura BE se encuentra en la region intergénica de 8.242 pb
entre los genes Ssadh (CG4685) y Wsck (CG31127) en el BAC 20019 (Figura 3.7). La
similitud con la region AB de D. mojavensis llega a 5.108 pb aguas abajo del coddn stop de
Ssadh. Por otra parte, la similitud con la region EF de D. mojavensis alcanza 2.019 pb aguas
abajo del coddn stop de Wsck. Asi, el punto de rotura se encuentra en un segmento de 1.114
pb, entre las coordenadas 79.447 pb y 80.560 pb del BAC 20019 (orientacion BE).

Los programas de prediccion de genes utilizados detectaron una Optima estructura
codificante (ORF putativo) en esta region de D. buzzatii ort6loga al gen CG4673 cuando se la
compara con D. mojavensis y D. melanogaster. No hay rastro en esta region de D. buzzatii de
los dos genes anidados en CG4673 (CG5071 y CG5079) en D. mojavensis. La comparacion de
la region del punto de rotura BE con la regién AB de D. mojavensis nos permitio constatar que
esta copia de CG4673 esta en una orientacion opuesta a la encontrada en la region AB de D.
mojavensis. En el genoma de D. mojavensis, el gen CG4673 se encuentra aguas arriba de
CG12250 (A) y aguas abajo de Ssadh (B) con los tres genes en la misma cadena (la misma
orientacion). Sin embargo, esta copia de CG4673 en la region BE de D. buzzatii, aunque adn
estd aguas abajo de Ssadh, estd ahora en la cadena opuesta (orientacion inversa). Los
fragmentos de similitud con el gen CG4673 en el punto de rotura AC de D. buzzatii, siguen

aguas arriba del gen CG12250 (A) y ambos estan en la misma cadena.

Punto de rotura DF

El producto de la PCR de 4.400 pb que contiene el punto de rotura DF se comparé con
la region de CD de D. mojavensis. Se detectaron dos bloques con similitud significativa (uno
de 408 pb con el 87,7% de identidad y el E-value= 2e-147 y otro de 93 pb con el 70,9% de

identidad y E-value= 9e-06). Aunque estas secuencias conservadas no corresponden a la
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region codificante del gen Or98b o cualquier otro conocido, se encuentran aguas arriba de este
en D. mojavensis y podrian incluir elementos potenciadores (enhancers) o regulador del gen.
La similitud con la regién de CD de D. mojavensis llega hasta la primeros 1.050 pb. Por otra
parte, los Gltimos 165 pb de la secuencia del DF son homdélogos al dltimo exon y a la 3'UTR
del gen CG8147 de D. mojavensis (presente en la region EF). Asi, el punto de rotura DF se
encuentra en un segmento de 3.185 pb, entre las coordenadas 1.051 y 4.235 de la secuencia
DF de D. buzzatii (Figura 3.7). Por lo tanto, el contenido del producto amplificado DF de D.
buzzatii contiene Unicamente region intergénica anotada en los puntos de rotura CD y EF de
D. mojavensis. No hay ningn ORF adicional ni secuencia procedente del punto de rotura AB
de D. mojavensis. El punto de rotura DF de D. buzzatii se localiza, como se esperaba, entre los

genes Or98b y CG8147.

3.1.8. ORF en los puntos de rotura AC v BE de D. buzzatii

En D. mojavensis y D. melanogaster hay dos genes anidados anotados en la cadena
complementaria del intron 6 del gen CG4673 (CG5071 y CG5079).

El andlisis de los puntos de rotura reveld identidad con el gen CG4673 de D.
mojavensis en ambos puntos de rotura de la inversion 2m de D. buzzatii (Figura 3.7). En el
punto de rotura BE en el BAC 20019 parece existir una copia completa y potencialmente
funcional del gen CG4673 (véase seccion 3.4). Sin embargo, esta copia en D. buzzatii carece
de la practica totalidad del intrén 6 y, por consiguiente, de los dos genes anidados (CG5071 y
CG5079).

Una repeticion invertida de 121 pb (72,7% de identidad y E-value= 2e-16) se encuentra
flanqueando al gen CG4673 en el punto de rotura BE en D. buzzatii. Una repeticion se

encuentra 117 pb aguas abajo del codon stop de Ssadh y la otra se encuentra 3.137 pb aguas
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abajo del coddn stop de Wsck. Esta secuencia repetida se encuentra s6lo una vez en el genoma
de D. mojavensis y en la region del punto de rotura AC de D. buzzatii y estd anotada como
secuencia intergénica en 5' del gen CG4673.

Los programas de prediccion de genes sefialaron un ORF relacionado con el gen
CG5071 en el punto de rotura AC. En D. mojavensis, el gen CG5071 estd anotado como un
gen de exdn unico que codifica una proteina de 225 aa. En D. melanogaster, el gen CG5071
produce dos transcritos diferentes. El transcrito RA de CG5071 contiene dos exones y codifica
una proteina de 509 aa. El transcrito RB de CG5071 no tiene sefial de procesamiento y
contiene un Unico exon que codifica una proteina de 680 aa. Ambos transcritos de D.
melanogaster codifican proteinas de mayor tamafio que en D. mojavensis, la cual parece tener
un coddn prematuro de stop en la anotacion de su transcrito. En D. buzzatii, el gen CG5071
consta de un Unico exon de 2.004 pb de longitud que codifica una proteina de 668 aa con muy
baja similitud con el gen de D. mojavensis (72% de identidad de los 225 aa alineados). De este
modo, en D. buzzatii este gen es considerablemente mayor que en D. mojavensis pero similar
al de D. melanogaster (transcrito RB). Por el contrario, ninguno de los programas utilizados
detectaron ningin ORF relacionado con los genes CG4673 y CG5079 en este punto de rotura
en el BAC 1N19. Sélo algunos fragmentos de similitud con los genes CG4673 y CG5079
pudieron ser anotados en este punto de rotura cuando se comparo esta region con el genoma de
D. mojavensis. Se detectaron 16 pequefios bloques (de 45bp a 393 pb) con 65,2% al 88,9% de
identidad, incluyendo fragmentos exdnicos, del intrén 6 y de las UTR (Tabla 3.9). El orden de
las coordenadas del scaffold 6540 de D. mojavensis es ascendente y la anotacion del gen
CG4673 se dispone desde la S’UTR hasta la 3’UTR. El fragmento del clon BAC 1N19 usado
para la comparacion, sin embargo, esta en orientacion opuesta. Dos fragmentos no siguen este
patrén. Por un lado, cerca de los exones 2 y 3, hay dos fragmentos anotados como intrén 6 en

D. mojavensis (25.759.443-25.759.569 pb y 25.759.465-25.759.577 pb) con identidad con dos
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Tabla 3.9: Bloques de similitud entre el gen CG4673 de D. mojavensis y la region del punto
de rotura AC (BAC 1N19) de D. buzzatii. La busqueda se realizé6 mediante BLAST (bl2seq)
entre D. buzzatii (BAC 1N19:100.310..115.652) como secuencia problema y D. mojavensis
(scaffold_6540:25.756.516..25.769.308) como secuencia alineada. Sélo las identidades con un

tamafio minimo de 40 pb y E-value < 1e-03 fueron incluidas en la lista.

Anotacioén

de la region

Coordenadas en el
scaffold 6540 de

D. mojavensis (pb)

Coordenadas en
D. buzzatii (pb)

Identidad (%)

E-value

5°UTR
Exon 2-3
Intrén 6
Intron 6
Intron 6
Intrén 6
Intrén 6
CG5071
CG5071
Intrén 6
CG5079
Intron 6
Intron 6
Intrén 6
Intrén 6
Intrén 6
Intron 6
Exon 7
3’ UTR

25.756.516-25.756.613
25.757.533-25.757.920
25.759.443-25.759.569
25.759.465-25.759.577
25.760.725-25.760.896
25.761.139-25.761.215
25.761.270-25.761.379
25.761.635-25.762.277
25.762.432-25.762.593
25.763.858-25.763.918
25.764.640-25.764.730
25.765.297-25.765.341
25.765.806-25.765.925
25.766.399-25.766.446
25.767.941-25.768.091
25.768.145-25.768.198
25.768.279-25.768.338
25.768.450-25.768.573
25.769.034-25.769.094

12.802-12.704
12.632-12.284
11.708-11.583
10.089-9.966
10.246-10.055
9.726-9.652
9.643-9.549
8.571-7.930
6.719-6.552
4.202-4.148
2.991-2.895
2.490-2.446
2.129-2.007
3.679-3.726
992-806
801-748
627-568
518-396
278-218

72199 (72,7)
273/393 (69,5)
99/128 (77,3)
91/124 (73,4)
132/196 (67,3)
59/77 (76,6)
79/110 (71,8)
520/643 (80,9)
122/168 (72,6)
47/61 (77,0)
71197 (73,2)
39/45 (86,7)
90/127 (70,9)
39/48 (81,2)
122/187 (65,2)
48/54 (88,9)
45/60 (75,0)
98/125 (78,4)
53/61 (86,9)

2e-07
2e-37
5e-21
7e-13
3e-10
4e-09
3e-10

1e-173

2e-20
6e-07
3e-10
4e-09
8e-12
2e-06
3e-10
S5e-14
9e-05
4e-22
4e-15

fragmentos distintos en D. buzzatii (11.708-11.583 pb y 10.089-9.966 pb, respectivamente).

Los fragmentos de D. mojavensis son solapantes desde la posicion 25.759.465 pb a la

133



Resultados

25.759.569 pb, lo que podria indicar una pequefia duplicacion en la region del intron 6 de D.
buzzatii. Por otro lado, un fragmento del clon BAC (de 3.679 a 3.726 pb) se localiza en
orientacion opuesta al patron. Este fragmento corresponde a una region del intron 6 aguas
arriba del gen CG5079 en D. mojavensis, pero en D. buzzatii se encuentra aguas abajo del gen.
El algoritmo de busqueda de promotores putativos en el genoma de D. melanogaster
compilado en Flybase (Ohler et al. 2002) no detecta ningin posible promotor en este
fragmento reorganizado. Ambas reorganizaciones encontradas en esta region del intron 6
parecen ser eventos propios de la degradacion que sufre la secuencia de los genes CG5071 y
CG4673 en el punto de rotura AC. Ambos genes parecen pseudogeneizados, por lo que nos
referiremos a partir de ahora como WCG4673 y WCG5079 para referirnos a las copias de este
punto de rotura. En el punto de rotura AC, el gen CG5071 y YCG5079 han sido anotados entre
los fragmentos mas remotos de WYCG4673 en el punto de rotura AC, por lo que se mantienen

anidados dentro de la copia degenerada.

3.1.9. Duplicacidén asociada a la inversién 2m

En el punto de rotura BE de D. buzzatii se ha anotado el gen CG4673 mientras en AC
se ha anotado el gen CG5071 y fragmentos parciales de WCG5079 y WCG4673. Parece que
existe un fragmento duplicado asociado a las inversiones 2m y 2n en D. buzzatii. Sin embargo,
no parece existir ninguna duplicacion funcional de los genes implicados.

Las anotaciones en ambos puntos de rotura, indican que el fragmento completo
(incluyendo el gen CG4673 y sus dos genes anidados) fue inicialmente duplicado. La
pseudogeneizacion y la degradacion se producirian méas tarde. La duplicacion no ha sido
acompariada de un aumento en el numero de copias funcionales de los genes en D. buzzatii.

De hecho, el gen CG5079 habria perdido completamente su funcionalidad. Sin embargo, dicha
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duplicacion ha sufrido dos reorganizaciones. Por un lado, el gen CG4673 en D. buzzatii esta
ahora compactado debido a la perdida de ~9 Kb de secuencia de intrénica. Por otra parte, el
gen CG5071, anidado en CG4673 en los genomas no invertidos, esta ahora fuera de este en D.
buzzatii (proceso que podriamos denominar desanidacion).

La inesperada duplicacion y su degradacion parcial y distinta en cada punto de rotura,
parece ser el motivo por el que las PCR disefiadas en estas regiones y utilizadas como sondas
en la hibridacion in situ no fueron concluyentes. También las PCR disefiadas para amplificar
los puntos de rotura AC y BD en D. buzzatii fracasaron debido a las inesperadas longitud y

orientacion de los fragmentos.

3.1.10. Microinversion

En el genoma de D. mojavensis, el gen CG4673 se encuentra aguas arriba de CG12250
region (A) y aguas abajo de Ssadh (region B) con los tres genes en la misma cadena (la misma
orientacion). En D. buzzatii, YCG4673 en AC esta en el mismo lugar que CG4673 en el
genoma no invertido de D. mojavensis (AB). Ambos estan en la region A, aguas arriba y en la
misma orientacién de CG12250. Sin embargo, el gen CG4673 de D. buzzatii esta invertido
respecto a la region AB punto de rotura de D. mojavensis. EI gen CG4673 en el punto de
rotura BE, sigue aguas abajo de Ssadh (B) pero estd ahora en la cadena opuesta (orientacion
inversa). Esta anotacion parece indicar que el fragmento duplicado en el punto de rotura BE

podria haber sufrido una microinversion.
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3.1.11. Andlisis detallado de los elementos transponibles en los puntos de rotura

Utilizando varias herramientas bioinforméaticas (véase Materiales y Métodos)
buscamos fragmentos de elementos transponibles (TE) y secuencias derivadas de su insercion
en los puntos de rotura de las inversiones 2m y 2n. Algunos TE han podido ser anotados en las
regiones de los puntos de rotura, que incluyen toda la regién intergénica entre los genes
anotados aguas arriba y aguas abajo de éstos (Tabla 3.10 y Figura 3.7). Algunos de estos TE
han podido ser anotados en las juntas de los puntos de rotura, es decir, que han sido anotados
en la porcion entre los bloques conservados. Si un TE ha participado de algiin modo en el
origen de la inversion, debe estar anotado en estas juntas.

En la region AC de D. buzzatii tres pequefios bloques con similitud con BuT5 se
anotaron en la junta del punto de rotura, aguas arriba de WCG4673. Ademas otros TE se
encontraron en la region de este punto de rotura. Aguas arriba del gen CG5071, dentro de la
copia de YCG4673, se anotaron dos fragmentos con similitud con 1SBu2, otros dos similares a
un elemento LINE (BS2) y, finalmente dos mas similares a Helitronl. En la region BE, otros
tres fragmentos de BuT5 fueron anotados en la junta de este punto de rotura. Por ultimo, dos
fragmentos de BuT5, uno similar a ISBu3 y dos fragmentos similares a transib3 de D.
melanogaster se encontraron en el punto de rotura DF. Todos ellos se han encontrado en la
porcién entre los bloques conservados D y F. La copia del elemento ISBu parece estar anidada

dentro del fragmento anotado como transib.
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Tabla 3.10: TE anotados en las regiones de los puntos de rotura AC, BE y DF de las

inversiones 2m y 2n. La busqueda se realiz6 mediante BLAST (bl2seq), usando la secuencia

especifica del punto de rotura como secuencia problema y alineandola con la secuencia del TE

de referencia. El elemento con mayor identidad fue el usado en la comparacion (entre

paréntesis en la Tabla). Sélo las identidades con un tamafio minimo de 40 pb y E-value < le-

03 fueron incluidas en la lista. VVéase la Figura 3.7 para la localizacion de las copias en las

regiones de los puntos de rotura.*: Estos E-value fueron obtenidos usando Unicamente los

fragmentos de los puntos de rotura como secuencia problema en vez de usar toda la region.

Region  Coordenadas en TE de referencia. Identidad (%) E-value
D. buzzatii

AC 1.024-1.371 Dbuz\ISBu2 (AF368867) 306/425 (72,0) 6e-74
2.169-2.238 Dmel\BS2 55/79 (69,6) le-04
2.295-2.349 Dmel\BS2 44/55 (80,0) 2e-07
4.766-4.819 Dbuz\ISBu2(AF368867) 45/56 (80,3) 3e-08
5.626-5.733 Dmoj\Helitronl 78/109 (71,5) 4e-07
5.782-5.852 Dmoj\Helitronl 54/71 (76,0) 8e-09
12.877-12.930 Dbuz\BuT5 (AF368894) 41/54 (75,9) le-06*
13.127-13.166 Dbuz\BuT5 (AF368894) 34/41 (82,9) le-06*
13.218-13.278 Dbuz\BuT5 (AF368894) 43/61 (70,5) 6e-04*

BE 5.158-5.276 Dbuz\BuT5 (AF368894) 88/123 (71,5) 7e-12*
5.307-5.686 Dbuz\BuT5 (AF368894) 266/404 (65,8) 8e-24*
5.730-5.787 Dbuz\BuT5 (AF368894) 49/65 (75,4) 2e-06*

DF 1.419-1.518 Dmel\Transib3 73/101 (72,3) %e-10
1.824-2.027 Dbuz\ISBu2 (AY900631)  182/204 (89,2) 5e-68
2.042-2.172 Dmel\Transib3 94/133 (70,7) 2e-11
2.522-2.700 Dbuz\BuT5 (AF368894) 122/179 (68,2) %e-11
2.787-2.836 Dbuz\BuT5 (AF368894) 40/55 (72,7) 0,0009
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3.2. Inversion 27’

3.2.1. Notacion de los puntos de rotura

Con el fin de evitar la confusion con las regiones punto de rotura de las otras dos
inversiones, las regiones de los puntos de rotura distal y proximal de la inversién 2z fueron
nombradas PQ y RS en el cromosoma no invertido y PR y QS en el cromosoma invertido
(véase Figura 3.1). En esta inversion, P corresponde a la region mas distal mientras que S es la
regién mas proximal. La inversion 2z” solapa con 2m y 2n e invierte el punto de rotura BE

compartido entre ellas.

3.2.2. Cartografia de los puntos de rotura en D. mojavensis

La region del punto de rotura proximal de la inversién 2z° en D. buzzatii (QS) esta
contenida dentro del clon BAC 22N23 (Gonzélez et al. 2007). Este clon es solapante con el
clon BAC 40C11 que incluye el gen proboscipedia (pb) y ha sido totalmente secuenciado y
anotado (Negre et al. 2005, Delprat et al. 2009). La comparacion entre la organizacion de los
genes anotados en el BAC 40C11 y los de la region ortéloga en el genoma de D. mojavensis
(especie no invertida) nos permitio caracterizar dicho punto de rotura proximal. La primera
mitad del BAC 40C11 corresponde a la region de la coordenada 16,6 Mb del scaffold 6540 de
D. mojavensis, mientras que la otra mitad fue localizada cerca de la regién en 6,1 Mb en el
mismo scaffold. El punto de rotura QS en D. buzzatii fue localizado en un fragmento de 2.958
pb de tamafio (desde la posicion 55.122 pb a 58.080 pb del BAC 40C11), correspondiente a la
region intergenica aguas arriba del gen CG14290 (Q) y aguas abajo del gen Dlh (S) (Figura

3.8). De este fragmento, 306 pb de la region intergénica aguas arriba del CG14290 son
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similares a D. mojavensis, dejando el punto de rotura QS en los restantes 2.652 pb. En D.
mojavensis, adyacente y aguas arriba de CG14290 (Q) estd el 5' del gen CG14645 (que
corresponderia a P). Adyacente y aguas abajo de DIh (S) estd el 5° de CSN5 (que
corresponderia a R). Por tanto, en D. mojavensis, la region del punto de rotura PQ se encuentra
en los 1.114 pb de secuencia intergénica entre CG14645 y CG14290 mientras que la region
del punto de rotura RS se localiza en el segmento de secuencia intergénica de 1.738 pb entre

CSN5 y Dlh (Figura 3.8).

CG14290 Dlh

‘ Cebadores /2<
<__] Region codificante

BAC40C11

CG14645 CG14290
P Q
S A X
»

D. mojavensis

CG14645 SN5

h R D. buzzatii

P1 «ﬁ

P2 R2

Figura 3.8: Estrategia utilizada para amplificar el punto de rotura distal PR de la inversion 2z’
en D. buzzatii. El punto de rotura proximal QS se localizo en el clon BAC 40C11 de D.
buzzatii entre los genes CG14290 (Q) y DIh (S). Estos dos genes se localizaron en D.
mojavensis: aguas arriba del gen CG14290 esta el gen CG14645 (P) y aguas abajo del gen DIh
estd el gen CSN5 (R). Los cebadores (flechas negras) se disefiaron en los genes CG14645 (P) y
CSN5 (R) para amplificar la region PR en D. buzzatii.
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3.2.3. Aislamiento del punto de rotura distal en D. buzzatii

El punto de rotura proximal (QS) se encuentra en 2.652 pb entre los genes CG14290
(Q) y DIh anotados en el BAC 40C11. El punto de rotura distal (PR) en D. buzzatii esperamos
que se encuentre en la region intergénica aguas arriba de CG14645 (P) y la region aguas arriba
de CSN5 (R) (Figura 3.8). Se disefié una PCR para corroborarlo. Los cebadores P y R (Tabla
2.2) fueron disefiados en estos genes y orientados como se espera segin D. mojavensis. La
secuencia resultante (1.619 pb) se comparé con D. mojavensis. Los primeros 246 pb fueron
anotados como CG14646 (P), mientras que los ultimos 180 pb del fragmento fueron anotados
como CSN5 (R). Por tanto, el punto de rotura PR fue localizado en un fragmento 1.193 pb de
region intergénica entre ambos genes. Sin embargo, la similitud de la region del punto de
rotura PR de D. buzzatii y la region PQ de D. mojavensis llega hasta 484 pb aguas arriba del
codon de inicio del gen CG14645. Cuando la misma region se compara con la region del punto
de rotura RS de D. mojavensis, la similitud llega hasta 104 pb aguas arriba del gen de CSN5.
Por tanto, el punto de rotura PR queda localizado en un fragmento de 605 pb en la region

intergénica entre los genes CG14645 (P) y CSN5 (R) (Figura 3.8).

3.2.4. Andlisis de los puntos de rotura

Se buscaron en los puntos de rotura de la inversién 2z en D. buzzatii utilizando varias
herramientas bioinformaticas inserciones de elementos transponibles (TE), asi como rastros
derivados de estos (Tabla 3.11). Solo dos pequefios fragmentos de diferentes TE (Galileo y
ISBul) habian sido previamente anotados en la region del punto de rotura proximal (BAC
40C11, Negre et al. 2005). Un anélisis mas detallado de esta region nos ha permitido ampliar y

mejorar dichas anotaciones. Por otra parte, otros fragmentos no anotados anteriormente,
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pudieron ser detectados entre los genes DIh y CG14290 en D. buzzatii. Estos nuevos TE son
similares a BuT5, Dmoj_38 (tipo CR1 de D. melanogaster) y Dmoj_238 (tipo Helena de D.
melanogaster). Hay cuatro bloques de similitud con CR1 y los fragmentos de I1SBul y tipo
Helena fueron anotados intercalados entre ellos (Figura 3.9). Aparentemente, estas dos
inserciones son colonizadores secundarios anidados en la copia de CR1. Para la copia del
elemento tipo Helena insertada, pudieron ser anotadas las duplicaciones del sitio diana de 9 pb
(TSD) que produce su insercion. Sélo un fragmento de 329 pb de largo del extremo 3' de este
elemento pudo ser anotado, aunque no se trata de una copia degenerada. La sintesis de este
tipo de elementos consiste en una retrotranscripcion des de el extremo 3’OH del mismo sitio
de insercion desde donde se cebard la transcripcion reversa (Ostertag y Kazazian 2001). El
MRNA del elemento sirve de molde, retrotranscribiendo desde la poli-A (que queda insertada).
Las inserciones en nuevas ubicaciones pueden ser completas o truncadas con el extremo 5’
(Death-On-Arrival) si no se finaliza la retrotranscripcién (Eickbush y Jamburuthugoda 2008).

Por otro lado, la copia de ISBul parece ser incompleta debido a una delecién parcial.

Tabla 3.11: TE anotados en los puntos de rotura PR y QR de la inversién 2z'. La blsqueda se
realizd6 mediante BLAST (bl2seq), usando la secuencia especifica del punto de rotura como
secuencia problema y alineandola con la secuencia del TE de referencia. El elemento con
mayor identidad fue el usado en la comparacion (entre paréntesis). Solo las identidades con un
tamafio minimo de 40 pb y E-value < 1e-03 fueron incluidas en la lista. \Véase Figura 3.9 para
la localizacién de las copias en las regiones de los puntos de rotura.

Region Especies Coordenadas TE Identidad (%)  E-value
PR D. buzzatii 482-616 Dbuz\Newton 100/146 (68.5) 7e-07
(AF368869)
D. martensis 480-541 Dbuz\Newton 50/63 (79,4) 5e-10
(AF368869)
686-766 Dbuz\Newton 64/82 (78,0) %e-13
(AF368869)
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QS D. buzzatii 394-480 Dbuz\Newton 66/88 (75,0) 2e-08
(AYT756163)
502-704 Dbuz\Galileo 149/206 (72,3)  9e-26
(AY187769)
804-860 Dbuz\BuT5 49/57 (86,0) 2e-13
(AY187769)
893-934 Dbuz\BuT5 36/43 (83,7) 6e-07
(AY187769)
957-1.258 Dmoj_38 261/308 (84,7)  2e-96
(Dmel\CR1-like)
1.258-1.584 Dmoj_238 246/329 (74,8)  6e-63
(Dmel\Helena-like)
1.587-1.941 Dmoj_38 307/397 (77,3)  7e-95
(Dmel\CR1-like)
1.944-2.138 Dmoj_38 160/196 (81,6)  8e-50
(Dmel\CR1-like)
2.190-2.710 Dbuz\ISBul 495/547 (90,5) O
(AF368869)
2.711-2.899 Dmoj_38 166/207 (80,2)  5e-51
(Dmel\CR1-like)
D. martensis 398-457 Dbuz\Newton 45/60 (75,0) 3e-07
(AY756163)
501-673 Dbuz\Newton 143/193 (74,1) 9e-33
(AY756163)
540-622 Dbuz\BuT5 64/84 (76,2) 5e-12
(AY187769)
924-985 Dbuz\Galileo 54/62 (87,1) 5e-18
(AY756163)
D. koepferae 417-465 Dbuz\Newton 39/50 (78,0) 5e-04
(AY756163)
500-671 Dbuz\Newton 143/184 (77,7)  3e-38
(AY756163)
833-933 Dbuz\BuT5 86/116 (74,1) 6e-17
(AY187769)
RS D.mojavensis  313-1.579 Dmoj\Galileo 1.215/1.267 0
(BK006357) (95,9)
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Figura 3.9: Anotacion de las regiones de los puntos de rotura de la inversién 2z’. PQ y RS representan los puntos de rotura distal y proximal en D.

mojavensis (cromosoma no invertido) mientras PR y QS son los puntos de rotura distal y proximal en D. buzzatii, D. martensis y D. koepferae
(cromosoma invertido). Las lineas que se encuentran por debajo de las flechas negras muestran la junta del punto de rotura utilizando solo la

comparacion entre los genomas de D. mojavensis y D. buzzatii.
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El tiempo de insercién de los retrotransposones con LTR (Long Terminal Repeats) se
puede estimar mediante el calculo de la divergencia entre sus LTR, que son idénticas en el
momento de la insercién (Brookfield 1986; Kapitonov y Jurka 1996; Costas y Naveira 2000;
Bowen y McDonald 2001) suponiendo una tasa de sustitucion sindnima (neutra). Pero en este
caso, las copias encontradas en estos puntos de rotura son demasiado viejas y, por lo tanto,
degeneradas. No se han podido identificar ni diferenciar claramente las LTR. Un método
alternativo y aproximativo para estimar el tiempo de insercion de los elementos se basa en su
presencia en otras especies filogenéticamente relacionadas. Si la insercion es reciente, pocas
especies cercanas tendran el elemento insertado. Por el contrario, cuanto mas ancestral sean las
inserciones, mas especies tendran rastro de estos. La edad aproximada de la insercion, la
determinaré el tiempo de divergencia con la especie méas cercana sin rastro del elemento. Con
el fin de comprobar la presencia de estos TE y su posible implicacion en la inversion, también
se aislo por PCR el punto de rotura QS en D. martensis y D. koepferae, dos especies del
complejo buzzatii y también con la inversién 2z’ fijada (véase Figura 1.3 en Introduccién). Se
disefiaron nuevos cebadores en los genes CG14290 y Dlh de D. buzzatii (véase Tabla 2.3 en
Materiales y Métodos). Se amplificaron de 1.123 pb de D. martensis y 1.055 pb en D.
koepferae correspondientes a dicho punto de rotura (Figura 3.9). La regién del punto de rotura
QS en estas especies es mas pequefio que el fragmento equivalente en D. buzzatii al carecer de
la mayoria de los fragmentos de elementos anotados de esta especie. No hay rastros de los
fragmentos de los elementos ISBul, tipo CR1 ni tipo Helena. Sélo fueron detectados (en
ambas especies) un fragmento insertado similar a Galileo y otro similar a BuT5 (Figura 3.9).

Por otro lado, el punto de rotura PR también fue aislado en D. martensis (1.271 pb)
usando para ello los mismos cebadores utilizados anteriormente para amplificar la misma
region en D. buzzatii. También se anoté un pequefio fragmento similar a Galileo fue anotado

en esta region.

144



Resultados

3.3. Comparacion de las regiones de los puntos de rotura en el género Drosophila

Las regiones de los puntos de rotura de las tres inversiones fueron comparadas en los
genomas de las 12 especies secuenciadas de Drosophila. La ordenacion de D. mojavensis
(genoma sin las inversiones 2m, 2n y 2z') se tomé como referencia para determinar la
orientacion de los genes aguas arriba y aguas abajo de los puntos de rotura AB, CD, EF, PQ y
RS en las especies secuenciadas del género (véase Figura 3.7). La conservacién de los puntos
de rotura y los linajes donde se producen interrupciones se muestran en la Figura 3.10. La

ordenacién de los genes implicados en los puntos de rotura se muestra en la Tabla 3.12.

D. simulans
_l:[ D. sechellia

D.melanogaster

2m, 2n 27

[(ABYC)-(D)E)-(F) | [PHA)

D. yakuba

h_4 D. erecta

D.ananassae

D. pseudoobscura
Sophophora | & " [(ABXCD)EF)| [Pr@@)
(C)_(D) . persimiis
v D. willistoni [>[(aBXC-D)ER)]  [PHO]
(RBJED) EE) A BEICLDIELF) et e S bmone]  [5]
P)-(Q — D.buzzatii D> [(A)-B)CHD)EHF)[PFQ]
Drogophila PHQ) b yiriis
A [(ABXCDYEF) | [PQ)
(PQ) D. grimshawi F
i | 1 | | |
50 40 30 20 10 0

Figura 3.10: Conservacion de las regiones de los puntos de rotura de las inversiones 2m y 2n
(negro) y 2z’ (rojo) en el genoma de las 12 especies de Drosophila secuenciadas mas D.
buzzatii. Las cajas representan la organizacion en los genomas. También se muestra la
hipotética ordenacion ancestral en el género. Si las dos regiones estan juntas, por ejemplo
(AB), la regién del punto de rotura se conserva con D. mojavensis. Si estan separadas, por
ejemplo (A)-(B), ambas regiones no son continuas. Los triangulos muestran en qué linaje se

produjo la rotura que reorganiza estos puntos de rotura.
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Tabla 3.12: Ordenacién de los genes en las regiones de los puntos de rotura de las inversiones 2m, 2n'y 2z” en las 12 especies secuenciadas de Drosophila

maés D. buzzatii y Anopheles gambiae. Se han tomado como referencia los genes de la ordenacion del genoma de D. mojavensis. Para cada gen mas cercano a

los puntos de rotura se indica el gen colindante. *Para este analisis se utiliza el gen CG14899 en vez del gen DIh (véase texto para mas detalles). (?) indica

que no se ha podido localizar el gen colindante.

