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RESUMEN

Estudios previos de la distribucién de los sitios de insercién de los elementos
transponibles (ETs) bilbo y gypsy, en cromosomas de Drosophila subobscura se han
realizado en aras de entender, con mas claridad, la implicacién de los ETs a nivel
evolutivo y los mecanismos susceptibles de promover su actividad. D. subobscura
es una especie interesante para el estudio de estos aspectos ya que colonizé
Suramérica y Norteamérica recientemente (hace 30 afios aproximadamente). Este
escenario de colonizacién hace que esta especie sea valiosa para el estudio del
impacto de la colonizacion en la dinamica y distribucion de los ETs en el genoma.
Los resultados de la presente investigacion, comparando copias de elementos
moviles en poblaciones originales y colonizadoras, apoyan la hipoétesis de que la
deriva fundadora es la responsable de la distribucion bimodal de dos ETs
previamente observada en el genoma de las poblaciones colonizadoras. Sin
embargo, no podemos descartar, de manera categodrica, la existencia de un
incremento de las tasas de transposicion hacia determinados lugares

cromosomicos en las poblaciones colonizadoras.

Con el objetivo de determinar si la actividad de los ETs era diferente en
poblaciones originales y colonizadoras se realiz6 un estudio de las tasas de
expresion y transposicion de los ETs gypsy y bilbo. Las tasas de expresion se
analizaron en el tejido total de individuos adultos, ovarios y testiculos. Los
resultados de los analisis de individuos completos mostraron diferencias en las
tasas de expresion de estos elementos, siendo gypsy el que presentd tasas de
expresion mas altas que bilbo. A este nivel de comparacion, las poblaciones
colonizadoras mostraron un patron generalizado de mayores tasas de expresion
que las originales. Esto nos hace suponer que existe un aumento de actividad de
estos dos elementos a nivel somatico en las poblaciones colonizadoras. No
obstante, en los analisis de la linea germinal no se observd este patron: entre las
poblaciones colonizadoras y originales no se observaron diferencias generalizadas
en las tasas de expresién. Uno de los puntos destacables de este trabajo es la
diferencia en las tasas de expresion a nivel de sexos. Gypsy presento en los analisis
de individuos completos tasas de expresién mas altas en las hembras, mientras que

en la linea germinal dicho incremento se presenté en los machos. Sin embargo, en
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el caso de bilbo tanto los anadlisis de individuos completos como los de la linea
germinal muestran mayores tasas de expresion en los machos.

Los estudios de las tasa de transposicion de gypsy mostraron una mayor incidencia
de nuevos eventos de transposicién en machos de las poblaciones colonizadoras,
mientras que en las originales estas diferencias a nivel de sexos no parecen tan

evidentes.

Los resultados del presente estudio evidencian que existen diferencias en las tasas
de expresion de gypsy y bilbo, a diferentes niveles de comparacion (sexo, tipo
celular y poblacion). Estas diferencias pueden estar determinadas por mecanismos
de control diferentes para cada elemento. Se sabe que el control epigenético de la
expresion de muchos ETs sigue mecanismos diferentes en tejido germinal y
somatico. Ademas este control puede verse influenciado por el ambiente al que
esté sometido cada poblacién y por su contenido genético (también influido por la
colonizacién). Esto explicaria las diferencias observadas entre tipos celulares y
poblaciones. El conjunto de mecanismos de regulacién desplegados por el genoma
huésped afectaria la expresién y la dinamica poblacional de estos ETs en el genoma

de D. subobscura.
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ABSTRACT

Previous studies about the distribution of the transposable elements (TEs), bilbo
and gypsy in Drosophila subobscura chromosomes were done to a better
understanding of the role of TEs and the mechanisms triggering their activity. D.
subobscura is an interesting species of study because it recently colonized South
America and North America (~ 30 years ago); which makes this species valuable
for studying the impact of the colonization in the dynamic and distribution of TEs
in the genome. This research work where we compare the copies of mobile
elements in original and colonizer populations, supports the hypothesis that the
founding drift is the responsible for the bimodal distribution, previously observed
in two TEs in the genome of colonizer populations. However, we cannot
categorically discard the existence of an increase of transposition rates towards

particular sites of chromosomes in colonizer populations.

In order to assess whether TE activity was different in original vs. colonizer
populations, a study of expression and transposition rates of gypsy and bilbo was
performed. The expression rates were analyzed in whole adult individuals, ,ovaries
and testes. The results of the of whole individual analysis showed differences in
expression rates of both elements, being gypsy which showed the highest rate .
Moreover, colonizing populations showed a generalized pattern of higher
expression rates than original ones. This result suggests an increase in the activity
of these two elements at somatic level in colonizing populations. However, this
pattern was not observed in the germline analysis of where no differences in
expression rates were observed between colonizing and original populations. A
major point of this work are the differences in expression rates between sexes.
(i.e. between males and females at both levels Gypsy showed the highest
expression rate in females, whereas in the germline the largest increase was found
in males. However, the expression rates of bilbo were the same when germinal line

and the whole individuals males were checked.
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Studies of gypsy transposition rates showed a higher incidence of new
transposition events in males from colonizing populations whereas in original

populations these differences were not clear.

Results of this study show differences in the expression rates of gypsy and bilbo at
different levels: sex, cellular type, and population. These differences could be
determined by different control mechanisms specific of each element. It is known
that the epigenetic control of expression of many TEs follows different
mechanisms in germinal and somatic tissues. Moreover, this control can be
influenced by the environment to which each population is exposed and their
genetic content (at the same time affected by the colonization). This would explain
the observed differences between germinal line, somatic tissues and populations.
The regulation mechanisms displayed by the host genome would affect the

expression and the population dynamics of these TEs in the D. subobscura genome.
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1. INTRODUCCION

1.1. Elementos transponibles

Los elementos transponibles (ETs) son secuencias repetitivas de ADN,
relativamente cortas (generalmente menores de 25 Kb), que ocupan una parte
importante en el genoma de muchos organismos (Fukui et al., 2008). Fueron
descubiertos por primera vez en el maiz por Barbara McClintock hace mas de 60
afios, y denominados “elementos controladores” debido a su capacidad de
insercion y control de la expresién de algunos genes, constituyendo una poderosa
fuente de variacion. A partir de entonces, se han encontrado elementos moviles en
el genoma de una gran diversidad de organismos eucariotas y procariotas: en el
genoma humano ocupan el 50 % y en el genoma de algunas especies de gramineas
(incluyendo el maiz) llegan a representar hasta un 70 % (Jurka, 2008; Wessler,

2006; Feschotte et al., 2002; McClintock, 1953).

La clasificacién de los ETs ha ido evolucionando a lo largo del tiempo debido a la
aparicion continuada de nuevas secuencias como consecuencia de la secuenciacion
masiva de genomas. Por lo tanto, no se ha logrado desarrollar un sistema de
clasificacion unificado que logre agrupar la gran diversidad de ETs existentes. En
algunos sistemas de clasificacion se han tenido en cuenta los diferentes
mecanismos de transposicion y en otros dicha clasificacion se ha hecho desde un

enfoque meramente filogenético (Capy, 2005).

La primera clasificacion de los ETs fue propuesta por Finnegan (1989), quien
sugirio que existen dos clases de ETs definidas basicamente por sus mecanismos
de transposicion: los ETs de clase I, que retrotranscriben un ARN intermediario
(mediante el mecanismo de ADN-ARN-ADN) y cuyo mecanismo de transposicion
es comunmente llamado “copia y pega”. Y los de clase II, que transponen
directamente via ADN, mediante un mecanismo de “corta y pega”. Esta
clasificacion fue ampliamente aceptada, pero el descubrimiento de ETs en
bacterias y eucariotas que usaban el mecanismo de “copia y pega”, sin
intermediarios de ARN, y de los elementos MITE (Miniature Inverted-repeats
Transposable Elements), entre otros, hicieron necesario redefinir esta clasificacion

(Wicker et al., 2007; Capy, 2005).
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Wicker et al. (2007) propusieron, una clasificacion jerarquica, intentando unificar
el sistema de clasificacion de los ETs en eucariotas. En este sistema de
clasificacion, se conservaron las dos clases de ETs propuestas por Finnegan y se
incluyeron, ademas, los niveles de subclase, orden, superfamilia, familia y
subfamilia, teniendo en cuenta las relaciones estructurales y filogenéticas entre
ellos, trazadas a través de las secuencias de su reverso transcriptasa. Algunos
autores han criticado este sistema de clasificacion argumentando que a pesar de
que imita la clasificacion filogenética organismica, no lo hace de manera
consistente (Serberg y Petersen, 2009). Sin embargo, el trabajo realizado por
Wicker et al. (2007) es uno de los sistemas de clasificacion mas completos y

utilizados (figura 1), motivo por el cual se anota a continuacion.

1.1.1. Clasificacion de los elementos transponibles

1.1.1.1. Elementos de clase I

Los elementos pertenecientes a esta clase también son Illamados
retrotransposones, ya que transponen usando un ARN intermediario. El genoma de
ARN del retrotransposén es copiado en una cadena doble de ADN, por la
transcriptasa inversa, para poder ser integrado en el genoma hospedador. Los
retrotransposones son, generalmente, los principales responsables de los
segmentos de secuencias repetitivas en el genoma eucariota (Garcia Guerreiro,
2012; Garcia Guerreiro y Fontdevila, 2007; Wicker et al, 2007, McCarthy y
McDonald, 2004).

Los retrotransposones pueden dividirse en cinco ordenes, teniendo en cuenta
caracteristicas sobre su funcionamiento, organizacién y las filogenias de su reverso
transcriptasa: retrotransposones LTR, LINEs y SINEs, elementos de tipo DIRS, y

elementos tipo Penélope (PIEs).
a. Retrotransposones LTR

Los primeros retrotransposones con LTR fueron descubiertos gracias a su
capacidad de generar mutaciones en los dos modelos biolégicos mas estudiados
hasta el momento: la levadura Saccharomyces cerevisiae y la mosca Drosophila

melanogaster. La mutacién white-apricot, que surgié espontdneamente en 1923,
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causaba un cambio del color rojo (salvaje) a naranja-amarillo(mutante). Esta
mutacién del gen white fue la primera que se asocié con la insercién de un
elemento transponible llamado copia u otro relacionado. La secuencia de estos
elementos presentaba caracteristicas estructurales muy parecidas a las de los
retrovirus (Eickbush y Jamburuthugoda, 2008; Clare y Farabaugh, 1985; Mount y
Rubi, 1985).

Se incluyen en este orden ETs que van desde pocos cientos de pares de bases hasta
25 Kb y cuya secuencia se encuentra flanqueada por dos repeticiones largas
terminales (LTRs: Long Terminal Repeats, por sus siglas en inglés). Las secuencias
LTR pueden ser pequefias 6 alcanzar mas de 5 kb y sus extremos comienzan con
5°-TG-3"y finalizan con 5°-CA-3’. Estos elementos presentan duplicaciones del sitio
de insercion (TSD por sus siglas en inglés) de 4-6 pb, que se producen durante la
integracion del retrotransposon en el genoma hospedador. Ademas, presentan dos
marcos de lectura abiertos (ORFs por sus siglas en inglés): uno que codifica para
una poliproteina estructural, similar a la de los virus, llamada GAG, y otro para la
poliproteina POL. El dominio pol codifica la proteinasa aspartica (AP), la reverso
transcriptasa (RT), la RNasa H (RH) y una integrasa (INT). A veces, existe un tercer
marco de lectura abierto del cual se desconoce su funcion (Wicker et al., 2007). No
obstante, se sabe que el tercer ORF es muy similar a los genes env, codificantes de
la envoltura proteica de los retrovirus (Lopez et al., 1999; Song et al.,, 1997; Kim et
al,, 1994; Song et al., 1994). Los retrotransposones LTR también contienen sefiales
especificas de empaquetamiento, dimerizacidn, reverso transcripcion e integracion

(Wicker et al., 2007; Song et al., 1994).

Los retrotransposones LTR se dividen en dos superfamilias, Copia y Gypsy, que se
diferencian principalmente por el orden de sus tres dominios proteicos: proteasa
(PR), reverso transcriptasa (RT) e integrasa (IN) codificados dentro del dominio
pol. El dominio pol de los elementos Copia esta en el orden: PR, IN, RT, mientras
que en los elementos Gypsy tiene el orden: PR, RT, IN, que es también el orden

encontrado en los retrovirus (Wicker et al., 2007; Bowen y McDonald, 2001).

Los elementos copia y gypsy son estructuralmente parecidos a los retrovirus, se
consideraba que la mayor diferencia radicaba en que los retrotransposones no

codificaban para la envoltura proteica (Env); esta proteina la necesitan los virus
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para el proceso infeccioso de célula a célula. Sin embargo, tras los descubrimientos
hechos en D. melanogaster (Havecker et al., 2004; Song et al., 1997, 1994; Kim et
al., 1994), se sabe que el elemento gypsy puede ser considerado un retrovirus de
invertebrados, ya que en su ORF3 codifica para una proteina analoga a la proteina
Env de los retrovirus que le permite ser transferido extracelularmente (Havecker

et al., 2004; Song et al,, 1997, 1994; Kim et al,, 1994).

Actualmente existe una falta de consenso respecto a si los retrotransposones con
ORF3 deben de ser considerados retrovirus o ETs. Algunos autores consideran que
no solo gypsy, sino también, otros retroelementos que contienen ORF3 son
retrovirus endogenos de insectos, mientras que otros, consideran que los
retrotransposones son probablemente ancestros de los retrovirus 6
alternativamente descendientes de éstos, que han perdido su capacidad infecciosa.
La comparacién de la alta diversidad de retrotransposones con la limitada
diversidad de retrovirus de vertebrados, ha sugerido que las formas ancestrales
fueron retrotransposones (Eickbush y Jamburuthugoda, 2008; Pantazidis et al.,

1999; Song et al., 1997; Kim et al., 1994).

Por otra parte, también se han descrito elementos pertenecientes a la superfamilia
BEL-Pao, que son estructuralmente parecidos a los elementos Copia y Gypsy. En
ellos, el dominio IN se encuentra después del dominio RT. Los elementos BEL de
Drosophila melanogaster y los elementos Cer7-12 de Caenorhabditis elegans,

pertenecen a esta superfamilia (Wicker et al., 2007; Bowen y McDonald, 2001).

Los grupos de elementos copia y gypsy tienen una distribucién muy amplia en
plantas, hongos, vertebrados e invertebrados, mientras que los Bel solo han sido
descritos en animales.

La abundancia de los elementos con LTRs es altamente variable en hongos y
animales y particularmente alta en plantas. Por ejemplo, el 75 % del incremento en
el tamafio del genoma del maiz en los dltimos 5 millones de afios, fue el resultado
de la proliferacién de 11 familias de estos elementos. De otra parte, los elementos
LTRs representan menos del 8% del genoma humano, y parece que no han estado
activos en este linaje desde hace 50 millones de afios, mientras que en ratones la
estima es del 10 %. En el caso de Drosophila se estima que contiene 23 familias

entre retrotransposones con LTRs y retrovirus (Sun et al., 2012; Muszewska et al,,
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2011; Wendland y Walther, 2011; Eickbush y Jamburuthugoda, 2008; Garcia
Guerreiro y Fontdevila, 2007; MacCarthy y McDonald, 2004; Pantazidis et al,,
1999).

b. Elementos LINE

Los retrotransposones miembros de este orden no presentan LTRs, pueden
alcanzar longitudes de aproximadamente 5 Kb, y estan presentes en un nimero de
copias mayor de 10% por genoma en mamiferos (Wicker et al., 2007; Ldpez et al,

1999).

Los elementos LINEs también son llamados elementos poli-A*, dado que algunos
presentan en su extremo 3’ una region rica en adeninas (A). Estos elementos,
pueden integrarse en una diana especifica del ADN gen6émico hospedador
(elementos sitio-especificos), como lo hacen los ETs R1 y R2 de insectos. También,
pueden encontrarse insertados de manera dispersa a lo largo del genoma
(elementos no especificos de sitio), entre los que se encuentra el elemento L1 de

humanos (Wicker et al., 2007; Lopez et al., 1999).

Algunos elementos LINE son auténomos, presentando un marco de lectura abierto
(ORF) para los genes pol, lo que les permite codificar una transcriptasa inversa
(RT) y una nucleasa. Otros, presentan un ORF para los genes gag cuya funcién aun
no se conoce. S6lo los miembros de la superfamilia I (que incluye el elemento I de
D. melanogaster) contienen actividad enzimatica RNasa H. Algunos LINE, como
resultado de la integracion de la nueva copia en el genoma hospedador, generan la
duplicacion del sitio de insercion (TSD) dando lugar a que el elemento quede
flanqueado por secuencias repetitivas directas, de entre 7 y 20 nucleétidos

(Wicker et al., 2007; Lopez et al., 1999).

Los LINEs fueron descubiertos originalmente en humanos, pero con el paso del
tiempo se han descrito en diferentes especies eucariotas, predominando en
animales, a diferencia de los retrotransposones LTR cuya prevalencia es mayor en
plantas (Sun et al., 2012; Loépez et al., 1999). Los miembros de este orden se
pueden agrupar en 5 superfamilias: R2, L1, RTE, 1 y Jockey (Wicker et al., 2007). En
Drosophila existen 11 familias de retrotransposones sin LTRs (Garcia Guerreiro y
Fontdevila, 2007). Uno de ellos es el elemento I del que en algunas cepas de D.

melanogaster existen entre 20-30 copias defectuosas por genoma haploide
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localizadas en el ADN pericentromérico. Algunas otras cepas presentan de 10-15
copias en la eucromatina, en los brazos de los cromosomas (Chaboissier et al.,

1998).
c. Elementos SINE

Los elementos SINEs no tienen la maquinaria necesaria para su transposicion, por
lo tanto no son auténomos. Se movilizan a través de la retrotransposicion en trans

mediada por proteinas, como la RT, producidas por elementos autonomos LINE.

Se originan a partir de retrotransposiciones accidentales de transcritos de la RNA
polimerasa III (Pol III), como ARN 7SL, ARN 5S y tRNA, y no, a partir de deleciones
de elementos de la clase I, pese a pertenecer a esta clase. A diferencia de los
pseudogenes que se retrotransponen, los SINEs poseen un promotor interno
funcional capaz de llevar a cabo la transcripcién del elemento completo mediante
la ARN polimerasa III. Al integrarse en el genoma hospedador genera TSDs a
ambos extremos del elemento. Su extremo 3’ puede ser rico en adeninas (A) o en
adeninas-timinas (AT), que se repiten en bloques de 3-5 pb, 6 tener una cola poli
(T) que es la senal de terminacion del gen Pol III (Wicker et al., 2007; Lépez et al,,
1999).

d. Elementos tipo DIRS

Los miembros de este orden, contienen un gen de la tirosin recombinasa en vez de
una intregrasa (INT), y por tanto no generan TSDs. Sus extremos se parecen a
repeticiones parciales directas (SDR por sus siglas en inglés) 6 a repeticiones
invertidas. Por tanto, el mecanismo de integracion es diferente de los elementos
transponibles LTR y LINEs. Los elementos pertenecientes a este orden han sido
encontrados en diferentes especies que van desde algas verdes a animales y

hongos (Wicker et al., 2007).
e. Elementos tipo PLE

Estos elementos codifican: una transcriptasa inversa (RT), que estd mas
relacionada con una telomerasa que con la RT de los retrotransposones LTR 6
LINEs. También poseen una endonucleasa que esta relacionada con la proteina
UvrC de reparacion del ADN bacteriano. Algunos miembros de este orden

presentan un intrén funcional y otros, secuencias tipo LTRs orientadas de forma
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directa o inversa. Todos los miembros de este orden se encuentran agrupados en
una Unica superfamilia: Penelope (Wicker et al., 2007), que se encontré por
primera vez en D. virilis y se describié como un buen candidato para la produccién
de la disgénesis hibrida en esta especie (Evgen’ev et al., 1997). Hoy dia se han
encontrado en mas de 50 especies, incluyendo animales unicelulares, hongos y
plantas. Sin embargo, su ausencia en el genoma de algunas especies ya
secuenciadas, demuestra que presenta una distribucién irregular (Wicker et al,,

2007).

1.1.1.2. Elementos de la clase 11

Los elementos de clase II 6 elementos de ADN, son fragmentos de ADN que se
mueven utilizando una hebra sencilla o doble de ADN, mediante el mecanismo de
transposicion “corta y pega” (Feschotte y Pritham, 2007; Wicker et al., 2007).
Estan agrupados en dos subclases que difieren por el nimero de hebras de ADN
cortadas durante la transposicién. En la subclase I las dos hebras son cortadas,

mientras que en la subclase II solo una de ellas se corta.

La subclase I: estd compuesta por el orden TIR que se caracteriza por presentar
repeticiones terminales invertidas (TIR) de longitud variable y por generar
duplicaciones del sitio de insercion (TSD). Estd compuesta por nueve
superfamilias: Tcl-Mariner, hAT, Mutator, Merlin, Transib, P, PiggyBac, PIF -
Harbinger, CACTA, y por el orden Crypton, con una superfamilia, Crypton, cuyos

transposones no poseen TIRs (Wicker et al., 2007).

La subclase 2. Esta representada por dos 6rdenes, con una superfamilia cada uno:
1) Helitron. Estos elementos utilizan para su replicaciéon el mecanismo de circulo
rodante, no generan duplicaciones en el sitio de inserciéon (TSD) y presentan una
horquilla en su extremo 3’. Algunos Helitron han sido descritos en plantas, pero
también se encuentran en insectos y hongos. Constituyen el 2 %, tanto, del genoma
del nematodo Caenorhabditis elegans, como de la planta Arabidopsis thaliana, y el
3% en el murciélago Myotis lucifugus. Actualmente se ha demostrado que también
forman parte del genoma de algunas especies de salamandras (Sun et al., 2012;

Wicker et al., 2007; Kapitonov y Jurka, 2001).
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2) Maverick. Estos elementos son muy grandes (10-20 kb) y estdn flanqueados
por largas repeticiones invertidas terminales (TIR). Codifican para once proteinas
que varian en ndmero y orden. Algunos de estos ETs tienen homologia con
proteinas de virus de ADN (Wicker et al., 2007). Su mecanismo de transposicion no
se conoce bien, pero se sabe que codifican para la ADN polimerasa B y para una
integrasa (INT), relacionada con las encontradas en la clase I de elementos
transponibles. Ademas, no presentan RT, lo que confirma que en su replicaciéon no
usan un ARN intermediario (Wicker et al., 2007).

La mayoria de estos elementos probablemente presente un mecanismo de
transposicion que implica el desplazamiento y la replicaciéon de una sola hebra de
ADN intermediario. Por lo tanto, usarian un mecanismo de transposicion
replicativo, el proceso de copiar y pegar (Feschotte y Pritham, 2007). Hasta el
momento han sido encontrados en diversos organismos eucariotas, pero no en

plantas (Wicker et al., 2007).

Los retrotransposones no auténomos. Se conocen tres tipos: LARDs (“Large
retrotransposon derivatives”), TRIMs (“Terminal repeat retrotransposons in
miniature”) y MITEs (“Miniature Inverted-repeats Transposable E-lements”). Estos
elementos no fueron clasificados dentro de un orden particular, ya que sus
caracteristicas estructurales no presentan un origen que les relacione con algun
nivel taxondmico usado en el sistema propuesto por Wicker et al. ( 2007). Sabemos
que los minitransposones MITEs son un grupo heterogéneo de transposones de
ADN, no auténomos, que presentan tamafios de menos de 600 pb de longitud.
Estdn flanqueados por secuencias TIR y se encuentran frecuentemente
introgresados en genes o cerca de ellos, afectando la expresion de los mismos
(Shirasawa et al., 2012; Wicker et al., 2007; Feschotte y Pritham, 2007). El genoma
de las plantas contiene generalmente entre 103 y 105 copias, describiéndose
movilidad inicialmente en el arroz y posteriormente en otros eucariotas (Momose
et al., 2010). Las familias mas grandes son los Tourist y Stowaway, la primera es
abundante en plantas herbaceas y la segunda en plantas monocotiledéneas y

dicotileddneas (Feschotte et al,, 2002; Bureau y Wessler 1994; 1992).
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En varias especies algunos ETs auténomos del tipo Tc1-Mariner son responsables
del origen y activaciéon de muchas poblaciones de elementos no auténomos como
las decenas de miles de MITEs Stowaway presentes en el arroz, o los mas de mil
elementos no autébnomos Galluhop que se encuentran en pollos (Shirasawa et al,,

2012; Wicker et al., 2007).

Figura 1. Clasificacion de los elementos transponibles.
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Modificado de Wicker et al. (2007).
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1.1.2. Biologia de los elementos transponibles

Los avances en biologia molecular, genética y genémica han ayudado a entender
en detalle muchos aspectos de la biologia de los ETs. Los descubrimientos hechos
en la interfaz de estos campos han proporcionado informacién sobre nuevos
mecanismos de transposiciéon permitiendo la identificacién de nuevos ETs y la
ampliacién de la informacién sobre su distribucién taxonémica, mostrando que los
ETs y los virus estdn relacionados. Ademds, se ha logrado un mayor
entendimiento sobre la influencia de los ETs en la organizacién, integridad y
evolucion de los genomas y del transcriptoma de su hospedador (Cam et al., 2008;

Feschotte y Pritham, 2007; Garcia Guerreiro y Fontdevila, 2001).

Su capacidad de transponerse de manera auténoma, 6 con ayuda de secuencias
auxiliares de otros elementos, puede dar lugar a inversiones, duplicaciones, y hasta
deleciones de 100 kb 6 mutaciones génicas. Todos estos cambios pueden acarrear
reorganizaciones a gran escala del genoma influyendo en la plasticidad gendmica
que con el paso del tiempo llevara al cambio del genoma hospedador, tanto a nivel
estructural como de expresion génica (Pereira et al., 2009; Fukui et al., 2008; Lopez
et al, 1999). Los dominios cromosdémicos (Lewin, 2008, pag, 850), fruto de la
reorganizacion del genoma mediada por ETs, se caracterizan porque presentan
una actividad transcripcional distinta y diferentes marcas epigenéticas (Feschotte
y Pritham, 2007). Estas marcas son heredables y normalmente estables, pudiendo
estar sujetas a cambios dindmicos en respuesta a factores ambientales y estrés
genético (Cam et al, 2008; Feschotte y Pritham, 2007; Garcia Guerreiro y
Fontdevila, 2001).

La distribucion de los ETs varia de especie a especie atendiendo a dos aspectos
fundamentales: 1) La clase a la que pertenecen y su fraccion en el genoma, 2) El
nivel de su actividad. Por ejemplo, las levaduras (Saccharomyces cerevisiae) tienen
Unicamente retrotransposones LTR (elementos Ty), en el genoma de mamiferos
predomina la clase I de retrotransposones no-LTR, representando tan solo un 5 %
los ETs de ADN. Los genomas de plantas con flores, incluyendo monocotiledéneas
(gramineas como el arroz y el maiz) y dicotiledéneas (Arabidopsis y tomate),

presentan una gran cantidad de elementos de ambas clases, siendo los
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retrotransposones LTR los mas abundantes en los genomas mas caracterizados

(Wessler, 2006).

1.1.3. Regulacion de la movilidad de los ETs

Los ETs pueden presentar secuencias que codifican una gran variedad de
productos. Sélo en algunas ocasiones, por medio de mecanismos evolutivos,
algunas de sus secuencias que codifican proteinas quedaran integradas en el
genoma del hospedador como elementos tutiles y regulables. Por otra parte, gracias
a mecanismos evolutivos, los ETs se han convertido en una diana natural para una
serie de antiguos mecanismos de silenciamiento de genes como los RNAi (ARN de
interferencia), piRNAs (proteinas Piwi asociados a RNAs) y mecanismos
epigenéticos como la metilaciéon de citosinas, que aparentemente también se
encuentra controlada por RNAI. Estos sistemas de defensa intracelular también
operan frente a retrotransposones y virus encontrandose en plantas, hongos y

animales (Cam et al., 2008; Abrusan y Krambeck, 2006).

En los ultimos 12 afios se ha hecho cada vez mas evidente que las vias de
silenciamiento mediadas por pequefios ARN protegen los genomas de plantas,
hongos y animales contra los transposones y otros elementos egoistas (Senti y
Brennecke, 2010). Estos pequefios ARNs no codificantes desempefian papeles
importantes en la modulacion de la sintesis de proteinas (Kim et al., 2009) y su
funcién comprende desde la formacion de la heterocromatina, hasta la

desestabilizacion del mRNA y el control transcripcional (Kim et al., 2009).

1.1.3.1. Silenciamiento post-transcripcional de los ETs por RNAi.

El mecanismo de regulacion génica a través de la presencia de RNAi es un
fendbmeno, evolutivamente conservado, de regulaciéon a nivel post-transcripcional
que permite silenciar genes por reconocimiento de una secuencia nucleotidica

especifica y esta presente en diferentes especies (de Adjounian et al., 2008).

El silenciamiento de genes por RNAi fue observado por primera vez en 1990 en
Petunias (Napoli et al.,, 1990) en un intento por aumentar la expresion de la enzima
chalcona sintetasa (CHS) en los pétalos de petunias pigmentadas, mediante la

introduccion de un gen quimérico CHS de Petunia. Los resultados obtenidos fueron
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distintos de lo esperado: bloqueo de la biosintesis de antocianina generando
petunias totalmente blancas o poco pigmentadas, exhibiendo una gran cantidad de
fenotipos diferentes, dependiendo de la reduccién de la expresiéon del gen CHS
(hasta 50 veces inferior). Los autores propusieron que el aumento de la expresion
del gen transferido provocé una “co-supresion” del gen de la CHS endégeno. Otros
estudios reportados en el mismo afio, mostraron que la “co-supresién” no se
limitaba inicamente a los genes quimeéricos o al gen CHS. Hoy dia se sabe que pese
a que el silenciamiento de genes mediado por RNAi es muy comun en plantas
(Matzke et al., 2009), también esta presente en diferentes organismos como: D.
melanogaster, N. crassa, C. elegans, y en mamiferos (de Adjounian et al.,, 2008;

Napoli et al,, 1990).

El trabajo realizado por Fire et al. (1998), fue el primero que describi6, en parte,
el mecanismo de los pequefios ARN de interferencia (siRNA), usando como modelo
biolégico el nematodo Caenorhabditis elegans. Los autores encontraron que en los
animales inyectados con ARNs de doble cadena (dsRNA por sus siglas en inglés) se
observaba (a través de hibridacién in situ), una disminucién significativa o la
eliminacién de la transcripcion del mRNA end6geno. Hoy dia se tiene mucho mas
claro el mecanismo por el cual el ARN interfiere en los procesos post-
transcripcionales (de Adjounian et al.,, 2008; Fire et al., 1998) constituyendo un
potente mecanismo regulador no sélo de genes sino también de ETs end6genos. El
mecanismo regulador (Slotkin y Martienssen, 2007; Fire et al,, 1998) se puede

resumir de la siguiente manera:

1. El dsRNA (ARN de doble cadena) es cortado por un grupo de proteinas de la
familia Dicer (miembros de la familia de nucleasas RNasa III), en siRNAs con

tamafos que oscilan entre 21 y 30 nucle6tidos.

2. Estos siRNAs son reconocidos e incorporados a un complejo enzimatico
formado por varias proteinas llamado complejo RISC (RNA-induced silencing
complex), el cual se ensambla y desenrolla la doble cadena de los siRNAs
quedandose con la hebra anti sentido o guia (RNA mensajero blanco), todo esto
mediado por proteinas de la familia Argonauta de las cuales se conocen dos

subfamilias AGO y PIWI.
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3. La maquinaria activa del complejo RISC reconoce a los ARN mensajeros y actda
de manera catalitica degradando varios ARN mensajeros, evitando con ello la

sintesis de proteinas correspondiente.

Los siRNAs estan involucrados en modificaciones epigenéticas en las plantas que
estdn generalmente relacionadas con metilaciones del ADN dirigidas por ARN
(RdDM). Los RdADM inducen metilaciones de novo en las citosinas en toda la
secuencia (CG, GNC, y CNN, donde N es A, T o C) en la region del ADN homologa al
siRNA. En A. thaliana aproximadamente el 30 % de las citosinas se encuentra
metiladas por este sistema (Matzke et al, 2009). Los RdDM se acumulan en
dominios repetitivos heterocromaticos y también en las regiones eucromaticas,
por lo general dispersos en transposones y secuencias relacionadas (Matzke et al,,

2009).