A(CG12250) B(Ssadh)  C(scrib) D(Or98b) E(Wsck)  F(CG8147) P(CG14645) Q(CG14290) R(CSN5)  S(CG14899)*
Dsim B(Ssadh)  A(CG12250) CG6490 CG1866  Syx18 RhoL CG31222  CGY776 CG14897  CG14898
Dsec B(Ssadh)  A(CG12250) CG6490 CG1866  Syx18 RhoL CG31222  CGY776 CG14897  CG14898
Dmel B(Ssadh)  A(CG12250) CG6490 CG1866  Syx18 RhoL CG31222  CGY776 CG14897  CG14898
Dyak B(Ssadh)  A(CG12250) CG6490 CG1866  Syx18 RhoL CG31222  CGY776 CG14897  CG14898
Dere B(Ssadh)  A(CG12250) CG6490 CG1866  Syx18 RhoL CG31222  CGY776 CG14897  CG14898
Dana B(Ssadh)  A(CG12250) CG6490 CG1866  Syx18 RhoL CG31222  CGY776 CG14897  CG14898
Dpse B(Ssadh)  A(CG12250) D(Or98b)  C(scrib)  F(CG8147) E(Wsck)  CG31222  CG9776 CG14897  CG14898
Dper B(Ssadh)  A(CG12250) D(Or98b)  C(scrib)  F(CG8147) E(Wsck)  CG31222  CG9776 CG14897  CG14898
Dwil B(Ssadh)  A(CG12250) CG6089 CG6966  F(CG8147) E(Wsck)  CG31222  CG9776 CG14897  CG14898
Dmoj B(Ssadh)  A(CG12250) D(Or98b)  C(scrib)  F(CG8147) E(Wsck)  Q(CG14290) P(CG14645) S(CG14899) R(CSN5)
Dbuz  C(scrib) E(Wsck) A(CG12250) F(CG8147) B(Ssadh)  D(Or98b)  R(CSN5) S(CG14899) P(CG14645) Q(CG14290)
Dvir B(Ssadh)  A(CG12250) D(Or98b)  C(scrib)  F(CG8147) E(Wsck)  Q(CG14290) P(CG14645) S(CG14899) R(CSN5)
Dgri  B(Ssadh)  A(CG12250) D(Or98b)  C(scrib)  F(CG8147) E(Wsck)  Q(CG14290) P(CG14645) S(CG14899) R(CSN5)
Agam Gyc8SE CG34349 2 ? Mippl Nupl07  CG31222  CG9776 ? ?




Resultados

3.3.1. Inversiones 2m vy 2n

La regién AB incluye los genes CG12250 (A), CG4673 y Ssadh (B). El gen CG4673
se caracterizo en la cadena complementaria aguas arriba del gen CG12250 y aguas abajo del
gen Ssadh en D. mojavensis (véase Figura 3.7). El orden y la orientacion de estos tres genes se
conservan en las 12 especies secuenciadas del género Drosophila (todas no invertidas para
2m). La primera descripcion de una rotura en esta region en todo el género es la que se refiere
a las inversiones 2m y 2n (este trabajo). Por lo tanto, significa que no se conocen roturas en
ninguna de las especies secuenciadas del género que interrumpan el contexto intergénico
aguas arriba y aguas abajo del gen CG4673. Sélo en D. buzzatii (y las demas especies
invertidas para 2m) encontramos que el gen CG4673 no esta en el contexto habitual.

Por el contrario, en las especies comparadas no se conservan ni la regién CD ni la
region EF. En el grupo melanogaster, aguas arriba del gen scrib (C) esta anotado el gen
CG6490, y aguas arriba del gen Or98b (D) se encuentra CG1866. En este mismo grupo, aguas
abajo del gen Wsck (E) estd el gen Syx18 mientras que aguas abajo de CG8147 (F) esta
anotado el gen RhoL. En D. persimilis y D. pseudoobscura (grupo obscura) la ordenacion de
los genes en los puntos de rotura es la misma que la anotada en D. mojavensis. En D.
willistoni, mientras que la region EF se conserva como en D. mojavensis, la region CD esta
interrumpida aunque con distintos genes implicados a los anotados para el grupo
melanogaster. Aguas arriba del gen scrib (C) esta anotado el gen CG6089 y aguas arriba de
Ora98b (D) esta el gen CG6966. Aparte de las roturas en el linaje de D. buzzatii para las
inversiones 2m y 2n, parece que la region CD se ha interrumpido al menos otras dos veces y la

region EF al menos una mas en las especies secuenciadas del género Drosophila.
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3.3.2. Inversién 27’

En la regién RS del punto de rotura de la inversion 2z', el gen DIh (S) sélo esta anotado
en los genomas de D. mojavensis y D. virilis (Delprat et al. 2009). Para el analisis de esta
region, se considerd el siguiente gen situado aguas arriba de DIh (gen CG14899) como el més
cercano al punto de rotura en el extremo S. Por lo tanto, para este andlisis consideramos que la
region del punto de rotura RS se encuentra aguas arriba de CSN5 (R) y aguas abajo de
CG14899 (S). La region RS se conserva en las especies secuenciadas del subgénero
Drosophila. En las especies del subgénero Sophophora, aguas arriba de CSN5 esté anotado el
gen CG14897 mientras que aguas abajo de CG14899 esta anotado el gen CG14898. Por lo
tanto, al menos una reorganizacién anterior implicando esta regién se produjo en el género
Drosophila. No se ha podido utilizar ninguna especie externa al género para determinar cuél
era la organizacién ancestral o el subgénero donde ocurrié dicha reorganizacion.

La region del punto de rotura PQ también se conserva en todas las especies
secuenciadas del subgénero Drosophila. En las especies secuenciadas del subgénero
Sophophora, el gen CG31222 esta anotado aguas arriba de CG14645 (P), mientras que el gen
CG9776 esta anotado aguas arriba de CG14290 (Q). En este caso, Anopheles gambiae,
genoma secuenciado y usado como grupo externo, tiene la misma ordenacion que el subgénero
Sophophora. Esta ordenacion se corresponderia a la organizacion ancestral. Por consiguiente,
la region PQ habria participado al menos en una rotura en el subgénero Drosophila aparte de
la descrita en la inversién 2z'. La interrupcion descrita en la inversién 2z’ de D. buzzatii en

esta region reutilizaria el punto de rotura anterior.

148



Resultados

3.4. Gen CG4673

3.4.1. El gen CG4673 en D. buzzatii

En D. melanogaster, el gen CG4673 tiene una longitud de 13.647 pb (3R:
21436735..21.450.382 [-]). Se han descrito cuatro transcritos alternativos y un total de 11
exones distintos. Tres transcritos son de 8 exones (RA, RB y RD) y uno de 7 (RC), aunque
solo RA y RB tienen una evidencia sélida. Los cuatro transcritos tienen en comun los 7
ultimos exones aunque el transcrito RD tiene una 3’UTR alternativa y su Gltimo exon se ha
designado con otro nimero. Los transcritos RD y RB son iguales a excepcion de dicha 3’UTR.
En Flybase se han numerado los exones segun su localizacion aunque, al estar el gen
codificado en la cadena complementaria, el nimero de los exones es ascendente desde la
3’UTR. De este modo, el Gltimo ex6n se ha designado como 1 (en RD) 0 2 (en RA, RB y RC).
El primer y segundo exén son el 11 y el 8 (RB y RD) y 10 y 8 (RA), respectivamente. Asi
pues, los transcritos RB y RD sélo difieren con respecto al transcrito RA en el primer exon. El
primer exon de RC, en cambio, es el 9 y continta con el exén 7 (tercero en los demas
transcritos). Los cuatro transcritos codifican 4 proteinas distintas de 652 aa (PA), 624 aa (PB),
553 aa (PC) y 624 aa (PD).

Actualmente en D. mojavensis Unicamente estan actualmente anotados los 8 exones
que codifican el transcrito RA (11.726 pb, sin contar las UTRs) que codifica una proteina de
653 aa. Sin embargo, hemos detectado 678 pb aguas arriba del primer exdn, un pequefio exén
alternativo (15 pb, que en lo sucesivo denominaremos exon 0), también conservado en D.
virilis y D. grimshawii, correspondiente al primer exon putativo que codifica el inicio del
transcrito RB. Como en D. melanogaster, los transcritos RA y RB solo difieren en el primer

exon. El transcrito RB en D. mojavensis tiene un tamafio de 12.418 pb (sin UTR), codificando
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una proteina de 624 aa.

En el punto de rotura BE (20019) en D. buzzatii, se anotaron 9 exones del gen
CG4673, 8 en el CDS de RA (3.015 pb) y 8 en el CDS de RB (3.701 pb). Ambos transcritos
solo difieren en el primer exon. La secuencia codificante del gen CG4673 estd altamente
conservada con sus ortdlogos en D. melanogaster y D. mojavensis pero el gen es
considerablemente mas corto debido a la reduccién drastica del tamafio del intron 6 (Tabla
3.13). A diferencia de Flybase, nosotros hemos numerado los exones desde la 5’UTR. En la
Tabla 3.13 se han anotado las equivalencias de los nombres de cada exdn con los de Flybase.
El transcrito RA de D. buzzatii tiene una identidad nucleotidica del 90,6% con el de D.
mojavensis y del 79,6% con el de D. melanogaster mientras que el transcrito RB tiene una
identidad nucleotidica del 90,0% con el de D. mojavensis y del 78,9% con el de D.
melanogaster. Ambos transcritos sélo difieren en el primer exén (exén 0 y exén 1 en los
transcritos RB y RA, respectivamente). Las identidades en la comparacion del exén 0 son
menores que las del exdén 1. De todos modos, el exon 0 tan s6lo consta de 5 aa en D. buzzatii y
D. mojavensis y de 6 aa en D. melanogaster, por lo que ambos transcritos estan igualmente
constrefiidos con valores de o (Ka/Ks) parecidos (0,0593 y 0,0557 en la comparacion de los
transcritos RB y RA entre D. buzzatii y D. mojavensis y 0,0489 y 0,0505 en la comparacion de
los transcritos RB y RA entre D. buzzatii y D. melanogater). Las diferencias en el namero de
pares de bases anotados en cada exdn son siempre multiples de tres, por lo que en ningun caso
se altera el marco de lectura ni los sitios de procesamiento. En los exones 7 y 8 también se ha
anotado un triplete de diferencia con la anotacion de D. buzzatii en D. mojavensis y D.
melanogaster, respectivamente. El exon 3 es el méas variable en nimero de pares de bases: 170
en D. buzzatii, 167 en D. mojavensis y 158 en D. melanogaster. Este exén es el menos
constrefiido de todos con los valores de @ mas elevados (sin tener en cuenta el exon 0). En

ambas comparaciones se observan los valores de ® mas bajos para el exén 6, indicando que es
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el mas constrefiido (0,0133 entre D. buzzatii y D. mojavensis y 0,0092 entre D.buzzatii y D.
melanogaster).

En la Figura 3.11 se muestra el alineamiento (desde N-terminal a C-terminal) de las
traducciones conceptuales del transcrito RA del gen CG4673 de D. melanogaster (Dmel), D.
mojavensis (Dmoj) y D. buzzatii (Dbuz). Se han sefialado el fragmento traducido en cada exén
(del 1 al 8). En la Figura 3.12 se muestra Unicamente el alineamiento de la traduccién
conceptual de los exones 0 (especifico del transcrito RB) y 2 (segundo ex6n compartido con

RA).

Tabla 3.13: (Pagina siguiente). Estructura y comparacion del gen CG4673 de D. buzzatii en
la region del punto de rotura en BE con las respectivas copias de D. mojavensis y D.
melanogaster. Los exones del 1 al 8 codifican el transcrito RA. Los exones 0 y del 2 al 8
codifican el transcrito RB. *: Equivalencia con los nombres de los exones del Flybase. Los
CDS no incluyen las UTR.
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Dmel Dbuz/Dmoj Dbuz/Dmel
Region Dbuz Dmoj (nombre)*  Identidad(%) Ka/Ks ® Identidad(%) Ka/Ks ®
Exén 0 15 15 18 (11) 86,7 0,0834/0,6355  0,13123 66,7 0,2758/0,8240  0,3347
Intron 0 846 853 1183
Exén 1 102 102 102 (10) 95,1 0/0,2441 0 84,3 0,0532/0,8137  0,0654
Intron 1 73 74 72
Exo6n 2 234 234 234 (8) 93,2 0,0114/0,2965  0,0384 80,8 0,0713/1,0868  0,0656
Intrén 2 62 55 62
Exén 3 170 167 158 (7) 85,0 0,0739/0,5360  0,1378 68,3 0,2572/1,9331  0,1330
Intrén 3 237 80 61
Exo6n 4 529 529 529 (6) 89,6 0,0249/0,5084  0,0490 80,1 0,0475/2,1438  0,0221
Intrén 4 59 52 60
Exén 5 199 199 199 (5) 93,0 0,0134/0,3081  0,0435 77,9 0,0779/1,9922  0,0391
Intrén 5 61 76 62
Exén 6 161 161 161 (4) 89,4 0,0081/0,6078  0,0133 82,6 0,0163/1,7603  0,0092
Intrén 6 475 9.355 9.942
Exén 7 416 413 416 (3) 91,5 0,0193/0,3722  0,0518 82,0 0,0652/0,9408  0,0693
Intron 7 80 72 72
Exén 8 157 157 160 (2/1) 87,9 0,0432/0,5301 0,081 77,1 0,0798/2,5959  0,0307
Transcrito RA  3.015 11.726 12.290
CDS RA 1.968 1.962 1.959 90,6 0,0235/0,4218  0,0557 79,6 0,0723/1,4327  0,0505
TranscritoRB  3.701 12.418 13.317
CDSRB 1.881 1.875 1.875 90,0 0,0259/0,4363  0,0593 78,9 0,0728/1,4874  0,0489
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Figura 3.11: Alineamiento (desde N-terminal a C-terminal) de las traducciones conceptuales
del transcrito RA del gen CG4673 de D. melanogaster (Dmel), D. mojavensis (Dmoj) y D.
buzzatii (Dbuz). Cada tonalidad de gris corresponde a cada uno de los fragmentos codificados

en cada exon (del 1 al 8).

153



Resultados

Dhaz M5—DOILTRVOSAEGTKRT ETSPRANT KOLY CEVONVI KVDGE GLEMERNFATET HASGT) 59
Do M5—CKILTRVOSAEGTKRT ETSPKSNT KOLY CEVONVI KVDGFGLEMERNFATET HASGS| 59
Dmel MPNDCKIL TRVDSARGTKRT ETSPKSINT KHLY TSVONAL KVDGFELFKERNFTTET (ASGS| 60
k| APk ok Aok ook Ak A K o koo sk ok koK ko ok ok ok ok ok sk Ak s
Doaz QLVGSALKHI MY LKQIAGISS| 82
DTDE QLVGSALKHI MY LKQIAGISS | 82
Dre QLVGISLRHIMWYTKQMAGISS| 83
ok Kk 2k 2 Kok ok dok Kok s Kk k

Figura 3.12: Alineamiento (desde N-terminal a C-terminal) de las traducciones conceptuales
del transcrito RB del gen CG4673 de D. melanogaster (Dmel), D. mojavensis (Dmoj) y D.
buzzatii (Dbuz). Cada tonalidad de gris corresponde a cada uno de los fragmentos codificados
en cada exdn. Solo se muestra la traduccion conceptual de los exones 0 y 2 puesto que los
transcritos RB y RA sdélo difieren en el primer exén. Véase Figura 3.11 para el alineamiento

de la traduccién de los exones del 3 al 8.

3.4.2. Dominios conservados del gen CG4673

Unicamente la traduccion conceptual del transcrito RA del gen CG4673 (véase Figura
3.11) de D.buzzatii fue utilizada para describir los dominios conservados (Figura 3.13) ya que
ambos ambos transcritos (RA y RB) codifican los mismos dominios. Ambos transcritos sélo
difieren en el primer ex6n. Este exdn no codifica ningin dominio conservado y podria
referirse a algun tipo de sefial de destino especifico. Para encontrar dominios conservados se
comparo la secuencia de la isoforma PA con la base de datos CDD-32089 PSSMs (Marchler-
Bauer et al. 2009) en la pagina web del NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi). Dicha proteina tiene un dominio
COGb5100 (E-value= 3e-103). Este dominio corresponde a la proteina NPL4 de humano (Botta
et al. 2001; Bays et al. 2001) y es un modelo compuesto por dos subdominios, un dominio

activo NPL4 (pfam05021, Evalue: 9e-92) y un dedo de zinc de la superfamilia NPL4
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(pfam05020, E-value= 1e-65). En esta proteina de D. buzzatii se encontrd, aparte de este
dominio ortélogo a la proteina NPL4 de humano, otro dominio en la region C-terminal aunque
con baja significacion (cl02656, E-value= 0.003). Dicho dominio corresponde al dedo de zinc
de las proteinas RAN. EI dominio NPL4 se codifica en los exones del segundo al séptimo. Por
otro lado, el dedo de zinc de las proteinas RAN anotado en el extremo C-terminal se codifica
en el exon 8. El dominio NPL4 esta ampliamente conservado (incluyendo el dominio activo y
el dedo de zinc N-terminal). El dedo de zinc C-terminal adicional se ha encontrado en

metazoos y hongos pero parece ser menos constante en los demas organismos.

Nombre del dominio conservado homélogo E-value
Dominio de la superfamilia NPL4 5e-92
Region de unién a dedo de zinc de la superfamilia NPL4 1e-65
zf-RanBP, dedo de zinc en proteinas de union RAN 0.003
COG5100, multi-dominio NPL4 (Nuclear Pore Localization Protein) | 3e-103

Figura 3.13: Dominios conservados (arriba) de la proteina PA del gen CG4673 del punto de
rotura BE en D. buzzatii. EI nombre del dominio conservado y el E-value de la identidad con
éste también se muestran (Tabla inferior). EI multi-dominio NPL4 estd compuesto por un dedo
de zinc y un dominio activo de la superfamilia NPL4. Finalmente, un dedo de dedo de zinc

homdlogo a los de proteinas de uniéon a RAN, se encuentra en la region C-terminal.

155



Resultados

3.4.3. NPL4 en el género Drosophila

Los ortologos del gen NPL4 en los 12 genomas secuenciados de Drosophila estan
compilados en la Tabla 3.14. Para cada especie se muestra: el nombre del gen ortélogo, el
namero de exones anotados y el tamafio y transcrito conservado para dicho gen. Los ortélogos
para los genes CG5071 y CG5079 anidados en el intron 6 del gen ortdlogo a CG4673 también
se muestran en dicha Tabla. En algunos casos, estos dos genes no estan anotados como
ortélogos de los genes CG5071 y CG5079 de D. melanogaster (Berkeley Drosophila Genome
Project). Dicha anotacion no los considera ortélogos debido a su baja identidad nucleotidica
con los genes CG5071 y CG5079 por lo que no parecen genes muy constrefiidos en la
filogenia de Drosophila. Manualmente hemos revisado estos casos y han sido incluidos como
ortélogos (marcados con un asterisco en la Tabla 3.14).

D. yakuba y D. erecta Unicamente tienen anotado el transcrito RB mientras que el resto
de especies, tan solo tendrian anotado el transcrito RA. Sin embargo, es posible que se trate de
una anotacién incompleta como ha sucedido con D. mojavensis (véase seccion 3.4.1). Las
proteinas anotadas de las 12 especies secuenciadas (incluyendo ambos transcritos de D.
melanogaster) y la de D. buzzatii han sido alineadas. Existe un alto grado de conservacion
(Figura 3.14) a excepcion de las proteinas de D. sechellia (méas larga) y de D. persimilis

(truncada y renombrada como Dperl y Dper2).
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Tabla 3.14. Nombre de los genes ortélogos a CG4673, CG5079 y CG5071 en las 12 especies

secuenciadas del género Drosophila. Para los genes ortélogos a CG4673 se muestran el

nimero de exones anotados, la traduccién conceptual conservada y su tamafio (Berkeley

Drosophila Genome Project). *Genes considerados ortdlogos por localizacion pero no

anotados como tal segun Flybase. EI gen CG4673 esta anotado como truncado en D. persimilis

(Dperl y Dper2).
Ortélogos de Traduccion Ortélogos Ortologos
Especie CG4673 Exones (aa) de CG5079  de CG5071
D. simulans Dsim\GD18187 8 PA(641) GD21225 GD21226
D. sechellia Dsec\GM10234 12 PA (725) GM10252 GM10252*
D. melanogaster Dmel\CG4673 8 PA(652) CG5079 CG5071
PB (624)
D. yakuba Dyak\GE10682 8 PB (624) GE23610 GE23611
D. erecta Dere\GG12234 8 PB (624) GG11414 GG11415
D. ananassae Dana\GF17266 8 PA (657) GF19920* GF17698
D. pseudoobscura  Dpse\GA18345 8 PA (659) GA18645* GA18637
D. persimilis Dper1\GL21676 8 PA (443) GL22149* GL22150
Dper2\GL21677 2 PA (194)
D. willistoni Dwil\GK14396 8 PA (660) GK18936* GK12851
D. mojavensis Dmoj\G110357 8 PA (653) G122408* GI122409
D. buzzatii Dbuz\CG4673 8 PA (655) - CG5071
D. virilis Dvir\GJ10209 8 PA (655) GJ10968* GJ10969
D. grimshawi Dgri\GH18610 8 PA (655) GH18983* -
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Figura 3.14: Comparacion global de las proteinas codificadas por el gen CG4673 en las 12
especies secuenciadas del género Drosophila. A la izquierda de cada panel se indica la especie
y el tamafio de la proteina en aminoacidos (aa). Para D. persimilis se han tomado en cuenta
ambas traducciones conceptuales (Dperl, segunda secuencia y Dper2, cuarta secuencia, véase
texto para detalles). Para D. melanogaster se han incluido en el alineamiento las proteinas
codificadas por los transcritos RB (décima secuencia) y RA (onceaba secuencia). Las tres
pistas bajo el alineamiento representan la conservacion de la secuencia (marron), la calidad, es
decir, el nimero de aa para el analisis de cada sitio (amarillo) y finalmente la cantidad de aa
también para cada sitio de todas las secuencias que corresponden al consenso (negro). Debajo

de la dltima pista se indica la secuencia consenso de la proteina.
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Aparte de estas dos especies, los dominios conservados en las proteinas ortélogas son
los mismos que los anteriormente encontrados en D. buzzatii. Por un lado, D. sechellia parece
tener una terminacion diferente debido a una mutacion en el sitio de procesamiento del exén 6
que cambiaria el marco de lectura produciendo una proteina que carece del dominio del dedo
de zinc (Figura 3.15). Por otro lado, D. persimilis parece tener el gen CG4673 y en
consecuencia el dominio NPL4 truncado, quedando anotado como dos transcritos
independientes. Una mutacion puntual incorpora un codon stop en la secuencia codificante. El
alineamiento de la proteina (Figura 3.14) muestra que la proteina Dper2 de D. persimilis
comienza cuando termina Dperl. No parece que ambas mutaciones sean viables debido a la
constriccion que sufre esta proteina en todo el género. Al tratarse ambos casos de mutaciones

puntuales, podria deberse a errores puntuales de la secuenciacion.
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Figura 3.15: Dominios conservados de los transcritos putativos del gen CG4673 de D.
persimilis (Dperly Dper2) y D. sechellia.
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3.4.4. Regién requladora y promotora del gen CG4673

El gen CG4673 se encuentra en un nuevo entorno genético en D. buzzatii y en las otras
especies con la inversion 2m (véase secciones 3.1.9 y 3.1.10). El transcrito y la proteina de
este gen presentan un alto grado de conservacion (véase seccion 3.4.2) indicando un fuerte
constrefiimiento funcional. La region reguladora y promotora de este gen también podria estar
fuertemente constrefiida.

Sélo una pequefia fraccion anotada como region intergénica se conserva aguas arriba y
aguas abajo del gen CG4673. En el genoma invertido de D. buzzatii se encontraron dos copias
del gen CG4673, quedando una en el punto de rotura AC y otra en el punto de rotura BE. La
rotura que separa las regiones A y B en los genomas invertidos, se localiza justo antes del
exon 0, y por consiguiente, la copia degenerada situada en el punto de rotura AC conserva la
region aguas abajo (region intergénica entre CG4673 y CG12250). Por el contrario, la copia
funcional en BE en cambio, arrastr6 con la inversion la region aguas arriba (region intergénica
entre CG4673 y Ssadh). Por lo tanto, formulamos como hipoétesis inicial que la region
reguladora se encontraria en la region 5° (region intergénica entre los genes CG4673 y Ssadh).
La nueva region intergénica situada aguas arriba de la copia en AC (regidn intergénica entre
los genes YCG4673 y scrib) no mantiene dicha region reguladora lo que podria explicar su
degeneracion al dejar de transcribirse.

Por otro lado, debido a la aparente microinversion de la copia funcional de CG4673 en
BE, la regién aguas arriba (donde hipotéticamente debe encontrarse la region reguladora) se
encuentra ahora tambien aguas abajo del gen. La microinversion no parece haber afectado la
transcripcion del gen CG4673 debido al constrefiimiento al que esta sometido el gen en D.
buzzatii. Dicho constrefiimiento observado en el gen de D. buzzatii indicaria que éste sigue

siendo funcional. El fragmento anotado en la region 5’ del gen CG4673 de D. buzzatti anotado
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como region 5° del gen CG4673 de D. mojavensis, comprende desde el codon de inicio hasta
la repeticion invertida. Por tanto, el promotor del gen debe encontrarse no mas lejos en 5 que
la region anotada como repeticion invertida. Esta region delimita el fragmento anotado en 5’
de los genes en especies no invertidas que la copia funcional en D. buzzatii sigue conservando
aguas arriba. Esta pequefia region duplicada e invertida en la region aguas abajo del gen (BE),
también pudo ser anotada en la region aguas arriba de YCG4673 en AC (véase Figura 3.7). Si
la region reguladora se encuentra en este fragmento, no se interrumpiria la transcripcion de la
copia del gen en el punto de rotura AC y por consiguiente, tampoco existirian motivos que
justificaran su degeneracion.

La region 5° del gen CG4673 (desde el exdn 1 hasta el gen Ssadh) en D. melanogaster
fue alineada con la region ortdloga de algunas especies del subgénero Sophophora y
visualizada en el navegador VISTA (Figura 3.16). En las 5 especies comparadas, parece que
existe una region altamente conservada dentro del intrén O (primer intron del transcrito RB,
entre el exon 0 y el exon 2) aparte del exon 1 y la 5’UTR del transcrito RA (también incluidos
en el intron 0). La anotacion de la 5'UTR del transcrito RA termina en la posicion 21.449.459
pb, mientras que dicha regidn conservada empieza en el siguiente nucledtido. El otro pico de
conservacién fuera de la transcripcion putativa se observa soélo entre las especies del grupo
melanogaster (especies con el transcrito RB anotado, vease Tabla 3.14) y se localiza justo
antes de la 5> UTR del transcrito RB. Ni D. ananassae ni D. persimilis muestran conservacion
en esta region ni para el exon 0 del transcrito RB. Por otro lado, el algoritmo para la busqueda
de promotores putativos compilado en Flybase (Ohler et al. 2002) sefiala dos promotores
putativos dentro del intron 0 de D. melanogaster como posibles reguladores de este gen.

D. buzzatii no conserva esta secuencia, por lo que no fue alineada en la Figura 3.16
pero la region promotora putativa del gen CG4673 se espera aguas arriba y proxima al inicio

de la 5'UTR, de acuerdo con las alineaciones de otros genomas del género Drosophila.
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Figura 3.16: Alineamiento nucleotidico de D. simulans, D. yakuba, D. erecta, D. ananassae y D. pseudoobscura con D. melanogaster (genoma
usado como referencia que no aparece en el alineamiento) de la region del gen CG4673 (transcritos RA y RB) incluyendo los genes CG12250 y
Ssadh (CG4685) con el navegador VISTA. La altura de los picos indica el grado de conservacion de cada especie alineada respecto a D.
melanogaster. Los picos azules corresponden a regiones anotadas como exones, los rosados las regiones no codificantes y los azul celeste las
UTR. En la parte inferior, se muestra un detalle de la region desde la 5’UTR del transcrito RA de CG4673 hasta la 3°UTR y parte del ultimo exén
del gen Ssadh. La conservacion, en color rosado, observada entre la 5’UTR de CG4673\RA y el exon 0 de CG4673\RB corresponde al intron 0.
La conservacion, en color rosado, observada entre la 5’UTR de CG4673\RB y la 3°'UTR de Ssadh corresponde a la region intergénica entre

ambos genes. D. simulans, D. yakuba y D. erecta conservan el ex6n 0 y la 5°UTR del transcrito RB.
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La posibilidad de que esta region pudiera ser la region de regulacion y el inicio de
transcripcion es consistente con la anotacion realizada en D. buzzatii ya que esperamos que la
regulacion del gen se encuentre entre el codon inicio y el punto de rotura de la microinversion.

El intron 0 pudo ser anotado en el gen CG4673 de D. buzzatii. Ademas, YCG4673 en
el punto de rotura AC también tiene similitud con este intron. Si la region reguladora putativa
del transcrito RA se encuentra en dicho intrén, tanto CG4673 como WCG4673 podrian seguir
siendo regulados independientemente de las reorganizaciones que han tenido lugar. Por lo
tanto, no existen evidencias, como minimo a nivel de regulacion, sobre las causas que
promovieron la pseudogeneizacion del gen en el punto de rotura AC.

Para la deteccion de promotores putativos que pudieran regular el gen CG4673 y el
pseudogen WCG4673 de D. buzzatii, las regiones completas de los dos puntos de rotura de AC
(15.343 pb entre los genes CG12250 y scrib) y BE (8.242 pb entre los genes Ssadh y Wsck)
han sido tomadas en cuenta. Ambos fragmentos han sido analizados con el programa
McPromoter (The Markov Chain Promoter Prediccion Server at Duke University, Institute for
Genome Sciences and Policy). Las secuencias se analizaron segun la Figura 3.7, por lo que en
ambos puntos de rotura, CG4673 y WCG4673 se localizan en la cadena en sentido 3’-5’
(cadena complementaria). De este modo, el sentido de la Figura 3.7 (directo) es opuesto al
sentido de la transcripcién en ambos casos (reverso). Por otra parte se establecié un umbral de
significacion de 0,035 que corresponde a un nivel de alta sensibilidad para detectar promotores
candidatos en estas regiones. La localizacion de los picos de los posibles promotores se

muestra en la Figura 3.17.
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Figura 3.17: (ver Pagina siguiente).
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Figura 3.17: (Pagina anterior): Prediccion bioinforméatica de promotores. Analisis de los
8.355 pb del punto de rotura BE de D. buzzatii (region entre los genes Ssadh y Wsck, no
incluidos) mediante el programa McPromoter. En la secuencia, estan anotados los exones de
los genes (amarillo), los fragmentos de BuT5 (azul) y las repeticiones invertidas (triangulos
invertidos negros). Se sefialan los promotores putativos (flechas verdes) cuando se supera el
umbral de significacion de 0,035 (linea verde en los gréaficos). En el gréfico superior, se
observan dos picos de significacion en el sentido reverso de la secuencia (e, f). En el gréfico
inferior, se observan cuatro picos de significacion en el sentido directo de la secuencia (a, b, c,
d).

En la region del punto de rotura AC no se detectaron promotores putativos ni directos
ni reversos en D. buzzatii. Si se reduce el umbral de aceptacion de la significacion a 0,03, el
programa sugiere un promotor dentro de ¥CG4673 y en el sentido directo aguas arriba del gen
CG5071. La interpretacion mas plausible es que se trate del promotor de dicho gen anidado.