Como se mencion6 al principio de este apartado, en muchas especies, los RNAi
también actdan como un mecanismo que la célula utiliza para defenderse de la
acciéon de los ETs. En C. elegans el RNAi es el principal mecanismo de
silenciamiento de ETs como Tcl, en la linea germinal. Por otra parte, las
mutaciones en los genes de las proteinas de la familia Argonauta y Dicer causan la

reactivacion de los elementos transponibles en muchas especies de eucariotas.

Los ETs son responsables de la formacion de muchos siRNA en la mayoria de las
especies, incluyendo humanos, de hecho, los niveles de estos ARNs se asocia con la
actividad de los ETs. Diferentes experimentos han demostrado que los RNAI se
desencadenan cuando un transposon se encuentra activo, comparandose
frecuentemente con el sistema inmune debido a su “especificidad contra
elementos externos y su capacidad de ampliar y planear una respuesta masiva
contra un acido nucleico invasor”. Sin embargo, algunos analisis genéticos proveen
evidencia de que el RNAi puede ser mas que una respuesta de defensa a ARNs
invasores, ya que también tiene funciones muy claras en la regulaciéon de genes

endégenos (Bernstein et al., 2001).

Los mecanismos por los cuales los RNAi identifican a los ETs para silenciarlos atin
no se conocen muy bien, pero las caracteristicas estructurales de los ETs pueden
ayudar a diferenciar entre los transcritos del elemento y los del hospedador. Por

ejemplo, los transcritos que poseen TIRs de los transposones de ADN pueden
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formar bucles en las estructura del dsRNA (Slotkin y Martienssen, 2007; Abrusan y

Krambeck, 2006; Bernstein et al., 2001).

1.1.3.2. Silenciamiento post-transcripcional de los ETs por piRNAs

Una clase de pequefios ARNs no codificantes lo constituyen los ARNs asociados a
las proteinas Piwi, que forman parte del complejo de silenciamiento inducido por
piRNA (piRISC: piRNA induced silencing complex, por su sigla en inglés) que esta
altamente conservado en la linea germinal de diferentes especies animales (Siomi
et al, 2011; Senti y Brennecke, 2010; Kim et al, 2009). Los piRISC fueron
descubiertos al estudiar los pequefios ARNs en el desarrollo de D. melanogaster
(Yin y Lin, 2007). La principal funcién de los piRISC es silenciar ETs presentando
una expresion limitada en las génadas y una alta diversidad de secuencias (Siomi

etal.,, 2011; Kim et al., 2009; Watanabe et al,, 2008; Yin y Lin, 2007).

La via piRNA es la principal linea de defensa contra los transposones en los ovarios
de Drosophila, tanto en la linea germinal como en la somatica ya que estos dos
tipos celulares estan presentes en ellos. Las células somaticas de apoyo (células
foliculares) tienen un papel clave en mantener y proteger las células de la linea
germinal. Las estrechas conexiones que existen entre las células germinales y
somaticas, como por ejemplo el intercambio de sefiales del desarrollo o el flujo de
nutrientes, expone el genoma de los ovocitos a las amenazas tanto internas como
externas (Senti y Brennecke, 2010). Por una parte, algunos transposones son muy
activos en las células germinales y explotan maquinarias celulares para maximizar
su acceso al genoma del ovocito, como lo hace gypsy que depende de su expresiéon
somatica para aumentar su nimero de copias dentro de la linea germinal (Chalvet
et al.,, 1999). Y por otra parte, algunos retroelementos de la familia Gypsy forman
particulas virales en las células somaticas de apoyo, y estas particulas pueden
invadir la linea germinal, posiblemente a través de vesiculas de transporte celular

(Senti y Brennecke, 2010).

Por otra parte, las proteinas Piwi son un factor esencial de auto renovacién en las
células madre de linea germinal, tanto de machos como de hembras. Estas
proteinas estan involucradas en la regulacion de la actividad de los transposones,

especialmente en ovarios y estan asociadas con piRNAs derivados de
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retrotransposones ademas de otros elementos repetitivos intergénicos (Brennecke
et al,, 2008; Nishida et al., 2007; Vagin et al., 2006). Los piRNAs asociados a piwi
sirven como un mecanismo de silenciamiento de genes de elementos repetitivos en
el nucleo, protegiendo de esta manera el genoma de elementos invasivos

(Brennecke et al., 2007; Zamore, 2007).

La regulacion epigenética mediada por los pequeiios ARN es muy compleja dado
que las proteinas Piwi pueden ejercer efectos opuestos dependiendo de la regién
genomica en la que actien. Los piRNA pueden tener una funcién guiando a Piwi a
sitios especificos, sin embargo, los efectos opuestos de Piwi en diferentes sitios
diana podria estar mediada por el contexto local de la cromatina, que uniria el
complejo Piwi- piRNA a distintos dominios que contienen histonas dimetiladas
(Yin y Lin, 2007). Las proteinas Piwi de las moscas (AUB y AGO3) pueden cortar
mRNAs marcados, dando como resultado el silenciamiento de retrotransposones,
otros elementos repetitivos intergénicos y genes codificantes de proteinas, tales
como Stellate, también conocido como SteXh, (Nishida et al., 2007; Saito et al,,
2006). Piwi funciona diferente de AUB y AGO3, asociandose con la cromatina e
interactuando con HP1a (proteina 1a de la heterocromatina), que esta involucrada
en la formacion de la heterocromatina (Kim et al., 2009). Los piRNAs median en el
silenciamiento en trans de cientos de copias de transposones a nivel
transcripcional. Se sabe que Piwi es necesaria para establecer marcas
heterocromaticas (H3K9me3: histone H3 lysine 9 trimethylation) en transposones
y en su entorno gendmico (Sienski et al, 2012). De esta manera, la via de los
piRNAs puede contribuir al control epigenético del genoma de las moscas (Sienski

etal,, 2012; Kim et al., 2009).

Hoy dia se conoce mucho mas acerca de su biogénesis y su funciéon molecular,
incluyendo la compartamentalizacion especifica subcelular de la via de los piRNA
en los cuerpos granulares citoplasmaticos, presentes en las células germinales de
muchas especies de metazoos, los cuales se encuentran muy cerca del nucleo,
sugiriendo que estos sirven como estructuras que reconocen y procesan
precursores de piRNA exportandolos del nucleo al citoplasma (Siomi et al., 2011).
Es importante sefialar, que incluso para los miembros Piwi que estan presentes en

el nucleo, tales como Piwi en D. melanogaster y Miwi2 en ratones, se tiene
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evidencia de que la produccion y asociacion con los piRNAs se producen en estos
granulos citoplasmaticos (Siomi et al, 2011; Kim et al., 2009; Watanabe et al,,

2008).

1.1.4. Modificaciones de la cromatina

Los estados de la cromatina son heredados por las proximas generaciones de
células, con el fin de preservar el patréon de expresién de genes especificos, un

fendmeno conocido dentro del campo de la epigenética.

Los mecanismos epigenéticos desempefian un papel importante como respuesta
de los genomas al estrés ambiental y, a su vez, actuando como barreras que
protegen los genomas. Los cambios en la cromatina en los que se incluyen: las
modificaciones en las colas de las histonas, metilaciones de ADN y alteraciones en
el empaquetamiento y condensacion de la cromatina, suprimen la transcripcion de
los ETs. Los elementos al insertarse en el genoma, son generalmente marcados por
modificaciones epigenéticas destinadas a suprimir su expresion. Estas
modificaciones, a su vez, pueden causar alteraciones especificas en la cromatina
que pueden extenderse al ADN contiguo y modificar (generalmente reprimiendo)
la expresion de los genes adyacentes en un tejido mediante un proceso llamado

heterocromatinizacion (Venner et al., 2009; Huang et al., 2004).

El control epigenético de la expresién de un gen se hace posible cuando se
presentan modificaciones a nivel del ADN o de las proteinas asociadas a él,
principalmente histonas, que no alteran la secuencia del ADN original (Venner et
al., 2009; Biémont y Vieira, 2006; Huang et al., 2004). Estas modificaciones de la
cromatina estan determinadas, en gran parte, por alteraciones especificas
postranscripcionales de las colas de las histonas o por modificaciones covalentes
de los residuos de citosina. La actividad transcripcional de la cromatina esta
caracterizada frecuentemente por metilaciones y acetilaciones (Huang et al., 2004).
Estos cambios generan descondensacion de la cromatina, que puede facilitar que la
magquinaria transcripcional pueda acceder al ADN, pero también lo expone a las
enzimas implicadas en la transposicién (Fontanillas et al., 2007; Timakov et al,,

2002).



34

La mayoria de los genes de copia Unica se encuentran en la eucromatina. Por el
contrario, la heterocromatina representa una forma condensada de la cromatina y
estd generalmente marcada por hipermetilaciéon del ADN, e hipometilacién de las
histonas 3 y 4. Una metilacion especifica de la histona 3 en Lys-9 sirve como sefial
de reconocimiento de una proteina muy importante, la proteina de la
heterocromatina 1 (HP1), que esta implicada en la organizaciéon de Ia
heterocromatina. Se sabe que la heterocromatina contiene una gran cantidad de
secuencias repetitivas derivadas de ETs, de retrovirus, y secuencias macro y micro

satélites (Huang et al.,, 2004).

La metilacion es un mecanismo ancestral, por lo tanto, se encuentra en todos los
grupos filogenéticos. En Drosophila, se presentan niveles bajos de metilacion del
ADN en todos sus estadios de vida, excepto en el embrionario donde los niveles
son altos. Sin embargo, las secuencias objetivo de metilacion son diferentes a los
dinucleoétidos clasicos CpG (Lyko, 2001). Esta particularidad y el hecho de que la
metilacion se realiza en etapas tempranas del desarrollo, es la responsable de la
dificultad histérica de detectar metilaciones en estas especies. No obstante, se han
detectado metilaciones en muchas especies de Drosophila y en una gran variedad
de otros insectos (Fontdevila, 2011; Marhold et al., 2004). En plantas y mamiferos,
los residuos de citosina pueden ser metilados en el dinucle6tido simétrico (CpG) y
estas metilaciones son copiadas durante la replicacién del ADN en una nueva hebra
de ADN, lo que genera un mecanismo de herencia del silenciamiento del ET
(Slotkin y Martienssen, 2007).

Las metilaciones asimétricas también son responsables de la represion de los ETs
en plantas, y en menor medida en mamiferos, generalmente correponden a
metilaciones de novo (metilacion de secuencias no metiladas) que no requieren un
sustrato metilado como guia. Algunos estudios siguieren que las metilaciones son
un requisito indispensable para el silenciamiento epigenético de los ETs en
algunos estadios del desarrollo de los mamiferos (Slotkin y Martienssen, 2007). No
obstante, los bajos niveles de metilacién que se presenta en Drosophila (Fontdevila,
2011; Slotkin y Martienssen, 2007) hacen pensar que la metilacién no es un

mecanismo muy relevante en el control de los ETs en este género.
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1.1.5. Otros mecanismos de control de los ETs

El control de la actividad de los ETs en los genomas se considera importante, ya
que los ETs activos son altamente mutagénicos que, entre otras alteraciones,
pueden generar recombinaciones ectépicas o influir en los genes cambiando los
patrones de splicing, poliadenilacién, 6 funcionar como enhancers o promotores
(Slotkin y Martienssen, 2007; Abrusan et al.,, 2006). Por tanto, su actividad esta
fuertemente controlada a diferentes niveles, tanto a nivel de frecuencia, como de
especificidad de su insercion. Por tanto, la prevalencia de los ETs en el genoma
depende de un delicado balance entre su expansion y las restricciones que impone
el genoma hospedador vmediado, probablemente, por el desarrollo de una relaciéon
simbiodtica con éste (Fontdevila, 2011; Goodier y Kazazian, 2008; Lépez et al,,
1999).

Los mecanismos que usa el genoma hospedador para controlar la movilidad de los
ETs, probablemente actiien a multiples niveles, tales como: la transcripcién del
elemento, su expresion especifica, el procesamiento del ARN y proteinas
codificadas, el ensamblaje de particulas virales, la transcripcién inversa y la
integracion de la doble cadena de ADN. Algunos de estos mecanismos han sido
descritos en elementos LTR y pueden ser extrapolados a los elementos LINEs por
su similitud. En el caso especifico de los elementos LINEs se encontrdé un
mecanismo de control que afecta al promotor interno del elemento I de Drosophila
(Lopez et al, 1999). La actividad de este promotor presenta una correlacion
negativa con el numero de copias existentes en el elemento de los primeros 186
nucleétidos, que forman la regién 5’ no traducida del mismo, ya que esta region
contiene secuencias que reducen, en cepas inductoras, la expresion del promotor

de este elemento (Chaboisser et al., 1998).

Algunas otras estrategias que protegen el genoma hospedador de mutaciones
deletéreas causadas por ETs son, por ejemplo, la especificidad de insercion, que
hace referencia a la inserciéon de ETs en zonas no codificantes del genoma
hospedador o incluso en elementos preexistentes (Lopez et al., 1999). Los estudios
realizados sobre la endonucleasa (EN) codificada por el elemento L1, son una
prueba de la existencia del primero de estos casos. En estos estudios se encontr6

que las regiones que son reconocidas por EN se encontraban mayoritariamente en
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regiones no codificantes del genoma humano. Muchos hexameros de EN de los
elementos L1 son restos de cola poli A (secuencias no codificantes) del extremo 3’
de inserciones previas de L1/Alu. De esta manera, la evolucion de dicha
especificidad es uno de los factores que han asegurado el éxito en la proliferaciéon
de estos elementos en mamiferos. La restriccion moderada de la transposicion, por
dianas especificas, favorece que los elementos L1 sean tolerados por el genoma
hospedador (Ichiyanagi et al., 2007; Cost y Boeke, 1998). Los genes de muchos
tipos de mamiferos y plantas presentan regiones de preferencia de insercion de
ETs al final de sus intrones 6 en las zonas no traducidas de los extremos 5" y 3’
(Naito et al., 2006). Ejemplos del segundo caso, lo constituyen los elementos RZBm,
Ty1l, R1Bm, DRE, entre otros, que son especificos de secuencias repetitivas, y otros,
como TX1, que se insertan preferencialmente dentro de transposones. Este
fenbmeno es muy comin en el maiz, en donde la mitad de los elementos
estudiados estan insertados dentro de otros elementos (Lépez et al., 1999; Cost y

Boeke, 1998).

Por otra parte, a nivel de disrupcién de los genes, los ETs que se insertan en los
genes pueden ser deletéreos, por tanto los individuos portadores de estas
inserciones probablemente desapareceran de la poblacion. De esta manera, se
espera que los ETs se acumulen en regiones pobres en genes, donde las inserciones

tienen mayor probabilidad de ser neutras (Charlesworth et al., 1994).

Otro ejemplo de estas estrategias, hace referencia a la acumulaciéon de ETs en
zonas con baja recombinacién. Las multiples copias insertadas en el genoma
presentan gran homologia entre ellas y esto podria causar recombinaciones entre
regiones no homologas de los cromosomas (recombinaciones ectépicas), y con ello,
eliminar genes funcionales o exones, cambios en el genoma hospedador que
pueden ser deletéreos. Teniendo en cuenta las desventajas que esto supondria
para el hospedador, se espera que los ETs se acumulen en regiones con bajas tasas

de recombinacion (Abrusan et al., 2006; Langley et al., 1988).

A diferencia del modelo de disrupcién de genes, el de recombinacién ectdpica tiene

en cuenta la diversidad de los ETs: cuando aumenta el nimero de copias de ETs
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homologas entre ellas, también aumenta la probabilidad de recombinaciones
ectopicas, con las consecuencias que ya se han considerado en el parrafo anterior.
Por tanto, este proceso influye en la diversificaciéon de los ETs, ya que al reducir
secuencias similares de repeticiones, reduce la probabilidad de recombinaciones
entre ellas, y con ello, se espera el surgimiento de diferentes comunidades de
transposones, con numerosas familias de ETs que estén presentes en un bajo
numero de copias (Abrusan et al., 2006).

Teniendo en cuenta esta hipotesis, se espera que los animales con genomas
compactos tengan tasas mas altas de recombinaciones ectopicas, que los animales
con grandes genomas, y en consecuencia, la diversidad de los ETs en genomas
pequefios seria alta. De hecho, se ha encontrado una gran diversidad de ETs en
organismos con genomas compactos, como es el caso del pez globo, akifugu
rubripes (Fugu) y Tetraodon nigroviridis. Esa diversidad de ETs, que también se
observa en el pez cebra, es caracteristica del genoma de peces y no se perdié
después de la compactacion del genoma en las especies de pez globo. La respuesta
a la retrotransposicion del genoma de los peces globo es similar a la observada en
D. melanogaster, en la cual también se presentan un importante nimero de ETs

(Abrusan etal., 2006; Volff et al.,, 2003).

1.1.6. Movilidad de los ETs

La dindmica evolutiva y la diversidad de los ETs en insectos, peces, aves y
mamiferos, es muy diferente (Feschotte y Pritham, 2007; Abrusan y Krambeck,
2006) e incluso entre individuos de la misma especie (Wessler, 2006). En Z. mays,
D. melanogaster y Caenorhabditis elegans, muchas familias de ETs se encuentran
activos, generando gran cantidad de mutaciones en ciertas zonas del genoma
(Wessler, 2006). No obstante, en términos generales, en muchos insectos y peces
son relativamente pocas las familias de ETs que se han mantenido activas durante
largos periodos de tiempo (Wessler, 2006). Por otra parte, las plantas con flores
especialmente los miembros del clado de las gramineas (arroz, maiz, cebada y
trigo), presentan una diversificaciéon del genoma mediada por muchas familias de
ETs de la clase I y II. En contraposicion, en el genoma de los mamiferos la actividad

de ciertos linajes de ETs es mucho menor, sin embargo, el nivel de actividad varia
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significativamente entre familias (Wessler, 2006). En mamiferos una sola familia
de transposones, la familia L1, ha dominado el genoma durante la radiacién de los
mamiferos, a expensas de todas las familias de retrotransposones auténomos. Los
mamiferos también presentan una gran cantidad de elementos SINEs, repeticiones
no auténomas que parasitan los retrotransposones LINE (Abrusan y Krambeck,
2006). En otros organismos como los pollos la actividad de todos los transposones

es muy baja o no existe (Abrusan y Krambeck, 2006).

En humanos, aproximadamente el 80 % de los genes contienen, intercalados,
elementos L1, mas de 2 x 10% copias de elementos Alu (Naito et al., 2006) y 3 x 103
copias de elementos SVA, aproximadamente (Fontdevila, 2011, pag 102; Cordaux
y Batzer 2009; Xing et al., 2006). La evidencia reciente indica que aproximadamente
35-40 subfamilias délu, L1, elementos de SVA y posiblemente elementos VHER
siguen activos en el genoma humano (Mills et al., 2007) y el de chimpances (Mills
et al., 2006). Estos transposones activos son de gran interés debido a que
continian generando diversidad genética en las poblaciones humanas y porque
causan enfermedades humanas mediante su integraciéon en los genes (Cordaux y
Batzer, 2009; Mills et al., 2007). De esta manera, los elementos L1, Alu 'y SVA han
tenido un gran impacto en la evolucion de los genomas de los primates en términos
de estructura y funcion, gracias a su continua actividad y la acumulacién en el

genoma a lo largo de decenas de millones de afios (Cordaux y Batzer, 2009).

Hasta el momento, no se sabe cual es realmente el papel que desempenan los ETs
en la regulacion de los genes individuales humanos. Si se tiene en cuenta que la
mayor parte de las inserciones se produjeron hace mas de 5 millones de afios es
probable que su impacto en la expresion de los genes nunca se conozca, por la
sucesiva acumulacién de mutaciones adicionales (Naito et al., 2006).

Por el contrario, muchos genes de plantas contienen ETs, pertenecientes a
diferentes familias, que son de origen reciente. Estos elementos han permitido
estudiar el impacto de los ETs en la expresion de los genes y en la diversificacién
alélica. Tras el descubrimiento de un minitransposon activo en el genoma del
arroz, el elemento mPing, se abri6 la primera puerta para determinar el impacto de
las inserciones de elementos MITE en los genes de las plantas. Las estudios

demostraron que existia una seleccién negativa en contra de los elementos mPing,
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que se encontraban cerca de los genes del arroz, afectando posiblemente de
manera sutil la expresion de los genes (Naito et al., 2006). En la actualidad, los
elementos transponibles MITEs han sido considerados uno de los factores mas
importantes que han contribuido a la aceleracion dela evolucion del genoma
eucaridtico, ya que al transponerse dentro de genes y sus regiones flanqueantes
causan la disrupcion funcional de los mismos 6 inducen su expresion (Shirasawa

et al., 2012; Naito et al., 2006; 2009).

1.1.6.1. Transposicion espontanea.

Los elementos transponibles solo se mueven de forma esporadica en los genomas
eucariotas, debido probablemente a genes y mecanismos de regulaciéon por parte
del genoma hospedador (Garcia Guerreiro, 2012; Federoff, 2002). Muchos estudios
realizados sobre la dinamica poblacional de los ETs se han enfocado en unos pocos
organismos modelo, especialmente en Drosophila melanogaster. Estos estudios,
basados en el andlisis de varias familias, mostraron que los ETs se encuentran a
frecuencias bajas en la mayoria de las localizaciones genémicas. La permanencia
de estos elementos en las poblaciones seria el resultado de un equilibrio entre el
incremento del nimero de copias por transposicion y la eliminacién por seleccion
natural (Petrov et al,, 2011).

Las tasas de transposicion en las poblaciones naturales y de laboratorio son
generalmente muy bajas, 10-4 a 10-¢ eventos de transposicién por copia y por
generacion. Sin embargo, pese a la estabilidad de los genomas, se han reportado
explosiones de transposiciéon, sin una causa evidente, en procariotas y en
Drosophila (Garcia Guerreiro, 2012). Por ejemplo la transposiciéon espontanea de
secuencias de insercion (IS: IS1096 y ISMsm3) en la micobacteria M. smegmatis
genera variabilidad confiriendo plasticidad genotipica a esta especie (Kocincova et
al., 2008). En Staphylococcus aureus la transposicion espontanea de secuencias IS

genera una cepa mutante resistente a antibidticos (Nagel et al., 2011).

Por otra parte, en D. melanogaster la “explosion” de eventos de transposicién se ha
observado en los ETs: mdg1, mdg2, mdg3, copia, Doc, FB, P, y roo y DINE-1, en D.

yakuba. En D. simulans, una explosiéon de transposicion es la responsable del
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incremento del nimero de copias del ET 412 en poblaciones naturales de

Camberra en Australia (Garcia Guerreiro, 2012; Vieira y Biémont 1997).

En la actualidad no se conocen los mecanismos exactos que promueven la
“explosion” de la transposicion. No obstante, algunos autores consideran que estos
eventos tiene un profundo impacto en la estructura de los genomas, y regulacién
de los genes, contribuyendo a procesos de especiacion rapida. En Drosophila, se ha
propuesto que la transposicion ha podido contribuir en los procesos de
especiacion promoviendo el surgimiento de variabilidad genética, que favoreciera
la adaptaciéon demografica y, en ultima instancia, el surgimiento de nuevas
especies. En algunos casos, las explosiones de transposicion en Drosophila ocurren
solamente en pocos individuos e incluyen uno o varios ETs (Garcia Guerreiro,
2012; Fontdevila, 2005). Este fendmeno de explosiones de transposicion con
periodos de radiacion de especies, también se ha propuesto para especies de

salmones y mamiferos (Garcia Guerreiro, 2012; O’Neill et al., 1998).

Sin embargo, la correlacidon entre la transposicién y la especiacion es complicada,
ya que es dificil determinar la fecha exacta de la “explosion” de ETs y la
diversificaciéon de especies naturales (Rebollo et al., 2010).

Por otra parte, los ETs no serian los tinicos que contribuirian a la especiacién. Otra
variedad de factores como: la transferencia y pérdida de genes, las mutaciones que
afectan a los “genes de especiacién”, las interacciones endosimbioticas, los
mecanismos que evitan la recombinacién durante la meiosis y la introgresiéon
también podrian explicar el aislamiento reproductivo. Ademas, en algunas especies
la influencia de los ETs en los procesos de especiacién es casi nula, 6 dichos
procesos de “explosiones” de transposicion no siempre llevan a procesos de
especiacion. En el caso particular de Drosophila, no existe hasta el momento datos
de asociacidn entre las “explosiones” de transposicion y radiacion de especies. Pese
a ello, tampoco se puede asegurar que los eventos de transposiciébn no estén
implicados en el aislamiento reproductivo, formacién de nuevas especies y al

incremento del tamafio del genoma (Garcia Guerreiro, 2012).
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1.1.6.2. Mecanismos que contribuyen a la transposicion

En la actualidad no se conoce con exactitud cudles son los mecanismos
involucrados en la activacién de los ETs en el genoma eucariota. No obstante,
desde la década de los 80 se indaga al respecto. Barbara McClintock sugirié que los
ETs son activados como respuesta a desafios que se le presentaban al genoma.
Desde entonces, el relajamiento del silenciamiento epigenético de los ETs ha sido
descrito como una posible respuesta a exposiciones a luz UV, temperatura,
radiacion, lesiones, cultivo celular, infeccion por patégenos y poliploidizacion.

Esta reactivacion de los ETs por estrés puede generar cambios que podrian tener
un valor adaptativo para el hospedador. Esta respuesta adaptativa es una
estrategia a largo plazo para el incremento de la variabilidad por seleccion. Desde
entonces, la activacién de los ETs por factores bioticos o abidticos y por cambios

ambientales, también, ha sido documentada en eucariotas.

En Drosophila se ha sugerido, a través del estudio de las tasas de transposicion,
que la activacién de los ETs estd asociada a estrés térmico, sin embargo, no existe
un consenso generalizado al respecto. Algunas movilizaciones pueden ocurrir de
manera espontdnea, sin explicacién alguna, pero los cruces disgénicos, cruces
hibridos y eventos de colonizacién, pueden también incrementar las tasas de
transposicion de algunos ETs (Garcia Guerreiro, 2012; Slotkin y Martienssen,
2007; Lépez et al,, 1999; Labrador et al. 1999; Evegen’ev et al., 1997; Labrador y
Fontdevila, 1994).

a. Estrés ambiental

A pesar de su uso cotidiano el significado de la palabra estrés es dificil de definir
para los bidlogos, dado que se utiliza en la literatura cientifica de muchas maneras
y contextos diferentes. Las diferentes acepciones sobre el estrés va en funciéon de la
disciplina en la que se trabaje (fisiologia, ecologia y evolucién bioldgica), y del
nivel desde el que se aborde (molecular, fisiolégico, del organismo o de la
poblacién). No obstante, lo mas importante a tener claro es que el estrés ambiental,
y el nivel de estrés impuesto, solo pueden definirse en relacién al organismo o la

poblacién que experimenta este esfuerzo especial (Bijlsma y Loeschcke, 2005).
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El estrés hace referencia a todos aquellos cambios ambientales que reducen
drasticamente la idoneidad de un organismo. Existen dos tipos de estrés,
determinados por la respuesta de los organismos: los que desencadenan una
respuesta fisiolégica (en un contexto individual), y los que lo hacen a nivel
fenotipico y/o genético (en un contexto evolutivo). Las consecuencias de las
relaciones entre los ETs y el estrés deben considerarse a nivel individual y

poblacional (Capy et al., 2000).

La actividad de los ETs puede estar inducida por factores ambientales y
poblacionales, y en particular por estrés en varios organismos. Como ya se ha
mencionado, una de las consecuencias del aumento de la actividad de los ETs es la
creacion de variabilidad genética que puede ser util ante condiciones de estrés. El
estrés puede inducir la movilidad de los ETs, por medio de promotores o sitios de
fijacion de activadores de la transcripcion en regiones no traducidas de los ETs,
similares a los encontrados en regiones reguladoras en genes de defensa del

hospedador (Capy et al., 2000).

La respuesta de los ETs al estrés puede darse a través de dos vias: 1) activando
directamente los ETs y su actividad mutagénica, y 2) inhibiendo el silenciamiento
de genes en el genoma que contribuirian indirectamente, a la reactivacion de los

ETs (Slotkin y Martienssen, 2007).

Los experimentos que involucran factores abiéticos (irradiaciones y temperatura),
asi como también, factores bidticos (cultivo de tejidos, 6 las infecciones por virus o
patégenos), enfatizan en que el estrés estimula la activaciéon de ETs, que se
encontraban en reposo, en Drosophila, plantas y levaduras. Existe un consenso
general en que los factores abidticos y bidticos, estimulan la transposiciéon en
plantas, pero en Drosophila y vertebrados esto no esta tan claro (Garcia Guerreiro,

2012).
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1) Estrés abiético

Algunos ETs en D. melanogaster responden a estrés por calor, estos elementos
contienen promotores inductores de choque térmico (heat-shock). En poblaciones
naturales de D. simulans la temperatura podria influir en las tasas de transposicion,
dado que el numero de copias del elemento 412 sigue una clina para la
temperatura minima (Vieira et al, 1998). Los experimentos en cepas de
laboratorio de Drosophila no muestran siempre un patrén de asociacidn entre el
aumento de la transposicidn y los cambios bruscos de temperatura. La diferencia
en los resultados obtenidos por diferentes autores (Arnault et al., 1997; Ratner et
al, 1992; Arnault et al,, 1991) puede deberse a los antecedentes genéticos de cada
poblacion, al tipo de ET analizado 6 a ambos factores. De otra parte, es dificil poder
determinar si los eventos de transposiciéon son nuevos o pre existentes (Garcia
Guerreiro, 2012; Slotkin y Martienssen, 2007). Ademas, de la temperatura, existen
otros factores ambientales que han sido asociados con la transposicién. Por
ejemplo: algunos agentes quimicos se reportan como inductores de eventos de
transposicion en nematodos, levaduras y hongos. Y algunos gases y agentes
alquilantes en Drosophila, de los elementos: Py 412. Por el contrario, otros agentes
mutagénicos, no influyeron en el movimiento de los ETs tipo copia y B104. Las
radiaciones como activadores de eventos de transposicién, tampoco siguen un
modelo de asociacion directa, en este caso en particular los efectos dependian del
tipo de ET estudiado y del tipo de radiacion a la que fueran sometidas las muestras

(Garcia Guerreiro, 2012).

2) Estrés bidtico

Algunos patoégenos se han asociado como activadores de la transposicién en
plantas. En cultivo de tejidos se han asociado a la activacién del retrotransposones
Tntl en el tabaco, y de los elementos MITE en el arroz (Slotkin y Martienssen,
2007; Naito et al,, 2006; Gonzalvo, 2006). La influencia de los factores bidticos en
la transposicién en Drosophila ha sido poco documentada, y en los casos

reportados no existe un consenso acerca de su implicacién.

En experimentos en los que se inyectaron particulas viricas o de oncovirus a

embriones de Drosophila, se observo un incremento de transposicion de los ETs
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mdgl y mdg2, pero no del elemento copia. Una de las dificultades, en el caso
particular con oncovirus es determinar si las mutaciones observadas estan
asociadas a eventos de movilizaciéon de los ETs 6 a la integracién directa de los
oncovirus. Estudios con cultivos celulares de Drosophila infectados con virus de
ARN han demostrado el silenciamiento del ARN del virus y de los supresores
esenciales para la infeccion. En plantas se han observado resultados similares.
Podemos pensar, que ya que los retrotransposones son parecidos a los retrovirus,
que tras una infeccion viral en el que los ARNs virales han silenciado los
supresores de la transposicion, el sistema de regulacion de algunos
retrotransposones puede verse alterado, aumentando la transposicion tras una

infeccion virica (Garcia Guerreiro, 2012).

Por otra parte, se ha propuesto que el mantenimiento de cultivos celulares de
Drosophila promovia la actividad de algunos elementos (Maisonhaute et al., 2007).
Los factores que activan la movilidad de los ETs en cultivos celulares son
desconocidos hasta el momento. Algunos autores consideran que los componentes
del medio de cultivo podrian ser los responsables de la movilizaciéon de los ETs
observada (Garcia Guerreiro, 2012). Sin embargo, como se menciond
anteriormente, el estrés ambiental s6lo puede ser valorado en relacion con el
organismo que experimenta el estrés y, por lo tanto, el estrés también tiene un
componente intrinseco. Los cambios genéticos en los organismos y poblaciones
provocadas, por ejemplo, por consanguinidad u otros cambios en la arquitectura
genética de organismos o poblaciones, conlleva a lo que se conoce como estrés

genético (Bijlsma y Loeschcke, 2005).