En el punto de rotura BE, distintos promotores putativos fueron detectados (Figura
3.17), cuatro en el sentido directo (a-0,05546, b-0,03508, ¢-0.03668 y d-0.04454) y dos en el
sentido reverso (e-0.04066, f-0,05057). Los promotores b y ¢ (los menos significativos) se
localizan en las regiones exénicas del gen CG4673 (exones 7 y 3 respectivamente), por lo que
se consideran artefactos. El promotor d se localiza en la region intergénica entre CG4673 y
Wsck pero orientado hacia este ultimo. Por Gltimo, el promotor mas significativo (a) se
localiza aguas abajo del gen CG4673 y orientado hacia éste. Este promotor se localizaria en la
secuencia anotada como repeticion invertida en 3’ del gen CG4673. En el sentido reverso, los
promotores putativos e y f se encuentran aguas arriba del gen y orientados hacia éste, pudiendo
estar involucrados con su regulaciéon. El promotor e se localizaria en la secuencia anotada

como repeticion invertida en 5° del gen CG4673.
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3.4.5. Repeticiones invertidas

Una repeticion invertida de 121 pb flanquea el gen CG4673 en el punto de rotura BE
de D. buzzatii (véase Figura 3.7). Estas secuencias aguas arriba y abajo del gen son idénticas
entre si en un 72,7% de los 121 pb alineados (E-value= 2e-16). Ambas repeticiones invertidas
han sido sugeridas como las regiones promotoras (véase Figura 3.17). En ambos casos, estan
orientadas al gen, uno aguas arriba (promotor e) y el otro aguas abajo (promotor a).

En laregion 5° de WCG4673 en AC (véase Figura 3.7) se pudieron anotar 92 pb de esta
secuencia. En D. mojavensis 93 pb de esta region fueron encontrados en la region intergénica
en 5’ del CG4673. En D. mojavensis se ha anotado como una secuencia unica al no localizarse
en la region 3’ del gen CG4673 como en D. buzzatii (véase Figura 3.7). Esta secuencia forma
parte del fragmento duplicado entre los puntos de rotura AC y BE asociado a la inversion 2m.
Esta reorganizacion no explica aparentemente por qué esta secuencia también estd duplicada
en BE (repeticion invertida) flanqueando el gen CG4673. La secuencia de la repeticion
invertida podria corresponderse originalmente a la region promotora del gen. De este modo,
dos promotores rodearian el gen en el punto de rotura BE, y otro se encontraria en la region 5’
del gen en el punto de rotura AC (aunque en este caso el programa McPromoter no detecto
nada).

Las regiones intergénicas que flanquean el gen CG4673 se secuenciaron en otro
genoma invertido, D. koepferae (Figura 1.3). La region intergénica en 5’ se amplificé con un
cebador en el exdn 1 (firstL) y otro en el gen adyacente aguas arriba (WsckR). La regidn
intergénica en 3’ se amplificd con un cebador en el exén 8 (lastR) y otro en el gen adyacente
aguas abajo (SsadhL). Los cebadores fueron disefiados en las regiones mas conservadas de D.
buzzatii con D. mojavensis para poder amplificar el genoma de D. koepferae (Figura 3.18). La

secuencia de los cebadores se muestra en la Tabla 2.4 de Materiales y Métodos). Ambas
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regiones intergénicas fueron correctamente amplificadas en D. koepferae: ~3.600 pb la regién
intergénica aguas arriba (4.074 pb en D. buzzatii) y ~1.100 pb la region intergénica aguas
abajo (1.261 pb en D. buzzatii). Cuando estas regiones intergénicas se alinearon entre si
mediante bl2seq, se detectd una repeticion invertida como en D. buzzatii. Esta repeticion
invertida de 123 pb (121 pb en D. buzzatii) también flanquea el gen CG4673. Estas secuencias
aguas arriba y abajo del gen son idénticas entre si en un 74,4% de los 123 pb alineados (E-
value= 2e-20). Si esta secuencia fuera intergénica y no estuviera implicada en la regulacion del
gen, no deberia sufrir ningun tipo de constrefiimiento y la cantidad de los cambios acumulados
al comparar dos secuencias deberia ser mayor cuanto méas tiempo hubieran estado divergiendo.
La mayor cantidad de cambios se observaria al comparar la secuencia en 5’ del gen CG4673
de D. mojavensis con las de las especies invertidas. Posteriormente tuvo lugar la inversién 2m
y la duplicacion del gen CG4673 (incluyendo esta region en 5°). Esto supone empezar a
acumular diferencias entre las secuencias a 5’ del gen en AC y a 5° del gen en BE dentro de
las especies invertidas. La duplicacion de esta secuencia a ambos lados del gen empieza a
hacer divergir las secuencias a 5’ y 3” del gen funcional. Finalmente, la divergencia entre las
especies D. buzzatii y D. koepferae permitiria acumular diferencias entre las secuencias de
estas especies.

Las secuencias anotadas como repeticion invertida en la regiones 5° y 3’ del gen
CG4673 de D. koepferae y D. buzzatii (Dkoe\5’, Dbuz\5’, Dkoe\3’ y Dbuz\3’) y en 5’ de
YCG4673 y D. mojavensis (Dbuz\5’AC y Dmoj) fueron comparadas a pares usando el
programa de alineamiento MUSCLE (Figura 3.19). Las identidades entre las secuencias en
cada comparacion se muestran en la Tabla 3.15. Se observan pocos cambios entre las
secuencias Dbuz\5’ y Dkoe\5’, divergidas hace menor cantidad de tiempo (identidad del
90,8%). En cambio, la cantidad de cambios acumulados en las demas comparaciones no es

consistente con la cronologia de los eventos en caso de que esta secuencia fuera neutra. Se

168



Resultados

observa que las secuencias en 5’ del gen funcional, Dbuz\5’ y Dkoe\5’ presentan pocos
cambios respecto a la secuencia de D. mojavensis (identidades del 89,2 y 87,1%
respectivamente). En cambio, estas mismas secuencias acumulan mas cambios en la
comparacion con la secuencia en 5’ del pseudogen (Dbuz\5’AC), (identidades del 68,5 y
63,4% respectivamente), y algunos menos con la repeticion anotada en 3’ del gen (identidades

del 72,7 y 75,6% respectivamente).
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Figura 3.18: Regiones de los puntos de rotura BE (arriba) y AC (abajo) de D. buzzatii. Los
fragmentos de AC que muestran similitud con BE (véase Tabla 3.17 mas adelante)
corresponden a los recuadros en azul claro. Las RT-PCR (lineas rojas) disefiadas se muestran
en la region que amplifican. Las PCR 56 y 0 amplifican la copia funcional de CG4673 (BE).
Las PCR 3’, 7, 3 y 2 amplifican WCG4673 (AC). También se muestran en la Figura la region y

orientacion de los cebadores disefiados en estas regiones.
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A)
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Dbuz\3’
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B)

Figura 3.19: Comparacion de las secuencias anotadas como repeticion invertida en la regiones
5’ y 3’ del gen CG4673 de D. koepferae y D. buzzatii (Dkoe\5’, Dbuz\5’, Dkoe\3” y Dbuz\3”),
y ortologas en 5° de YCG4673 (Dbuz\5* AC) y en D. mojavensis (Dmoj). A) Alineamiento de
todas las secuencias. B) Filograma. En primer lugar se han calculado las distancias (% de
divergencia) entre todas las secuencias a pares a partir de los datos del alineamiento en la
Tabla 3.15. Posteriormente se ha aplicado el método de Neighbour Joining (Saitou y Nei

1987) a la matriz de distancias para calcular el diagrama de ramificaciéon. La cantidad de

TAACAAACCTCTTCAACAATTAGCATTTGGTATTTTATCTCATAAACTTTTAGTTACATT
———————————— ACAATTAGCAGCATTTGGTATTTTATCTTATAAACTTTTAGTAACATT
————————————————————— AGCATTCGGTATTTTATCT-------TTTTAGTACCATT
———————————— ACAATTAATAGCATTCGATATTTTATCTTATTGACTTTTATACATATT
TAACAGAGTTATTCAATTAATAGCATTCGATATTTTATCTTATTGGCTTTTATTCGTATT
————————————————————————————— GTATTTTATCCTATTGGCTTTCAGCTACATT

* Kk kkkkkkk *kk Kk * % %

TGATTACTGTGTGCATGGTCACACTTACTCCCCACTGTCTACACAAGTGCTGATTTGCTT
TTCTTACTGTATGCATGGTCACACTTACTCCCCACTGTCTACACAAGTGCTGATTTGCTT
AGAATAGTGTGCGCATGGTCACACTTAGTCCCTACTGTCTACACAAGTGCTGTTTTGCTT
TGAATATTGAGCGAATGGTCACACTAAGTCCCTATTGCCTACACAAACGCTGCTTTGCTT
TGAATATTATGCGAATGGTCACACTAAATCCCTATTGCCTTAACAAACGCTGCTTTGTTT

TGCGTCTTGTGCGAACGGTCACACTTTAATTGTATAGCCAACAAAAGTTCTGCTTTCCTT
* * * ok kkkkkkkkk * * ok * k% *kk kkk * %

Cmmmmmmmmmmmm 121

CCGAGTGCTATTTTT-- 123

Commmmmmmmmmm o 93

TCAAATTCGTTATTTTT 125

Cmmmmmmmmmmmm 121

Cmmmmmmmmmmmm 92

cambios se muestra en cada rama.
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Tabla 3.15: Identidad entre las secuencias anotadas como repeticion invertida en la regiones
5’y 3* del gen CG4673 de D. koepferae y D. buzzatii (Dkoe\5’, Dbuz\5’, Dkoe\3’ y Dbuz\3”),
yen 5’ de YCG4673 (Dbuz\5’ AC) y de D. mojavenisis (Dmoj).

Secuencia 1 Tamaiio (pb) Secuencia 2 Tamaro (pb)  Identidad (%)
Dbuz\5’ 121 Dbuz\3’ 121 72,7
Dbuz\5’ 121 Dbuz\5°’AC 92 68,5
Dbuz\5’ 121 Dmoj 93 89,2
Dbuz\5’ 121 Dkoe\3’ 125 76,6
Dbuz\5’ 121 Dkoe\5’ 123 90,8
Dbuz\3’ 121 Dbuz\5°’AC 92 69,2
Dbuz\3’ 121 Dmoj 93 72,0
Dbuz\3’ 121 Dkoe\3’ 125 91,6
Dbuz\3’ 121 Dkoe\5’ 123 71,3
Dbuz\5’AC 92 Dmoj 93 63,0
Dbuz\5°’AC 92 Dkoe\3’ 125 711
Dbuz\5’AC 92 Dkoe\5’ 123 63,4
Dmoj 93 Dkoe\3’ 125 73,0
Dmoj 93 Dkoe\5’ 123 87,1
Dkoe\3’ 125 Dkoe\5’ 123 75,6

En la Figura 3.19, también se observa el filograma entre estas secuencias. Un filograma

es un diagrama de ramificacion (arbol) que estima la filogenia, las longitudes de rama son

proporcionales a la cantidad de cambio evolutivo, pero no estd enraizado ni se muestra el

ancestro. En el filograma de la Figura 3.19, observamos que las secuencias en 5’ de los genes

CG4673 funcionales (Dbuz\5’, Dkoe\5’ y Dmoj) sufren muy pocos cambios (ramas cortas), lo

que hace que queden agrupadas independientemente de la especie. La secuencia en 5° de

YCG4673 (Dbuz\5’AC) es la secuencia que mas cambios acumula y se agrupa con las

secuencias localizadas en 3’ del gen en D. buzzatii (Dbuz\3’) y D. koepferae (Dkoe\3”).
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El nimero de substituciones sindnimas por sitio sinénimo (Ks) entre los genes CG4673
de D. buzzatii y D. mojavensis se estimo en la Tabla 3.13 (0,422). Si consideramos un tiempo
promedio de divergencia de 12,5 millones de afios (ma, Figura 1.3) podemos estimar la tasa de
cambio nucleotidico neutro por sitio y por millon de afios (r). El valor de r es igual a Ks
dividido por 2 veces el tiempo de divergencia. Por tanto, la r estimada entre ambas especies
ser4 de 0,0168 x 10°. Hemos aplicado este valor de r para estimar distintos tiempos de
divergencia, comparando las secuencias anotadas como repeticion invertida en 5° del gen
CG4673 (Tabla 3.16). Se han ordenado las comparaciones segun el orden en que se
produjeron los eventos y deberian observarse tiempos decrecientes.

Los tiempos de divergencia entre D. mojavensis y las especies invertidas no se ajustan
en absoluto a lo esperado en secuencias neutras. La comparacion de las secuencias anotadas en
la region 5° del gen CG4673 en especies invertidas (Dkoe\5’, Dbuz\5”) con (Dmoj) deberia ser
la més divergente puesto que llevan mas tiempo acumulando cambios. Por otro lado, las
comparaciones de D. mojavensis con las secuencias que no se encuentran en la region 5” de un
gen funcional (Dbuz\5’AC, Dkoe\3’ y Dbuz\3”) parecen haber acumulado mas cambios. Los
demas tiempos estimados, si se ajustan a los tiempos de divergencia previamente descritos
(Figura 1.3) y son correlativos a los eventos ocurridos. Dbuz\5’-Dbuz\5’AC (12,14x10°®)
empezaron a divergir cuando se produjo la inversién 2m. Las secuencias Dbuz\5’-Dbuz\3’y
Dkoe\5’-Dkoe\3’ (10,10x10° y 8,78x10°®, respectivamente) divergen desde que ocurrié la
microinversién de la duplicacion. Finalmente, las comparaciones Dbuz\5’-Dkoe\5” y Dbuz\3’-
Dkoe\3> (2,91 x 10° y 2,63 x 10°, respectivamente) describen el momento de divergencia

entre las especies D. buzzatii y D. koepferae.
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Tabla 3.16: Numero de sustituciones nucleotidicas (K) y tiempos de divergencia (T)
comparando dos a dos las secuencias anotadas como repeticion invertida en la regiones 5’ y 3’
del gen CG4673 de D. koepferae y D. buzzatii (Dkoe\5’, Dbuz\5’, Dkoe\3” y Dbuz\3’), y en 5’
de WCG4673 (Dbuz\5> AC) y de D. mojavenisis (Dmoj). K se ha calculado utilizando la
formula de Jukes y Cantor. T se ha estimado utilizando la tasa de substitucion sinénima (r
=0.0168 x10®). No se han diferenciado substituciones sinénimas de no sinénimas al no
tratarse de CDS (sin marco de lectura).

Secuencia 1 Secuencia 2 Identidad (%0) K T
Divergencia D. mojavensis/especies invertidas
Dbuz\5’ Dmoj 83/93 (89,2) 0,1166 3,47 x10°®
Dkoe\5’ Dmoj 81/93 (87,1) 0,1415 4,21 x10°°
Dmoj Dbuz\5” AC 58/92 (63,0) 0,5099 15,17 x10°°
Dmoj Dbuz\3’ 67/93 (72,0) 0,3505 10,43 x10°°
Dmoj Dkoe\3’ 68/93 (73,0) 0,3347 9,96 x10°°
Tiempo de la inversion 2m
Dbuz\5’ Dbuz\5’ AC 63/92 (68,5) 0,4080 12,14 x10°
Dbuz\3’ Dbuz\5” AC 63/91 (69,2) 0,3965 11,79 x10°
Tiempo de la microinversion
Dbuz\5’ Dbuz\3’ 88/121 (72,7) 0,3394 10,10 x10°
Dkoe\5’ Dkoe\3’ 93/123 (75,6) 0,2951 8,78 x10°°
Divergencia D. buzzatii/D. koepferae
Dbuz\5’ Dkoe\5’ 99/109 (90,8) 0,0981 2,91 x10°
Dbuz\3’ Dkoe\3’ 99/108 (91,6) 0,0890 2,63 x10°®

3.4.6. Expresion del gen CG4673 de D. buzzatii

La secuencia anotada como repeticion invertida en la region 5 del gen CG4673 de D.
buzzatii no evoluciona de forma neutra y ha sido destacada como un posible promotor. Esta

secuencia también se anot6 en la region 3’ del gen CG4673 y en la region 5° WCG4673 del
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punto de rotura AC. De este modo, dos promotores podrian estar flanqueando el gen CG4673
en el punto de rotura BE, y otro se encontraria en la region 5” del gen en el punto de rotura AC
pudiendo inducir hasta tres transcritos distintos: dos transcribiendo la misma region (gen en
BE) pero en sentidos opuestos (uno en el sentido 5°-3’ y otro antisentido 3’-5’) y un tercero
procedente del pseudogen en el punto de rotura AC. Sélo el transcrito 5°-3” del punto de rotura
BE conserva la estructura con el gen CG4673 y seria potencialmente funcional. Para conocer
si existe actividad transcripcional desde los promotores putativos en la region 5’ de CG4673 y
YCG4673 en D. buzzatii, se disefiaron cebadores especificos para cada una con el fin de

amplificar sus hipotéticos mMRNA mediante RT-PCR.

3.4.6.1. Amplificacion especifica de las copias del gen CG4673 en D. buzzatii

Hemos amplificado especificamente las regiones de similitud entre el pseudogen
PCG4673 y el gen CG4673 (Tabla 3.17). Existen cuatro fragmentos con similitud entre ellos,
uno en la 3’UTR, uno en el exén 7, uno que incluye parte de los exones 2 y 3 (y el intrén 2) y
finalmente entre las secuencias anotadas como repeticién invertida. Estos fragmentos
constituyen las regiones menos degeneradas del pseudogen WYCG4673 de la region AC de D.
buzzatii. Usando el valor de r estimado (véase seccion 3.4.5.), hemos calculado el niumero de
substituciones nucleotidicas observadas (K) y el tiempo de divergencia entre los genes
CG4673 y WCG4673 usando estos bloques de similitud entre los puntos de rotura AC y BE de
D. buzzatii (Tabla 3.18). En esta Tabla se diferencia la comparacion realizada en las regiones
anotadas como codificantes y como no codificantes en CG4673, aunque no se han
diferenciado substituciones sinonimas de no sinénimas al no conocer el marco de lectura de

YCG4673. El tiempo de divergencia entre las regiones no codificantes de la duplicacion se
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ajusta a las estimas previas (véase Figura 1.3 en Introduccion) y son parecidos a los tiempos

estimados en la Tabla 3.16.

Tabla 3.17: Blogues de similitud entre los puntos de rotura AC y BE de D. buzzatii. Sélo las
identidades con un tamafio minimo de 45 pb y E-value < 1e-04 fueron tomados en cuenta. La
identidad en la repeticion invertida corresponde entre la anotada en 3’ del gen CG4673 en el

punto de rotura BE con la anotada en 5” del gen CG4673 en el punto de rotura AC.

Regién Coordenadasenel  Coordenadas en el Identidad (%0) E-value

punto de rotura BE punto de rotura AC

Repeticion 313-208 12.733-12.841 80/111 (72,1) 6e-08
invertida
Exones 2-3 3.637-4.034 12.284-12.633 274/399 (68,7) le-41
(intron2)
Exén 7 1.714-1.838 395-518 98/125 (78,4) 4e-23
3’ UTR 1.190-1.242 218-270 47/53 (88,8) 6e-14

Tabla 3.18: NUmero de sustituciones nucleotidicas (K) y tiempo de divergencia (T) entre los
genes CG4673 y WCG4673 de D. buzzatii. K se ha calculado utilizando la férmula de Jukes y
Cantor. T se ha estimado utilizando la tasa de sustitucién sinénima (r =0.0168 x10®). No se
han diferenciado substituciones sindnimas de no sindnimas al no conocer el marco de lectura
de YCG4673.

CG4673 D. buzzatii (BE)- YCG4673 D. buzzatii (AC) K T

Total 0,268 7,97 x10°
Secuencia codificante (exones 3, 2, 7, 0) 0,244 7,26 x10°
Secuencia no codificante 0,319 9,49 x10°
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Los cebadores fueron disefiados en estas regiones de mayor similitud, pero de forma
que su posicion 3' quedara en una de las zonas de menor identidad y que su amplificacion
fuera especifica para el gen CG4673 o el pseudogen YCG4673 (Figura 3.20). EI nombre de la
PCR corresponde a la region en la que fueron disefiados (PCR 2, 3, 7, 3'UTR). Todos estos
cebadores amplifican especificamente en la copia del gen de AC para detectar si existe
transcrito en alguna de estas regiones. Otros dos cebadores, 6L y 5R, fueron disefiados en el
exon 6 y exdén 5 del gen del punto de rotura BE. Esta PCR incluye el intron 5 y amplifica
especificamente el gen funcional (CG4673) (los exones 5 y 6 no estdn en AC).
Adicionalmente, otros dos cebadores, OR (en el exon 0) y OL (en el exon 2) fueron disefiados
para amplificar el inicio putativo del transcrito RB (PCR 0). Esta PCR también amplifica
especificamente en la copia BE. Las PCR disefiadas y la region que amplifican se muestran en

la Figura 3.18. Las secuencias de los cebadores se muestran en la Tabla 2.4.
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CTGACAGCTTACGATTGCGGICAAGATTGACT GTGCCAC TAGATT TGAAC RBATGAAC TAA
CTTACAGCTTACTATCGCGTICACGCTTGATCGTGCCAGTAGATT TGCAT BAC-AGT TGG
reracTrCAT T - ©c 7 cA GO TGT TGGTARG TTTATCAGT T
TCCACATCATCCTCAATAACTCCAATGEAGGGACGT GAGC TGT TGGTAAG TCTATCAGL G
sraanTreaccaarcraacmeaaccrrA T T - .
GACAATTCAGCAGTGCTGTIGAACGACAATTTGTCAAT TGCTGTGGTGCT OGTGCGC TAT
CARACRGAATATATGATTCGIATT—————————, ATGGTATGCAGT —— ———————
GRAAACAGAATATAACTTTAATATTAAATAGCT TAARTGAT TTACAAT GAA RBAACTCACTC
-——AT-ATGT-——-— ATATGATTT—ATARAGGA—-————-AGCTCA 2
GTGATGAGGTGCCAGCAAT TIGTT T TAGATAT ACCATGTCGCCGTGC TTC AGAGCGE TGC
B - CGCTGECCT T TAGC TCCGTGRCCARGCT TCGCTCC ATGAARA GAC
CCACCAGCTGGGTECCGCTIGCGTGTAGC TCTGTGECARAGT TTCGCTCC ATGAARAGAC
caaacocaTcAre TTCA e 7 17633

CAARAGOCATCCACCTTGAGCACATTTTSTACGCTGTCAT 4034

AGCAGATAGATGGCTGATCAACACT TTGAAGT CGGGCATGTGGTCATGGATATAGCGATT

GUEGACAGATAGCTGCTCAACGCATTGAAGT CCTGCAGATGACCAT CGATATAGCGATT
CAMGATGEGAATGECTEGCGTCTITCGTAGT CAATGAATGRAT-GTGCEGCTECAGCEE
CrGATGEGRARAGGCTEGCGTTIGTCGTACTCGGTGAATGTGTATTGAGGCTGCAGCEGE

EGTCG 518

oo rrraccaccacraTTrrTecTC I 0o

ATTGAATCTTTAGTTTCGTTTTAACACCAGRATTTTTCTTCGCGCTAAGCTGA 1242

Query: AC breakpoint
Subject: BE breakpoint

Figura 3.20: Alineamiento de los puntos de rotura AC (query) y BE (subject) de D. buzzatii.

Estas regiones corresponden a distintos fragmentos de identidad entre WYCG4673 (AC) y
CG4673 (BE), (véase Tabla 3.17). En la secuencia del punto de rotura AC se han disefiado

cebadores en estas regiones de manera que su region 3’ sea especifica de YCG4673 y las PCR

no amplifiquen en CG4673.
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3.4.6.2. RT-PCR del mRNA del gen CG4673 en D. buzzatii

Para realizar la RT-PCR del gen CG4673, se obtuvo mRNA total de distintas fases del
desarrollo de D. buzzatii: embriéon (E), larvas (L), pupa (P) y adultos (A). Ademas, los
embriones fueron recolectados de diferentes tiempos (1,30h; 2,15h; 2,30 h y 22h). Para el
MRNA de los adultos, se distinguieron machos y hembras virgenes. Por otro lado, también se
obtuvo mRNA total de una mezcla de estadios de D. buzzatii.

Como control de la retrotranscripcion, se amplifico el gen Gadph de D. buzzatii con los
cebadores H1 y H2 (tomados de Puig et al. 2004, Tabla 2.4). La RT+ debe amplificar 438 pb,
pero no el control negativo (RT-), al que no se le afiade enzima retrotranscriptasa (no se
amplifica cDNA). Si en el control negativo (RT-) hay producto, se debe a DNA gendmico
residual. También se ha afiadido un control positivo de los cebadores, amplificando también el
DNA genémico como molde para comprobar la eficacia de éstos. Hemos realizado dos tipos
de RT-PCR. Por un lado, hemos amplificado las PCR diferenciales (2, 3, 56, 7 y 3’UTR ) para
cada uno de los mMRNA obtenido a lo largo de las distintas etapas. Finalmente, se realizé la
PCR 0 (amplificacién desde el exdn 2 al exén O del gen CG4673) para comprobar si el
transcrito RB se produce en D. buzzatii.

Las PCR diferenciales (2, 3, 56, 7 y 3’UTR) amplificaron en todas las etapas. Las
amplificaciones de estas PCR y el control de Gapdh para todas las alicuotas de los mRNA de

los distintos estadios se muestran en la Figura 3.21.
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m 1 2 3 4 6 7 m5 8 PCR 3'UTR PCR 7
12 3 4567 8 9m 12 3 4567 8 9m

PCR 56 PCR 2
12 34567 38 9m 2 34567 8 9m

Leyenda

1:Huevo 1,30h
2:Huevo 2,15h
3:Huevo 2,30h
4:Huevo 22h
5:Larva
6:Pupa
7:Hembra
8:Macho
9:DNA

+RT+

- RT-

Figura 3.21: Experimentos de RT-PCR. Para cada extraccion de mRNA (véase leyenda), se han realizado un control positivo con retrotranscriptasa (+) y
uno negativo sin retrotranscriptasa (-) amplificado el gen Gapdh. El gen ha sido correctamente amplificado en todos los controles positivos (+) pero no en los
negativos (-), evidenciando que no hay DNA residual (véase Materiales y Métodos). Para cada extraccion y DNA gendémico (control positivo de los
cebadores) se han realizado las PCR 3’UTR, 2, 3, 7 y 56. Todas las PCR han amplificado en los distintos mMRNA y DNA. El producto de amplificacion de la
PCR 56 en DNA genomico es ligeramente mas grande que en las extracciones de mRNA al contener el intrén 5.
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Todos los productos de las PCR fueron recuperados y secuenciados para verificar la
copia que se estaba amplificando. Los tamafios de los productos de PCR asi como la copia que
amplifican (verificado por secuenciacion) se indican en la Tabla 3.19. La PCR 56 amplific6 un
fragmento de CG4673, mientras que las demés PCR amplificaron el pseudogen. En todos los
distintos tiempos seleccionados del desarrollo se transcriben las dos copias de D. buzzatii
(Figura 3.21). Estas PCR son cualitativas, la intensidad de la banda en el gel no proporciona
informacion sobre los niveles o diferencias de expresion de los transcritos entre los distintos
estadios. Los tamarios de los productos de las RT-PCR corresponden al tamafio esperado y
obtenido en el control positivo con DNA genomico. La PCR 56 amplificada en DNA
genomico es ligeramente mas grande (276 pb) respecto a las que amplifican cDNA (215 pb) al
no contener el intrén 5 del gen CG4673 del punto de rotura BE.

Estos resultados indican que habria al menos dos transcritos relacionados con el gen
CG4673 ya que ambas copias fueron amplificadas a partir del mRNA total (una procedente de
la region AC y otra de BE).

Por otro lado, la PCR 0 se amplifico usando la mezcla de mRNA de D. buzzatii para
verificar si existe el transcrito RB conceptual. El transcrito RB difiere del transcrito RA sélo
en su primer exon. De este modo, para disefiar una PCR especifica para este transcrito, hemos
disefiado un cebador en el exén 0 (cebador OR) y otro en el exén 2 (cebador OL) (véase Figura
3.18). Las secuencias de dichos cebadores se muestran en la Tabla 2.4 en Materiales y
Métodos). La RT-PCR 0 amplifica el exén 0y el 2 (no amplifica en exén 1 ni el intrén 0) por
lo que, al menos en D. buzzatii existen los transcritos RA y RB del gen CG4673.

Finalmente, se realizaron cuatro RT-PCR combinando los cebadores anteriores (Tabla
3.19). Al no haber observado diferencias en los distintos tiempos ni estadios en las RT-PCR,
tan solo se utilizaron un par de etapas para estas combinaciones. Estas PCR fueron realizadas

usando DNA genomico (control positivo) y cDNA de hembras virgenes y los embriones de 22
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Tabla 3.19: Tamafios de los productos de RT-PCR y cebadores utilizados. La posicién y orientacion de los cebadores se muestran en la Figura 3.20. El

nombre de cada cebador se corresponde al exon en el que fueron disefiados. Las RT-PCR se realizaron a partir de mRNA total de los estadios

correspondientes (en la Tabla se muestra solo un resultado al amplificar todos los estadios el mismo tamafio). Los pb esperados en la amplificacion de

cDNA, sélo se muestran para CG4673 en BE al no conocer a priori los posibles lugares de procesamiento en AC. Las procedencias de las

amplificaciones corresponden a la verificacion por secuenciacion. Se muestran los tamafios esperados hipotéticos de los productos amplificados en

DNA y cDNA para cada PCR en cada region (si corresponde). X: PCR no amplificables al no contener la region del cebador.

RT-PCR

pb esperado pb esperado  pb amplificado en DNA pb esperado pb amplificado en
PCR Cebadorl  Cebador2 en DNA AC en DNABE  (punto de rotura) en cDNA BE DNA (punto de rotura)
0 OR oL X 1.080 ~1.000 235 ~400 (BE)
2 2R 2L 106 109 ~106 (AC) 109 ~110 (AC)
3 3R 3L 100 103 ~100 (AC) 103 ~110 (AC)
7 7R 7L 116 117 ~116 (AC) 117 ~120 (AC)
3°UTR 3R 3L 68 68 ~68 (AC) 68 ~80 (AC)
56 5L 6R X 276 ~280 (BE) 215 ~220 (BE)
Gapdh H1l H2 X X ~438 X ~450
7-3’ 7R 3°L 304 571 ~400 (AC) 571 ~400 (AC)
2-3° 2R 3’L 12.421 2.852 No amplifica 1.870 No amplifica
2-3 2R 3L 277 327 ~300 (AC) 265 ~300 (AC)
5-7 2R 6L X 1.577 ~1.500 (BE) 1.158 ~1.100 (BE)




Resultados

horas como molde. Tres de ellas, las PCR 7-3°, 2-3* y 2-3 se amplificaron a temperatura
restrictiva para que fueran especificas de YCG4673. La PCR 2-3’ no amplifico ni con
genoémico (tamafio esperado de 12.426 pb) ni con cDNA. La PCR 2-3 amplifico la region del
intron 2 usando el cDNA como molde por lo que al menos, esta sefial de procesamiento estaria
degenerada en el transcrito de YCG4673. Una cuarta RT-PCR (PCR 5-7) se amplificd a
temperatura flexible (50°C) para permitir la union del primer 7L a la secuencia del gen
CG4673 (la region del cebador 5R no se encuentra en la copia YCG4673). El producto
amplificé con el molde de DNA gendémico (~1.600 pb) y con el cDNA (~1.000 pb)
correspondientes a la copia del gen CG4673 en la region BE. El producto obtenido usando

como molde el cDNA amplifica sin los intrones 5y 6.

3.4.6.3. Deteccion de dsRNA del gen CG4673 en D. buzzatii

El experimento de RT-PCR permitié amplificar dos transcritos de distinta procedencia
en D. buzzatii. Por un lado, un transcrito proviene de la copia del gen CG4673 de la regién del
punto de rotura BE y el otro, lo haria procedente del pseudogen YCG4673 en la region del
punto de rotura AC. Incluso pueden ser mas, ya que la region promotora putativa de la copia
del gen en el punto de rotura BE también se encuentra duplicada. Por tanto, un tercer transcrito
independiente podria ser producido si CG4673 en BE se transcribe en ambas direcciones.
Estos transcritos no necesariamente han de ser traducidos para desempefiar una funcion o tener
actividad bioquimica. De hecho, podrian estar relacionados entre ellos modulando su propia
actividad o expresion. Para detectar si existe interaccion entre ellos, se disefid un experimento
de deteccion de RNA de doble cadena (dsRNA). Un dsRNA se compone de dos fragmentos de
RNA de cadena simple (sSRNA) y complementarios que se unen para crear una molécula de

doble cadena. Se han amplificado las PCR 2, 3 y 7 disefiadas en ¥YCG4673 de D. buzzatii.
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Ademas, se ha amplificado el gen Gapdh como control de la extraccion del mMRNA. Cada PCR
se ha realizado con distintas condiciones (véase Materiales y Métodos). Solo las alicuotas S se
han realizado con RNAsa, por lo que Gapdh (MRNA de cadena simple) s6lo debe amplificar
en las alicuotas C. En la Tabla 3.20 se indican las PCR realizadas y las especificaciones para
cada una de ellas.

Los geles de la deteccion de dsRNA se muestran en la Figura 3.22. EI gen Gapdh no
amplifica en ninguna de las alicuotas digeridas con RNAsa (S). Tampoco ha amplificado en C-
(no hay retrotranscriptasa) evidenciando que no hay DNA residual (véase Materiales y
Métodos). En cambio, se obtuvo producto para las alicuotas C + y CT independientemente de
los cebadores usados (cebadores OligoT o al azar), tal y como se espera en una RT-PCR de un
mensajero de cadena sencilla (véase seccion 3.4.6.2). La PCR 2, se comporta como el gen
Gapdh, amplificando en las mismas alicuotas. Al menos en la porcion de la PCR 2, no hay
RNA de doble cadena relacionado con YCG4673 ya que no esta protegida de la digestion con
RNAsa. La intensidad de la banda de la alicuota C+ es mucho mayor que la de CT, por lo que
parece que en este caso, amplificar con cebadores al azar es mejor (se obtiene mayor cantidad
de cDNA) que usando OligoT. Este efecto es debido a la localizacion de la PCR 2 (cercana a
la region 5° del mensajero). Los cebadores OligoT, amplifican desde la cola poli-A. Si los
productos de amplificacion de cDNA no amplifican la préctica totalidad del mMRNA, la PCR
posterior tendra menos molde para amplificar.

Las PCR 3 y 7 no se amplificaron en las alicuotas C (menos en la del control C+),
puesto que el patrén de alicuotas amplificadas sera el mismo que las PCR 2 y Gapdh.
Claramente, se obtuvo producto en la alicuota S+ y C+. Ademas, se amplificaron débilmente
las alicuotas SN y ST. La amplificacion con desnaturalizacion previa facilita la obtencion de
producto aunque la temperatura a la que se realiza la RT-PCR es suficiente para mantener las

dos hebras de RNA separadas durante el proceso y obtener un minimo producto.
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Tabla 3.20: Deteccion de dsRNA. Lado izquierdo: especificaciones de las distintas alicuotas.
RP: cebadores al azar (random primers); OT: cebadores Oligo-T. Lado derecho: resultado de
la PCR realizada con cada alicuota, sefialando cuando se obtuvo producto (V) y cuando no (x).

Los controles C- y CT solo se han realizado para la PCR 2 y no paralas PCR 3y 7 (-).

Especificaciones de las Alicuotas PCR
Enzima Desnaturalizacion Cebador
Nombre RNAsa RT pre RT enlaRT | Gapdh 2 3 7
St N N N RP X X NN
S- v X x/ RP X X X X
SN V V X RP X X X X
ST v v V oT X X X X
C+ X V v RP v v o NN
C- X X x/ RP X X - -
CT X V v oT v N - -

La amplificacion de las alicuotas S+ indica que en ciertos lugares (al menos en las
regiones de las PCR 3 y 7), existe mRNA de doble cadena que se protege de la digestion con
RNAsa. Por tanto, al menos habria dos transcritos relacionados. Uno de ellos proviene de la
copia YCG4673 ya que las PCR que amplifican mRNA no degradado amplifican
especificamente el pseudogen (las PCR 3y 7, son especificas de esta copia). El otro transcrito
detectado con este experimento no puede ser el transcrito de la copia CG4673 puesto que no es
complementario. Ambas copias estan orientadas en la misma direccion y transcriben en la
cadena complementaria. Si ambos transcritos son 5’-3°, no pueden formar moléculas de RNA
de doble cadena. Uno de los dos transcritos detectados en el experimento de dsRNA no se
detecto en el experimento de RT-PCR. Con las RT-PCR, se detectd actividad transcripcional

de ambas copias del gen CG4673 de D. buzzatii.
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Gapdh

PCR3 PCR7

12 34 5 67 m
PCR2 1 2 3451 2 354m

12 3 456 7 m

1 Kb

1k 0,5 Kb

0,5 Kb

0,1 Kb 0,1 Kb

- 1:S+ 3:SN 5C+ 7:.CT
Levenda' 2:S- 4:ST 6:C- m: marcador

Figura 3.22: Experimento para la deteccion de dsRNA. Cada PCR se ha realizado en extracciones de mRNA total de D. buzzatii. Para cada
extraccion se ha amplificado el gen Gapdh y las PCR 2, 3, 7. Las alicuotas S tienen RNAsa pero las C no han sido previamente digeridas. Se ha
realizado un control de DNA gendmico residual, (+, con retrotranscriptasa y - sin retrotranscriptasa). Las alicuotas T usan cebadores OligoT en vez

de cebadores al azar. Gapdh y la PCR 2, s6lo amplifican en los carriles C+ y CT. Las PCR 3 y 7 amplifican las alicuotas S+, C+ y, con menor

producto, las ST y SN.
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Hace falta al menos un tercer transcrito en direccion 3°-5’ que complemente con el
transcrito codificado en la copia YCG4673 de AC. Este tercer transcrito podria provenir de la
transcripcion antisentido de la copia del gen CG4673 de la region BE. Alguno de los
promotores putativos (a, b, ¢, véase seccion 3.4.4) encontrados en el sentido directo en el
punto de rotura BE podria estar transcribiendo algin fragmento 3°-5’ (antisentido de la
codificacion del gen). Para detectar si realmente podria haber 3 transcritos de las distintas

copias del gen CG4673 de D. buzzatii, se realiz6 una hibridacion de Northern.

3.4.6.4. Deteccion de los transcritos del gen CG4673 en D. buzzatii mediante

hibridacién de Northern

La hibridacion de Northern deberia permitirnos detectar cuéntos transcritos
relacionados con los distintos promotores putativos encontrados en CG4673 y WYCG4673
existen en D. buzzatii.

Se han realizado tres rondas de hibridacion. Véase Materiales y Métodos para las
especificaciones de cada membrana en cada ronda de hibridacion. S6lo se obtuvo hibridacion
en la tercera ronda. En los carriles de los geles para transferir a las membranas de hibridacion
se cargaron todos los mRNA de los distintos estadios y se afiadieron dos controles (mezcla de
todos los estadios de mMRNA de D. mojavensis y DNA genémico de D. buzzatii). En el Dot
Blot se hibridaron tres muestras, mRNA de adulto hembra de D. buzzatii (b1 en la membrana),
mRNA D. mojavensis (d1) y DNA gendmico de D. buzzatii (f1) En las correspondientes
casillas de la tercera fila se colocaron tres diluciones de las anteriores muestras (b3, d3 y 3
respectivamente). Las membranas 1 y 3 se hibridaron con la sonda 5-7 (vease Tabla 3.19). El

Dot Blot y la membrana 2 se hibridaron con la sonda 2-3. La sonda 2-3 ha quedado sin
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hibridar en la membrana 2. No obstante, lo hizo en el Dot Blot, por lo que la falta de
hibridacion no se debe a problemas de tamafio de la sonda o inespecificidad de ésta.

La hibridacion en el Dot Blot no es completa (Figura 3.23). Las sefiales en las
diluciones (carril 3) apenas se aprecian. La mayor sefial se obtuvo en el DNA gendmico de D.
buzzatii (f1). La sefial en D. mojavensis (d1) es practicamente inexistente, probablemente
debido a la excesiva divergencia de la sonda. En b1 (mRNA de adulto hembra de D. buzzatii)
se obtuvo una sefial muy débil pero corrobora que la sonda funcionaba en mRNA, es decir que
no habria motivo para pensar que dicha sonda no debiera funcionar en la hibridacién de
Northern (membrana 2).

Las membranas 1 y 3 se hibridaron con la sonda PCR 5-7 (Figura 3.23). La principal
diferencia entre ellas es la cantidad de mRNA cargado en el gel (véase Tabla 2.8 en Materiales
y Métodos), siendo mucho menor la cantidad de muestra en el gel para la membrana 3. La
diferencia se hace evidente en el revelado de la hibridacion, dado que tanto la intensidad como
el nimero de hibridaciones es menor en la membrana 3.

En la membrana 1, se obtuvo sefial en los dos controles. La sefial en el carril con DNA
de D. buzzatii es débil debido a que el DNA no penetra bien en las condiciones
desnaturalizantes de los geles para RNA, por lo que todo el material se concentra al principio
del pocillo. En el otro control cargado con RNA de D. mojavensis se obtiene una sefial Gnica y
clara correspondiente al Unico transcrito del gen CG4673 en esta especie (~1.100 pb). Las
demaés sefiales en la membrana 1 (hibridaciones con los mMRNA de los distintos estadios de D.
buzzatii) sufren una gradacion de intensidad que atribuimos no a la cantidad de expresion, sino
a la concentracion de la muestra (véase Tabla 2.8 en Materiales y Métodos) al tratarse de una
técnica cualitativa. En todos los carriles con mRNA de D. buzzatii se observa una sefial de
hibridacion principal (~1.100 pb) parecida a la sefial obtenida en la hibridacion en el

transcriptoma de D. mojavensis.
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A: Dot Blot

ODOTOQ0D QT

1 2 3 415

hl- . - 1-

gl- - - 1-

25 uL DNA D. buzzatii - |50 puL c1/500 pL | - | -
(720 ng/uL)/500 uL

e - - - -

d | 25 uL mRNA D. mojavensis | - | 50 uL ¢1/500 uL | - | -
(720 ng/uL)/500 uL

b | 15 uL mRNA hembra 50 uL b1/500 puL | - | -
(1.400 ng/uL)/500 puL

a - - - - -
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B. Hibridacion de Northern

76543 21m

m (pb) Leyenda

m: RNA marcador

1: mRNA Total (D. mojavensis)
6.583

2: mRNA Huevo
. 3: mRNA Larva
3.638 4: mRNA Pupa
2.604 5: mRNA Adulto (Macho)
1,908 6: mRNA Adulta (Ifembra)
7: DNA (D. buzzatii)

1.383
955

623

281

Membrana 1 Membrana 3

Figura 3.23: A) Dot Blot. ElI contenido y las concentraciones del material para cada
cuadricula de la membrana se especifican en la Tabla inferior de la hibridacion del Dot Blot.
B) Hibridacion de Northern. Se muestran las membranas 1 y 3. Las equivalencias de peso
molecular de cada banda hibridada se muestran en el marcador de peso molecular entre las

membranas. El mMRNA para cada carril se muestra en la leyenda.

Ademas, en los carriles mejor hibridados (huevo, pupa y ambos adultos) aparece una
segunda banda de hibridacion de menor tamafio (~950 pb), aunque su interpretacion es dudosa
al camuflarse entre una mancha de degradacién de mRNA. Finalmente, en el mMRNA de pupa
(donde la intensidad de la hibridacion es mayor) también se observa una sefial de hibridacion
de mayor tamafio que la principal (~2.000 pb).

Si comparamos esta membrana con la membrana 3 (misma sonda hibridada) vemos
que la intensidad es menor. En los carriles de los dos controles, que ya en la membrana 1 eran

los hibridados con menos intensidad, no se observa sefial. En los carriles con RNA de pupa y
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huevo (4 y 2, respectivamente) se observa la sefial de hibridacion principal (~1.100 pb). En el
carril 4, se observa claramente la segunda sefial de hibridacion de menor tamafio que estaba
oculta en la membrana 1. Por el contrario, la tercera sefial (la mas débil y de mayor tamafio en
el carril 4 de la membrana 1) ha desaparecido.

Si compilamos el resultado de ambas membranas, observamos, al menos en pupa
(carril 4) tres sefiales distintas relacionadas con la sonda 5-7 del gen CG4673 de D. buzzatii.
La sefial principal también se observa en el mMRNA de D. mojavensis y podria corresponderse
con el mRNA de CG4673. Adicionalmente, una sefial de mayor tamafio se observa en la

membrana 1 y una de menor tamafo en la membrana 3.

3.4.6.5. RACE-PCR del CG4673 en D. buzzatii

El experimento de RACE permite localizar el origen y el final de la transcripcion de un
gen. Las 5’RACE y 3'RACE amplifican especificamente las 5'UTR y 3'UTR hasta el origen y
el final de un transcrito, respectivamente. Como en la RT-PCR, se obtiene cDNA de una
muestra de mMRNA. En este caso, para obtener cDNA no se usan cebadores al azar (random
primers) como para las RT-PCR, sino adaptadores especificos que se unen al principio y al
final de los transcritos. Estos adaptadores permiten retrotranscribir los extremos (5’ y 3°) de
todos los MRNA a cDNA. Dos PCR usando este cDNA como molde permiten obtener
producto de las regiones distales de los transcritos de interés. La primera PCR (Outer) usa un
cebador que se une al adaptador retrotranscrito en el cDNA con un cebador especifico del
transcrito de interés (primer y Gltimo exon, para la 5’UTR y la 3’UTR, respectivamente). La
segunda PCR (Inner) amplifica la primera PCR (Outer) como molde usando cebadores
anidados. Las secuencias de los cebadores para la RACE-PCR se muestran en la 2.4. Para

amplificar la Outer PCR de las UTR 5"y 3 ' del gen CG4673 se usaron los cebadores 1L

190



Resultados

(primer ex6n), 5’Outer (adaptador en 5°) y 8R (ultimo exo6n), 3’Outer (adaptador en 3’)
respectivamente. Las 3 'y 5' UTR amplificaron correctamente en D. buzzatii, aunque sélo la
3’RACE pudo ser completamente secuenciada.

3 'UTR: EIl fragmento secuenciado (PCR 8Rint-3’Inner) fue secuenciado y alineado
con las regiones 3’ del gen CG4673 de distintas especies secuenciadas (D. grimshawii, D.
virilis y D. mojavensis), y de D. buzzatii (BE). La region de la sefial de poliadenilacion (poli-
A) se localiza 196 pb aguas abajo del codon stop (Figura 3.24) y se conserva en todas las
especies alineadas. La 3’RACE amplifica hasta la sefial de poli-A (donde se localiza el
Adaptador 3’de la 3’RACE), aunque el final de la transcripcion suele prolongarse hasta 30 pb
después de esta sefial. La conservacion entre las especies alineadas se mantiene 24 pb

adicionales que podrian corresponderse al final putativo de la transcripcion.

pgri  —mmmm————— TCAGCTTAGCGCGAAGAAAAATTCTGGTGTTAAAACGAAACTAAAGATT 49
pvir  m—mmm————— TCAGCTTAGCGCGAAGAAAAATTCTGGTGTTAAAACGAAACTAAAGATT 49
Dmoj —mmmm————— TCAGCTTAGCGCGAAGAAAAATTCTGGTGTTAAAACGAAACTAAAGATT 49
Dbuz AGCAGCGTACTTCAGCTTAGCGCGAAGAAAAATTCTGGTGTTAAAACGAAACTAAAGATT 60
Dbuz\3’RACE ——==——=—==———————m— GAAAAATTCTGGTGTTAAAACGAAACTAAAGATT 34
R R R R R R R R R R
Dgri CAATCATACCTACT ——— === == =~ — o oo 63
Dvir CAATCATACCTACT === = = === = = e 63
Dmoj CAATCATACCTACTCTACACATATATATAGCAGAGGGGCACATGGATAAAGTTAAAGCCA 109
Dbuz CAATCATACCTACTCTACACATATATATAGCAGAGGGGCACATGGATARAGTTAAAGCCA 120
Dbuz\3’RACE CAATCATACCTACTCTACACATATATATAGCAGAGGGGCACATGGATAAAGTTAAAGCCA 94
KA Kk Kk Kk Kk Kk kkkkk kK
Dgri = mmmmmmmmm o TTCTCTATAAATGTAATCTTGTATAAGTTTTATAACAA 101
pvir  ———m——- CGCATACCGTACGCCTTCTCTATAAATGTAATCTTGTATAAGTTTTATAACAA 116
Dmoj ATC--ATCGCATACCGTACGCCTTCTCTATAAATGTAATCTTGTATAAGTTTTATAACAA 167
Dbuz ATCCAATCGCATACCGTACGCCTTCTCTATAAATGTAATCTTGTATAAGTTTTATAACAA 180
Dbuz\3’RACE ATCCAATCGCATACCGTACGCCTTCTCTATAAATGTAATCTTGTATAAGTTTTATAACAA 154
Rk bk b bk b
Dgri AATTTAATTTATTTCTAAATAAATTTAAATTGTTGAGT 139
Dvir AATTTAATTTATTTCTAAATAAATTTAAATTGTTGAGT 154
Dmo;j AATTTAATTTATTTCTAAATAAATTTAAATTGTTGAGT 218
Dbuz AATTTAATTTATTTCTAAATAAATTTAAATTGTTGAGT 235
Dbuz\3’ RACE AATTTAATTTATTT

R R R R R R R R R R

Figura 3.24: Alineamiento de la region 3’ conservada a partir del coddn stop del gen CG4673
de las especies D. grimshawii (Dgri), D. virilis (Dvir), D. mojavensis (Dmoj), D. buzzatii
(Dbuz) y la 3’RACE de D. buzzatii (Dbuz\3’RACE). Se muestra la region de poliadenilacion

(gris) conservada en todas las especies alineadas.
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5°UTR: El fragmento amplificado (PCR 1Lint-5’Inner) no pudo ser completamente
secuenciado. Después de mdltiples intentos, los cromatogramas de secuenciacion resultan de
calidad insuficiente y sélo se han podido secuenciar ~200 pb desde el codon inicio del
transcrito RB. Se ha intentado localizar el inicio putativo de la transcripcion mediante la
conservacion nucleotidica entre distintas especies. Se ha completado el alineamiento con las
regiones 5’ de las especies D. koepferae y D. martensis (ambas invertidas para 2m y con la
duplicacion del gen CG4673). La region 5° del gen CG4673 en D. koepferae ya fue
secuenciada para la comparacion de las repeticiones invertidas (véase seccion 3.4.4). La
region 5” del gen CG4673 de D. martensis se ha amplificado con un cebador en el primer exén
orientado hacia la region aguas arriba (firstL) y otro en la propia repeticion invertida anotada
en 5’ del gen CG4673 funcional (IR5°R) (véase Figura 3.18). Las secuencias de los cebadores
se muestran en la Tabla 2.4 en Materiales y Métodos. El alineamiento se completa con las
regiones 5’ del gen CG4673 de D. virilis y D. mojavensis (Figura 3.25). La secuencia de D.
virilis no alinea correctamente (especie mas alejada filogenéticamente), por lo que sélo se han
usado para el alineamiento las regiones con identidad localizadas mediante BLAST con la
secuencia de D. buzzatii.

La region alineada en la Figura 3.25 comprende desde el exon 1 hasta la region
anotada como repeticion invertida en 5° del gen CG4673 (incluyendo el codén inicio y el exén
0 del transcrito RB). Este fragmento de D. buzzatii se ha usado para localizar inicios de
transcripcion (TSS) putativos con el programa Neural Network Promoter Prediction (Reese
2001) implementado en el Berkeley Drosophila Genome Project. Se han considerado todos
aquellos inicios de transcripcion propuestos para este fragmento con una puntuacion superior a
0,95.

En la Figura 3.25 se muestran anotados en gris (TSS1 y TSS4) con las cajas TATA

putativas a 30 pb aguas arriba. Ni estos TSS ni sus cajas TATA se conservan en todas las
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especies comparadas. Paralelamente, hemos localizado otros dos inicios de transcripcién
putativos (TSS2 y TSS3) con las cajas TATA también conservadas entre las especies
comparadas. En el TSS3 también ha sido anotado el supuesto elemento BR (sitio de union de
algunos factores de transcripcion y que se localiza justo aguas arriba de la caja TATA). Hay
otra region altamente conservada en las 5 especies comparadas (regiones en color rosa en la
Figura 3.25). Esta secuencia podria tratarse de un promotor proximal de los TSS 1 0 2, un
promotor aguas abajo (DPE) de los TSS 3 0 4 0 un potenciador (enhancer).

Se han combinado los cebadores de la RACE con los cebadores disefiados en el inicio
y final del transcrito CG4673 para intentar amplificar los extremos (inicio y final) de los otros
dos transcritos detectados en el Northern. Los extremos del transcrito antisentido del gen
CG4673 amplificarian con las combinaciones PCR 1L-5'Inner y PCR 8R-3'Inner. Sin
embargo no se obtuvo producto de amplificacion para estas PCR. Por otro lado, al haber
amplificado transcrito procedente de la copia AC en el anterior experimento de RT-PCR se
intenté combinar los cebadores de la RACE con los cebadores especificos disefiados en la
copia de AC. En este caso, los cebadores Outer fueron reutilizados de las RT-PCR (2L, para la
5’UTR y 7R, para la 3°UTR) y los anidados fueron nuevamente disefiados (2Lint y 7Rint).
Como para la amplificacion de los extremos del gen CG4673 en BE, se ensayaron ambos
sentidos ya que, aunque se detectd transcripcion, no se conoce el sentido de ésta. Tampoco en

este caso se obtuvo producto para estas RACE PCR.
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CGATTGTTTACATAACGTGAAGAGACGATGTCGCACAAAGGCATAAACGAAATTCCGTTT
CGATTGTTTACATAACGTAAAGAGACGATGCCGCACAAAGGCATAAACGAAATTTCGTTT
CGATTGTTTACATAACGTAAAGAGACGATGGCGCACAAAGGCATAAACAAAATTGCGCTT

TATCGGCATGTACTGTACGAGACAGTGAGG-GCNNTGGAMMMGATGTTGATGATG-~~TT

CTTGTAGATGAACTGCTCGAGCAGCAAAGGGGCGCTGGCMMGATGTTGATGATGTTCTT

CTTGTAGATGAATTGCTCGAGCAGCAAAGGAGCGCTGGCEMGGTGTTCTTGCTG-~~TT

CCTATAGATGAATTGCTCGAGCAGCAGCGGTGCACTGGCEMGTTGTTCTTCTTGGTGTT
START RA

TNNNNNGCC------- TGCTGCTGTTGGTGTTGTTAAACG-AGCTTGAGNNNNNTGGA-A

GTATTGGCCT----GCTGCTGTTGGTGTTGTTGTTAAACGTAGTTTGAGCTACTTTGG-A

GTCTTGGCCTGCT-GTTGCTGTGGTTGTTATTGTTAGGCGTAGCTTGAGCTACTTGGA-T
GTTTTGGCCAAATGGCTGCGCTTGTTGTTGTTGTTAAGCGTAGCTTACGCTACTTTGGTT

-AGCCTAAAAGGCCTTAAACTTAGTGTATTGAACTGTACGACATGAAACCGCGCA
--—-CCTAAGAGGCTT---AGTTAG-GTATTGAAGTGTACGACATGAAACCGCGC
TGGCCTAAAAGGCCTTATACTTAGTGTATTGAACCGTACGACATGAAACCGCGC
TAGCCTAAAAGGCCTTAAACTTGGTGTATGGAACTGTACGACATGAAACCGCGC
TAGCCTAAAAGGCCGGAT-CTTAGCGTATTGCACTGTACGACATGCATGCGCGCARECG]

Kok okok ok Kok kx Kk ok kkkKk Kk X Kkkkkkkkkk Kk XXXk k KKKk K
TSS 1

CTGTTTTCCGGAAAACAAATT--CGAACCAAATATCG--TT TACATACAAT
CTG-CTTCTGGAAAACAATTT--CGTACCAAATATCG--TT TACATACAAT
CTG-CAACAGGAAAACAAATT--CGTACCAAATATCG--TT TACTTACAAT
CTG-CAACAGGAAAACAAATT--CGTACCAAATATCGTATT TGCTCACAAA
CTG-CAGCAGCAAAACGAATTTCCGTACCAAA-—————— TATTTGCAAA
* * * * ok kkkxk K kK kk kkkkkk * kkkkrk kA kKK * * *

TSS 2

AATGTGTTAAGACTGTGCCAAAAAGACAAAAGGTTCCCACTGCCATGGTCA
AATGTGTTAGGACTGTGCCAAAAAGAGAAAAGGTTTCCACTGCCATGGTCA
AT TGTGTTAAGACTGTGCCAAAAAGAGAAAAGGTTCTCCCTGCCATGGTCA
AT TATGCGATAGGACTGTGCCAAAAAGAGAAAAGGTTCTCACTGTCATGGCCA
ATG AATGTGTTA--ATTGTGCCAAAAAGAGAACAAGTT-GCACTGCCATGGTCA

KkhkkkkKkkAkk )k K*kk K K%k Kk KAk AkAkAkAkAkAkAkA kAKX kK K* KKKk Kk kkk Kkkkkk K%k

CAAATGTACACGATTGCAGCTATTTACCGCCTCGCCTCTTCTTTTCATCCCATCTATCGG
CAAATGTACACGATTGCAGCTATTTACCGTCTCGCCTCGTCTTTTCATCCCATCTATGGG

CAAATGTACACGATTGCAGCTATTTACCGCCTCGCCTCTTCGTTTCCACCCATCTATGGG
CAAAAATATACGATTGTATACATACACCGCGGCGCCTCC——==——======~ TCTATCGG
QA A —

TTCGTGGCTTTGGTTACAAAAACTACAAGTCATTGCACCTTTGTTTGTGTGTGTGTCCTG
TTCGTGGCTTTGGTTACAAAAACTACAAGTCATTGTACCTTTGTTTGTGTGTGTGTCCTG
TTCGTGGCTTTGGTTACAAAAACTACAAGTCATTGTACCTTTGTTTGTGTGTGTGTCCTG
1417 GOTTTGETTGCAARATCTACAAGTCATTGTACCTTTGTTTCTGTGT = = 1t

khkkhkhkkk Kk kkkkk khkkkkkkkkkkkk khkkkkkkkkk kkkkk

CATCGCGTATGTTGTCAAGCTTCGCGGTGGCAACGAATTGGTACTGACCG-ACATATTGA
CATCGCGTATTTTGTCAAGCTTCGCGGGTACAACGAATTGGTACTGACCGTACATATTAA
CATCGCGTATGTTGTCAAGCTTCGCAGAGGAAACGAATTACTACTGATCGTACATATTGA
CGTCGTGTCTGTTGTCCGGCGTCGCCGTGGCAACGAATTCGCACTGACCGTACTCATCGA
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CTGACTGTC--=========————— TGCTGCAAAACCGTCACACAATCAATACAAATAAT
CTGACTGTC---=-———————————— TGCTGCAAAACCGTCGCACAATCAATACAAATA--
CTGAC-——————————————————— TGCCGCAAAACCGTCGCACAATCAATACAAATAAT

GTGTTAAAAACAAAACAAAGCAAAATTTGTTTTATGGGCTG---CAACAGAGCGTTTGCG
GTGTTAAAAACAAAACAAAGCC-ATTTTTCTTTATCGGCTG---CAACAGAGCGTTTGCG
GTGTTAAAAACAAAACAAAG---TATTTTTTTTATCGGCTG---CAACAGAGCGTTTGCG
TCAACAAAATAAGAA-—-—-————— ATTTTCTTGTAGCAACTGCAACAACAGAGCGTTGGCG
TSS 3
AAAAT TTTTGAAACAATCAGACAACGCAGAACTGCGTCAACC C
AAAAT TTTTGAAACAATCAGACAACGCAGAACGGCGTCAACT,
AAAAT TTTCGAAACAATCTGACAACGCAGAACGCCGTCAACT,
AAAAT TTTTGAAGCGAACAGAAAGCACAGCATGGCGTCAGCT]
TSS 4

TCCTTCATGTATGCCGTGCTACAAAACTCACAATTATTTTACCGAATAATTACTG-ACT
TCCTTCATGTGTGCAGTGCTATGAAGCTGCGTATTATTTTACCGCATAATTATTG-ATT
TCCTTCATGTATGCAGTGCTTAGAAGCTCAGTATTATTTCACCACATATTTATTGAAAT
CTCTTCGAGTATACAATTGTAGAGTGCTCGATTCTGCCTTGTAACTTAATTATTG-CTT

TCTATCAATCTATTTATCAGTTTACTTACAATTTTATCAGABEMTGCTT———-— AAAMARA
TCTATCAATTCATTTATCAGTTTACTTACAATTTTATCAGABEMTGCTT———-— AAAAAA
TCTATCAATCCATTTATCAGTTTACTTACAATTTGATCAGABEMTGCTT———-— AAAAAA

TCTATCACTCCAATTAGCATTTTACTTACAATTTTATCGG. TGCTTCA---AAAAAA
———————————————————— TTTACTTACAATTTTATCAG. TGCTTCAA--AATAAA

Kkhkkkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhk k), K k), K Ak khkkhkkhk k k% Kk Kk Kk

START RB

TAGCACTTGCAAGCAAATCATCACTTGTGTAGACAGTTGGGAAGTA-AGTGTGACCCTGC
TAGCACTCGGAAGCAAATCAGCACTTGTGTAGACAGT-GGGGAGTA-AGTGTGACCATGC
TAGCACTCGGAAGCAAATCAGCACTTGTGTAGACAGT-GGGGAGTA-AGTGTGACCATGC
TTACACTTGGAAGCAAAACAGCACTTGTGTAGACAGT-AGGGACTA-AGTGTGACCATGC
TTACACTTGGAAGCAAAGCAGCACTTGTATAGACAGT-ATAGATTA-AGTGTGACCATGC

* Kkhkkk kK khkkkkkk kK Kkhkkhkkhkkhkkhk KAk khkAk Ak KAk K Kk kk kkkkkkkkk KKK

AC--—-TACCAAAATGTATTTCAAAGT — === === === === === == ——————m o
ATACAGTAAGAAAATGTTACTAAAAGTTTATAAGATAAAATACCAAATGCTGCTAATTGT
ACACAGTAATCAAATGTAACTAAAAGTTTATGAGATAAAATACCAAA--—TGCTAATTGT
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Figura 3.25: Alineamiento de la region 5° del gen CG4673 de las especies D. martensis

(Dmar), D. koepferae (Dkoe), D. buzzatii (Dbuz), D. grimshawii (Dgri), D. mojavensis (Dmoj)

y D. virilis (Dvir). Se muestran los codones de inicio (START) para los transcritos RB y RA

(rojo) y los exones 1 y 0 (amarillo). Se han sefialado todos los sitios de inicio de transcripcion

(TSS) putativos y las cajas TATA ~30 pb aguas arriba (color mas oscuro). Los TSS 1y 4

(gris) son predicciones con puntuacion superior al 0,95% (Berkeley Drosophila Genome

Project). Los TSS 2 y 4 (verde) no han sido predecidos pero son regiones conservadas y

candidatas a TSS. El elemento BR también se ha sefialado para el TSS 3. Una regién

altamente conservada se ha sefialado en rosa. La repeticion invertida y limite de la region

promotora en 5’ se sefiala en azul.
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4.1. Inversiones 2m v 2n

4.1.1. Cartografia de los puntos de rotura

La region de los puntos de rotura en el genoma no invertido de D. mojavensis se
localizé inicialmente mediante la bdsqueda bioinforméatica con los extremos de los clones
BAC secuenciados. Diez de los 18 extremos de los 9 BAC se secuenciaron y localizaron
correctamente en el genoma de D. mojavensis. Las regiones de los puntos de rotura se
localizaron en entre los extremos 14B19-T7 (A) y 20019-T7 (B), 20019-SP6 (E) y 16H04-T7
(F), IN19-T7/14B19-SP6 (C) y 16H04-SP6 (D). Las PCR disefiadas en los fragmentos de la
secuencia del scaffold 6450 de D. mojavensis limitados por los extremos de los clones BAC,
permitié acotar las regiones de la cartografia (véase Resultados para mas detalles). En D.
mojavensis la region del punto de rotura EF se localizo en la secuencia intergénica de ~2 Kb
entre los genes Wsck (E) y CG8147 (F). El punto de rotura CD quedé cartografiado en un
fragmento de ~3 Kb de la region intergénica entre los genes scrib (C) y CG8147 (Orb98b).
Finalmente, el punto de rotura AB se encontré en un fragmento de ~18 Kb entre los genes msi
(A) y Ssadh (B). Posteriormente, la reanotacion del genoma de D. mojavensis, permitio acotar
dicha region a ~15 Kb entre los genes CG12250 (A) y Ssadh (B). Los genes CG12250 y msi
son solapantes con orientacion opuesta. La PCR A4, que habia sido disefiada en una fraccion
conservada de la region intergénica entre los genes msi y CG4673, corresponde con el inicio
del gen CG12250 (véase Figura 3.3 en Resultados). Inicialmente, el gen CG4673 y sus dos
genes anidados (CG5079 y CG5071) no pudieron ser cartografiados en ningin bloque
sinténico, por lo que el punto de rotura se ubicd en una region que incluyé dicho conjunto de

genes.
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4.1.2. Aislamiento y secuenciacion de los puntos de rotura

La distancia entre las sondas A4 (CG12250) y B2 (Ssdah) de la cartografia del punto
de rotura AB no pudo ser reducida. Una bateria de cebadores fueron disefiados para intentar
posicionar el fragmento que incluye las PCR B3 y PCR B4 (véase Figura 3.3 en Resultados)
pero no se consiguié ubicarlo contiguo al blogque A o al B. Alternativamente, se pensé que
dicha regién podria albergar el punto de rotura AB, interrumpiendo la unidad de transcripcion
0 su regulacion. Este efecto de posicion suele ser detrimental aunque la alteracion del patrén
de expresion ha sido observada en las inversiones In(3L)Payne (Wesley y Eanes 1994) y 2j
(Puig et al. 2004) en Drosophila.