3) Estrés genémico

El estrés gen6mico hace referencia a cualquier factor que pueda influir en la
estabilidad del genoma. Uno de los casos mads documentados hace referencia a
cruces entre individuos genéticamente diferentes que conduce a un incremento de
las tasas de transposicion de algunos ETs asociado a altas tasas de mutacidn,
procesos de no disyuncion, altas tasas de recombinaciéon en machos, rearreglos
cromosomicos, y esterilidad. En Drosophila, este fendmeno es generalmente

conocido como disgénesis hibrida y esta relacionada con cruces entre lineas de
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diferente origen geografico. En este fenémeno estdn implicados, de manera
independiente, tanto ETs de ADN como retrotransposones. Ademas, los eventos de
transposicion pueden ser de un Unico elemento o de varios. (Garcia Guerreiro,

2012; Kidwell y Kidwell, 1976).

En Drosophila melanogaster, la disgénesis hibrida es la responsable de la
movilizacién de un Unico elemento transponible, P, I o hobo, dependiendo del tipo
de disgénesis hibrida que se esté analizando (Evegen’ev et al.,, 1997; Yannopoulos
et al, 1987; Picard et al, 1978). Mientras que en D. virilis se movilizan los
elementos Penelope, Ulysses, Paris y Helena. Se sabe que la movilizacion de los tres
ultimos elementos estd asociada a la movilizacién de Penelope, que al ser el
responsable de la disgénesis hibrida desencadena la transposicién de los demas,
quizas a través de roturas cromosdmicas 6 a través del suministro de las proteinas
necesarias para la transposicion de los demas. (Garcia Guerreiro, 2012; Jensen et

al,, 2008; Evgen’ev et al,, 1997).

Sin embargo, no solo los cruces disgénicos en Drosophila estimulan la
transposicion, otros tipos de cruces también la inducen, por ejemplo, los cruces
entre diferentes lineas mutantes de D. melanogaster (Georgiev et al., 1990), entre
lineas de laboratorio vs lineas silvestres y algunas lineas; balanceadas (Garcia
Guerreiro y Biémont, 1995; Pasyukova y Nuzhdin, 1993; Pasyukova et al., 1988).
La hipétesis mas probable, que explicaria estos resultados, es la de considerar que
la movilizacion de los ETs depende del tipo cruces que se haga (Garcia Guerreriro,

2012).

Los paralelismos entre hibridos disgénicos en D. melanogaster y cruzamientos
hibridos interespecificos, llevé a suponer que la especiaciéon podria generarse por
un alto indice de transposicién (Coyne, 1989; Rose y Doolittle, 1983).

Los cruces interespecificos, que contribuyen a la inestabilidad del genoma,
también, afectan las tasas de transposicién de los elementos mdviles. Estos casos
han sido reportados ampliamente en diferentes géneros de plantas (Michalak,
2010; Joseffson et al., 2006; Mallet, 2005). En canguros, los cruces interespecificos

inducen la activacion de la transposicion (Metcalfe et al.,, 2007). En Drosophila los
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hibridos resultantes del cruce entre D. virilis y D. littoralis sugerian un aumento en
la movilizacién del elemento pDv111 (Evgen’ev et al., 1982). Sin embargo, el
primer ejemplo, estadisticamente significativo, de transposicidn interespecifica en
hibridos de Drosophila, fue reportado a través de los cruces entre las especies
sinmorficas D. buzzatii y D. koepferae, en los que se observd un incremento de la
tasa de transposicion del retrotransposon Osvaldo (Labrador et al, 1999; Labrador,
1994). Este fendmeno fue propuesto por los autores como un primer indicio de la
implicacion de los ETs en los procesos de especiacion ya que trabajos anteriores,
como el de Coyne (1989) no apoyaban esta hipotesis. En la actualidad existe mucha
mas evidencia sobre la relacion, directa o indirecta, de los ETs en la especiacion

(Noor y Chang, 2006).

La acumulacién de las disfunciones hibridas, ocurre no solo por incompatibilidades
hibridas, sino también por un conjunto de procesos relacionados con la activacién
de los ETs. Los mecanismos por los cuales se activa la transposicién en estos
cruces son poco conocidos, pero se supone que cuando dos genomas diferentes
forman un cigoto, éste debe sufrir un cambio drastico en los mecanismos de

regulacion debido a este “choque gendmico” (Garcia Guerreiro, 2012).

1.1.7. Elementos transponibles y su relacion con el genoma hospedador

La dindamica de los ETs depende de sus tasas de transposicion, de escision y de los
efectos de su insercion en el genoma hospedador. La teoria y las simulaciones han
mostrado que las diferentes fuerzas evolutivas que actiian a nivel del hospedador,
pueden influenciar la distribuciéon y mantenimiento de los ETs (Venner et al,
2009). Son muchos los trabajos que se han realizado con el fin dilucidar la cantidad
de variacién de ETs que es promovida por seleccion y deriva a nivel del
hospedador. Sin embargo, no se tiene claro que parte de esa variacion se produce a
nivel exclusivo de los ETs. Algunos estudios sugieren que las interacciones entre
los ETs reducen o incrementan la probabilidad de transposicién de los mismos,
afectando con ello, la diversidad y el nimero de los ETs, independientemente, de

las fuerzas evolutivas que actdan sobre el hospedador (Venner et al., 2009).
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Dentro de la gran diversidad de copias de ETs, algunos de ellos son deletéreos y
son eliminados por seleccién natural, otros, son neutrales con respecto a la
seleccidn, y otros, han sido adoptados por el genoma hospedador o regulados en
cis, y mantenidos por selecciéon natural para desempenar funciones especificas e
indispensables para el genoma hospedador (Venner et al, 2009; Pardue et al,,

2005).

Por lo tanto, los ETs en la actualidad no se relacionan Unicamente como agentes
desestabilizadores de los genomas. Existen muchos reportes que indican que la
coevolucidon de los retrotransposones con el genoma hospedador ha llevado a la
integracion de retrotransposones en complejos procesos gendémicos (Fontdevila,
2011, paginas 93-104; Cordaux y Batzer, 2009; Moutri et al., 2007). Un ejemplo lo
constituyen las secuencias Alu, repeticiones mas abundantes en humanos, ya que
parte de su secuencia es requerida para la activacién de la ARN polimerasa III,
necesaria para la transcripciéon de los miRNAs. Por tanto estas secuencias ademas
de ser el blanco de genes miRNA, pueden estar implicadas en la expresion de
manera global en los genomas (Borchert et al., 2006). Por otra parte, los elementos
L1 estan involucrados en la reparacion de los telomeros, como un mecanismo
ancestral de reparaciéon. Los L1 cuyo dominio EN (endonucleasa) se encuentra
inactivo usan el extremo saliente 3’ OH, presente en teldmeros disfuncionales,
como sustrato para iniciar la retrotransposicion. Este mecanismo de reparacion de
DNA mediado por RNA asociado a retrotransposones no-LTR pudo presentarse
antes del desarrollo del dominio de la endonucleasa, presentando similitudes con

la retrotransposicion por EN y la accién de la telomerasa (Morrish et al., 2007).

El elemento SVA, el mas joven de los retrotransposones en primates (Xing et al.,
2006), es un elemento especifico de hominidos que deriva de tres repeticiones mas
(SINE R, VNTR y Alu). Al igual que las secuencies Alu no son auténomos,
movilizdndose en trans por la maquinaria de los elementos L1 (Cordaux y Batzer
2009; Moutri et al., 2007). La movilizacién de este elemento en el genoma humano
es capaz de transducir secuencias gendmicas y también puede actuar como un
promotor (Moutri et al., 2007; Xing et al., 2006), siendo responsable no solo del

“exon shuffling” (Fontdevila et al, 2011, paginas 100 -104), sino también de
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proveer un mecanismo para la duplicacién de genes y para la evolucion de nuevas

familias de genes (Xing et al., 2006).

Muchas son las evidencias que sugieren que los ETs pueden dar forma a los
genomas a través de la evolucion (Muotri et al., 2007). Sin embargo, la implicacion
de un ETs especifico en dicho proceso a veces es dificil de detectar, ya que, por lo
general, solo se insertan secuencias cortas de ETs que cambiaran con el tiempo, a
la par de la secuencia que lo contiene. Lo que implica que no seria posible observar
la totalidad de las secuencias funcionales de los ETs que han sido integradas por

los genomas a lo largo del tiempo.

1.1.8. Elementos transponibles en estudio

a. Elemento transponible bilbo

Blessa y Martinez (1997) describieron en Drosophila subobscura una familia de
elementos transponibles no LTR, llamada bilbo, su nombre fue inspirado en el
nombre del personaje principal de la obra literaria “el Hobbit” (Bilbo Bolson) de
J.R.R. Tolkien. La secuencia y estructura de bilbo son muy parecidas a otros
elementos no LTR, particularmente con los elementos TRIM (Terminal-repeat
retrotransposons in miniature) de D. miranda y LOA de D. silvestris. Una de las
copias descritas fue bilbo 1 (5530 pb), que fue definido como un elemento
defectuoso, ya que presentaba una delecion de dos pares de bases en el ORF2. Esta
copia de bilbo se encuentra inserta en un gen denominado genxDs. Bilbo 1 presenta
dos marcos de lectura abiertos (ORF1 y ORF2), regiones sin traducir (UTR 5’y 3), y
al igual que otros elementos de Drosophila (R1, LOA, TRIM y I) o de otras especies,
no presenta colas poli A (figura 2). Por otra parte bilbol, también presenta
homologia con el factor I de D. teissieri (con los dominios EN, RT, y RNase H y

motivos zinc-finger).

El elemento bilbo 1y los elementos TRIM y LOA, posiblemente tienen un ancestro
comun; las diferencias estructurales que presentan hoy dia pueden ser
consecuencia de la diferenciaciéon y/6 la especializacién de sus mecanismos de
transposicion. De esta manera, la estructura actual de bilbo posiblemente derive de

una compleja estructura ancestral de elementos no LTR que fue perdiendo
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diferentes dominios. Aunque su origen exacto se desconoce, los analisis
filogenéticos y estructurales de diferentes elementos transponibles apoyan esta

idea (Blesa y Martinez, 1997).

Figura 2. Estructura del clon bilbo1.
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Las cajas vacias representan los ORFs. Las lineas bajo las cajas hacen referencia a las
proteinas posibles de un supuesto elemento activo. Las puntas de flecha en negro indican
la posible posicion del codén de iniciacion. Las cajas verticales en negro indican los
motivos zinc-finger (Cys). UTR: regiones sin traducir, ORF: marco de lectura abierto, EN:
endonucleasa, RT: transcriptasa reversa, RH: RNasa H. Fuente: Blesa y Martinez (1997).

Blesa et al. (2001) determinaron la distribucion de bilbo en diferentes especies
demostrando que estd presente en la mayoria de las especies de Drosophila,
especialmente del grupo obscura exceptuando a D. bifasciata. La presencia de bilbo
en las especies basales de la familia Drosophilidae, y en las demas especies
analizadas en ese estudio, indicaron que un ancestro comun de la familia bilbo
estuvo presente al comienzo de la radiacién de Scaptodrosophila, lo que sugiere un
origen muy antiguo de este elemento. Los descendientes de esta secuencia
ancestral han divergido durante los procesos de especiaciéon y en algunas otras
especies, e incluso en algunos subgrupos, se han perdido los elementos de esta
familia. Blesa et al. (2001) también demostraron que la transmisién de bilbo se ha
hecho de manera vertical en las especies del grupo obscura, en donde ha sido

transmitido de padres a hijos desde su aparicion.

b. Elemento transponible gypsy

Los retrotransposones de la familia Gypsy estan presentes en una amplia variedad
especies de diferentes grupos tales como: insectos, invertebrados marinos,
levaduras, hongos y plantas. El elemento gypsy es uno de ellos y se ha descubierto
en diferentes especies de Drosophila tales como D. melanogaster y D.

subobscuraentre otras. En D. subobscura este elemento es de 7.522 pb de longitud y



50

contiene dos LTRs idénticas de 613 pb y tres ORFs (figura 3), su estructura es muy
parecida al gypsy de D. melanogaster. En ambas especies este elemento se
encuentra transcripcionalmente activo pero, a diferencia de esta tltima, en

D. subobscura no se ha encontrado todavia ninguna copia con un ORF3, codificante
para la proteina Env, potencialmente activo (Alberola et al., 1997; Alberola y de

Frutos, 1996).

Figura 3. Estructura del elemento gypsy de D. subobscura.

LTR ORF1 ORF2 ORF3 LTR

— = I u 0 }—

PR RT RH EN ENV

Las cajas vacias de los extremos representan las LTRs: Repeticiones terminales largas; Las
cajas grises representan los ORFs, Marco de lectura abierto (1, 2 y 3); PR, Proteasa; RT,
transcriptasa inversa; RH, RNasa H; EN, endonucleasa; ENV, proteina de la envoltura.
Fuente: modificado de Alberola et al. (1997).

El elemento gypsy de D. melanogaster ha sido clasificado tradicionalmente como un
elemento LTR, no obstante, este pequefio grupo de retrotransposones de insectos,
se diferencia de otros porque contiene tres marcos de lectura abiertos (ORFs): los
dos primeros corresponden a los genes retrovirales gag (ORF1) y pol (ORF2), que
son necesarios para el movimiento a nivel intracelular, y el ORF3 corresponde en
tamafio y localizacién gendémica con el gen env que codifica para la envoltura

proteica en los virus, necesaria para la infeccién extracelular.

Los estudios philogenéticos muestran que los retrovirus de vertebrados han
evolucionado de los elementos transponibles LTR al adquirir un dominio Env. Esto
ocurrio en diferentes grupos de animales y plantas, y en varios casos la adquisicién
de este dominio ha sido reciente, lo que ha permitido identificar el origen de los
genes. El mejor ejemplo estudiado hasta el momento de la adquisicién de este
dominio es el del elemento gypsy de D. melanogaster. Varios estudios ha
demostrado que gypsy infecta oocitos de Drosophila, y que es el gen env el
responsable de la infeccion, por tanto, actia como un verdadero retrovirus al

presentar esta capacidad infecciosa, lo que sugiere que los miembros ancestrales
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de estos elementos podrian ser el origen de los retrovirus (Eickbush y

Jamburuthugoda, 2008; Alberola et al.,, 1997; Kim et al., 1994; Song et al., 1994).

Las secuencias homélogas del elemento gypsy de D. melanogaster se encuentran
ampliamente distribuidas en las especies de Drosophila, al igual que los
retrotransposones copia y 1731. La distribucién de los elementos gypsy es
consistente con la hipétesis de un origen antiguo de estas secuencias presentando,
probablemente, un ancestro comun cercano a la radiacion de Drosophila, que fue
posteriormente transmitido de manera vertical. No obstante, las complejas
relaciones filogenéticas de las secuencias tipo gypsy en especies de Drosophila, y de
otras que no estan relacionadas, sugieren que la transferencia de gypsy se ha hecho
de manera horizontal en los principales grupos taxon6micos, lo que ha contribuido
a la generacion de la actual familia gypsy (Alberola et al, 1997; Alberola y de
Frutos, 1996).

Los estudios comparativos entre especies de Drosophila, realizados por Alberola y
de Frutos, 1996, mostraron que gypsy podria estar transcripcionalmente activo en
diferentes especies, lo que indicaria que los motivos de las proteinas codificadas
por estos ORFs se han conservado a través del tiempo. Las regiones mas
conservadas las encontraron en el ORF2; sus dominios putativos, PR, RT, RH y EN,
son homoélogos con los del gen pol encontrado en los retrovirus y se encuentran en
el mismo orden. El ORF1 presenta muchos mas cambios, como la falta del motivo
de union del ARN, aunque presentan regiones ricas en arginina que podrian asumir
esta funcion. En Drosophila los genes gag y pol son funcionales, no obstante en
especies como D. subobscura y D. virilis los motivos necesarios para la produccién
de una envoltura proteica se encuentran truncados. Aunque la proteina del ORF3
ha perdido su funcionalidad, el mecanismo de splicing y el resto de la secuencia se

encuentran altamente conservados (Alberola y de Frutos, 1996; Song et al., 1994).