Esta distancia fue insalvable para amplificar por PCR los puntos de rotura AC y BE en

D. buzzatii y, s6lo el punto de DF rotura pudo ser secuenciado inicialmente (ver mas abajo).

4.1.2.1. Hibridacion de Southern

Abordamos el problema de la caracterizacion de la region del punto de rotura AB con
una hibridacion de Southern (véase Tabla 3.4 en Resultados) con las sondas méas cercanas a la
cartografia de los puntos de rotura (A4, B2, C1 y E3). En las hibridaciones con las sondas A4
y C1 en las digestiones del clon BAC 1N19 (punto de rotura AC) no se obtuvo ningln
fragmento que las contuviera a ambas. Por el contrario, cuando se hibridaron las sondas B2 y
E3 en las digestiones del clon BAC 20019 (punto de rotura BE), se obtuvieron 8 patrones de
restriccion donde el fragmento hibridado era el mismo para ambas sondas.

Al comparar la cantidad de bandas unicas hibridadas para ambas sondas se concluyo
que la distancia entre las sondas A4 y C1 debia ser mucho mayor a la que separaba las sondas

B2 y E3 en D. buzzatii. Concretamente, el fragmento de la digestion del BAC 20019 maés
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pequefio hibridado con las sondas B2 y E3 indicaria la distancia maxima que las puede
separar. El fragmento mas pequefio hibridado con ambas sondas fue el obtenido de la digestion
con Pstl y tenia un tamafio de ~7,5 Kb, tamafio muy inferior al necesario para albergar la
mayor parte de las ~15 Kb que separan las sondas A4 y B2 en D. mojavensis. De este modo, el
punto de rotura AB en D. mojavensis deberia encontrarse mas cerca de la sonda B2. Por tanto,
en D. buzzatii, la mayor parte de las 15 Kb que incluyen el gen CG4673 se localizarian
contiguas al limite del blogue sinténico A (entre las sondas A4y C1).

Alternativamente, si la inversidbn 2m se hubiera generado primero, el limite del
segmento B podria contener las 15 Kb que separan las sondas A4 y B2. En este caso, el punto
de rotura AB en D. mojavensis se encontraria cercano a la sonda A4. La inversién 2n se
produciria solapando una ordenacion intermediaria AC-BD-EF. Si el punto de rotura distal de
la inversion 2n fuera imbricado al punto de rotura proximal de la inversion 2m, la ordenacion
final podria ser AC-B’E-D(B”)F donde B” corresponderia a las 15 Kb representadas por las
sondas B3 y B4. Sin embargo, esta hip6tesis quedo6 descartada porque en el andlisis preliminar
del punto de rotura DF en D. buzzatii, no se encontraron trazas del punto de rotura AB de D.
mojavensis.

La sonda B2 fue disefiada en el limite del bloque sinténico B y abarcaba parte del gen
Ssadh y la regién intrénica de éste con el gen CG4673. Esta sonda hibridd normalmente con
las digestiones del BAC 20019, pero también hibrid6 débilmente en el control negativo de la
hibridacion de Southern con el BAC 1N19. Esta sefial seria consistente con una duplicacion
que, al menos contendria dicha sonda. La debilidad de la sefial puede deberse a dos motivos.
Por un lado, la duplicacion podria incluir solo parcialmente la sonda. Por otro lado, la
duplicacion podria tener menor similitud con la sonda debido a la degradacion y por tanto,
menor afinidad con esta. La sonda B2 hibridé con el mismo fragmento de la digestion del

BAC 1N19 con el que hibrida la sonda C1, pero no con el que hibrida la sonda A4. Esta
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coincidencia colocaria la posible duplicacién (representada por la sonda B2) mas cerca del gen
scrib (sonda C1) que al gen CG12250 (sonda A4). Finalmente, la Unica soluciéon a la
amplificacion y secuenciacion de los puntos de rotura AC y BE de D. buzzatii fue secuenciar

los dos BAC que contenian dichos puntos de rotura.

4.1.2.2. Anotacién de los clones BAC 1N19 y 20019

Las secuencias de los clones BAC fueron anotadas y la organizacion génica comparada
con la de las regiones homoélogas en el genoma de D. mojavensis (véase Figura 3.5 en

Resultados).

Genes

La mayor parte del clon BAC 1N19 es ortdloga a la region A de D. mojavensis
mientras que la mitad del clon BAC 20019 es ortéloga a la region B y la otra mitad a la region
E de D. mojavensis (véase Figura 3.5 en Resultados). El contenido génico de los clones BAC
esta altamente conservado con el genoma de D. mojavensis. EI nimero, orden, marco de
lectura, posicion y orientacion de los genes anotados en los clones BAC se conservan en D.
mojavensis. Los clones BAC no contienen por tanto, ningin otro punto de rotura de ninguna
otra reorganizacién ni limite de blogue sinténico aparte del limite entre Ay C (BAC 1N19) y
entre By E (20019).

Los puntos de rotura se localizaron en los lugares que la cartografia predijo. El punto
de rotura AC fue localizado entre los genes CG12250 y scrib y el punto de rotura BE entre los
genes Ssadh y Wsck. El gen CG4673 y los dos genes anidados CG5071 y CG5079, que no
habian podido ser localizados anteriormente en D. buzzatii, fueron localizados en las regiones

de los puntos de rotura. EI gen CG5071 fue anotado en el punto de rotura AC. Solo un
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fragmento con homologia con el gen CG5079 de D. mojavensis pudo ser anotado también en
el punto de rotura AC. Por el contrario, el gen CG4673, compactado por la ausencia del intrén
6, se anotd en el punto de rotura BE. En el punto de rotura AC también se encontraron
multiples fragmentos con similitud a CG4763. Todas estas observaciones pueden explicarse
mediante una duplicacion del segmento que contiene CG4673 y los dos genes anidados
CG5071 y CG5079. Posteriormente, la pérdida del intron 6 del gen CG4673 en BE, provocaria
la pérdida de sus genes anidados. En el punto de rotura AC, los genes CG4673 y CG5079
habrian pseudogenizado y sélo el gen CG5071 permaneceria funcional. Por otro lado, el gen
CG4673 anotado en BE tiene una orientacion opuesta respecto a la region B (gen Ssadh) de D.
mojavensis. En el genoma no invertido, el gen Ssadh y CG4673 estan en la misma cadena
(véase Figura 3.5 en Resultados). En D. buzzatii, Ssadh sigue en la misma cadena y
orientacion, pero CG4673 esta anotado en la cadena opuesta. Esta anotacion indica que la
duplicacion del fragmento podria estar ademas microinvertida (ver mas abajo).

En la Tabla 3.8, se muestra la densidad de CDS y pb putativamente transcritos de cada
region de ambos clones BAC. Las regiones C, B y E se localizan en el interior de las
inversiones 2m y 2n mientras que la region A se localiza en la porcion distal fuera de la
inversion 2m (véase Figura 3.1 en Resultados). Las duplicaciones se han englobado dentro de
las regiones de los puntos de rotura. De este modo, la proporcion de CDS en los puntos de
rotura se refiere al gen CG5071 (punto de rotura AC) y a CG4673 (punto de rotura BE). Estas
regiones tienen la menor proporcion de transcripcion (13,6% en AC y 44,90% en BE), aunque
no la de CDS. Este efecto se debe a que ambas regiones de los puntos de rotura, tienen un gen
abundante en pb exdnicos pero no en intrénicos. En AC, el gen CG5071 esta codificado por un
solo exdn. En BE, el gen CG4673 esta codificado por 8 exones, pero se encuentra muy
compactado debido al perdida del intrén 6. En cualquier caso, los puntos de rotura se observan

en las regiones de menor densidad génica. Ninguna de las inversiones descritas en Drosophila
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(véase Tabla 1.1 en Introduccion) interrumpe una unidad transcripcional. La seleccion actua
contra las inversiones con efectos de posicién detrimentales por lo que se esperan mayor

cantidad de puntos de rotura en regiones con densidad génica baja (Sperlich 1963).

Elementos transponibles

Los TE anotados en los dos clones BAC secuenciados se muestran en las Tablas 3.6 y
3.7 de Resultados. En la Tabla 3.8, se muestra la densidad de los elementos en cada region
para ambos clones BAC. En la Tabla 4.1 hemos agrupado esta informacion para los TE dentro
de las inversiones 2my 2n (regiones C, B y E), fuera de ellas (region A), en las regiones de los

puntos de rotura (BE y AC) y en el total de los dos clones BAC secuenciados.

Tabla 4.1: Resumen del contenido en elementos transponibles de los dos BAC secuenciados
organizado y agrupado en (i) dentro de las inversiones (regiones B, C y E), (ii) fuera de las

inversiones (region A) y (iii) en puntos de rotura (AC y BE).

dentro de las fuera de las puntos de rotura
inversiones inversiones (ACy BE)

(regiones B, Cy E) (region A) TOTAL
pb 158.123 76.970 23.585 258.678
pb TE 3.143 1.284 1.430 5.857
% TE 1,98 1,67 6,06 2,26
n° TE 9 7 6 22
n° 56,92 90,94 254,40 85,05
inserciones/Mb
Tamafio medio 349,22 183,42 357,5 266,22

de cada TE (pb)
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Hemos analizado las diferencias observadas en las densidades de TE en las regiones de
los clones BAC. En las regiones de los puntos de rotura, se observa una densidad de 6,06% de
TE, lo que significa tres veces mayor densidad que fuera de éstos. Hemos realizado un
ANOVA para comparar las densidades observadas en las regiones fuera de las inversiones,
dentro de las inversiones y en los puntos de rotura. Las densidades observadas son
significativamente distintas (P=0,0335) (Tabla 4.2). Sin embargo, la practica totalidad de la
region C (inversion 2m) del BAC 1N19, esta anotada como gen scrib (véase Figura 3.5 en
Resultados). Podriamos estar observando menor densidad dentro de las inversiones debido a
que la seleccion no haya permitido méas inserciones dentro del gen. S6lo 436 de los 1.572
elementos D. melanogaster han sido anotados dentro de regiones que se transcriben
(Kaminker et al. 2002).

Para analizar las proporciones de TE en cada region, hemos comparado las ventanas de
5 Kb descritas en las Tablas 3.6 y 3.7. Hemos organizado las ventanas en grupos segun la
region a la que pertenecen. De este modo, hemos considerado las proporciones de 30 ventanas
dentro de inversiones, 20 fuera de las inversiones y 5 en los puntos de rotura. Sélo la
comparacion de las proporciones entre los TE fuera de las inversiones y en los puntos de
rotura es significativa (P=0,0039) (Tabla 4.2).

Sin embargo hay que tener en cuenta que este analisis no contabiliza el nimero de TE
insertados, sino la proporcién de pares de bases anotadas como tal. El sesgo observado podria
deberse simplemente a que las inserciones en los puntos de rotura son mas recientes y, por

tanto, menos degeneradas. Es decir, con fragmentos de TE anotados mas largos.
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Tabla 4.2: Analisis de la varianza (ANOVA) de un factor entre la cantidad de TE anotados en
cada region de los dos BAC secuenciados. 1. Comparacién entre grupos: Se han comparado
las densidades de los tres grupos usando la proporcion de TE (%) de cada regién de la Tabla
3.8: (i) dentro de inversiones (densidades de C, B y E); (ii) fuera de inversiones (densidad de
A); (iii) puntos de rotura (densidades de AC y BE). Las comparaciones 2, 3 y 4 se han
realizado usando la proporcion de TE en cada ventana de 5 Kb de las Tablas 3.6 y 3.7
correspondientes a las regiones dentro de las inversiones, fuera de las inversiones y en puntos
de rotura. 2. Comparacion dentro/fuera; 3. Comparacion fuera/punto de rotura; 4.

Comparacién dentro/punto de rotura. *P<0,05.

1. Analisis de varianza de un factor entre dentro, fuera y punto de rotura

GRUPOS n°porcentajes Suma  media Varianza

Dentro 3 4,73 1576667 1,541633
Punto rotura 2 12,25 6,125 0,08405
Fuera 1 1,67 1,67 -

SS df MS F P-value F crit
Entre grupos 27,30737 2 13,65368 12,93241 0,033506 9,552094
Dentro grupos 3,167317 3 1,055772

2. Andlisis de varianza de un factor entre dentro y fuera

GRUPOS n°ventanas TE(pb) mediade TE (pb)  Varianza

Dentro 30 3146 104,8667 81407,29
Fuera 20 1284 64,2 20459,33

SS df MS F P-value F crit
Entre grupos 19845,33 1 19845,33 0,346449 0,55889 4,042652

Dentro grupos 2749539 48  57282,06
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3. Analisis de varianza de un factor entre fuera y punto de rotura

GRUPOS n°ventanas TE(pb) mediade TE (pb) Varianza
Fuera 20 1284 64,2 20459,33
Punto rotura 5 1488 297,6 24533,3
SS df MS F P-value F crit

Entre grupos 217902,2 1 217902,2 10,29402  0,003899  4,279344
Dentro grupos 486860,4 23 21167,84

4. Analisis de varianza de un factor entre dentro y punto de rotura

GRUPOS n°ventanas TE(pb) mediade TE (pb) Varianza
Punto rotura 5 1488 297,6 24533,3
Dentro 30 3146 104,8667 81407,29
SS df MS F P-value Fcrit

Entre grupos 159197,7 1 159197,7 2,136496  0,153288  4,139252
Dentro grupos 2458945 33 74513,47

Las diferencias observadas podrian deberse al tamafio de los TE, y no a la densidad de
éstos. En la Tabla 4.1 también se muestra la estima del nimero de inserciones de TE en cada
region. Cuando dos fragmentos del mismo tipo de TE han sido anotados a menos de 0,5 Kb el
uno del otro, hemos considerado que se trata de la misma copia insertada. De este modo, en el
BAC 1N19, observamos que solo hay un elemento en la region C (TART), cinco en el punto de
rotura AC (BuT5, Helitron, 2 ISBu y BS2) y siete en la region A (2 ISBu, 3 TART y 2 Helitron)
(vease Tabla 3.6 en Resultados). Del mismo modo, para el BAC 20019, observamos que hay

5 elementos en la region B (Mini-me, ISBu, 3 TART), uno en el punto de rotura BE (BuT5) y 3
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en la region E (Helitron, TART y ISBu) (véase Tabla 3.7 en Resultados). En total, observamos
9 TE dentro de las inversiones, 7 fuera de las inversiones y 6 en los puntos de rotura. Si
normalizamos el nimero de TE por el tamafio de cada region, observamos que la tasa de
insercion por Mb en cada region sera de 56,92 TE/Mb dentro de las inversiones; 90,94 TE/Mb
fuera de las inversiones y 254,40 TE/Mb en los puntos de rotura (véase Tabla 4.1). Si
dividimos el nimero de pb anotados como TE en cada region entre el nimero de copias
insertadas, obtenemos el tamafio medio de cada elemento. La media de tamarios es similar
dentro de inversiones (349,22 pb) y en las regiones de los puntos de rotura (357,5 pb) pero
inferior fuera de las inversiones (183,42 pb).

Por tanto, la mayor densidad observada en los puntos de rotura podria deberse al mayor
tamafio de los TE. De todos modos, la tasa de insercion por Mb en las regiones de los puntos
de rotura es 4 veces mayor que dentro de las inversiones y 2,5 veces mayor que fuera de ellas.

Estos resultados indican que los TE anotados en los puntos de rotura y dentro de
inversiones estan menos degenerados. Este efecto observado tiene dos explicaciones. Por un
lado, estas inserciones podrian haberse producido mas recientemente en el tiempo. Por otro
lado, la degeneracion de estos elementos, se habria visto frenada en regiones de baja
recombinacion, quedando protegidos de su eliminacion. De todos modos, no esperamos
diferencia en la densidad entre las regiones comparadas ya que la baja recombinacién
observada en los heterocariotipos tiende a acumularse mas alla de los puntos de rotura y no
solo dentro de las inversiones (Andolfatto et al. 2001). Ademas, la tasa de eliminacion de los
TE se reduce en los heterocariotipos debido a la reduccion de la recombinacién sélo cuando
las inversiones son polimorficas (Montgomery et al. 1987; Langley et al. 1988; Lyttle y
Haymer 1992; Céceres et al. 2001; Bartolomé et al. 2002; Casals et al. 2006). Cuando la
inversion aumenta en frecuencia y el nimero de éstos se reduce, la eliminacion de TE por

recombinacion ectdpica sucede normalmente (Petrov et al. 2003).
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La significacion observada en la densidad de los TE en los puntos de rotura podria
deberse solo a la densidad de unidades de transcripcion. Las regiones de los puntos de rotura
AC y BE son las regiones con menor densidad génica, por lo que podrian acumular mas
cantidad de TE al ser sus inserciones aqui menos detrimentales (Kaminker et al. 2002).

Por otro lado, hemos analizado conjuntamente los resultados observados en el total de
los dos clones BAC (considerando todas las regiones). Kaminker et al. (2002), estudiaron la
fraccion de TE en la porcion eucromaética del genoma de D. melanogaster. La densidad de TE
en la eucromatina es del 3,86% y la media de tamafio de los 1.572 TE anotados es de 2.869 pb.
La estima del nimero de inserciones por Mb resulté de 13,46 elementos. La densidad de TE
en los dos clones BAC de D. buzzatii es de 2,26%, algo menor que la observada en la region
eucromatica del genoma de D. melanogaster. Sin embargo, la media de tamafio estimado para
los TE anotados en Kaminker et al. (2002) muy superior a los 266,22 pb observados en los
clones BAC de D. buzzatii (véase Tabla 4.1). De este modo, la diferencia observada en la
densidad, podria deberse al tamafio y no al nimero de inserciones. En los clones BAC de D.
buzzatii observamos 22 inserciones. EI nimero promedio de inserciones es de 85,05 TE por
Mb. Esta estima es muy superior a las 13,46 inserciones por Mb calculada para D.
melanogaster. Esta observacién podria deberse a que anotaciones de fragmentos muy
separados se hayan considerado parte del mismo TE. De este modo, se explicaria porque
observan mayor densidad y un orden de magnitud mayor el tamafio medio de los elementos
anotados. Si s6lo consideramos la fraccion eucromética del elemento E de Muller de D.
melanogaster (Kaminker et al. 2002), las observaciones son parecidas a las observadas para
todo el genoma. Se han contabilizado 288 TE con una media de tamafio de 3.010 pb y 10,33
inserciones por Mb. Las diferencias entre el trabajo de Kaminker et al. (2002) y nuestros
resultados no se deben por tanto a diferencias entre cromosomas. Sin embargo estas estimas

consideran todo el genoma de D. melanogaster mientras que la que obtenemos en este trabajo

209



Discusion

solo considera una fraccién muy pequefia del genoma de D. buzzatii que podria sesgar la

observacion.

4.1.3. Generacion de las inversiones 2m vy 2n

La caracterizacion y el analisis molecular de los puntos de rotura de una inversién no
siempre permiten resolver el origen de ésta. En numerosas inversiones, no se pudo resolver el
mecanismo que las ha generado. La presencia de TE en los puntos de rotura de una inversion
no siempre se ha asociado a recombinacion ectdpica o insercion hibrida. Un elemento en la
region del punto de rotura puede no haber intervenido en el origen de la inversion y haberlo
colonizado posteriormente (Caceres et al. 2001; Casals et al. 2006). S6lo cuando éste se anota
justo en la junta entre blogues conservados puede haber participado en el origen de la
inversion. Del mismo modo, no siempre se puede identificar la junta. La presencia de los
elementos tipo Helitron y TART en los puntos de rotura de la inversion 5g (Prazeres et al.
2009) y BS y CR1a en la inversién 3R(8), no fueron anotados en la junta, por lo que no fueron
relacionados con el origen de la inversion. EI complejo de secuencias repetitivas en los puntos
de rotura de 2La (Sharakhov et al. 2006), el elemento G en el punto de rotura proximal de
In(3R)Payne (Matzkin et al. 2005), el elemento tipo LINE en el punto de rotura distal de
In(2L) (Andolfatto et al. 1999) y el elemento Odysseus en el punto de rotura distal de 2Rd’
(Mathiopoulos et al. 1998) aln estando anotados en las juntas entre bloques conservados no
pudieron ser relacionados con el mecanismo que ha generado las inversiones (véase Tabla 1.1

en Introduccion).
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4.1.3.1. Duplicacion asociada a la inversién 2m

La anotacion de los clones BAC 1N19 y 20019 permitié detectar una duplicacion
asociada a la inversion 2m. En el punto de rotura proximal (BE), s6lo el gen CG4673 fue
anotado y es putativamente funcional (véase seccion 4.1.2.2). En el punto de rotura distal de la
inversion 2m (AC), solo el gen CG5071 sigue siendo putativamente funcional. En este caso,
algunos fragmentos de identidad con los genes CG4673 y CG5079 de D. mojavensis pudieron
ser anotados. Las anotaciones mas remotas de WCG4673 contienen el gen CG5071 y el
pseudogen YCG5079.

Aunque algunos genes anotados estén degradados, parece razonable suponer que el
fragmento entero (incluyendo el gen CG4673 y los anidados CG5071 y CG5079) fue
inicialmente duplicado. La pseudogenizacion de YCG4673 y WYCG5079 en el punto de rotura
AC, asi como la pérdida del intron 6 de CG4673 en el punto de rotura BE, ocurrieron mas
tarde. De este modo, la duplicacién no ha provocado el aumento en el nimero de copias de
estos genes en D. buzzatii. De hecho, el gen CG5079 se ha perdido en ambos puntos de rotura.
Un fragmento del punto de rotura AC con identidad con el intron 6 del gen CG4673 de D.
mojavensis fue anotado microinvertido (véase Tabla 3.9 en Resultados). Este fragmento se
localiza en la regiéon 5° de WCG5079 en AC en D. buzzatii y podria ser el motivo de la
degradacidn de este gen. Sin embargo, en esta region no hay anotado ningin promotor en los
genomas de D. mojavensis y D. melanogaster. La duplicacion supone otros dos eventos en el
genoma de D. buzzatii. En primer lugar, el gen CG4673 se ha compactado debido a que la
copia putativa funcional localizada en BE ha perdido las ~9 Kb de la secuencia del intron 6
(vease Tabla 3.13 en Resultados). Esta compactacion podria suponer una transcripcion mas
eficiente y rapida en los genomas invertidos. En segundo lugar, el gen CG5071, anidado en

CG4673 en D. mojavensis, no se encuentra anidado en D. buzzatii.
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Estos resultados observados en la secuenciacion de los dos clones BAC, son coherentes
con las conclusiones obtenidas en la hibridacion de Southern. Por un lado, el fragmento de ~15
Kb correspondiente al gen CG4673 (aunque éste esté degenerado) se ha anotado entre las
sondas A4 y C1. Por otro lado, una copia compactada del gen CG4673 también se ha anotado
en el punto de rotura BE (entre las sondas B2 y E3), produciendo la sefial débil obtenida en el
control negativo. La sonda B2 delimitaba la cartografia del bloque sinténico B porque
amplifica el ultimo exon del gen Ssadh y la region intergénica con el gen CG4673. La
amplificacion y la sefial fuerte en la hibridacion de Southern en el BAC20019 de esta PCR
indicaron que se habia disefiado en el bloque sinténico B. Sin embargo, la regién intergénica
que amplifica la PCR B2 corresponde a la region aguas arriba del gen CG4673, también
presente en el punto de rotura AC vy, por tanto, se obtuvo una sefial débil en las hibridaciones
de esta sonda en el BAC 1N19. Tal y como se discutié en las conclusiones de la hibridacién de
Southern, la homologia de la sonda B2 en el BAC 1N19 se localizé mas cerca de la sonda C1
(gen scrib) ya que, entre B2 y A4 (CG12250) esta YCG4673.

La presencia de duplicaciones en los puntos de rotura como consecuencia del
mecanismo de inversion ha sido descrita en trabajos anteriores. En el grupo melanogaster, 18
de las 29 inversiones fijadas entre D. melanogaster y D. yakuba se han asociado a
duplicaciones de genes (Ranz et al. 2007). La mayoria de estas duplicaciones se encuentran
invertidas (17 de 18). Por otro lado, sélo 6 procederian de ambos puntos de rotura, mientras
que en 12 casos se detecté un fragmento duplicado e invertido de un sélo punto de rotura.
También en la inversion In(3R)Payne (Matzkin et al. 2005) se observaron duplicaciones
invertidas de ambos puntos de rotura. Cuando ambos puntos de rotura se duplican, la
explicacion més plausible consiste en la rotura escalonada de ambos puntos de rotura y
reparacion erronea del fragmento (Krimbas y Powell 1992; Ranz et al. 2007). En la inversion

2La en el complejo Anopheles gambiae (Sharakhov et al. 2006) se detecté un fragmento
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duplicado de sélo un punto de rotura y la duplicacion anotada en Xe en D. mojavensis (Cirulli
y Noor 2007) es anterior al origen de la inversién (Runcie y Noor 2009). Para ambas
inversiones, la rotura y reparacion es consistente pero pueden explicarse por otros
mecanismos. La inversion 3R(6) de D. melanogaster (MacDonald y Long 2006) es la Unica
inversion con duplicaciones directas. Ranz et al. (2007) explican que una microinversion
habria ocurrido para explicar dicha observacion. No se ha descrito ningun mecanismo que
produzca duplicaciones directas en los puntos de rotura. La duplicacion directa encontrada en
la inversion 2m también parece ser debida a la microinversion de la duplicacion (véase seccion
4.1.2.2). Cuando s6lo uno de los puntos de rotura esta duplicado, aparte del mecanismo de
NHEJ (un punto de rotura escalonado y otro de doble cadena), el mecanismo de insercion
hibrida entre distintas copias de un TE (Chalmers y Kleckner 1996; Gray et al. 1996; Gray

2000) también puede explicar dichas duplicaciones invertidas.

Mecanismos de duplicacion

Insercion hibrida

En el sistema clasico de transposicion de cortar-pegar, la transposasa escinde el TE del
genoma y éste se inserta en una nueva diana. Alternativamente, la escision erronea
(transposicion alternativa) implica el extremo 5° de un elemento y el extremo 3’ de otro
cercano (Gray et al. 1996). La insercion hibrida de este elemento en una nueva diana provoca
distintos tipos de reorganizaciones (Zhang y Paterson 2005). Este mecanismo también puede
generar duplicaciones. En el caso de la inversion 2m, la duplicacion observada se produciria
con la transposicion alternativa de un elemento insertado aguas arriba del gen CG4673 y otro
elemento en la misma orientacion aguas abajo del gen CG4673 en un cromosoma homologo

(Figura 4.1).
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Figura 4.1: (Pagina anterior). Posibles mecanismos de inversion del fragmento B-C
(inversion 2m) con duplicacion del gen CG4673. En ambos casos, la duplicacion queda en
orientacion opuesta. Izquierda, transposicion alternativa. Derecha, rotura méas reparacion por
NHEJ. En el primer mecanismo, las flechas indican copias de TE en la misma orientacion
(circulo y cuadrado sefialan los sitios de insercion de éstos). Primero se produce la
transposicion alternativa con escision de extremos complementarios de cada una de las copias.
La insercion hibrida en la nueva diana (triangulo) produce un cromosoma homologo o
cromatida con una inversion y una duplicacion asociada. Los otros dos extremos podrian
unirse observando una delecion. Los TE quedan en orientacion opuesta. En el segundo
mecanismo, se muestran las dos hebras de la cadena. Los cuadrados negros indican dénde se
produce una rotura de una Unica hebra (SSB) y los cuadrados grises donde se produce una
rotura de doble hebra (DSB). Después de la inversion, se reparan los extremos (flechas negras)

y las cadenas de hebra sencilla (flechas blancas).

La inversién con la duplicacion del gen CG4673 se produciria si la insercion del
elemento hibrido se produjera en el punto de rotura CD. En la anotacion de los puntos de
rotura, distintas copias del elemento transponible BuT5 fueron anotadas aguas abajo de las dos
regiones duplicadas como se espera en el modelo de insercion de un elemento hibrido (véase
Figura 3.7 en Resultados). En la inversion X(1) de D. melanogaster (Ranz et al. 2007), como
en la inversién 2m, se ha descrito una duplicacion invertida ademas de repeticiones directas de
TE en los puntos de rotura. EI mecanismo propuesto para esta inversion fue la rotura
escalonada. Los TE suelen colonizar los puntos de rotura debido a la baja recombinacién y su
incapacidad para eliminarlos (Langley et al. 1988; Ashburner 1989; Montgomery et al. 1991;
Charlesworth 1996; Goldman y Lichten 1996). Aun cuando el mecanismo de inversion mas
plausible es la reparacion errénea de un fragmento se han encontrado elementos transponibles.
En las inversiones con duplicaciones invertidas originadas por NHEJ In(3R)Payne (Matzkin et

al. 2005) y 3R(8) (Ranz et al. 2007) se han descrito TE en los puntos de rotura. También en la
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inversion 5g en D. buzzatii (Prazeres et al. 2009), aunque el mecanismo mas plausible fuera el
resultado limpio de cortar-pegar, los puntos de rotura también han sido colonizados por TE a
posteriori (véase Tabla 1.1 en Introduccion). En las inversiones 2Rd’ (Mathiopoulos et al.
1998), In(2L) (Andolfatto et al. 1999) y 2La (Sharakhov et al. 2006) también han sido
anotados distintos TE aunque no se ha descartado su implicacién en el mecanismo que las ha
generado (véase Tabla 1.1 en Introduccion).

Ademas, el propio BuT5 se espera en inversiones y puntos de rotura como un clasico

colonizador secundario (Céaceres et al. 2001; Casals et al. 2006; Delprat et al. 2009).