1.2. Drosophila subobscura

D. subobscura, es una especie paleartica que presenta una distribucién muy amplia:
desde el norte de Africa, hasta la peninsula escandinava (Prevosti et al., 1988),

encontrandose actualmente también en el continente americano. Esta especie
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coloniz6 Suramérica y Norteamérica hace 30 afios aproximadamente (Beckenbach
y Prevosti, 1986; Brncic et al., 1981). Se detect6 por primera vez en Puerto Montt
(Chile) en 1978 (Brncic et al., 1981) y hoy dia presenta una amplia distribucion
geografica en el territorio chileno (desde La Serena hasta Punta Arenas). En
Argentina, se detecto6 por primera vez en 1981 (Fernandez et al,, 2009; Ayala et al,,
1989) y en el noroeste de EEUU (Port Townsend, Washington, EE.UU) en 1982
(Fernandez et al., 2009; Ayala et al., 1989).

D. subobscura se difundi6 rapidamente sobre amplias areas tanto de Suramérica,
como de Norteamérica (Fernandez et al., 2009; Ayala et al., 1989; Brncic et al,,
1981). El escenario de colonizacién que presenta esta especie ha sido propicio para
el estudio del impacto de la colonizacién en la dindmica y distribucién de los ETs

en el genoma de esta especie (Garcia Guerreiro et al., 2008).

1.3. Estudios de bilbo y gypsy en poblacionales colonizadoras de Drosophila

subobscura

Drosophila ha jugado un papel muy importante en los estudios sobre la dindmica y
divergencia de los ETs, en las poblaciones naturales. Mas alla de las diferentes
herramientas genéticas disponibles (marcadores, clones de ETs, etc.), Drosophila
ofrece a los geneticos de poblaciones dos ventajas principales: en primer lugar, en
el genoma de Drosophila no se han acumulado grandes cantidades de copias
ancestrales y fijas de ETs en zonas ricas de genes (el 69 % de este genoma es
eucromatina). Este patron es muy diferente en humanos donde la frecuencia de la
mayoria de las inserciones eucromaticas de ETs observadas es alta. Una razon que
puede explicar esta discrepancia, es el tamafio efectivo poblacional que en los seres
humanos es mucho menor que el de D. melanogaster, ya que el tamafio efectivo de
la poblacion tiene un papel importante en la teoria de la dindmica poblacional y la
distribucién de los ETs (Lynch, 2007, paginas 69-100). Y en segundo lugar, la
capacidad técnica para mapear fisicamente la secuencia del ADN como de ETs en
cromosomas politénicos de Drosophila, proporciona un eficaz método para
caracterizar la variacién genética de las posiciones genémicas ocupadas por ETs

(Lee y Langley, 2010).
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Por otra parte, los procesos de colonizacion reciente presentan una excelente
oportunidad para investigar las consecuencias genéticas del efecto fundador, asi
como también, los caminos evolutivos que sufren las poblaciones recién
establecidas en un nuevo entorno. El éxito de las especies colonizadoras depende
de su habilidad de adaptarse a su nuevo ambiente. Esta adaptacion puede darse
durante su establecimiento inicial, asi como también, durante su expansion, en
respuesta a presiones de seleccion. La deriva genética también puede jugar un
papel importante y determinante en los procesos de colonizacién. Por tanto,
cuando una especie independiente coloniza varias areas, el resultado de este
proceso y la convergencia de los resultados en diferentes areas pueden depender
del pool genético especifico de los colonizadores, asi como también de la dindmica
poblacional y los procesos selectivos asociados a la colonizacién (Pascual et al,,

2007).

Los choques genéticos, los mecanismos epigenéticos y los factores ambientales,
pueden afectar la dindmica de los ETs en el genoma. Los procesos de colonizacion
pueden enfrentar el genoma hospedador con algunos de estos aspectos y
desencadenar mecanismos de activacion y/o supresion de los ETs, que
consecuentemente pueden verse aumentados en numero, cambiando sus
frecuencias y niveles de expresion en el genoma hospedador (Garcia Guerreiro et

al, 2008).

Para poder entender con claridad la influencia a nivel evolutivo de los ETs y los
mecanismos que favorecen 6 detienen su actividad, mediados por procesos de
colonizacion, se han realizado estudios de la distribucién de los sitios de insercién
de los ETs, en cromosomas extraidos de poblaciones naturales. Los estudios de la
distribucién, de los sitios de insercidn de los ETs bilbo y gypsy en cromosomas de
Drosophila subobscura, hacen parte de los trabajos que se han realizado con este

fin.

Los resultados de las investigaciones que se han realizado en poblaciones
originales vs colonizadoras de D. subobscura, particularmente de los ETs bilbo y
gypsy (Garcia Guerreiro et al, 2008), muestran que en las poblaciones
colonizadoras existen altas y bajas frecuencias de insercidn. La deriva fundadora,

es el fenomeno propuesto hasta el momento para explicar esta distribucién
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bimodal de las frecuencias. Sin embargo, los trabajos realizados en Drosophila
buzzatii de los ETs Osvaldo e Isis, no descartan la existencia de puntos calientes de
insercion producto de eventos de transposicion durante la colonizacién (Garcia
Guerreiro y Fontdevila, 2011, 2007; Garcia Guerreiro et al., 2008; Garcia Guerreiro
y Fontdevila, 2001). Estas nuevas evidencias, hacen interesante el estudio a nivel
molecular de los lugares de insercion de los ETs, para la determinacion de los
factores que pueden afectar las frecuencias de estos elementos méviles durante los
procesos de colonizacion. De esta manera, en el presente estudio se planted el
analisis comparativo de los lugares con altas tasas de insercion de los ETs gypsy y
bilbo entre poblaciones originales y colonizadoras. Se esperaba que de existir
preferencias de transposicion hacia determinadas zonas del genoma las
secuencias tanto de gypsy como de bilbo, asi como sus regiones flanqueantes,
fueran diferentes en todas las poblaciones, lo que implicaria que existen otras
fuerzas evolutivas que estan afectando la dindmica y distribucién de estos ETs. Por
el contrario, si las copias de estos ETs estan presenten en las poblaciones y se
mantienen en ellas gracias al efecto fundador, generado por la colonizacién,
seguido de un proceso de deriva genética (deriva fundadora), se esperaba que las
secuencias de gypsy y bilbo no presentaran cambios entre ellas y que, ademas, se

encontraran en la misma posicion en el genoma.

Por otra parte, se sabe que los procesos de colonizacién pueden aumentar la tasa
de transposicion de los ETs. No obstante, hasta el momento no se habian realizado
estudios de la tasas de expresion y transposicion de gypsy y bilbo en D. subobscura.
Por tanto, era necesario desarrollar un estudio comparativo de las tasas de
expresion de estos ETs entre poblaciones colonizadoras y originales, con el fin de
dilucidar el verdadero efecto de la dindmica poblacional en los procesos de
transposicion en poblaciones sujetas a eventos de colonizacién. Por tanto, si
existen copias activas de gypsy y/o de bilbo, en el genoma de estas moscas, y si,
ademas, la tasa de transposicion se ve afectada por los procesos de colonizacién, se
observarian patrones diferentes de expresion y transposicion en las poblaciones
colonizadoras con respecto a las originales. Bajo todos estos preceptos se realizé

esta tesis doctoral.
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1.4. OBJETIVOS

1.4.1. Objetivos generales

1) Comprobar si los lugares de alta frecuencia de insercion de los ETs bilbo y gypsy
en poblaciones originales y colonizadoras de Drosophila subobscura son debidos
Unicamente a deriva fundadora 6 a eventos de transposicidon hacia determinados

lugares cromosomicos.

2) Determinar si la colonizacién modifica los niveles de expresion de estos
elementos transponibles a través de su comparacién en diferentes poblaciones

originales y colonizadoras.

3) Determinar en estas mismas poblaciones, por medio del método del transposon

display, las tasas de transposicion del elemento gypsy.

1.4.2. Objetivos especificos

Rastrear una genoteca de la poblacién colonizadora de Maipu (Argentina) de

Drosophila subobscura usando sondas marcadas de los elementos bilbo y gypsy.

Aislamiento, hibridacién in situ y posterior secuenciacion de clones de bilbo y gypsy

que ocupen sitios definidos en las poblaciones de estudio.

Comparar la ubicacidon y la secuencia de los clones de alta y baja ocupaciéon entre

las diferentes poblaciones (originales y colonizadoras) en estudio.

Extraer RNA mensajero (mRNA) de individuos F2 de 5 poblaciones originales y 6

colonizadoras.

Realizar PCRs a tiempo real para cuantificar la cantidad RNA mensajero (mRNA)
de los elementos transponibles bilbo y gypsy presente en las poblaciones

analizadas.
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Analizar los patrones de expresion entre las poblaciones (originales y

colonizadoras) en estudio.

Realizar cruces individuales intraespecificos (1macho x 1Thembra) de poblaciones

originales y colonizadoras de D. subobscura.

Extraer ADN gendmico de parentales y de descendientes F1.

Estandarizar la técnica de transposon display y procesar las muestras bajo esta

técnica.

Genotipar las muestras a través de la técnica de electroforesis capilar.

Estimar las tasas de transposiciéon en cada poblacién y analizar estadisticamente

los datos.



57

2. METODOLOGIA

2.1. Material biolégico

Cepa Ch- cu

La localizacién de los clones positivos se realizé en preparaciones cromosdémicas
de glandulas salivares de individuos de la linea control ch-cu de Drosophila
subobscura mantenida en el laboratorio mediante cruce masal. Esta linea fue usada
como cepa control ya que presenta posiciones estandar para los elementos
transponibles gypsy y bilbo (tabla 1) que se mantienen a través de las
generaciones. Esta caracteristica es propia de las lineas puras en las que se
considera estable la localizacion de ETs a través del tiempo (Biémont y Aouar,

1987; Pierce y Lucchesi, 1981).

La cepa ch-cu es altamente homocigota para los marcadores recesivos del
cromosoma O: ch (color de ojos cherry, rojo brillante), y cu (alas curled, curvadas
céncavas hacia arriba (Garcia Guerreiro et al.,, 2008; Thompson, 1997; Koske y
Smith, 1954. Ademas, es homocariotipica para los rearreglos cromosémicos Ast, Jst,
Ust, Est y 03+4 (Garcia Guerreiro et al., 2008; Fernandez Iriarte et al., 2003; Lankinen y
Pinsker, 197Y. Caracteristicas utiles para el control de la pureza de la cepa, ya que
cambios en los fenotipos y en la estructura cromosémica son indicios de
contaminacion con individuos de otras cepas. Posibilidad que siempre se considera

pese al estricto control con el que se mantienen en el laboratorio.

Tabla 1. Posiciones cromosémicas estandar de los ETs bilbo y gypsy en la cepa
mutante ch cu de D. subobscura.

Cromosoma | Seiales estandar de bilbo | Seiiales estandar de gypsy
A 16A,3A,6A,7A, * 7C
] 29C, 35E,18A/D, 21A, * *
U 46A, 46C, 37A, 38B, * 52A
E 564, 55D, 74D, * *
0 99C, 91C, 84C, 82A,78B, * *

(*) Senales centroméricas y pericentroméricas. Cada sefial de hibridacion esta
denominada con una letra que hace referencia a la regiéon cromosémica y con un niumero
que corresponde al nimero de la banda a lo largo del cromosoma.
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Poblaciones naturales

Para la primera parte del estudio consistente en la busqueda por PCR de las copias
secuenciadas de gypsy y bilbo, se usaron individuos conservados en alcohol al 75%
a una temperatura de -802C e individuos de cepas de laboratorio (tabla 2). Las
poblaciones incluidas en esta primera parte del estudio fueron 23 de las cuales 10

eran originales y 13 colonizadoras (ver C en tabla 2 y figuras 4-6).

Para los analisis de tasas de expresion se involucraron individuos virgenes F; de
cruces intrapoblacionales fundados con poblaciones recién traidos de la naturaleza

de 5 poblaciones originales y 6 colonizadoras (ver Te, en tabla 2, y figura 4 y 6).

Finalmente, para el andlisis de tasas de las tasas de transposicion se incluyeron
individuos virgenes de cruces intrapoblacionales fundados con individuos que
llevaban mas de 20 generaciones en el laboratorio, descendientes a su vez de las
mismas poblaciones recién traidas de la naturaleza que se incluyeron en el analisis
de las tasas de expresion (ver Tt, en tabla 2, figuras 4 y 6). Todos los individuos se
mantuvieron bajo condiciones de laboratorio a una temperatura constante de
18°C.

Tabla 2. Poblaciones analizadas.

Colonizadoras | N2 | Poblaciones Tipo de Tipo de
Suramérica muestra analisis
Argentina 1| Maipu Cepa C
Chile 2 | Puerto Montt | Cepa, (¥) C,Te Tt
3 | Santiago En alcohol, (*) C,Te, Tt
4 | La Serena En alcohol C
5 | Laja En alcohol, (*) C,Te, Tt
6 | Coyhaique En alcohol C
7 | Valdivia En alcohol, (*) C,Te Tt
8 | Curico ™ Te, Tt
9 | Chillan ™ Te, Tt
Norteamérica | 10 | Davis En alcohol C
Estados unidos | 11 | Bellingham En alcohol C
12 | Salem En alcohol C
13 | Port Hardy En alcohol C
14 | Eureka En alcohol C
15 | Medford En alcohol C
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Continuacion de la Tabla 2.

Originales | N2 | Poblacion | Tipo de muestra | Tipo de
Europa analisis
Portugal 16 | Sintra Cepa C
17 | Madeira Cepa, (%) C; Te
Espafia 18 | El Perelld Cepa C
19 | Bordils Cepa C
20 | Bellaterra Cepa, (%) C, Te, Tt
21 | Tenerife Cepa C
22 | Bilbao ™ C
23 | El Pedroso @) Te
Francia 24 | Dijon Cepa C
25 | Montpellier | Cepa C
Paises bajos 26 | Groningen Cepa C
Dinamarca 27 | Aarhus Cepa C,Te, Tt

(*): F1 de cruces fundados con individuos recién traidos de la naturaleza; C: Anadlisis
poblacional de clones de gypsy y bilbo; Te: tasa de expresiéon de gypsy y bilbo: Tt: tasas de
transposicion de gypsy.

Figura 4. Distribucion geografica de poblaciones colonizadoras suramericanas en
estudio.
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Figura 5. Distribucién geografica de poblaciones colonizadoras norteamericanas.
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2.2. Extraccién de ADN gen6émico

Todas las extracciones de ADN se realizaron usando el protocolo de extraccion de
ADN total a partir de un individuo adulto. Para las extracciones de ADN de mas de
un individuo se modificé este protocolo usando el doble de las soluciones I, Il y III

anotadas en los pasos 2-4 del protocolo, en estos casos el ultimo paso consistia en
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someter el ADN a una purificacién con fenol cloroformo isoamilico (25: 24: 1). Los

individuos que se conservaban a -802C en alcohol se dejaban secar al aire para

poder iniciar el protocolo.

2.2.1. Protocolo de extraccion

Las moscas dormidas con hielo o descongeladas se depositan en un tubo eppendorf.

Se agrega 160 pl de Solucién I fria (Trizma base 10 mM; NaCl 60 mM; Sacarosa 5%;
EDTA 10mM; pH de 7,8) y se homogeniza suavemente con varilla.

Se agregan 200 pl de Solucidn II (Trizma base 30 mM; SDS 1,25%; Sacarosa 5%; EDTA
10mM; pH 8), se agita por inversion varias veces y se incuba a 65° C durante 30’.

Se agregar 60 pl de Solucién III (60 ml Acetato de Potasio 5M; 11,5 ml Acido acético
glacial; 28,5 ml H0 destilada), se agita por inversién varias veces y se congelar a -202C
durante 20’.

El material congelado se centrifuga durante 15" a 13000 r.p.m. Se recupera el
sobrenadante y se transfiere a un nuevo eppendorf; se centrifuga nuevamente 10’y se
decanta el sobrenadante a otro eppendorf.

Se precipita el sobrenadante agregando el mismo volumen de isopropanol
(aproximadamente 400 pl), se agita por inversion y se incuba a temperatura ambiente
durante 5.

Se centrifuga 10’ minutos, y se decanta el sobrenadante; dejando invertido el tubo
sobre papel absorbente para eliminar los restos del isopropanol (2’
aproximadamente).

Se lava el precipitado (pellet), con 500 ul de etanol 70% frio, desprendiendo el pellet
de la pared del tubo (sin resuspenderlo). Se centrifuga 5 y se descarta el
sobrenadante.

Finalmente se deja secar el pellet al aire o al vacio durante 10-15’, una vez este seco se
debe resuspender en agua bidestilada estéril. El volumen del agua dependera del
tamafio del pellet. Para las extracciones de ADN de mas de un individuo se resuspendia
el pellet en 100 pl de agua.

* Paso opcional para extracciones de mas de un individuo

Se agrega fenol cloroformo isoamilico (25: 24: 1), (1:1) se debe agitar varias veces
invirtiendo el tubo eppendorf, luego se centrifuga 3’ a 13000 r.p.m. Posteriormente se
recupera la fase acuosa en un nuevo tubo y se agregan 0,1 volumenes (v) de acetato de
sodio y 2,5 v de etanol absoluto frio, se debe invertir varias veces el tubo hasta que se
forme un precipitado en forma de algoddn, se centrifuga 15 y se decanta el
sobrenadante, a continuacion se agregan 400 ml de etanol al 70 %, se centrifuga 5’ se
decanta el sobrenadante y se deja secar el pellet. Finalmente, el ADN se hidrata con
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aproximadamente 50 pl de agua estéril bidestilada (el volumen puede variar
dependiendo del tamano del pellet).

2.3. Extraccion de ADN de fagos lambda

Se utilizé el protocolo de Maniatis et al. (1982) modificado a fin de hacer mas
eficiente el proceso:

e Para 90 ml del contenido resultante de la lisis de fagos se realizan dos periodos de
centrifugacion de 10’ a 9500 r.p.m. cada uno.

* El sobrenadante se trata con 1pg/pul de RNasa y 20 pg/pl de DNAsa durante 1h a 372C
para degradar el RNA y garantizar que el ADN extraido este limpio.

¢ Se centrifuga el sobrenadante durante 1h: 30’ a 20000 r.p.m.

e Se descarta el sobre nadante y se deja secar muy bien el pellet, aproximadamente 1h a
temperatura ambiente.

¢ Seresuspende el pellet con Tris HCl 50mM pH 8.0.
e Extraccion del ADN de fagos lambda siguiendo el método de fenol cloroformo.

¢ Cuantificacion y verificacion del ADN a través de electroforesis en geles de agarosa (0.6 %)
usando un marcador de peso molecular.

2.4. Células competentes

Se usaron dos tipos de células competentes durante el desarrollo de este trabajo:
las XL.1-Blue MRA (P2) y las TAP 90. Las células XL1-Blue MRA (P2) fueron usadas
para la ampliacién de la genoteca, y las células TAP 90 se usaron para propagar los
fagos Lambda que contenian un clon particular de la genoteca y poder realizar la

posterior extraccion de ADN del mismo.

Tratamiento de células competentes

Tras la siembra en placa, una tnica colonia fue escogida para obtener las
células componentes, éstas crecieron en medios de LB con maltosa (0.2 % p/v)
y MgSO04 (0.5 mM) a excepcion de las TAP 90 que sélo requieren medio LB para
su crecimiento. Los cultivos se incubaron a 372C durante 4-6 horas 6 hasta que
se logré una lectura de densidad 6ptica de ODesoo igual a uno. Se hicieron

diluciones de las mismas con medio MgS04 (10 mM) hasta lograr una ODsgo de
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0.5 que es la 6ptima para el crecimiento de los fagos con respecto a la

concentracion agregada de los mismos.

2.5. Amplificacion de una genoteca de la poblaciéon de Maipu de

Drosophila subobscura

Para la primera parte del presente estudio, se me suministré una genoteca de ADN
gendmico de la poblacién argentina de Maipu (Garcia Guerreiro et al,, 2008), de la
cual se aislaron clones mediante la hibridaciéon con sondas especificas de los
elementos gypsy y bilbo, siguiendo los pasos descritos a continuacién. Estos clones
fueron posteriormente localizados mediante hibridacién in situ en la cepa de
referencia ch-cu, con el fin de seleccionar aquellos que correspondieran a
posiciones Unicas eucromaticas no detectadas previamente en esta cepa. A
continuacidn, cada clon fue secuenciado y amplificado mediante PCR en diferentes

poblaciones naturales.

2.5.1. Titulacién de la genoteca

Se realiz6 una titulacién de la genoteca amplificada realizando diluciones de 102 -
10-° con el fin de comprobar la concentraciéon 6ptima de crecimiento de los fagos.
La concentracion optima fue 10-4; de esta dilucion se tomaron 80 pl y se mezclaron
con 600 pl de células XL1-Blue MRA (P2), después de la incubacidn se sirvieron en
placas de medio NZYM Broth (medio enriquecido con NZ amino A, NaCl, extracto
de levadura y MgS04). Las placas se incubaron de 6 a 8 horas o hasta que se
observaron calvas en el medio. Se guardaron las placas a 42C dos horas minimo

antes de fijar las colonias a los filtros.

2.5.2. Marcaje de sondas

Se usaron dos tipos de sondas de los elementos: una para rastrear la genoteca y
otra para la hibridacién in-situ. Las sondas de los elemento gypsy (2.8 Kb) y bilbo
(2.6 kb) se obtuvieron mediante PCR, y fueron usadas para el rastreo de la

genoteca y como sonda control en las hibridaciones in-situ.
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Los cebadores utilizados para la obtencién de estas sondas amplifican la zona de
la reverso transcriptasa de cada uno de los elementos canénicos (Garcia Guerreiro

et al., 2008). Los cebadores usados fueron:

Cebadores para gypsy

DIRECTO: 5’GCTAAGAACCATAACGCCG3’
REVERSO: 5’GATGTTGTCTTGCTGTGC3"

Cebadores para bilbo

DIRECTO: 5’CTCGATTTGAGGCGATGTG3’
REVERSO: 5’ACGGATTGCTGCCATTTCTG3’

Las demdas sondas marcadas para la hibridacién in- situ se obtenian del ADN
resultante de la lisis de fagos de los clones positivos. Las sondas usadas para la
hibridacioén in-situ no fueron predigeridas ya que los brazos del fago no presentan

homologia con el genoma de Drosophila.

El marcaje de todas las sondas fue no radiactivo, basado en la incorporacion de
nucleétidos marcados con digoxigenina (Labrador, 1994). El procedimiento de
marcaje se hace a través de random primer labelling (Feinberg y Vogelstein, 1983).
Para comprobar que la sonda qued6 debidamente marcada, se realiz6é un Dot Blot
en donde se comparan comparar las distintas intensidades de coloraciéon del DNA

problema con un control marcado de concentracién conocida.

2.5.3. Transferencia de ADN a filtros de nylon

Una vez se observaron las calvas en las placas de medio NZYM Broth, después de la
incubacién toda la noche a 372C y luego de estar dos horas a 42C, se transfirieren
las colonias de fagos a una membrana de nylon durante 2’. Esta membrana fue
tratada con una solucién de desnaturalizacién (1.5 M de NacCl, 0,5 My 0.5 M NaOH)
durante 2’ y posteriormente con una solucién de neutralizacién (1.5 M de NaCl, y
0.5 Tris - HCl pH = 8) durante 5. A continuacién se realiza un segundo lavado
durante 30”con una solucién de 0.2 M Tris - HCl (pH = 7.5) y 2xSSC.

Posteriormente, se dejan secar los filtros al aire sobre papel whatman (3mm), y
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una vez secos se exponen a la radiacién ultravioleta durante 5’ para fijar el ADN a

la membrana.

2.5.4. Hibridacion del ADN fijado al filtro

La hibridacién y posterior revelado de los filtros se realizé siguiendo el Manual
Lambda DASH II/BamH I de la casa comercial Stratagene, con modificaciones
hechas por el Grupo de Biologia Evolutiva. Los filtros previamente fijados se
lavaron con una solucién de 6 x SSC durante 2’. Posteriormente fueron
prehibridados a 42 °C toda la noche con la soluciéon de hibridaciéon (SSC x 5,
formamida 50 %, N-lauroilsacosina 0.1 %, SDS 0.02 % y agente bloqueante 2.5 %).
La hibridacion se hizo incubando toda la noche el filtro prehibridado con la sonda
previamente desnaturalizada a 95 2C. Después de la hibridacion fue necesario
lavar los filtros 2 veces durante 5’, cada vez, con soluciones de 2 x SSC + 0,1 % SDS.
Posteriormente se deben realizar 2 bafios de astringencia durante 15’, cada vez, a
68 2C con 0,1 x SSC + 0.1 % de SDS. Los filtros se pueden usar de inmediato para la
deteccién del ADN hibridado o bien se pueden secar al aire sobre papel whatman

(3mmm) y guardarse para una deteccién posterior.

2.5.5. Deteccion del ADN marcado

El revelado de los filtros se realizé para detectar las colonias que contenian clones
con los elementos problema. Para ello los filtros se sometieron a diferentes
lavados: 2 veces durante 3’ con la solucién 1 (Tris 100mM + NaCl 150mM, con pH
7,5), 1 vez durantes 30’ con la solucion 2 (Agente bloqueante 0.5 % en solucion 1),
y 2 veces por 5’ con la solucién 3 (Tris 100mM + NaCl 100mM + MgCl2 50mM, a
pH 9,5). Los filtros se incubaron con un anticuerpo (Anti-Digoxigenin - Ap 1:5000
anticuerpo-solucion 1) durante 30 minutos. Finalmente se dejaron revelando en
ausencia de luz, con una solucién tincion (nitro blue tetrazoluim chloride (NBT) +
5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate (X-fosfato)). Una vez se observaron
puntos color morado en el filtro, estos fueron lavados con agua destilada y secados
al aire libre. La presencia de los puntos coloreados hace referencia a calvas que

han hibridado con la sonda marcada (clones positivos).
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2.5.6. Aislamiento y repurificacion de clones de la genoteca

Las calvas que se tipificaron como clones positivos se enumeraron en el filtro
revelado. Con este patrén cada calva escogida fue picada y guardada a 4°C en tubos
eppendorf con 250 pl de medio SM. Posteriormente se procedi6 a la repurificacion
que es un paso indispensable en el aislamiento de los clones, ya que permitio
amplificar la calva y descartar falsos positivos. Se hicieron siembras de células P2
con diluciones de 10-1, 10-2 y 10-3 de las calvas individuales recuperadas (picadas),
mezclados con Top Agar NZYM y servidas en placas de NZYM Broth. Las placas se

incubaron a 37 ¢C toda la noche.

Dado que cada placa resultante de la repurificacion contenia copias de un tnico
clon, se recuperaron 4 calvas individuales con pipetas Pasteur en 500 pl de

solucién SM en tubos eppendorf y se dejaron en agitacion suave toda la noche a

4°C

2.5.7. Lisis del vector (Fago Lambda)

Se agrega 1 ml de células competentes TAP90 con 100 pl de calvas repurificadas,
previamente incubadas durante 20 minutos en hielo, a un Erlenmeyer de 250 ml
que contienen 30 ml de medio LB y 150 pl de CaClz. La mezcla se incub6, agitando
vigorosamente (280rpm), a 392C. La lisis de los fagos se hizo posible al cabo de 6-8
horas de incubacién, durante las cuales fue necesario cada dos horas agregar la
misma cantidad de LB y CaCl; adicionada al inicio del proceso de lisis. La
finalizacién del proceso de lisis se detecta por la presencia de pequefios hilos que
corresponden a restos celulares facilmente reconocibles y que el medio se torna
transparente o menos opaco. Al terminar la lisis se agregan 100 ul de cloroformo y

se deja en agitacion durante 10’ para desproteinizar el ADN resultante.
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2.6. Hibridacion in situ sobre cromosomas politénicos

Para la obtencién de preparaciones de larvas de la cepa ch cu se siguié el protocolo
descrito en Labrador et al. (1990), y para la hibridacién in situ los procedimientos
descritos en Labrador y Fontdevila (1994). La Prehibridacién y posthibridacion se
hicieron siguiendo el protocolo de Schmidt (1992) publicado por Roche.

2.6.1. Obtencion de preparaciones de cromosomas

Se utilizaron larvas de tercer estadio que crecieron a una densidad poblacional
Optima, para favorecer una excelente alimentacién y por ende obtener glandulas

en muy buen estado de desarrollo.

Las glandulas salivares se extrajeron en NaCl al 0.8 % retirando toda la grasa que
fue posible y dejandolas 1 minuto en acido acético al 45 % y luego 4-8 minutos en
una solucion fijadora 1:2:3 (acido lactico: agua: acido acético), que se deposité en
un cubreobjetos limpio y previamente siliconizado. Posteriormente se recogieron
con un portaobjetos y se extendieron para romper los ntcleos, separar y distender
los cromosomas. A continuacién se observaron al microscopio de contraste de
fases, reiterando la extensién de la glandula cuantas veces fuera necesaria hasta
lograr separar muy bien los cromosomas. Una vez se observé que los cromosomas
estaban bien separados y en 6ptimas condiciones para la hibridacion, se retir6 el
exceso de solucion fijadora. Las preparaciones se guardaron de un dia para otro a
4°C retirandoles posteriormente el cubreobjetos con nitrégeno liquido y
dejandolas durante dos horas en etanol absoluto frio para que los cromosomas se
deshidraten. Finalizado el proceso se procedi6 a una nueva seleccion de

preparaciones aptas para la hibridacion.
2.6.2. Prehibridacion
Las preparaciones se incuban a 65 2C en 2xSSC durante 30 minutos y a

continuacién se sumergieron en etanoles precalentados de 70 % (dos veces) y 95

% durante 10 minutos cada uno. A continuacion se dejaron secar al aire libre para
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guardarse a 42C 6 bien ser hibridadas de inmediato de acuerdo a la dinamica de

trabajo de laboratorio.

2.6.3. Hibridacion in situ

Las preparaciones prehibridadas se sumergieron en una soluciéon 0,1 N de NaOH
durante 90 segundos para desnaturalizar el ADN, teniendo mucho cuidado de no
dejarlos durante mas tiempo ya que el hidroxido de sodio puede quemar los
cromosomas y estos no hibridarian 6 no se lograria ver el bandeo. De inmediato las
preparaciones se lavaron con 2xSSC dos veces durante un minuto cada uno y se
deshidrataron con etanoles al 30%, 50%, 70% y 95% durante 5 minutos en cada
uno, a temperatura ambiente. La solucién de hibridacién se prepar6é minutos antes
de su utilizaciéon con 50% de formamida, 0,1 % de SDS, 5xSSC, 20 ng de sonda
marcada por preparacion y agua hasta un volumen final de 20 pl. La cantidad del
ADN marcado dependera de la estandarizacién para cada sonda, es decir lo que se
determine Optimo para evitar que las preparaciones se manchen. En las
preparaciones deshidratadas y secas se marcé el lugar en el que se encuentran los
cromosomas. Sobre un portaobjetos limpio se agregaron los 20 pl de solucién de
hibridacién recogiéndola de inmediato con un portaobjetos e incubando a 379C,

toda la noche a oscuras en una cAmara humedecida con 2xSSC.

2.6.4. Post-hibridacion y revelado

Se retiraron los cubre objetos sumergiendo las preparaciones en una solucién de
2xSSC precalentada a 372C, de inmediato se lavaron con 2xSSC a 379C durante 5
minutos y dos mas con esta misma solucién a temperatura ambiente. Por ultimo se
lavaron con una solucién de 1xPBS (NaCl + KCl + KH2PO4 + NaoHP0412H20, a pH

7,4) dos veces durante cinco minutos.

Para el revelado se incubaron las preparaciones en la soluciéon 1 (Tris 100 mM +
NaCl 150 nM, con pH 7) dos veces durante 3 minutos. Se retir6 el liquido y de
manera horizontal se agregd sobre las preparaciones solucion 2 (agente
bloqueante 0.5 % en solucién 1) durante 30 minutos, se realizaron dos lavados con

soluciéon 1 y se volvieron a incubar con el anticuerpo conjugado (1:5000) con la
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solucién 1, durante una hora. Terminado este tiempo se realizaron lavados con las
soluciones 1 y 3 (Tris 100 mM + NaCl 100 mM + MgCl2, a pH 9,5) dos veces

durante 7 minutos y medio cada uno.