Rotura escalonada

Las inversiones producidas por NHEJ también pueden producir duplicaciones al
reparar las roturas escalonadas. La rotura escalonada esta compuesta por dos roturas SSB
cercanas (una en cada hebra) produciendo extremos cohesivos. La reparacion erronea invierte
el fragmento situando cada una de las dos hebras del extremo cohesivo flanqueando dicho
fragmento invertido. La reparacion de estas hebras de cadena simple genera una duplicacién
en orientacion opuesta que rodea la inversion (véase Figura 1.1 en Introduccion). En la
inversion 2m, el extremo distal seria la rotura cohesiva y la proximal de cadena doble (Figura
4.1). Las roturas de una hebra de la rotura escalonada se producirian aguas abajo y aguas
arriba del gen CG4673. Por tanto, el extremo cohesivo incluye todo el gen CG4673. La
distancia entre ambas roturas de cadena simple y por tanto el tamafio de la duplicacién es de
~13 Kb. Las duplicaciones descritas en inversiones originadas por este mecanismo son de
menor tamafio. En la comparacion de los genomas entre D. melanogaster y D. yakuba, el
rango de estas duplicaciones varia entre 46 pb y 1,9 Kb, con 321 pb de promedio (Ranz et al.
2007). La duplicacion descrita en la inversion 2La en A. gambiae (Shrakhov et al. 2006) llega

hasta los 750 pb mientras que en la inversion In(3R)Payne (Matzkin et al. 2005), la
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duplicacion en el punto de rotura distal es de ~2 Kb y la del punto de rotura proximal se ha

anotado en ~7 Kb.

Microinversion

Los dos modelos que hemos discutido generan duplicaciones con orientacion
invertida (Figura 4.1). Sin embargo, la duplicacion asociada con la inversion 2m que incluye el
gen CG4673 estd en la misma orientacion en los dos puntos de rotura AC y BE. Por tanto, la
duplicacion ocurrié primero con la inversion 2m y, posteriormente, este fragmento duplicado
se microinvirti. La comparacion con el genoma de D. mojavensis indica que la
microinversion ocurrié en la duplicacién proximal (véase seccion 4.1.2.2). Por lo tanto, la
microinversién cambid la orientacion del gen CG4673 en el punto de rotura BE. Casos
similares de microinversion han sido descritos previamente para explicar la orientacion de los
genes duplicados que flanquean una inversion (Macdonald y Long 2006; Ranz et al. 2007).

Una repeticién invertida de ~120 pb fue anotada flanqueando el gen CG4673 en el
punto de rotura BE. Esta secuencia repetida esta anotada como copia Unica en la regién 5' del
gen CG4673 en D. mojavensis y en la region 5 ' de WCG4673 en el punto de rotura AC. No
podemos por lo tanto invocar la recombinacion ect6pica entre las repeticiones invertidas como
mecanismo que generd la microinversion. A diferencia de la inversion 2m, s6lo se anotaron
trazas de TE en la region aguas abajo de la duplicacion proximal de la microinversion (véase
Figura 3.7 en Resultados) y no en ambas regiones y en orientacién opuesta como se describid
en el modelo de insercién hibrida (Figura 4.1). Sin embargo, la rotura escalonada y NHEJ
produciria la microinversion de esta duplicacion y explicaria la presencia de repeticiones
invertidas flanqueando el gen CG4673 en D. buzzatii.

El gen CG4673 en el intermediario no microinvertido se localizaria en orientacion

directa 5°-3°. En D. mojavensis, la secuencia de la repeticion ha sido anotada en la region 5°.
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De este modo, en esta microinversion, la rotura escalonada procederia del punto de rotura
distal (aguas arriba de CG4673). Al no haber encontrado duplicaciones procedentes de la
rotura proximal (aguas abajo de CG4673 en BE) se entiende que, como en la inversion 2m, la
rotura aqui fue de doble cadena. La duplicacion de la inversion 2m también procede del punto
de rotura distal.

La duplicacion inesperada, la degradacion del gen CG4673 en AC y la microinversion
explican porque las PCR para intentar amplificar los puntos de rotura en D. buzzatii no
funcionaron. Los intentos de localizar el gen CG4673 en AC habrian fracasado debido a la
degradacion del gen. Los cebadores disefiados en CG4673 no tienen homologia con la copia
pseudogenizada anotada en AC. Cuando intentamos amplificar el gen en BE, los resultados

fueron negativos debido a la orientacién inesperada causada por la microinversion.

4.1.3.2. Inversidon 2n

No hay duplicaciones asociadas a la inversion 2n. Algunos fragmentos de TE fueron
anotados en ambos puntos de rotura de la inversion. La copia de ISBu anotado en el punto de
rotura proximal (DF) esta anidado en un elemento tipo transib. BuT5 ha sido anotado tanto en
el punto de rotura distal (BE) como en el proximal (DF) de esta inversion. El origen de esta
inversion puede explicarse, por tanto, con distintos mecanismos en funcién de la implicacion
de este elemento. Por un lado, la recombinacion ectdpica entre las dos copias del elemento
BuT5 y, por otro, de nuevo NHEJ aunque con roturas de doble cadena.

La recombinacion ectdpica entre copias de BuT5 no ha sido descrita en ninguna
inversion anterior. Sin embargo, no hay motivos que impidan pensar que pueda ocurrir
recombinacion entre dos copias de este elemento. Debido al alto grado de degradacion de estas

copias, no se pudo diferenciar si se trata de copias quiméricas, por lo que no podemos estar
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seguros de si la recombinacion fue la causa de la inversion 2n. En los dos clones BAC
secuenciados, s6lo se ha anotado BuT5 en la regidn de los puntos de rotura. Si la insercion de
este elemento fuera secundaria, esperariamos encontrar alguna copia de este elemento también
en el interior de las inversiones. Casals et al. (2006), analizaron la distribucién de este
elemento mediante hibridacidn in situ en distintas cepas de D. buzzatii. En el cromosoma 2 de
la cepa st-1 de D. buzzatii sélo se encontrd este elemento en la region heterocromatica del
centromero y otras dos copias que podrian tratarse de las encontradas en este trabajo en los
puntos de rotura AC y DF de las inversiones 2m y 2n. En cualquier caso, la copia anotada en el
punto de rotura BE en este trabajo no fue detectada en Casals et al. (2006). Parece poco
probable encontrar este elemento solo en los puntos de rotura por azar. De todos modos, BuT5
si ha sido descrito como un clésico colonizador secundario. En el mismo trabajo (Casals et al.
2006), encontraron algunas copias mas de BuT5 en los puntos de rotura y dentro de las
inversiones en las cepas j-2, jq’-4, jz°-6 y y*-1. En la inversién 2q” (Casals et al. 2003) se
encontraron copias de BuT5 aparentemente no relacionadas con el origen de la inversion en
ambas regiones de los puntos de rotura. En la inversién 2z° (Delprat et al. 2009) también se
encontraron copias de BuT5 en ambos puntos de rotura aunque la copia anotada en el punto de
rotura proximal no esta en la junta y también se encontré en el cromosoma parental no
invertido. En la inversidn 2j (Céceres et al. 1999) se encontr6 un elemento BuT5 en el punto
de rotura proximal de una de las lineas secuenciadas. En la inversién 2z’ (en este trabajo)
también se ha encontrado una copia de BuT5 fijada en el punto de rotura proximal en D.
buzzatii, D. koepferae y D. martensis.

Por otro lado, en los puntos de rotura de las inversiones 3R(8) (Ranz et al. 2007) y
In(3R)Payne (Matzkin et al. 2005) originadas por NHEJ también se han encontrado TE no
relacionados con la inversion. De este modo, la rotura y reparacion errénea no puede ser

descartada como el mecanismo que hubiera originado la inversion 2n. Debido a la ausencia de
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duplicaciones asociadas a esta inversion, en este caso ambos puntos de rotura serian de doble

cadena.

4.1.4. Relacion entre las inversiones 2m vy 2n

Los posibles mecanismos descritos para las inversiones 2m y 2n pueden ser analizados
de forma conjunta. A priori, no tenemos ninguna evidencia de la cronologia de ambas
inversiones. El paso intermedio e hipotético para llegar desde el Primitivo | del grupo a D.
buzzatii, bien podria ser AB-CE-DF (si 2n hubiera ocurrido primero) o AC-BD-EF (si 2m
hubiera ocurrido primero). No se han observado trazas de imbricacion o independencia entre
ellas. Por tanto, el orden de las dos inversiones no afecta a la conclusion que la reutilizacion
del punto de rotura compartido entre ambas inversiones es completa. Si la reutilizacién no
fuera completa, en alguno de los puntos de rotura de D. buzzatii se encontraria porciones
procedentes de los tres puntos de rotura caracterizados en D. mojavensis. Estas porciones
pueden ser lo suficientemente pequefias para no haber sido localizadas mediante la hibridacion
in situ pero tal vez se habrian observado a nivel molecular ya que se han podido anotar las
demas regiones intergénicas. En el caso que las dos inversiones se originaran con puntos de
rotura independientes, el BAC 20019, aparte de las regiones anotadas como B y E, deberia
contener entre ellas, una fraccion parcial de la region del punto de rotura CD (Figura 4.2).

Por otro lado, también podria haber ocurrido imbricacion (solapamiento) entre la
porcién proximal de la inversion 2m y la porcion distal de la inversion 2n. En este caso, una
fraccion anotada en D. mojavensis como region E se hubiera localizado en el punto de rotura
AC de D. buzzatii (2m distal) si la inversion 2n se hubiera producido primero. Si la inversion
2m se hubiera generado primero, una fraccion anotada en D. mojavensis como region E habria

sido anotada en el punto de rotura DF (2n proximal) (Figura 4.2).
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Figura 4.2: Posibles relaciones entre las inversiones 2m y 2n y el contenido molecular
esperado en los puntos de rotura de D. buzzatii para los casos de imbricacion e independencia.
A) Independencia siendo 2m anterior a 2n. B) Independencia siendo 2n anterior a 2m. C)

Imbricacién con 2m anterior a 2n. D) Imbricacidn con 2n anterior a 2m.

4.1.4.1. Reutilizacién del punto de rotura

El modelo Nadeau y Taylor (1984) propone que los puntos de rotura de las
reorganizaciones se distribuyen al azar. Por el contrario, regiones particulares del genoma

revelan un exceso de pequefias reorganizaciones y una extraordinaria densidad de puntos de
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rotura en la comparacion de los genomas de humano y raton (Bailey et al. 2004) y en
Drosophila (Wasserman 1992; Bhuktar et al. 2008). El modelo de distribucion no al azar de
los puntos de rotura defiende que hay regiones que acumulan mas roturas y éstas tienden a
reutilizarse (Pevzner y Tesler. 2003; Bourque et al. 2004). Este modelo postula que las
microinversiones y la reutilizacion son la razén por el que el primer modelo de distribucion al
azar descrito por Ohno (1973) no es valido. La acumulacion de puntos de rotura en la region
BE de D. buzzatii y la pequefia microinversion de la duplicacion, son consistentes con el
modelo de distribucién no aleatoria de los puntos de rotura. La compleja reorganizacion
compuesta por las inversiones 2m, 2n y la microinversion implica 4 puntos de rotura en vez de
los 6 esperados: 2m distal, microinversion distal, 2n proximal y uno compartido (2m proximal,
microinversion proximal y 2n distal). Por tanto, cada punto de rotura se esta utilizando 1,5
veces, tal y como Bhuktar et al. (2008) promediaron para el género Drosophila.

Existen diversas explicaciones para la reutilizacion observada en los puntos de rotura.
En humanos, se ha descrito que repeticiones de CCG y regiones ricas en AT (Schwartz et al.
2006), podrian ser la causa de la reutilizacion. Estas regiones fragiles (Cohen et al. 1996) no se
han descrito en Drosophila, y no parecen ser la causa de la reutilizacion del punto de rotura de
las inversiones 2m y 2n. La hipdtesis selectiva de Becker y Lenhard (2007), propone que los
puntos de rotura se acumulan en regiones donde no se acumulan unidades de transcripcion o
de regulacion. Parece dificil pensar que en el cromosoma 2 de D. buzzatii pudiera haber tan
pocas regiones que pudieran ser interrumpidas. Finalmente, la reutilizacion de puntos de rotura
se ha descrito por mecanismos mediados entre repeticiones (Stankiewicz y Lupski 2002). Los
puntos de rotura se reutilizan por reorganizaciones mediadas por mecanismos de
recombinacion homologa no alélica (NARH) (Gu et al, 2008). Se ha propuesto que los TE
tienden a acumularse en las regiones de los puntos de rotura (Caceres et al. 2001; Peng et al.

2006) y estos actuarian como nuevo sustrato en el mecanismo de recombinacion ectopica
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generando nuevas reutilizaciones (Gonzélez et al. 2007). Después del primer evento de
reorganizacion, el segundo reutiliza secuencialmente un punto de rotura del anterior. El
mecanismo de rotura mas reparacion erronea (NHEJ) no se modula por secuencias repetitivas
y dos DSB no se esperan en la misma region por azar. Aunque aparentemente no existen
dianas especificas para las roturas, cierta arquitectura del genoma (palindromos, estructuras
cruciformes...) pueden catalizar este mecanismo (Stankiewicz et al. 2003). Sin embargo,
después de la rotura en estas regiones, esta arquitectura catalizadora se divide entre los puntos
de rotura, por lo que no se ve facilmente como sera capaz de motivar un nuevo evento de
rotura. Por otro lado, estos agentes si pueden estar conservados entre especies, por lo que los
casos de recurrencia de los puntos de rotura, si se espera que se produzcan con este mecanismo
(Ruiz-Herrera y Robinson 2007). En el trabajo de Ranz et al. (2007) se analiz
molecularmente las recurrencias en distintas especies del grupo melanogaster. EI mecanismo
de las inversiones recurrentes se debia a rotura mas NHEJ.

Claramente, las inversiones 2my 2n reutilizan un punto de rotura. Podemos analizar de
forma conjunta los mecanismos plausibles descritos para las inversiones 2m y 2n a la luz de

las explicaciones para la reutilizacion de puntos de rotura.

4.1.4.2. Relacion entre los mecanismos propuestos

En la Figura 4.3 se muestra un modelo de generaciéon de las inversiones 2m y 2n.
Ambas inversiones se muestran simultaneas al no tener datos de la cronologia. Sélo la
microinversion sabemos es posterior a la inversion 2m al invertir la duplicacion consecuencia
de ésta. Del mismo modo, tampoco habria datos de la cronologia entre la inversion 2n y la
microinversion. No todos los mecanismos descritos para las inversiones 2m y 2n son

consistentes entre si, por lo que debemos diferenciar cuando 2m sea anterior a 2n y viceversa.
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Figura 4.3: Mecanismo propuesto de generacion del cromosoma 2mn de D. buzzatii. Se muestran las inversiones 2my 2n y la microinversion para llegar
desde AB-CD-EF (Primitivo | del grupo) a AC-BE-DF (D. buzzatii). Las inversiones 2m y 2n se muestran simultaneas al no conocer su cronologia. La
inversion 2m genera una duplicacién (CG4673) debido a la rotura escalonada en la region del punto de rotura AB. La microinversion (mi) de la
duplicacion en BE y la pseudogenizacion del gen CG4673 en AC ocurren posteriormente. Los triangulos negros indican la duplicacién asociada a la

microinversién (mi) debido a la rotura escalonada del punto de rotura distal.
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Inversidon 2m anterior a 2n

El origen de la inversién 2m es consistente con la insercion hibrida y NHEJ con rotura
escalonada (véase seccion 4.1.3). En segundo lugar, se produciria la inversion 2n, por
recombinacion ectépica o por rotura escalonada. Ambas inversiones no pueden haberse
producido por rotura mas reparacion, ya que dos roturas de doble cadena no se esperan en el
mismo lugar por azar. Con esta sucesion de eventos, no podriamos explicar la reutilizacion
completa observada. Del mismo modo, aunque la inversion 2m se hubiera producido por
insercion hibrida, no se explicaria la coincidencia de un punto de rotura de doble cadena en el
mismo lugar. Por tanto, s6lo nos quedan como posibles mecanismos, que independientemente
al mecanismo por el que se haya originado la inversién 2m (NHEJ o insercion hibrida), si la
inversion 2m fuera anterior, sélo el mecanismo de recombinacion ectopica podria explicar la
inversion 2n. La copia de BuT5 en BD (punto de rotura intermedio hipotético) podria ser la
que habria intervenido en la insercion hibrida o tratarse de una nueva copia secundaria que
habria colonizado el punto de rotura proximal de la inversion 2m durante la fase de baja
recombinacion de los heterocariotipos (Sturtevant 1917; Langley et al. 1988; Ashburner 1989;
Montgomery et al. 1991; Charlesworth 1996; Goldman y Lichtenstein 1996; Armengol et al.
2003). Esta copia recombinaria con otra copia de BuT5 situada en la region del punto de rotura

proximal de la inversion 2n (EF).

Inversidn 2n anterior a 2m

El origen de la inversion 2n es consistente con la recombinacion ectopica o la
reparacion NHEJ con roturas de doble cadena (véase seccion 4.1.3). Posteriormente, se
produciria la inversion 2m, por insercion hibrida o NHEJ con rotura escalonada. Si la
inversion 2n se produjera mediante recombinacion ectopica entre copias de una familia de TE,

de nuevo, no habria explicacion para la coincidencia con la inversion 2m si ésta se generara
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por rotura mas reparacion. Tampoco podria explicarse la reutilizacion si ambas inversiones se
hubieran producido por rotura mas reparacion, ya que dos roturas de doble cadena no se
esperan en el mismo lugar por azar. Por otro lado, una de las copias del TE que habria
originado la inversion 2n si podria estar implicada en el mecanismo de insercion hibrida de la
inversion 2m. Finalmente, también podria explicarse la reutilizacion observada si la inversion
2n se hubiera generado por rotura méas reparacion. Una copia de BuT5 acumulada en el punto
de rotura distal de la inversién 2n en la fase de baja recombinacién, produciria por insercién

hibrida la inversién 2m.

Simultaneidad de las inversiones 2m vy 2n

Alternativamente, la reutilizacion completa observada, seria consistente con que ambas
inversiones se produjeran simultdneamente, de forma sincronizada, mediante un Unico
mecanismo que resulte en una Unica reorganizacién cromosémica formada de dos inversiones.
En este caso, las tres roturas serian simultdneas generando dos fragmentos. La reparacion
errénea de ambos fragmentos produciria una inversion doble. La filogenia es consistente con
esta opcidn, puesto que no se conocen especies que tengan sélo una de las inversiones.

La reparacion de tres roturas simultaneas puede resolverse de cuatro formas distintas.
La correcta reparacion de ambos fragmentos, los dejaria en su posicion original (no se
observaria ninguna reorganizacion). En otros dos casos, s6lo un fragmento se invertiria (uno se
repararia correctamente y otro no y viceversa), observando una inversién simple. Por ultimo,
ambos fragmentos podrian ser mal reparados (caso que estariamos observando en el estudio de
las inversiones 2m y 2n). Por tanto, solo el 25% de los casos cuando se producen tres roturas
simultaneas, produciran una falsa reutilizacion observable. Ademas, las reorganizaciones
simultaneas se observarian en baja frecuencia porque es mas probable que ocurran dos roturas

al mismo tiempo, que tres. También hay que considerar que cuantas mas roturas se produzcan,
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mas aumenta la posibilidad de efectos perjudiciales por interrupcion de unidades de
transcripcion o de regulacion. Todas las especies invertidas para una inversion, lo son para las
tres (2m, 2n y la microinversion) estando en todos los casos fijadas. Si no estuvieran

relacionadas, probablemente se podria esperar mayor heterogeneidad.

4.2. Inversion 27’

4.2.1. Elementos transponibles anotados en los puntos de rotura

Distintos fragmentos de elementos transponibles (TE) han sido anotados en ambos
puntos de rotura de la inversién 2z de D. buzzatii (véase Figura 3.9 en Resultados). En el
punto de rotura PR, s6lo se anotd un fragmento de un elemento tipo Galileo. Por el contrario,
distintos elementos se encontraron en el punto de rotura QS. También en este punto de rotura
se encontr6 un fragmento de elemento tipo Galileo, siendo éste el Unico elemento encontrado
en ambos puntos de rotura de la inversion 2z de D. buzzatii. Los demas fragmentos anotados
en el punto de rotura son de mayor tamafio. Ademas, estos elementos fueron anotados
comparando la secuencia de D. buzzatii con los elementos caracterizados en D. melanogaster
mientras que los fragmentos anotados tipo Galileo fueron comparados con copias
caracterizadas en el mismo genoma de D. buzzatii (véase Tabla 3.11 en Resultados). Aun asi,
los fragmentos de elementos distintos de Galileo tienen mayor similitud con elementos de
otros genomas que los fragmentos tipo Galileo con copias caracterizadas en el propio genoma
de D. buzzatii. Por tanto, los TE tipo Galileo parece que estan méas degenerados y su insercion
en este punto sea menos reciente que los demas.

La presencia de un TE en un punto de rotura, no lo implica necesariamente en el

mecanismo que gener0 la reorganizacion. La colonizacion secundaria de elementos
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transponibles en puntos de rotura de inversiones es habitual (Montgomery et al. 1991; Caceres
et al. 2001; Richards et al. 2005; Peng et al. 2006; Casals et al. 2006).

Las inserciones de los elementos transponibles con LTR se pueden datar mediante la
comparacion de sus LTR, idénticas en el momento de la insercion (Brookfield 1986;
Kapitonov y Jurka 1996; Costas y Naveira 2000; Bowen y McDonald 2001). Ninguno de los
TE anotados tiene LTR, por lo que no podemos datar las inserciones mediante la comparacion
de éstas. Aun asi, la anidacion de estos elementos, proporciona informacion acerca de su
cronologia de insercidn (Céaceres et al. 2001; Casals 2006). Los elementos tipo Helena e ISBul
son colonizadores secundarios del punto de rotura proximal puesto que claramente estan
insertados anidados en el elemento tipo CR1 (véase Figura 3.9 en Resultados). La insercion de
elementos dentro de otros es habitual en Drosophila (Kaminker et al. 2002). Ademas, la
duplicacion de la diana de insercién (TSD) que produce el elemento tipo Helena es parte del
elemento CR1. De todos modos, al no poder datar las inserciones de los demas TE anotados,
no podemos saber si se produjeron antes o después de la inversién 2z’. Sin embargo, el estudio
de la presencia de estos elementos en otras especies invertidas nos permitié saber cuales se
insertaron antes del evento de reorganizacion. Los elementos anotados en el punto de rotura
QS de D. buzzatii (ISBul, tipo CR1 y tipo Helena) no se encontraron en ninguna de las otras
dos especies estudiadas (D. koepferae y D. martensis, véase Figura 3.9 y Tabla 3.11 en
Resultados). La divergencia de D. martensis ocurrio antes de la separacion entre los linajes de
D. buzzatii y D. koepferae (véase Figura 1.3 en Introduccion). Si estos elementos se hubieran
insertado antes de la inversion, dos sucesos independientes deberian haber ocurrido para
eliminarlos completamente. Una delecion habria sucedido en el linaje de D. koepferae y el otra
en el linaje de D. martensis (ambas especies invertidas y sin estos TE anotados). Un evento
unico de la colonizacion secundaria de estos elementos en el linaje D. buzzatii parece mas

plausible. En consecuencia, estos elementos no estarian implicados ni en el mecanismo ni en
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el origen de la inversion. Por el contrario, como en D. buzzatii, en todos los puntos de rotura
secuenciados de especies con la inversion (punto de rotura RS y QS de D. martensis y QS de
D. koepferae) se encontraron fragmentos de elementos tipo Galileo. Por otro lado en el punto
de rotura QS de las tres especias con la inversion (D. buzzatii, D. koepferae y D. martensis),
ha sido anotado un fragmento de BuT5. En D. martensis, este elemento ha sido anotado
anidado en un fragmento de elemento tipo Galileo por lo que, al menos en este genoma,

también se trata de una colonizacion secundaria en el elemento tipo Galileo.

4.2.2. Mecanismo de generacion de la inversion 27’

El elemento tipo Galileo encontrado en los puntos de rotura de las especies con la
inversion 2z’ (véase seccién anterior), podria estar relacionado con el origen de ésta. Este
elemento se ha anotado dentro de las juntas entre los bloques conservados con D. mojavensis.
Los elementos transponibles han sido relacionados con el origen de las inversiones (Langley et
al. 1988; Ashburner 1989; Charlesworth 1996; Goldman y Lichten 1996). Los elementos hobo
(Lyttle y Haymer 1992), el elemento P (Regner et al. 1996) o Penelope y Ulysses en D. virilis
(Evgen’ev et al. 2000) fueron asociados a los puntos de rotura de distintas inversiones
naturales. En inversiones experimentales producidas en el laboratorio, los elementos copia y
roo también fueron asociados a los puntos de rotura (Montgomery et al. 1991). En el estudio
de las inversiones In(4)a en D. americana (Evans et al. 2007), Arrowhead en D. psedoobscura
(Richards et al. 2005) y 2j, 2q" y 22° en D. buzzatii (Céceres et al. 1999; Casals et al. 2003 y
Delprat et al. 2009, respectivamente), fueron descritas repeticiones homologas en las juntas de
ambos puntos de rotura. Concretamente, en estos trabajos se concluye que la recombinacion
ectdpica entre dos copias del elemento Galileo origind dichas inversiones (véase Tabla 1.1 en

Introduccion). La implicacion de Galileo como sustrato de la recombinacion ectdpica para
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explicar el origen de la inversibn 2z’ es plenamente consistente con las inversiones
anteriormente descritas en D. buzzatii. La insercion del elemento BuT5 parece ser secundaria a
Galileo. La copia de este elemento en el punto de rotura QS en D. martensis se ha localizado
dentro de una anotacién de un elemento tipo Galileo (véase Figura 3.9 en Resultados). Si la
insercion del elemento BuT5 se hubiera producido antes de la inversion, disminuiria la region
de similitud de Galileo y, por tanto, reduciria la probabilidad que éste fuera sustrato de la
recombinacion ectdpica. Por otro lado, tres eventos de insercion de BuT5 en el mismo sitio en
tres linajes son poco probables por lo que, probablemente, habré colonizado el punto de rotura
poco después de la aparicion de la inversion y antes de la divergencia del linaje de D.
martensis.

En Delprat et al. (2009), las copias de Galileo encontradas en ambos puntos de rotura
eran quiméricas y con las TSD intercambiadas tal y como se espera en el mecanismo de
recombinacion ectopica. La deteccion de copias quiméricas depende de las diferencias
nucleotidicas entre las copias parentales. Si las copias parentales son muy similares 0o no
disponemos de copias intactas no-recombinantes para comparar, no se podra detectar el
caracter quimérico de las copias resultantes. En el caso de la inversién 2z', no se pudieron
distinguir copias enteras y mucho menos quiméricas probablemente debido a la edad de la
reorganizacion.

Finalmente, en la region del punto de rotura RS en D. mojavensis (véase Figura 3.9 en
Resultados) también se anotd una copia de un elemento tipo Galileo. Este fragmento se anotd
usando una copia del elemento caracterizada en D. mojavensis. El fragmento anotado en D.
mojavensis parece estar menos degradado. Por un lado, el fragmento anotado es mucho mayor,
por otro, la identidad de esta copia con la usada para anotarlo es mucho mayor (95,9%) que la
identidad de los fragmentos anotados en D. buzzatii con las copias caracterizadas en D.

buzzatii (cercana al 70%). La presencia de un elemento de la misma familia y en el mismo
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lugar que los encontrados en los genomas invertidos podria explicarse de distintas formas. Por
un lado, esta copia anotada en el punto de rotura RS de D. mojavensis podria ser una de las
copias parentales de la recombinacion ectdpica que produjo la inversion 2z'. Por otro lado, el
tamafio del fragmento anotado en D. mojavensis y su identidad nucleotidicas con otras copias
indicaria que su insercion fue posterior a la de la copia en los genomas invertidos. Por tanto,
esta copia podria haberse insertado en el punto de rotura RS del linaje no invertido
posteriormente a la inversién 2z. En este caso, al tratarse del mismo tipo de elemento
hablariamos de recurrencia en el sitio de insercion para los elementos de la familia Galileo.
Una copia se insertd en la region del punto de rotura RS en el linaje de D. mojavensis y la otra,
en el linaje de la especie con la inversién 2z’. Estos sitios y motivos preferenciales de
insercion han sido descritos para algunos elementos (Zhang y Spradling 1994; Vigdal et al.

2002; Linheiro y Bergman 2008) y retrovirus (Wu y Burgess 2004).

4.2.3. Posicidon v consecuencias de los puntos de rotura

En D. mojavensis, los puntos de rotura distal (PQ) y proximal (RS) de la inversién 2z’
se encuentran en las regiones intergénicas entre los genes CG14645 y CG14290 y entre los
genes CSN5 y DlIh, respectivamente (véase Figura 3.9 en Resultados). En D. buzzatii el punto
de rotura proximal (QS) se encuentra en la region intergénica entre 306 pb aguas arriba del
codon inicio del gen CG14290 (Q) y DIh (S). Ambos genes estan anotados en el BAC 40C11
(Negre et al. 2005; Delprat et al. 2009). EI gen DIh es un gen de cuatro exones y esta
conservado con D. mojavensis (Delprat et al. 2009). La proteina putativa del gen CG14290 es
idéntica a la de D. mojavensis en un 93.5%. Esta conservacion indica que no se esta
interrumpiendo ninguna unidad de transcripcion y ambos genes siguen siendo funcionales.

Por otro lado el punto de rotura distal (PR) en D. buzzatii se encontro en un fragmento
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a 484 pb aguas arriba del codon de inicio del gen CG14645 (P) y a 104 pb aguas arriba del gen
CSN5 (R) anotado como region intergénica en D. mojavensis. En este caso, no se tiene la
secuencia de entera de estos genes, s6lo el primer exdn de cada uno. La conservacion de los
codones de inicio y la alta conservacion nucleotidica del primer gen con D. mojavensis,
sugieren que tampoco estos genes han dejado de ser funcionales.

Los cuatro genes implicados han conservado el marco de lectura. Si las regiones
promotoras de estos genes se interrumpieran en los genomas invertidos, se esperaria encontrar
cierta pseudogenizacién al haber dejado de ser regulados y, por consiguiente, funcionales. Por
tanto, ambos puntos de rotura de la inversién 2z’ parecen haberse producido en regiones
intergénicas que no han alterado la transcripcién de los genes colindantes. Sin embargo, no se
puede descartar que los genes afectados se estén regulando de forma distinta que en los

genomas no invertidos al no tener datos de su expresion.

4.3. Comparacion de los puntos de rotura de las inversiones 2m, 2n v 27’ en el género

Drosophila

Las inversiones 2m, 2n y 2z’ sélo se han descrito en el complejo buzzatii. No se
conocen otras especies fuera del complejo con las mismas inversiones. Sin embargo, la
comparacion del orden de los genes en las regiones de los puntos de rotura en los doce
genomas de Drosophila secuenciados ha permitido observar otros puntos de rotura de otras
reorganizaciones en las mismas regiones.

El orden de las regiones de los puntos de rotura PQ y RS corresponde al genoma no
invertido de D. mojavensis para la inversion 2z’ (véase Figura 3.10 y Tabla 3.12 en
Resultados). Las especies secuenciadas del subgénero Drosophila (D. mojavensis, D. virilis y

D. grimshawi) conservan esta ordenacion mientras que en las especies secuenciadas del
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subgénero Sophophora las regiones PQ y RS estan interrumpidas ((P)-(Q) y (R)-(S),
respectivamente). Los genes en la ordenacion de (P)-(Q) del subgénero Sophophora se
conserva en el grupo externo secuenciado mas cercano (A. gambiae). Los genes colindantes a
las regiones P y Q en el grupo externo son los mismos que en el subgénero Sophophora. Por
tanto, la ordenacidn hipotética del ancestro de Drosophila en este punto de rotura es la descrita
en el subgénero Sophophora. En el caso de RS, no se ha podido determinar cudl era la
ordenacién de ningln grupo externo y por tanto, la del ancestro. La region PQ por tanto, no
estaba conservada en el ancestro, por lo que esta region estuvo implicada en una rotura
anterior. Por tanto, la rotura distal (PQ) de la inversion 2z, estarfa reutilizando un punto de
rotura anterior ocurrido en el linaje al subgénero Drosophila. La reorganizacion que
anteriormente implicd una rotura en la region RS podria haberse producido en las ramas de los
subgéneros Sophophora o Drosophila. Si esta reorganizacién se hubiera producido en el
subgénero Drosophila (como en el caso de PQ), el punto de rotura RS de la inversién 2z’
también estaria reutilizando un punto de rotura anterior.

En cuanto a las inversiones 2m y 2n, observamos que la ordenacion de los genes en el
ancestro del género también seria AB, CD y EF (véase Figura 3.10 y Tabla 3.12 en
Resultados). La region AB solo se ha interrumpido debido a la inversion 2m. Sin embargo, las
regiones de los puntos de rotura CD y EF se han interrumpido a lo largo de la evolucion del
género. La regién CD estaria implicada aparte de las inversiones 2m y 2n, en dos roturas
independientes el subgénero Sophophora, una en el linaje del grupo melanogaster y otra en el
linaje del grupo willistoni. Estas dos regiones parecen ser recurrentes en la rotura al estar
implicadas en reorganizaciones independientes en distintas ramas. La region EF también es
recurrente al estar involucrada en una reorganizacion en el linaje del grupo melanogaster.

Por tanto, en las regiones de los puntos de rotura de las inversiones 2m, 2n'y 2z’ han

sucedido otros 5 puntos de rotura en las especies secuenciadas del género Drosophila. Para
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estimar si estas roturas se esperan por azar 0 hay un exceso de roturas en estas regiones, hemos
calculado la probabilidad de encontrar el nimero de roturas observadas. Bhutkar et al. (2008),
en la comparacion del los genomas de D. mojavensis y D. melanogaster describieron 324
roturas en el elemento E de Muller. Segin Tamura et al. (2004), la divergencia de ambas
especies ocurrio hace 62,9 ma, lo que significa que el tiempo evolutivo acumulado entre D.
mojavensis y D. melanogaster es de 125,8 ma. Podemos estimar que, considerando que el
tiempo evolutivo acumulado en las 12 especies secuenciadas de Drosophila es de 402 ma
(Tamura et al. 2004; Negre et al. 2007), ha habido ~1035,36 roturas (324x402/125,8) en el
elemento E de Muller en estas especies suponiendo las mismas tasas de rotura en todas las
ramas.

Con estas roturas esperadas en el elemento E de Muller, podemos calcular el nimero
de roturas esperadas en las regiones de los puntos de rotura de las inversiones 2m/2n y 2z’. El
namero de roturas esperadas en una region cromosomica es Ng = N-I, donde N es el nimero
total de roturas en el cromosoma y | es la longitud relativa de la region (Gonzalez et al. 2000).
Para calcular la longitud relativa se ha considerado el tamario total de las regiones de puntos
de rotura de las tres inversiones del genoma de D. mojavensis relativo a las 34.148 Kb de
longitud de su cromosoma 2 (Bhutkar et al. 2008). Para la regién del punto de rotura AB, se ha
considerado las regiones intergénicas aguas arriba (1.339 pb) y aguas abajo (337 pb) del gen
CG4673. El tamafio total de las regiones de los puntos de rotura en D. mojavensis es de 23,396
Kb por lo que la longitud relativa es | = 23,396/34.148 = 6,85x10™. Por otro lado, también
hemos calculado la longitud relativa considerando que los puntos de rotura de las inversiones
no detrimentales s6lo ocurran en las regiones intergénicas. Si consideramos que la estima de
porcion intergénica es del 38,2% (Croshy et al. 2007), la longitud relativa intergénica es de I(i)
= 23,396/13.044 = 1,79x107. En consecuencia el nimero de roturas esperadas en el total de las

regiones de los puntos de rotura de estas inversiones es Ng = 1035,36 x 6,85x10* = 0,71y
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Nr(i) = 1035,36 x 1,79x10° = 1,8. En la Tabla 4.3 se muestra el nimero de roturas observado
en las especies secuenciadas del género Drosophila y D. buzzatii. En D. buzzatii hemos
considerado las roturas observadas diferenciando dos clases de roturas observadas. Por un
lado, hemos considerado roturas independientes (2 roturas por cada inversion) y, por otro,
considerando reutilizacién. En este caso, hemos considerado los eventos de reutilizacion como
una Unica rotura. La rotura escalonada de la region AB se ha considerado como una sola rotura

ya que la rotura de una sola hebra, no produciria una rotura observable.

Tabla 4.3: Roturas esperadas y observadas para las regiones de los puntos de rotura de las
inversiones 2m, 2n (AB, CD y EF) y 2z (PQ y RS). Se muestran las longitudes relativas de las
regiones de las inversiones 2m y 2n por un lado y la inversion 2z’ por otro. El tamafio de las
regiones (Lgr) y tamafios relativos (I) se han tomado considerando D. mojavensis. También se
muestra la longitud relativa y roturas esperadas considerando so6lo la porcion intergénica del
cromosoma 2 de D. mojavensis. Las roturas esperadas se han calculado usando las tasas de
rotura por ma por Mb tomadas de Bhutkar et al. (2008) teniendo en cuenta el tamaiio del
genoma de D. mojavensis y D. melanogaster. Se ha considerado 402 ma de evolucion en el
género Drosophila y 10 ma de evolucion de D. buzzatii desde el Primitivo | del grupo (Tamura
et al. 2004; Negre et al. 2007). En esta Tabla también se muestran las roturas observadas
(Obs.) en las especies secuenciadas del género y en D. buzzatii. Las roturas observadas en D.
buzzatii se muestran considerando roturas independientes (Ind.) con dos puntos de rotura por
cada inversion y teniendo en cuenta reutilizacion (Reu.) considerando una Unica rotura si se
comparte. De este modo, el punto de rotura CD alberga 4 roturas considerando roturas
independientes (2m proximal + 2n distal + ambos de la micro inversion) y sélo 2 considerando

reutilizacion (2m proximal/2n distal/microinversion proximal + microinversion distal).

Region  Lg (pb) I Nr 1(i) Ng(i) Obs. Obs. (D. buzzatii)
(género) Ind. Reu.
2m+2n 20.754  6,1x10™ 1,59x10 3 7 5
27’ 2.642  7,73x10° 2,04x10™ 2 2 2
TOTAL 2339 6,85x10* 0,71 1,79x10° 1,8 5 9 7
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Por otro lado podemos calcular la probabilidad de que ocurra n roturas en el conjunto
de las regiones de los puntos de rotura mediante el desarrollo de la expresion binomial [(1-1) +
1" donde | corresponde a la longitud relativa y N al nimero total de roturas en el cromosoma
(Gonzélez et al. 2000). En la Tabla 4.4, se muestra las probabilidades de que sucedan n roturas
en el total de las regiones de los puntos de rotura considerando la longitud relativa respecto el

elemento E de Muller y con la longitud relativa sélo considerando las regiones intergénicas.

Tabla 4.4: Desarrollo de la expresién binomial [(1-1) + ]V para determinar la probabilidad de
encontrar ninguna, una, dos, tres o cuatro roturas en las regiones de los puntos de rotura. Se ha
considerado la longitud relativa (I) y longitud relativa intergénica (I(i)) de las regiones de los
puntos de rotura de las inversiones 2m, 2n (AB, CD y EF) y 2z’ (PQ y RS) en D. mojavensis
(véase Tabla 4.3). La probabilidad de encontrar 5 roturas 0 mas en estas regiones corresponde

a 1 - la probabilidad de encontrar ninguna, una, dos, tres o cuatro roturas.

Roturas Expresion binomial [(1-1) + I]" 1=6,85x10*  1(i)=1,80x10"
n=0 1x(1-1)""*x1 0,4920 0,1549
n=1 1035x(1-1)19%x1* 0,3490 0,2891
n=2 535095x(1-1)1%**x1? 0,1237 0,2696
n=3 184251045x(1-1)*%**x1? 0,0292 0,1674
n=4 47536769610x(1-1)"%*'x1* 0,0052 0,0779
n>5 1-[P(n=0)+ P(n=1)+ P(n=2)+ P(n=3)+ P(n=4)] 0,0009 0,0411

Cuando consideramos la longitud relativa del conjunto de las regiones de los puntos de
rotura de las inversiones 2m, 2n y 2z’ respecto el cromosoma 2, observamos que la
probabilidad de encontrar 5 roturas o mas es significativamente reducida (P=0,0009). Sin
embargo, las regiones seleccionadas corresponden a fracciéon intergénica. Cuando

consideramos la longitud relativa respecto a la porcién intergénica del cromosoma 2, aunque
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significativa, la probabilidad de encontrar 5 roturas 0 mas es mayor que en caso anterior
(P=0,0411). Esta significacion indica que por azar no esperamos tantas roturas en el conjunto
de las regiones analizadas. Por otro lado, aunque la eleccion de estas regiones no es al azar
porque contienen los puntos de rotura de las inversiones que estamos estudiando, observamos
que también estan interrumpidas en D. buzzatii. Las regiones de los puntos de rotura CD y EF
se observan interrumpidas en D. buzzatii y recurrentemente en otros puntos del género. Al
menos el punto de rotura PQ de la inversién 2z’ esta reutilizando una region anteriormente
interrumpida en el género Drosophila.

El punto de rotura PQ est& involucrado en la inversion 2z’ originada por el mecanismo
de recombinacion ectopica. Sin embargo los puntos de rotura CD y DF de las inversiones 2m,
2n estan involucrados en inversiones mediadas por un mecanismo distinto de la recombinacion
ectopica. La asociacion del mecanismo con la reutilizacion de los puntos de rotura, ya ha sido
descrita en trabajos anteriores (Stankiewicz y Lupski 2002; Gu et al. 2008). Cuando una
inversion se produce por primera vez, independientemente del mecanismo, estos puntos de
rotura pueden convertirse en un hotspot (Céaceres et al. 2001; Peng et al. 2006) debido a la baja
recombinacion en los heterocariotipos (Montgomery et al. 1987; Eanes et al. 1992). Estas
nuevas inserciones podrian generar nuevas reorganizaciones reutilizando el punto de rotura.
Por tanto, el mecanismo de la segunda reorganizacion implica TE (ya sea por recombinacion
ectdpica o insercion hibrida). EI mecanismo de rotura mas NHEJ no explica la reutilizacién de
un punto de rotura. En cambio, la susceptibilidad o la arquitectura especifica del genoma que
cataliza la rotura pueden ser conservadas entre linajes. En estas regiones conservadas, los
puntos de rotura evolutivos tenderian a acumularse (Murphy et al. 2005). Ranz et al. (2007),
concluyeron que el mecanismo de rotura mas reparacion erronea genera las reorganizaciones
con puntos de rotura recurrentes en el grupo melanogaster.

De este modo, los puntos de rotura recurrentes estaran implicados en reorganizaciones
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NHEJ. Por el contrario, los reutilizados estaran implicados en mecanismos de NAHR. Los
resultados observados en las inversiones de este trabajo, son consistentes con esta conclusion.
La inversion 2z’ reutiliza al menos un punto de rotura (PQ) y el mecanismo més plausible que
la ha originado es la recombinacion ectopica.

Por otro lado, hasta cinco combinaciones de mecanismos fueron descritas como
consistentes con el origen de las inversiones 2m y 2n (véase seccion 4.1.4.2). Si la inversion
2m se hubiera originado primero, podia hacerlo por NHEJ (con rotura escalonada) o por
insercion hibrida. En cualquier caso, la inversion 2n posterior, sélo podria originarse por
recombinacion ectdpica. Si la inversién 2n se hubiera generado primero, esta podria hacerlo
por recombinacién ectdpica o mediante NHEJ (con rotura de doble cadena). En cualquier caso,
la inversion 2m posterior solo lo haria mediante insercion hibrida. Finalmente, podria ocurrir
la simultaneidad de ambas inversiones.

Los puntos de rotura CD y EF son recurrentes a lo largo del género Drosophila (véase
3.10 en Resultados). Por azar, no esperamos que la inversion 2m se genere primero por
insercion hibrida si el punto de rotura CD es recurrente en el género. Del mismo modo,
tampoco no esperamos que la inversion 2n se genere primero por recombinacién ectopica. De
este modo, s6lo tres combinaciones son aun consistentes: i) 2m mediante NHEJ mas inversion
2n por recombinacién ectdpica, ii) inversién 2n por NHEJ mas inversion 2m por insercion

hibrida y iii) la simultaneidad de ambas inversiones.

4.4. Comparacion de las inversiones caracterizadas en D. buzzatii

La seleccion sobre los efectos de las inversiones en los cromosomas determina la
frecuencia de éstas (Mettler et al. 1977; Stalker 1980). Por tanto, la frecuencia de una

inversion dependera de la adaptacion de los efectos directos e indirectos de ésta y sus puntos
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de rotura. A priori, la frecuencia de las inversiones no esta relacionada con el mecanismo que
la origina. La retencién de combinaciones alélicas favorables (epistasia) en condiciones de
supresion de la recombinacion (Dobzhansky 1970; Charlesworth 1974) es independiente al
mecanismo que origina una inversion. Los efectos directos en los cromosomas que producen
cambios en la expresion génica como el efecto mutacional de los puntos de rotura (Sperlich
1963) o el efecto de posicion por variegacion (Spofford 1976; Eissenberg 1989; Henikoff
1990; Weiler y Wakimoto 1995) tampoco dependen del mecanismo que origina una inversion.

Sin embargo, pueden existir efectos de posicion distintos de la localizacién del punto
de rotura. Algunos efectos directos en los cromosomas no dependen del mecanismo per se,
aungue si de las causas y las consecuencias del mecanismo. Las duplicaciones asociadas a los
mecanismos de insercién hibrida y rotura escalonada pueden incluir genes y dotarlos de
nuevas funciones o subfuncionalizar las antiguas. También los TE que han intervenido en un
mecanismo de recombinacion ectopica pueden interrumpir o generar nuevos inicios de

transcripcion asi como afectar sistemas de regulacion.

4.4.1. Relacion entre el mecanismo de inversion vy el éxito evolutivo

Esperamos que, la frecuencia de la inversion dependa del efecto, no del mecanismo
que la genera. No obstante, en D. buzzatii se observa cierto sesgo en la frecuencia de las
inversiones fijadas en funcion del mecanismo que las ha generado. Las tres inversiones
polimérficas 2z° (Delprat et al. 2009), 2q° (Casals et al. 2003) y 2j (Caceres et al. 1999) y la
fijada 2z estan relacionadas con el mecanismo de recombinacién ectopica. La otra inversion
fijada no estd relacionada con TE: 5g (Prazeres et al. 2009). La inversion 2m, originada
mediante rotura mas NHEJ o insercion hibrida, tampoco comparte mecanismo con las

inversiones polimorficas. Finalmente, sélo si la inversion 2n se originG por recombinacion
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ectopica, equilibraria la relacion entre mecanismo y frecuencia. Aunque de todos modos, todas
las inversiones polimorficas se habrian originado por recombinacion. Si la inversion 2n se
originara por NHEJ, acentuaria el desequilibrio observado, ya que claramente habria un
mecanismo para las polimdrficas que no seria frecuente en las fijadas. Sin embargo, una
inversion polimorfica puede tener efecto positivo local. Esta inversion no se fijaria y se
estableceria en clinas (Dobzhansky 1971; Prevosti et al. 1988). La inversion polimorfica 2j
muestra adaptacion local en latitudes altas (Puig et al. 2004). De todos modos sorprende no
encontrar en D. buzzatii inversiones con adaptacion local generadas por un mecanismo distinto
a la recombinacion ectopica. En D. melanogaster, la inversion polimorfica In(2L)t se
encuentra en mayor frecuencia en hébitats célidos sin haberse originado por recombinacién
ectopica (Lemeunier y Aulard 1992; Andolfatto et al. 1999).

Para la observacion sesgada en D. buzzatii, habria dos posibles explicaciones. La
primera implica que exista una relacion entre el mecanismo de inversion con su frecuencia. La
segunda explicaria el sesgo observado debido a la frecuencia de los agentes que generan las
inversiones.

En la primera explicacion, la frecuencia de la inversion se asociaria a los lugares de las
roturas de los distintos mecanismos. En general, las inversiones originadas por recombinacion
ectopica podrian tener efecto neutro con mas frecuencia que las producidas por NHEJ. Si el
punto de rotura se produce en una region donde la seleccion ya habria permitido la insercion
de un TE, la posibilidad de que el efecto de la reorganizacion implicando dicho elemento siga
siendo neutro, aumenta. Por contra, la rotura de doble cadena puede producirse en cualquier
lugar del genoma generando efectos mas heterogéneos distintos de la neutralidad. Aquellas
reorganizaciones con efecto negativo desaparecerian, pero si las nuevas combinaciones fueran

positivas, se fijarian con mayor facilidad.
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En segundo lugar, el sesgo observado podria explicarse si la cantidad de
reorganizaciones generadas con mecanismos de recombinacion ectopica fuera proporcional a
la presencia de TE. EI mecanismo de rotura mas NHEJ representaria la tasa basal esperada de
reorganizaciones en un genoma. Esta tasa de reorganizaciones se modularia con la frecuencia
y localizacion de los TE capaces de servir de agentes de la recombinacion. Las inversiones 2m,
2n y 5g podrian pertenecer a la inestabilidad basal, mientras que las tres inversiones
polimérficos y 2z’ se originaron debido a la inestabilidad producida después de la invasion del
elemento Galileo y su replicacion en el genoma. Las observaciones en el genoma de D.
buzzatii son consistentes con que la actividad de los TE seria la razon de las altas tasas de
inversion en los genomas (Yamaguchi y Mukai 1974). Este argumento también podria explicar
la diferencia observada en el nimero de inversiones entre especies y entre y dentro de
cromosomas. Por otro lado, esta explicacion sélo serviria para explicar el sesgo en las
inversiones originadas por mecanismos mediados por TE. Segln esta interpretacion,
esperariamos una distribucion aleatoria y homogénea de las inversiones originadas por la tasa
basal. Sin embargo, el cromosoma 2 contiene el 70% de las inversiones descritas en el grupo
(Wasserman 1992) y no presenta un exceso en el nimero de TE (Casals et al. 2005 y 2006).
Aun asi, esta explicacion podria ser el motivo de las diferencias observada en el nimero de
inversiones entre especies. Para rechazar o aceptar esta conjetura, se deberia analizar el
mecanismo de todas las inversiones de otras especies como nuestro grupo de trabajo ha

realizado en D. buzzatii.

4.4.2. TE en los puntos de rotura de las inversiones de D. buzzatii

Independientemente al mecanismo que las ha generado, en todas las inversiones

analizadas en D. buzzatii se han encontrado TE en ambos puntos de rotura.
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4.4.2.1. Acumulacion de TE en el punto de rotura proximal

Las inversiones originadas por recombinacion ectopica 2z° (Delprat et al. 2009), 2q’
(Casals et al. 2003) y 2j (Caceres et al. 1999) parecen acumular mayor cantidad de TE en las
juntas de los blogques conservados que las demas inversiones analizadas en D. buzzatii, la
inversion 5g (Prazeres et al. 2009) y 2z, 2m y 2n (en este trabajo). En la inversién 5g
(Prazeres et al. 2009), ningun TE fue anotado en las juntas de los bloques conservados y solo
una copia de los elementos Helitron y TART fueron descritas en las regiones de los puntos de
rotura distal y proximal, respectivamente. BuT5 es el Unico TE presente en ambas juntas de la
inversion 2m, mientras que en la inversion 2n, aparte de la copia de BuT5, se anotd un
elemento I1SBu y otro transib también en la junta proximal (DF). La diferencia en la cantidad
de TE entre las distintas inversiones descritas en D. buzzatii podria deberse a la antigiiedad de
las inversiones. Dos factores contribuyen a la rapida desaparicion de los TE. Singh y Petrov
(2004) calcularon una tasa de desintegracion cercana a la mitad de la fraccién no codificante
en 12 ma. De este modo, después de algin tiempo, no esperamos encontrar trazas de los TE en
los puntos de rotura de las inversiones méas antiguas. En segundo lugar, la seleccion actla en
contra de las anomalias cromosomicas causadas por recombinacion ectopica que limita la
propagacion de los TE. Por tanto, la recombinacion ectdpica es un mecanismo selectivo contra
las inserciones de TE (Petrov et al. 2003).

Por otro lado, los puntos de rotura proximales de las inversiones polimérficas (22°, 29’
y 2j) y la inversion 2n en D. buzzatii, parecen acumular mayor cantidad de TE. La region del
punto de rotura proximal de la inversion 2z’ en D. buzzatii también parece acumular mayor
cantidad de TE aunque no el de las otras especies invertidas analizadas D. martensis y D.
koepferae (véase Figura 3.9 en Resultados). Dos hipdtesis podrian explicar este efecto. Por un

lado, que los puntos de rotura proximales sean mas cercanos al centromero y, por otro, a la
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proteccién de los puntos de rotura por el solapamiento con otras inversiones. La primera
explicacion consiste en que la recombinacion se reduce en regiones centroméricas y los TE
tienden a acumularse en ellas (Tonzetich et al. 1988; Krimbas y Powell 1992; Casals et al.
2006). La reduccién de la recombinacién podria ser relativamente gradual desde el centrémero
a lo largo de los cromosomas hasta su porcién mas distal. La degradacion de los TE
disminuiria en porciones proximales cercanas a los centromeros y aumentaria en las porciones
distales con mayor tasa de recombinacion. De todos modos, esta observacion deberia ser
generalizada, en cambio los elementos BS y CR1 en la inversion 3R(8) (Ranz et al. 2007) y
Odysseus en la inversién 2Rd’ (Mathiopoulos et al. 1998) fueron anotados en el punto de
rotura distal de la inversiones y ninguno en el proximal.

Por otro lado, este efecto observado, podria deberse a que una segunda inversion
podria incluir el punto de rotura de una inversion anterior. Un punto de rotura anidado en una
segunda inversion lo incluiria en una zona de baja recombinacion (Navarro et al. 1997
Bartolomé et al. 2002; Armengol et al. 2003). Los TE acumulados (Langley et al. 1988;
Ashburner 1989; Montgomery et al. 1991; Charlesworth 1996; Goldman y Lichten 1996;
Céceres et al. 2001; Casals et al. 2006) en este punto de rotura anidado no degradarian
normalmente. Si s6lo el punto de rotura proximal queda anidado en la segunda inversién, éste
tendria mayor cantidad de TE que el punto de rotura distal de la misma inversion. Esta
explicacién es consistente con la cantidad similar de los puntos de rotura de la inversién 5g,
puesto que ninguna inversion posterior se ha producido en el cromosoma 5 en D. buzzatii. Por
otro lado, la consecucion de las inversiones en el cromosoma 2 de D. buzzatii no explicaria la
mayor cantidad de TE en los puntos de rotura proximales. La cepa estandar (st-1) de D.
buzzatii incluye las inversiones 2m, 2n y 2z’ (Figura 4.4). S6lo el punto de rotura BE
(inversiones 2m y 2n) queda incluido en la inversién 2z', por lo que no se explicaria la mayor

cantidad de TE observada en los puntos de rotura DF (inversion 2n) ni RS (inversion 2z'). La
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inversion 2j se ha descrito sobre la ordenacion st-1 vy las inversiones 2z° y 2q’ se han descrito
sobre la ordenacion 2j, por lo que ninguna inversién solapa las inversiones polimdrficas en las
cepas 2jz° y 2jq’ y tampoco quedaria justificada con esta explicacién la mayor cantidad de TE
en encontrados en el punto de rotura proximal de éstas. S6lo en las cepas 2jq’ y 2jz°, los
puntos de rotura de las inversiones 2n, 2z’ y 2j quedarian solapados con otras inversiones. El
presente trabajo se ha realizado con la cepa estdndar por lo que el solapamiento de las
inversiones no justifica la mayor cantidad de TE observados en los puntos de rotura
proximales en las inversiones 22" y 2n.

No parece que ninguna de los dos hipdtesis propuestas puedan explicar
satisfactoriamente la mayor observacion de TE en los puntos de rotura proximales de las

inversiones del cromosoma 2 de D. buzzatii.

4.4.2.2. Elemento BuT5

En la seccion 4.1.3.2 se destaco la relacion observada entre los elementos tipo Galileo
y los puntos de rotura y BuT5 (Casals et al. 2006). El elemento BuT5 se ha encontrado en
todas las inversiones descritas en el cromosoma 2 de D. buzzatii. En las inversiones 2j y 27,
BuT5 sélo se ha encontrado en el punto de rotura proximal mientras que en 2z° sélo se ha
encontrado en el distal. En la inversién 2q’ se encontraron copias de BuT5 en ambos puntos de
rotura. En las inversiones fijadas 2m y 2n se ha anotado BuT5 en todos sus puntos de rotura.
En las inversiones polimérficas y 2z’ (todas generadas por mecanismo de recombinacién
ectopica), BuT5 se ha encontrado anotado junto a la presencia de elementos tipo Galileo
(agente de la recombinacion ectopica en todas ellas). Sélo este elemento es méas frecuente en
estas inversiones que el propio BuT5 (Delprat et al. 2009). En cambio, en las inversiones 2my

2n, practicamente solo se ha encontrado este elemento y, ademas, no hay rastro de ningun
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elemento tipo Galileo. En la inversion fijada 5g en el cromosoma 5 originada por un
mecanismo distinto a la recombinacidn ectopica, no se encontraron trazas ni de Galileo ni de
BuTjs.

No podemos descartar la hipdtesis que BuTS no se observe por azar en las inversiones
mediadas por mecanismos de recombinacion ectopica entre copias de Galileo. La acumulacion
de BuT5 en estos puntos de rotura podria no s6lo deberse a la baja tasa de recombinacion de

los heterocariotipos (Navarro et al. 1997), sino también a la preferencia de insercion de éstos.

Figura 4.4. Esquema de la localizacion de los puntos de rotura de las inversiones descritas en
el cromosoma 2 de D. buzzatii. Se muestran la ordenacion estdndar (st-1) y la ordenacion 2j
(con la inversion 2j) arriba y abajo, respectivamente. Los puntos de rotura de las inversiones
polimorficas se han denominado D (distal) o P (proximal). En la ordenacion estandar (st-1), se
muestran los puntos de rotura de las inversiones 2m, 2n y 2z’ (AC, BE, DF, PR y QS) y la
localizaciéon de la inversion 2. En la ordenacion 2j, se muestran los puntos de rotura de las

inversiones 2m, 2n, 2z’ y 2j y la localizacion de las inversiones 2¢" y 22°.
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En las inversiones mediadas por Galileo, encontramos BuT5 como colonizador
secundario no del punto de rotura, sino de Galileo. Los elementos tipo Galileo podrian
proporcionar dianas preferenciales de insercion a BuT5. Se ha descrito la insercion de algunos
elementos en Drosophila en dianas preferenciales (O’Hare y Rubin 1983). Casals et al. (2006)
encontraron cierta tendencia de estos TE a insertarse en las mismas bandas que otros
miembros de la misma familia y los elementos tipo Galileo. En D. virilis también se encontrd
asociacion entre los elementos Penelope y Ulysses (Zelentsova et al. 1999; Evgen’ev et al.
2000). En Arabidopsis, algunos TE con LTR también muestran insercion preferencial en otras
inserciones (Witte et al. 2001).

De ser asi, no habria evidencias de colonizacién secundaria de BuT5 sin la presencia de
elementos tipo Galileo. En las inversiones 2m y 2n, por tanto, BuT5 podria no ser un
colonizador secundario. De este modo, sugerimos que BuT5 podria no ser un colonizador
secundario sino un colonizador de Galileo. La ausencia de Galileo en los puntos de rotura de
estas inversiones, implicaria que no hay motivo para encontrar copias de BuT5 si no es por
azar a no ser que hubieran intervenido en el origen de las inversiones. Segun esta hipétesis
tedrica, solo cuando BuT5 hubiera intervenido en ambas inversiones, se explicaria su presencia
en los tres puntos de rotura de las inversiones 2m y 2n. Cuando se relacionaban los
mecanismos consistentes con ambos puntos de rotura (véase seccién 4.1.4.2) se describian
como consistentes los combinaciones i) 2m anterior mediante NHEJ mé&s 2n por
recombinacion ectdpica, ii) 2m anterior mediante insercion hibrida méas 2n por recombinacion
ectopica iii) 2n anterior por NHEJ mas inversion 2m por insercién hibrida y iv) la
simultaneidad de ambas inversiones. La Unica posibilidad consistente con esta hipdtesis es que
la inversion 2m se haya generado primero mediante insercion hibrida y posteriormente la copia
en el punto de rotura proximal recombinara con otra copia de BuT5 para generar la inversion

2n. Esta es la Gnica opcion que no seria consistente con el modelo de recurrencia descrito en la
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seccion 4.1.4.

4.5 NPL4

Cuando una reorganizacion tiene lugar en el genoma, puede no tener ningun efecto y
su frecuencia dependerd de la deriva genética. Sin embargo, la seleccién también puede
mantener polimorfismos estables asi como promover su fijacion o eliminacion dependiendo de
los efectos directos de la propia inversion y los puntos de rotura que la generan (Kirkpatrick y
Barton 2006). Una inversion puede crear nuevas combinaciones de expresion, regulacion o
genes de novo a partir de fisiones de éstos asi como el silenciamiento de una region por su
yuxtaposicion con la heterocromatina (variegacion). La seleccién también modificard la
frecuencia de una inversion si ésta incluye combinaciones de alelos favorables debido a la
supresion de la recombinacion (coadaptacion).

En algunas inversiones se han descrito cambios en el patron de expresion y
regulacion de genes (Spofford 1976; Eissenberg 1989; Henikoff 1990; Wesley y Eanes 1994;
Weiler y Wakimoto 1995; Puig et al. 2004). En Drosophila, en la inversiéon In(3R)Payne
(Kennington et al. 2006) se observo una fuerte seleccion epistatica y efecto de posicion por
variegacion en las inversiones Bm2 (Belgovsky y Muller 1938) y w[m4] (Sitko 1938).

Se deduce que las reorganizaciones fijadas son beneficiosas o neutras. Las inversiones
polimorficas pueden tener gradientes de frecuencia debido a sus distintos efectos en las
distintas poblaciones de una misma especie en distintos ambientes, siendo beneficiosas sélo en
ciertas condiciones (Dobzhansky 1971; Prevosti et al. 1988). Las inversiones 2m y 2n estan
fijadas en todo el complejo buzzatii, aunque desconocemos si lo hicieron por deriva o por
haber conferido ventaja adaptativa. Hay una compleja cadena de eventos genémicos asociados

a la inversion 2m. Sin embargo, la duplicacion no provoca el aumento en el numero de copias

247



Discusion

de ningun gen en D. buzzatii. La Unica copia del gen CG4673 se encuentra en la region del
punto de rotura BE mientras que el CG5071 se anotd en la regién del punto de rotura AC.
También en AC, se localizaron fragmentos con identidad con los genes CG5079 y CG4673,
aunque ambos parecen degenerados. No se ha encontrado una copia funcional del gen CG5079
en estas regiones del genoma de D. buzzatii. La pérdida de un gen es dificil de estudiar, mas si
en realidad su funcion no se ha perdido sino traspasado o el gen se ha retrotranspuesto y sigue
siendo funcional. De todos modos, no encontramos informacion sobre la regulacion, expresion
ni funcion de este gen en ninguna base de datos. Esta falta de literatura al respecto podria
indicar que su funcion no seria muy especifica o insalvable.

El gen CG5071, codifica una proteina con actividad peptidil-prolil cis-trans isomerasa.
En D. buzzatii, este gen no se encuentra anidado en CG4673 como en los demés genomas de
Drosophila. Aun asi, conserva su estructura, orientacion y localizacion. Por el contrario, el gen
mas interesante a estudiar que ha resultado afectado por estas reorganizaciones es sin duda el
gen CG4673. En primer lugar, el gen CG4673 se ha compactado debido a que la copia
putativa funcional localizada en BE ha perdido las ~9 Kb de la secuencia del intron 6. Esta
compactacién podria suponer una transcripcion mas eficiente y rdpida en los genomas
invertidos. Esta copia se encontr6 invertida respecto a los genomas sin la duplicacion debido a
la microinversion de éste (véase seccion 4.1.3.1). Ademas, es el Unico gen incluido en la
duplicacion que se pudo anotar en ambos puntos de rotura ya que trazas de identidad con

dicho gen pudieron ser anotas en el punto de rotura AC.

4.5.1. Dominios y funcion

Los transcritos RA y RB del gen CG4673 fueron correctamente anotados en el punto

de rotura BE de D. buzzatii. Ambos transcritos estan altamente conservados con los transcritos
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ortdlogos de D. mojavensis y D. melanogaster (véase secciéon 3.2 en Resultados) aunque el
tamafio del gen es considerablemente méas corto debido a la reduccién del tamafio del intrén 6
(véase Tabla 3.12 en Resultados). El transcrito CG4673-RA de D. buzzatii tiene una identidad
nucleotidica del 90,6% con el de D. mojavensis y del 79,6% con el de D. melanogaster. El
transcrito CG4673-RB tiene una identidad nucleotidica 90,0% con el de D. mojavensis y
78,9% con el de D. melanogaster. Ambos transcritos sélo difieren en el primer exon (1-8 en el
transcrito RA y 0 + 2-8 en el transcrito RB). Este primer exdn podria tratarse de una sefial
especifica de destino, pero el gen CG4673 fue propuesto como un gen regulado por el sistema
NMD (Hansen et al. 2009). El sistema NMD es un sistema de regulacion de la traduccién de
MRNA (Culbertson y Leeds 2003). La regulacién de la expresion NMD consiste en el
procesamiento alternativo en la maduracion de los mRNA. Estos mRNA contienen codones
stop prematuros que los convierte en objetivo del sistema de degradacion NMD. En
Drosophila, se establecio que el 14% de los genes aumentaban su expresion 1,5 veces cuando
el sistema NMD era eliminado en cepas mutantes (Rehwinkel et al. 2005). El estudio de estos
genes aumentd los tipos de procesamientos alternativos que serian objetivos del sistema NMD
como la inclusion o exclusion del primer exon, retencion de intrones, procesamientos
alternativos en las 5° y 3’UTR o poliadenilaciones especificas. La expresion de la
transcripcion RA del gen CG4673 no se afectd en las cepas deficientes del sistema NMD, no
asi la transcripcion RB (Hansen et al. 2009) significativamente aumentada. La carencia del
exon 1 en la transcripcién RB podria hacerla objeto del sistema NMD.

La traduccion tentativa del transcrito CG4673-RA (véase Figura 3.11 en Resultados)
fue utilizada para describir los dominios conservados (veéase Figura 3.12 en Resultados).
Ambas transcripciones (RA y RB) del gen CG4673 anotadas en el punto de rotura BE de D.
buzzatii codifican una proteina con un dominio NPL4, Nuclear Pore Localization (Botta et al.

2001; Bays et al. 2001). Ni el exon O (del transcrito RB) ni el exon 1 (del transcrito RA)
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codifican parte de dicho dominio (codificado en los exones 2 al 7). El exdn 8 (encontrado en
ambas transcripciones) codifica para un dedo de zinc de las proteinas RAN adicional que sélo
se conserva en la proteina NPL4 de metazoos, hongos y celomados.

La proteina NPL4 consta de un dominio activo NPL4 y un dedo de zinc N-terminal y
fue inicialmente descrita como integrante del poro nuclear ya que se la involucr6 en el
transporte nuclear. Bays et al. (2001) mediante ensayos de ubiquitinacién, revel6 que en
realidad, la proteina NPL4 era requerida en el proceso de degradacion asociada al reticulo
endoplasmatico (sistema ERAD). Las cadenas de ubiquitina (substratos ERAD) han sido
descritas como una sefial especifica de degradacién. EI complejo segregasa, esta involucrado
en el proceso de reconocimiento de distintas proteinas etiquetadas con ubiquitina. La proteina
NPL4 forma parte de este complejo junto con las proteinas Cdc48p (VCP ATPasa) y Ufdl
(Ubiquitin Fold Domain) (Lundgren et al. 2005). Inicialmente se forma un dimero mediante la
region central de la proteina NPL4 con Ufdl. Posteriormente, el conjunto interactia con la
VCP ATPasa por el extremo N-terminal de la proteina NPL4. Este complejo reconoce
proteinas ubiquitinadas para desechar del reticulo endoplasmatico y las presenta al proteasoma
26S para su degradacién. Bays y Hampton (2002) observaron que los elementos ubiquitinados
y los substratos GFP se estabilizaban cuando se usaban RNA de interferencia para VCP y Ufd-
1. Recientemente, le fueron atribuidas al complejo mas funciones con la misma actividad
catalitica, pero en distintos escenarios. La VCP ATPasa puede interactuar como una chaperona
con especificidad para proteinas ubiquitinadas sintetizadas en el reticulo para su
retrotranslocacion al ndcleo (Lundgren et al. 2005). Finalmente, Cao et al. (2004) también
pudo relacionar el complejo con el desensamblaje del huso mitdtico y reensamblaje de la
cubierta nuclear en interfase.

Existe un alto grado de conservacion (véase Figura 3.14 en Resultados) entre las

proteinas ortologas a NPL4 de D. buzzatii de las 12 especies secuenciadas (incluyendo ambas
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transcripciones de D. melanogaster). La proteina de D. sechellia es mas larga y la de D.
persimilis parece estar truncada (Dperl y Dper2). Por un lado, D. sechellia parece tener un
final diferente debido a una mutacion en el sitio de procesamiento en el exén 6 que cambiaria
el marco de lectura produciendo una proteina que carece del dominio del dedo de zinc (véase
Figura 3.15 en Resultados). En el caso de D. persimilis, hay anotados dos transcritos
independientes debido a una mutacion puntual que supone generar un codon stop en la
secuencia codificante. El alineamiento de la proteina (véase Figura 3.13 en Resultados)
muestra que la proteina Dper2 de D. persimilis comienza cuando termina Dperl. No parece
que ambas mutaciones sean viables debido a la constriccion que sufre esta proteina en todo el
género. Al tratarse ambos casos de mutaciones puntuales, creemos que se trata de errores

puntuales de la secuenciacion.

4.5.2. Datos de expresion

No existen diferencias significativas entre la expresion de los dos transcritos en D.
melanogaster (Life-Cycle Expression Data, Arbeitman et al. 2002). Los datos de la expresion
del gen CG4673 de D. melanogaster para cada tejido y etapa del desarrollo se muestran en la
Figura 4.5. No existen diferencias significativas en la expresion en el tiempo y en todas las
etapas. La carcasa (tejido correspondiente a lo que queda del térax después de haber extraido
el intestino, los tabulos, las génadas y el ganglio toracico-abdominal) tiene mayor expresion

mientras que el cerebro y el intestino medio son los tejidos con menor cantidad de proteina.
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A)

B)

Figura 4.5: Datos de expresion de la transcripcion RA del gen CG4673 en D. melanogaster.

A) Expresion por tejidos. B) Expresion por estadios.
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La RT-PCR 56 (PCR disefiada entre los exones 5 y 6 del gen CG4673 de D. buzzatii)
amplificd en todas las etapas del desarrollo ensayadas en D. buzzatii (véase Figura 3.21 en
Resultados). Estos resultados son coherentes con la expresion en D. melanogaster y para un
gen que codifica una proteina con implicacion en los procesos metabolicos explicados
anteriormente para NPL4. La RT-PCR 0 (PCR disefiada entre los exones 0 y 2 del gen
CG4673 de D. buzzatii) nos permitié comprobar que también existe transcrito RB del gen

CG4673 en D. buzzatii (vease Figura 3.21 en Resultados).

4.5.3. Redién reguladora

El orden y la orientacién de los genes CG12250 (A) y Ssadh (B) implicados en el
punto de rotura AB (incluyendo el gen CG4673) se conservan en las 12 especies secuenciadas
del género Drosophila (todas no invertidas para 2m). Por tanto, significa que no se conocen
roturas en el género que interrumpan el contexto intergénico aguas arriba y aguas abajo del
gen CG4673. Sblo en D. buzzatii (y especies invertidas para 2m) encontramos que el gen
CG4673 no se encontraria en el contexto habitual.

El gen CG4673 en D. buzzatii ha sufrido dos reorganizaciones. Por un lado, esta copia
procede de una duplicacidn asociada a la inversion 2m. Posteriormente, una microinversion
explicaria porque la orientacion de la duplicacion es opuesta a la esperada. En la inversion 2m,
la duplicacién interrumpe la regién aguas abajo del gen CG4673. En la microinversion, se
interrumpe también la region aguas arriba. Las repeticiones invertidas que flanquean la copia
duplicada indican la regién de los puntos de rotura de la microinversion. Como esta copia aun
sigue siendo funcional, la region reguladora de este gen debe estar entre estas repeticiones
invertidas. Los analisis de la conservacion de esta region aguas arriba del gen en D. buzzatii y

las especies del grupo melanogaster son consistentes en que dicha region reguladora se
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encuentre en la inmediata region 5 del gen CG4673 (véase seccion 3.3.1 en Resultados). Las
regiones aguas arriba y aguas abajo del gen CG4673 fueron analizadas con el programa de
prediccion de secuencias reguladoras McPromoter sefialando significativamente la propia
repeticion invertida anotada en 5’ del gen CG4673 como promotor putativo. La secuencia
anotada como repeticion invertida en 5’ fue comparada con la region duplicada en el punto de
rotura AC también en 5’ de YCG4673 y las regiones ortéloga en D. mojavensis, D. koepferae
y las propias repeticiones en la region 3’ (véase Tablas 3.14 y 3.15 en Resultados). Aunque
esta secuencia esta anotada como region intergenica en D. mojavensis, se observd que los
cambios acumulados no se corresponderian a una secuencia neutra. Esta region encuentra
conservada cuando se comparan las secuencias anotadas en 5° de los genes funcionales de D.
buzzatii, D. koepferae y D. mojavensis. La comparacién de estas secuencias suponiendo
evolucion neutra para calcular el tiempo de divergencia de las especies invertidas respecto el
linaje de D. mojavensis observamos tiempos cercanos a los 4 ma (véase Tabla 3.15 en
Resultados). Esta estima esta lejos del tiempo promedio de divergencia de 12,5 millones de
afios esperado (véase Figura 1.3 en Introduccién). Asumimos por tanto, que la regién

reguladora del gen CG43673 coincide con la repeticion invertida anotada en D. buzzatii.

4.5.4. Transcritos funcionales de CG4673 en D. buzzatii

En D. buzzatii, la secuencia reguladora putativa también se anotd en la region 5° de
YCG4673 en AC (como parte del fragmento duplicado debido a la inversion 2m) y en la
region 3’ de CG4673 en BE (como parte del fragmento duplicado debido a la microinversion).
Por tanto estas secuencias reguladoras podrian estar generando otros dos transcritos
adicionales al mMRNA funcional del gen CG4673. Por un lado, WCG4673 en AC podria tener

capacidad plena o parcial para transcribirse y el gen CG4673 podria producir un transcrito

254



Discusion

antisentido. En el primer caso, el gen YCG4673 podria haber sido funcional y los motivos que
provocaron su degeneracion deben ser distintos de la interrupcion de la region reguladora. Sin
embargo, en este caso, el programa McPromoter no sefialé ningin promotor putativo en esta
region. Por otro lado, el programa McPromoter si detecté un promotor putativo orientado
hacia el gen CG4673 en la region reguladora putativa en la region 3’ del gen CG4673 en BE.
De este modo, dos promotores rodearian al gen en el punto de rotura BE.

Estos dos promotores putativos adicionales (en AC y en 3’ del gen CG4673) podrian
estar regulando la expresion de un transcrito, aunque bien podrian ser inactivos y tratarse de
falsos positivos residuales. En este caso, se explicaria por qué el programa McPromoter aun es
capaz de detectar significacion en la region anotada en 3 y no en la copia AC. La region AC
(inversiobn 2m) proviene de un evento mdas antiguo que la region anotada en 3’
(microinversion) y llevaria mas tiempo acumulando cambios. Ademés, cuando estas
secuencias se comparan dentro de las especies invertidas, se encuentran menos constrefiidas
que cuando se compararon las secuencias en 5 del gen CG4673 entre especies. Para conocer
la funcionalidad de estas secuencias promotoras, hicimos distintos estudios de expresion
referentes a los posibles transcritos alternativos derivados de las duplicaciones de la region

reguladora.

45.4.1. Transcrito del pseudogen WCG4673 en D. buzzatii

Las PCR 2, 3, 7 y 3°’UTR (disefiadas en el pseudogen en las regiones con identidad con
el gen CG4673) amplificaron correctamente en todos los estados del desarrollo (véase Figura
3.21 en Resultados). Por tanto, confirmamos que existe transcrito procedente del pseudogen y
es consistente con que la secuencia anotada como repeticion invertida sea la region promotora.

La proteina NPL4 ha sido ampliamente estudiada y nunca se habia descrito su duplicacion en
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ninguna especie. Por tanto, no parece que dos copias de este gen supusieran una ventaja
evolutiva, fueran necesarias o incluso toleradas. Independientemente que se trate de un
pseudogen (ha perdido la préactica totalidad del marco de lectura y los sitios de procesamiento
descritos en la copia funcional) puede existir transcrito residual. Las duplicaciones de genes
normalmente se resuelven con la pseudogenizacion de una de las copias. Aunque la
degradacion es evidente, no conocemos su grado de pseudogenizacion (estados “ghost” o
“death” de las duplicaciones, Zheng y Gerstein 2007), y menos si su funcion reguladora no fue
interrumpida. Un gen duplicado puede adquirir funciones parciales o subfuncionalizar las
antiguas. Por otra parte, cuando la seleccion purificadora se relaja contra los constrefiimientos
funcionales en una copia duplicada, éstos pueden adquirir nuevas funciones. Sin embargo,
algunos pseudogenes “dying” incluso conservan alguna actividad de transcripcion aun sin

tener funcion bioquimica.

45.4.2. Transcrito antisentido del gen CG4673 en D. buzzatii

Aparte de los dos transcritos detectados (uno proveniente del gen CG4673 y el otro de
YCG4673) podriamos esperar un tercer transcrito regulado por la repeticion invertida anotada
en la region 3’ del gen CG4673. La region promotora en 5° de WCG4673 no fue propuesta por
el programa McPromoter y, aun asi, se detectd transcrito. En cambio, la regién reguladora
putativa en 3"de CG4673 si fue sefialada significativamente por el programa McPromoter, por
lo que transcrito procedente de esta region reguladora se espera con mas motivo.

La secuencia de este tercer transcrito seria complementaria al mMRNA funcional. No se
disefiaron PCR especificas de sentido para detectar este transcrito al no conocer su longitud,
origen y final o sitios de procesamiento. El experimento de hibridacion de Northern, revelo la

existencia de un tercer transcrito relacionado con la secuencia del gen CG4673. La hibridacion
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de Northern es cualitativa, asi que las intensidades de las bandas no son proporcionales ni
comparables.

La membrana 2 se hibrid6 con la sonda 2-3 aunque no se obtuvo sefial de hibridacion.
La misma sonda hibrid6 correctamente en el Dot Blot, por lo que la falta de hibridacion no se
debe a problemas de tamafio o de inespecificidad de la sonda. En la hibridacién de Dot Blot, la
mayor sefial se obtuvo en el DNA gendémico de D. buzzatii. No hubo sefial en D. mojavensis,
probablemente debido a la excesiva divergencia de la sonda o a la concentracion de ésta.

Las membranas 1 y 3 hibridaron correctamente con la sonda 5-7 (véase Figura 3.23 en
Resultados). La principal diferencia entre ellas es la cantidad de mRNA cargado en el gel
(véase Tabla 2.8 en Materiales y Métodos), siendo mucho menor la cantidad de muestra en el
gel para la membrana 3. La diferencia entre la intensidad de la sefial de estas hibridaciones en
las membrana 1 y 3 con la hibridacion de Dot Blot se debe a que la sonda PCR 2-3
corresponde a la copia de YCG4673, que incluso incluye el intrén 2. La sonda de la membrana
1 proviene de la copia de CG4673 de D. buzzatii, con mayor identidad con la copia del gen en
D. mojavensis.

Se realizaron dos controles. Por una lado, se hibridé la sonda en DNA genémico de D.
buzzatii. La sefial de hibridacién con el DNA se observa al principio del carril ya que las
condiciones usadas para el RNA no permiten la correcta penetracion del DNA genémico en el
gel. En el otro control se hibridé la misma sonda con el transcriptoma de una mezcla de todos
los estadios de mMRNA de D. mojavensis. EIl mRNA usado en los geles de hibridacion de
Northern procede del citoplasma y ha sido procesado, por lo que han eliminado los intrones y
se les ha anadido la caperuza en la 5’UTR y la cola de poli-A después de la 3°UTR. Por tanto,
aunque el gen CG4673 en D. buzzatii no tenga el intron 6 (~9Kb), los mMRNA del gen en
ambas especies tendran un tamario parecido. Solo se obtuvo una sefial de hibridacion en el

carril de D. mojavensis, por lo que la sonda 5-7 procedente de CG4673 no hibrida
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inespecificamente con ningln otro gen con secuencia parecida o alguna transcripcion de
tamafio muy distinto procedente de algun procesamiento alternativo.

En la membrana 3 hay una buena sefial de hibridacion en los estadios de embrion, pupa
y ambos adultos. La menor hibridacién se obtiene en larva, aunque la intensidad de la sefial no
es proporcional a la expresion del gen. La sefial de hibridacion principal se localiza en la
misma posicion en los distintos estadios de D. buzzatii (~1.100 pb), y es parecida a la sefial
obtenida en la hibridacion en el transcriptoma de D. mojavensis. Las sefiales de la hibridacion
principal de D. buzzatii quedan localizadas ligeramente por encima de la de D. mojavensis,
indicando que el mensajero en D. buzzatii es ligeramente mas largo. Esta sefial corresponde al
MRNA del gen CG4673 en D. buzzatii. El tamafio de la sefial es mayor al tamafio del CDS
porque el MRNA que hibrida con la sonda esta compuesto por el propio CDS méas ambas UTR
y la caperuza 5’ y la cola poli-A en 3’. En los carriles de mRNA de pupa y adultos, una sefial
de hibridacion aparece por debajo de la hibridacion principal (~950 pb), aunque su
interpretacion es dudosa al camuflarse entre una mancha de degradacion de mRNA. En la
hibridacion con mMRNA de pupa, también se pudo observar una sefial de hibridacion de mayor
tamafio que la principal (~2.000 pb). En la membrana 3 se realiz6 la misma hibridacion con
menores concentraciones de mRNA cargadas en el gel. La diferencia se hace evidente en el
revelado de la hibridacion, puesto que tanto la intensidad como el namero de hibridaciones, es
menor en esta membrana. En la membrana 3, sélo de observa sefial en las hibridaciones con
mRNA de pupa y el control con D. mojavensis. El tamafio de la sefial de hibridacion en el
control indica que, de nuevo se esta hibridando el mMRNA del gen CG4673. En la hibridacion
con pupa, la sefial mas intensa tambien corresponde a este MRNA.

En esta membrana, la sefial de mayor tamario ha desaparecido mientras que claramente
se observa la de menor tamafio por debajo de la hibridacion principal sin la contaminacion de

la primera membrana.
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Por tanto, al menos en el MRNA de pupa, se han observado tres sefiales. La sefal
principal corresponde con el gen funcional y se observa en ambas membranas y en el
transcriptoma de D. mojavensis. Una sefial de mayor tamario se observa en la membrana 1 y
una de menor tamafio en la membrana 3. Estas tres hibridaciones corroboran que hay tres
transcritos con homologia a la sonda utilizada del gen CG4673. Hay dos transcritos
adicionales que no se observan en los genomas no invertidos (D. mojavensis), por lo que es
consistente que se deban a las reorganizaciones ocurridas en D. buzzatii.

La hibridacién de Northern ha detectado el transcrito del gen y el del pseudogen
(previamente detectados mediante RT-PCR). El tercer transcrito detectado podria proceder de
la tercera regién promotora putativa aguas abajo del gen CG4673 en D. buzzatii. Un transcrito
procederia de la expresion del pseudogen en el punto de rotura AC y otros dos del punto de
rotura BE, pero en sentidos opuestos (uno en el sentido 5°-3” y otro antisentido 3’-5”). Sélo el

sentido 5°-3” del gen CG4673 estd completo y potencialmente funcional.

4.5.5. Relacion entre los diferentes transcritos del gen CG4673

Un transcrito no necesariamente ha de ser traducido para tener rol o actividad
bioguimica. Incluso cuando las transcripciones no llegan a traducirse, pueden estar asociadas
con la regulacion de la copia funcional. En el caso del transcrito del pseudogen detectado por
RT-PCR e hibridacion de Northern podria ser eliminado directamente. La falta del exén 1 de
la transcripcion RB del gen CG4673 producida por el procesamiento alternativo podria ser una
sefial de degradacion por el sistema de control de expresion NMD (vease seccion 4.5.1). En
YCG4673, se pudo anotar el exdn 0 pero no el 1. Por tanto, los transcritos procedentes de
YCG4673 podrian ser eliminados directamente por el mismo sistema que regula la expresion

en el gen funcional. Sin embargo, no sabemos las sefiales de procesamiento del transcrito
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producidos desde la region 3’ del gen CG4673 y no sabemos si incluye la secuencia del exon 1
0 0. De todos modos, al ser antisentido, la posible sefial codificada en el exén 1 o 0, seria
complementaria en este transcrito, por los que no seria reconocido por este sistema de
regulacion. La complementariedad de ambos transcritos podria unirlos y formar moléculas de
doble cadena, por lo que se disefid el experimento de deteccion de dsRNA. La causa mas
comun de dsRNA es la regulacion por interferencia. Un mismo fragmento se transcribe en
ambos sentidos regulado por dos promotores distintos. La transcripcion antisentido regula la
cantidad de mRNA libre que se traduce de la transcripcion de un gen. Cuando un transcrito
forma una molécula de doble cadena con un transcrito antisentido (dsSRNA) no puede ser
traducido normalmente.

El experimento de deteccion de dsRNA revel6 que los transcritos relacionados con el
gen CG4673 forman moléculas de doble cadena. Alguno de los transcritos detectados podria
estar modulando la actividad o expresion del transcrito procedente del gen funcional. El
dsRNA se compone de dos de fragmentos de RNA de cadena simple (ssSRNA)
complementarios que se unen para crear una molécula de doble cadena. Se amplifico producto
de PCR en las regiones correspondientes a los exones 3 y 7 (véase Figura 3.22 en Resultados)
por lo que, al menos en estas regiones, existe doble cadena que se protege de la digestion con
RNAasa. En cambio, la PCR 2 amplific6 como en el control (Gapdh), deduciéndose que en
esta region no habria molécula de doble cadena. Para interrumpir la traduccién de un
transcrito, basta una pequefia regién de doble cadena. La regién del exon 2 puede encontrarse
como cadena simple y ser digerido hasta la regién del exén 3, donde se encontraria protegido
por la doble cadena.

La region promotora del gen CG4673 se ha duplicado dos veces. La primera en la
duplicacion asociada a la inversion 2m y la segunda con la duplicacion asociada a la

microinversion. Las tres regiones promotoras regulan tres transcritos relacionados con el gen
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CG4673. Estos tres transcritos no tienen la misma orientacion. La region promotora del
transcrito procedente de ¥CG4673 en el punto de rotura AC y la del transcrito funcional del
punto de rotura BE estdn localizadas en 5°, por lo que la orientacion es directa (5°-3°).
YCG4673 y CG4673 estan orientadas en la misma direccion y al ser ambos transcritos 5°-3°,
no son capaces de formar moléculas de RNA de doble cadena. El transcrito complementario
detectado debe ser antisentido (3°-5”). La region reguladora anotada en 3’ del gen CG4673
produciria un transcrito antisentido. Cualquiera de los dos transcritos con la region reguladora
anotada en 5’ podria crear moléculas de doble cadena con el transcrito antisentido. De todos
modos, las PCR 3 y 7 fueron disefiadas especificamente para amplificar ¥CG4673. De este
modo, el mMRNA de doble cadena detectado proviene de la unién de los transcritos antisentido
y del pseudogen. Por tanto, la molécula de doble cadena se estaria formando entre el transcrito
5’-3* de WYCG4673 y el transcrito 3°-5” del gen CG4673.

No podemos concretar la funcionalidad de los tres transcritos encontrados. Tampoco
hemos podido averiguar cuantos de ellos llegan a traducirse. De todos modos, pensamos que
s6lo uno de ellos codifica realmente una proteina. Los otros dos transcritos podrian estar
regulando el transcrito del gen CG4673. Dicho transcrito estd conservado con todas las
especies de Drosophila y su constrefiimiento y la funcion descrita de su dominio conservado,
hacen pensar que es plenamente funcional y necesario. Un transcrito antisentido (como el que
podria producirse desde la region reguladora situada a 3> de CG4673) seria complementario y
podria estar inactivando la traduccion y sintesis de la proteina. Para evitar que este transcrito
antisentido inactive un gen imprescindible, se habria conservado la transcripcion procedente
de WYCG4673. Este transcrito, aunque no codifique para ninguna proteina funcional, tiene
sentido 5’-3’ como el del gen CG4673. Este transcrito, interactuaria con el transcrito
antisentido de CG4673, formando moléculas de doble cadena de mRNA. Si este transcrito

inactiva el transcrito antisentido, el transcrito del gen CG4673 queda libre y se traduciria
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normalmente. Aunque los resultados experimentales son consistentes con esta teoria de
regulacion, no conocemos las causas ni los casos en los que se produce. No hemos
encontramos argumentos ni justificacion para este sistema complejo de regulacion. No parece
que haya podido ser objeto de seleccion positiva. No hay evidencias que apunten a que este
sistema de regulacién confiera alguna ventaja o que haya sido el motivo de la fijacion de las
reorganizaciones 2m y 2n. Mas bien, pensamos que podria tratarse de un efecto colateral de
algun otro evento que si fue seleccionado positivamente. Este sistema de regulacion se habria
formado de forma accidental, de forma paralela a otro evento que lo ha arrastrado (efecto

hitch-hiking).
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Conclusiones

Las conclusiones de este trabajo son:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Se han localizado y cartografiado las regiones de los puntos de rotura de las
inversiones 2m, 2n (puntos de rotura AB, CD y EF) y 27" (PQ y RS) en el genoma
de D. mojavensis (genoma no invertido) que representa la ordenacién ancestral del
grupo repleta. Los puntos de rotura no interrumpen ningdn gen.

Se han aislado y secuenciado los puntos de rotura de las inversiones 2my 2n en el
genoma de D. buzzatii (AC, BE y DF). Se han aislado y secuenciado los puntos de
rotura de la inversién 2z’ en los genomas de D. buzzatii, D. martensis y D.
koepferae (PR y QS).

Para aislar los puntos de rotura AC y BE, se han secuenciado los clones BAC
20019 y 1N19 de la genoteca de D. buzzatii. Los puntos de rotura en los dos clones
BAC secuenciados acumulan mayor numero de inserciones de elementos
transponibles que fuera de éstos.

El analisis molecular confirma la reutilizacién citologica previamente observada
entre las inversiones 2m y 2n. Este trabajo es consistente con la distribucion no al
azar de los puntos de rotura.

La inversion 2m esta asociada a una duplicacion génica que incluye el gen CG4673
y dos genes anidados en éste (CG5071 y CG5079). En la posicion original (punto
de rotura AC), los genes CG4673 y CG5079 han pseudogeneizado. En la
duplicacion (punto de rotura BE), el gen CG4673 es funcional pero no hay rastro
de los genes anidados debido a la pérdida del intron 6 (que incluye ambos genes
anidados).

La duplicacion asociada a la inversion estd microinvertida. Una repeticion invertida

de 121 pb flanquea dicha duplicacion. El origen de la microinversion de la
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7)

8)

duplicacion es consistente con la rotura escalonada méas reparacion por NHEJ
generando estas repeticiones invertidas flanqueantes.

Por tanto, hasta tres puntos de rotura se localizan en la misma junta de la regién del
punto de rotura CD (2m proximal, 2n distal y proximal de la microinversion).

Los puntos de rotura CD (punto de rotura compartido entre las inversiones 2m y
2n) y EF son recurrentes a lo largo del género Drosophila. La regién del punto de
rotura AB no se ha observado interrumpida en ninguna de las especies
secuenciadas del género Drosophila. La recurrencia se ha asociado a mecanismos
NHEJ. El origen de las inversiones 2m y 2n es consistentes con tres mecanismos

distintos.

(i) primero inversion 2m mediante NHEJ + inversion 2n por recombinacion
ectopica entre copias del elemento BuT5.

(if) primero inversion 2n mediante NHEJ més inversion 2m por insercion
hibrida.

(iii) que sean simultaneas. (1 rotura escalonada + 2 roturas DSB maés reparacion

NHEJ de los dos fragmentos generados).

9) La recombinaciéon ectdpica (NAHR) entre copias del elemento Galileo es

consistente para explicar el origen de la inversién 2z’ como el de las 3 inversiones
polimorficas descritas anteriormente en D. buzzatii. El punto de rotura PQ esta

reutilizando un punto de rotura producido en el subgénero Sophophora.

10) El elemento BuT5 se ha anotado en todos los puntos de rotura. En las inversiones

2m y 2n este elemento se ha anotado solo, mientras que en la inversién 2z’ se ha

anotado acompafando a Galileo.
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11) Podria existir una relacion entre la presencia del elemento transponible BuT5 en
los puntos de rotura y su implicacion en el origen de la inversion. Dicho elemento
parece ser un clasico colonizador secundario del elemento Galileo, implicado en el
origen de las inversiones 2z', 2j, 2q" y 2z°. La presencia de BuT5 sin Galileo,
podria implicarlo en el origen de la inversion (inversiones 2m y 2n).

12) Parece existir una relacion entre la frecuencia de las inversiones descritas en D.
buzzatii y el mecanismo que las ha originado. Las inversiones polimorficas
descritas en D. buzzatii se han originado por recombinacién ectdpica. Solo en las
inversiones fijadas se ha observado un mecanismo distinto. La localizacion de los
elementos transponibles podria generar con mayor frecuencia inversiones neutras.

13) Al menos la inversion 2m se han generado por un mecanismo distinto a la
recombinacion ectdpica por lo que no es el mecanismo exclusivo del cromosoma 2
en D. buzzatii (como se habia observado en las inversiones anteriormente
descritas). Sin embargo si se observa cierta preferencia ya que la mayoria de
inversiones descritas en este cromosoma se han originado con este mecanismo. La
frecuencia de TE observada en los clones BAC secuenciados de D. buzzatii no es
mayor que la frecuencia de TE descrita en los genomas secuenciados del género
Drosophila. De este modo, esta preferencia en el mecanismo de recombinacién
ectopica no se deberia a la densidad de TE en el cromosoma 2.

14) La inversién 2z parece haberse originado por recombinacion ectépica entre copias
de un elemento tipo Galileo, por lo que éste no seria un mecanismo reciente ni
exclusivo de inversiones polimorficas.

15) La repeticion invertida que flanquea la microinversion de la duplicacion asociada a
la inversion 2m coincide con el promotor putativo del gen CG4673. Se han

localizado hasta tres posibles promotores: (i) en la region 5° del gen WYCG4673 en
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el punto de rotura AC y (i) en la regién 5’ y (iii) en la region 3° del gen CG4673
del gen CG4673 en el punto de rotura BE.

16) Hasta tres transcritos relacionados con el gen CG4673 han sido detectados en D.
buzzatii por uno sélo en el genoma no invertido de D. mojavensis. Uno procederia
de la copia degenerada del gen (punto de rotura AC) y otros dos de la copia del gen
funcional (punto de rotura BE).

17) Al menos dos de los tres transcritos detectados se relacionan entre si formando
moléculas de mRNA de doble cadena. Los transcritos antisentido (promotor en la
region 3’ del gen CG4673) y procedente del gen WCG4673 podrian asociarse y

regular el transcrito del gen funcional (promotor en la region 5° del gen CG4673).
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