En un ambiente estéril se puso un cubre objetos limpio al que se le agregaron 60 Ll
de solucién de tincién (Para 10 ml: 45 pl de NBT y 35 pl de X-fosfato). De
inmediato se recoge la preparacion y se pone a oscuras para que el colorante no
reaccione con la luz y pueda tefiir los cromosomas. Se hicieron chequeos de las
preparaciones al microscopio para lavarlas una vez se observe hibridacion y evitar
que se manchen, en cuyo caso se hace imposible su lectura. Las regiones
centroméricas y pericentroméricas sirven como control, ya que son las primeras
en tefiirse, al igual que las preparaciones hibridadas con una sonda conocida de
gypsy y bilbo cuya hibridacion garantiza que el proceso de hibridacion se ha

realizado en 6ptimas condiciones.

2.7. Localizacion cromosomica de los clones

La ubicacion de la posicion exacta de los clones, en los brazos de los cromosomas,
se realiz6 siguiendo cuidadosamente el mapa estandar (Krimbas, 1993) de cada
uno de los cromosomas de Drosophila subobscura (tabla 1), en diferentes nucleos
en la misma placa y con un minimo de 4 preparaciones por clon, para evitar falsos

positivos.

Los clones de nuestro interés eran los que presentaban las sefiales estandar para
cada elemento (tabla 1) y una tnica posicidon de mas, de esta manera se intentaba
garantizar que el clon presentara una copia del elemento de interés. Las lecturas
de los clones que presentaban estas condiciones, también, fueron corroboradas
por un experto: el Dr. Joan Balanya de la UB (Universidad de Barcelona) antes de
ser secuenciados, tras una cuidadosa lectura realizada por la técnico Montse Peiro,
Dra. Maria del Pilar Garcia Guerreiro y el mio propio, todos integrantes del grupo
de genética evolutiva de la UAB (Universidad Auténoma de Barcelona). Una vez
secuenciados, sé corrobor6é su homologia con los elementos candnicos gypsy y
bilbo, y se realiz6é su busqueda, a través de PCR, en las poblaciones originales y

colonizadoras.
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2.8. Analisis poblacional de los clones de gypsy y bilbo

Se disenaron diferentes cebadores (tabla 3), sobre las secuencias editadas de los
clones, para realizar la busqueda, a través de PCR, de las copias de estos clones en
las poblaciones originales y colonizadoras. Se usaron multiples combinaciones de
los cebadores disefiados como estrategia para lograr la amplificacion de los
elementos en las poblaciones y parte de la regién flanqueante, como control se

usaron cebadores internos de los elemento.

El par de cebadores disefiados sobre la secuencia de gypsy10 y con los cuales se
logr6 amplificar la LTR de gypsy, y secuencia flanqueantes, se encuentra

sombreado en la siguiente tabla.

Tabla 3. Cebadores para analisis poblacional de los diferentes clones secuenciados.

Cebadores Secuencia (5'-3")
Clon gypsy1
Directo ACAACCGATAGTGCCCCTTA
Directo AGCAATCTGTTGCCCTCA
Directo TTGCTGAGGGTAACAAAGTCCG
Reverso CCCTCAACGATAGCAAAAG

Reverso AACGGGAAAGATGCTTGTCG
Reverso TCATAGCCGAAGAAGGGGTT
Reverso TTCTCTCTTCTCTCCCTCTC
Clon gypsy10
Directo TAGGGATAACTGGCTTGTGG
Directo AGGCAAGGTGTTGTAAGTGG
Directo ACGGGATAAAGCGACTTTGC
Reverso AAGGAGAAGGCGAGCATCATTG

Clon bilbo12
Directo CGTATTGAGCGCAAGAATCA
Directo GTTCCCCTTCTCTGCATCTC
Directo TCGATCAAGAACCTCAACCC
Directo GGGCTGGACTAAGGTTTCATTC
Directo GCTGGCTGAATACCACAAAC
Reverso CAACCCAGTTGAGCAGGAC
Reverso TGAAACTCTTTAGGGGGTGA
Reverso ACGCTATTCTCTCTGTGCCG
Reverso CGGTTTATGCGGTTCCAGA

Reverso ACAACCGAAGAGGCAACGAT

La reaccion usada en todas las PCRs del analisis poblacional de los clones se detalla

en la tabla 4.
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Tabla 4. Material usado en la mezcla para reacciéon PCR, amplificaciéon de clones en
poblaciones.

Reactivos Concentracion final Volumen final (25 pl)

Buffer 10 X con Mg 1x 2,5

dNTPs (2ZmM) 200pM 2,5

Cebador 1 (16 mM) 0,625
Cebador 2 (16 mM) 0,625

Agua 17,65

Taq (5U/ml) 1U 0,1

ADN* 1

(*) ADN de las poblaciones en estudio.

Protocolo de amplificacion:
5’ 942C; 29 veces (45” 949C; 45” TM*; 1':30” 722C); 10’ 72°C; 42

(*) La TM dependia de los pares de cebadores usados en cada reaccion.

2.9. Secuenciacion y analisis bioinformaticos
La secuenciacion nucleotidica de los clones gypsy 1, gypsy 10y bilbo 12, asi como

de la copia de gypsy 10 encontrada en las poblaciones se realizé a través de la
empresa Macrogen inc (Corea). La edicién de las secuencias, y posterior
alineamiento para el analisis de homologia entre los clones y las secuencias
candnicas, de cada uno de los elementos, asi como también lo correspondiente al
andlisis poblacional de gypsy 10 se realiz6 con el programa Bioedit v7.1. 11

(http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/page2.html). La edicién de las secuencias

también se realiz6 con la ayuda de la herramienta BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool, por su sigla en inglés) que se encuentra en la pagina del NCBI
(National Center for Biotechnology Information, por su sigla en inglés.

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Con esta herramienta también se realizé la

busqueda de las homologias de las regiones flanqueantes con diferentes

secuencias de diversos organismos consignada en la base de datos del NBCI.
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2.10. Transposon display

Esta técnica (Waugh et al, 1997; Zampicinini, 2004) tiene como principio la
amplificacion de un extremo del elemento transponible mediante el uso de
cebadores especificos tras una previa digestion con enzimas de restriccion que no
corten la region del elemento a amplificar (Vela, 2012). El desarrollo de esta

técnica presenta diferentes etapas limitantes como:

1. El andlisis del mapa de restriccion del elemento: se escoge una enzima que
no corte el extremo del elemento que serd analizado. Para gypsy la enzima
escogida fue Hpall, la cual no cortan el extremo 5’ de la LTR, regién

analizada.

2. Disefio de dos cebadores especificos del elemento: uno externo que
amplifique 300 pb, aproximadamente y uno interno que no amplifique mas
de 200 pb, tamafio que depende de la posicion de la primera diana de
restriccion de la enzima (Waugh et al., 1997). En algunos casos puntuales el

fragmento sobre el que se disefian los cebadores puede ser menor de 150
pb.

3. Marcaje del cebador interno: se debe usar un fluorocromo que permita la

diferenciacion de copias del elemento en estudio.

Una vez se ha digerido el ADN gendémico se reahbzlighcion de los fragmentos con
adaptadores especificos de la enzima usada pad&&stiones. La reaccion digestion-
ligacion se usa como molde para la una amplifica@gterna (cebador externo del
elemento + cebador complementario a los adaptaderEsenzima) y de este producto
de PCR se realiza una dilucion (1/20) que sirvendide para la amplificacion interna
con el cebador marcado con el fluorocromo (cebaterno del elemento marcado +
cebador complementario a los adaptadores de lanahzEl producto de esta ultima

amplificacion es el que se analiza por electrofereapilar.
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2.10.1. Digestiones de ADN

Bajo la técnica del transposon display el ADN se debe digerir con una unica
enzima, para el caso de gypsy la enzima con la que se digiri6 fue la Hpall. La

reaccion de digestién esta detallada en la tabla 5.

Tabla 5. Material usado en la reaccion de digestion en el transposon display.

Reactivos Concentracion final Volumen final (20 pl)
Buffer enzima 10X 1x 2
Enzima (Hpall) 1U 1U 1
DNA 1
H,0 16

Se realizaron diferentes pruebas con el fin de definir la cantidad de ADN y el
tiempo de digestion que se requeria para una 6ptima reaccidon de digestion, tras
multiples pruebas se estandarizaron estos parametros. La cantidad de ADN usado
en cada una de las reacciones es de 1 ul y el tiempo de digestion fue de 6 horas a

37°C.

2.10.2. Ligacion de los adaptadores

Se deben preparar previamente una mezcla de adaptadores especificos para la

enzima de la digestion Hpall, la mezcla esta detallada en la tabla 6.

Tabla 6. Mezcla de adaptadores.

Adaptadores Volumen final (100 pl)
Hhal (+) (10 uM) 10
Hpall (-) (10 puM) 10
H20 80

* Se denaturalizan los adaptadores sometiendo la mezcla a 1002C durante
10’, y luego se dejan renaturalizar dejando enfriar la mezcla a temperatura
ambiente durante 10’.

La secuencia de los adaptadores ligados a los fragmentos de restriccién de la

enzima Hpall:

Adaptador Hhal (+): 5’ AAC AGC TGG ACG ATG AGT CCT GAG ATA CG 3’
Adaptador Hpall (-): 5’ CGC GTA TCT CAG GAG TGT A 3’
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Reaccion de ligacion:

Tabla 7. Materiales para la mezcla de la reacciéon de ligacion de adaptadores.

Reactivos Concentracion final Volumen final (42 pl)
Buffer Ligasa 5X 1x 8
T4 DNA Ligasa 1U 25U 2,5
Mix Adaptatores 0.2 uM 0,8
H-0 10,7
Producto digestion 20
Amplificacion por PCR

1) Amplificacion externa:

Cebador externo para gypsy: 5 GACTGCTGGCTGCAGAAAAT 3’
Cebador Msel: 5 AACAGCTGGACGATGAGT 3’

Reaccion de amplificacion externa:

Tabla 8. Materiales para la mezcla usada para la PCR externa.

Reactivos Concentracion final Volumen final (25 pl)

Buffer 10X 1x 2,5

dNTPs (10mM) 0.2 uM 0,5

Cebador Msel (10mM) 0.4 uM 1

Cebador Externo(20uM) 2 UM 1

DNA polimerasa 5U 0.625U 0,125

H20 17,875
Producto digestion-ligacion 2

Programa de amplificacion (termociclador):
2’a949C, 25 ciclos de (1’ a949C, 1’ a 589C, 1’ a 729C), 4’ a 722C.
2) Amplificacion interna:

Para esta amplificacion se realiza una diluciér20 Idel producto de amplificacién
externa y se usa un cebador marcado con el flumraxr4, 7, 2’, 4', 5’, 7’, hexachloro-
6-carboxyfluorescein (HEX).

El cebador interno para gypsy fue: 5’ (Hex) GTCAATGCATCACGCCATTC 3’

La reaccion de la amplificacion interna esta detalla en la tabla 9.
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Tabla 9. Materiales para la mezcla usada para la PCR externa.

Reactivos Concentracion final Volumen final (20 pl)

Buffer 10X 1x 2

dNTPs (10mM) 0.2 uM 0,5
Cebador Msel (10mM) 0.4 pM 0.4
Cebador interno (20uM) 0.25 pM 0.25
DNA polimerasa 5U 1.25U 0,25
Hz0 15.1
Producto dilucién amplificaciéon 1.5

Protocolo de amplificacion (termociclador):
1’ a 949C, 35 ciclos de (45" a 94°C, 45” a 582C, 45” a 722C), 3’ a 72°C.

El tamafio minimo de los fragmentos amplificados en la amplificaciéon externa es

de 158 pb para gypsy.

2.10.3. Cruces para el transposon display

Se realizaron cruces intraespecificos: hembra vs machos de una misma poblacién.
En total se realizaron tres cruces por poblacién, y de cada una de ellos se
analizaron los dos parentales y 10 individuos F1 (5 hembras y 5 machos) para un
total de 36 individuos analizados por poblacién. Los individuos con las que se
inici6 cada cruce se habian mantenido en el laboratorio por mas de 20
generaciones a una temperatura constante de 18 ¢C, y alimentados con un medio
de cultivo a base de harina de trigo y levadura. Los individuos analizados tenian 8
dias de edad con el fin de analizar individuos adultos, que fueron separados por
sexos una vez emergieron con el fin de analizar individuos virgenes que

representaran Unicamente la segregacion individual del genoma parental.

2.10.4. Secuenciacion del ADN por electroforesis capilar

La secuenciacién se llevd a cabo por el serviciosdeuenciacion de Biofidal

(http://www.biofidal.com/) en Lyon (Francia). Las lecturas de los resultados se

realizaron usando el programa Peak Scanner v 4.0 (Applied Biosystems, Foster
City, CA), en total se realizaron 288 lecturas individuales. Los parametros que se

ajustaron en el programa para la correcta lectura de las secuencias fueron:
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Peak detection
- Peak smoothing Smoothing: None
- Range Analyses: Full range

Peak characteristics: default
Sizing calling method: local
Baseling window size: 51
Minimum peak heights: Green

Quality flags
- Sizing quality  Pass range: from, 0.75 to 1.0

2.10.5. Lecturas de genotipos:

Las lecturas se realizaron mediante la visualizacién de picos mostrados en
electroferograma (figura 7), se realizé una cuidadosa seleccién de los picos para
evitar los falsos positivos. Los datos fueron consignados en tablas de Excel en las
que se especificaba el tamafio del fragmento y se asignaba un cero (0) para la
ausencia de dicho fragmento y un uno (1) para la presencia, realizando con ello las
matrices para cada familia (Anexos 1-24). Estos datos se usaron para el calculo de

las tasas de transposicion.

Figura 7. Electroferograma en el programa Peak Scanner.
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2.10.6. Calculos de las tasas de transposicion:

La tasa de transposicion se define como el nimero de transposiciones por
elemento por generacién (Labrador et al., 1999). Se calcularon teniendo en cuenta:

el nadmero de inserciones nuevas por generacion (en individuos Fi) para cada
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pareja, el nimero de posiciones fijas de los parentales y el nimero de genomas que
contribuyen en la descendencia (2: genoma diploide), tomando como referencia
los cdalculos realizados por Labrador et al. (1999). De esta manera, la tasa de
transposicion es: el cociente del nimero de nuevos eventos de transposicion,
dividido por el nimero de genomas parentales, por el nimero de posiciones fijas, y
por el nimero de individuos analizados (F1), como se consigna en la siguiente

formula:
T=N1/2.N.A
Donde:

T = Tasa de transposicion; N1 = Niumero de nuevos eventos de transposicion; 2 =
Numero de genomas; N = Numero de individuos F1 analizados; y A = Nimero de

posiciones fijas.

Los calculos se realizaron a partir de las matrices resultantes de las lecturas de

cada genotipo.

2.11. PCR a tiempo real (QRTPCR)

Para el analisis de las tasas de expresién se realizaron qRTPCR a partir de cDNA
sintetizado a partir del RNAm total de 10 individuos, de ocho dias de edad, por
replica. Se realizaron 3 réplicas por sexo y por poblacién lo que implica un total de
60 individuos por poblacion para el analisis de individuos completos. Para la linea
germinal se procesaron por separado los ovarios de 10 hembras por réplica, y los
testiculos de 10 machos, por réplica. Al igual que en el caso anterior, se realizaron

tres réplicas por sexos y un total de 60 muestras por poblacion.

2.11.1. Extraccion de ovarios y testiculos

La diseccion se realizé haciendo presion sobre el primer tercio del abdomen con
una aguja de diseccidon y un movimiento hacia afuera con la segunda aguja ubicada
en la parte terminal del abdomen. Este procedimiento se realizé sobre una gota de
PBS al 1X. Una vez se extrajeron las gonadas se retiraron las glandulas accesorias,

dejando tUnicamente los ovarios o los testiculos, que fueron posteriormente
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depositados en un tubo eppendorf con Trizol para preservar su buena

conservacion hasta el proceso de extraccién del RNA.

La extraccion de RNA se realizé mediante el método del Trizol como se describe a

continuacion.

2.11.2. Protocolo de extraccion de ARN con trizol

Para evitar contaminacién de la muestra se debe usar agua libre de RNAsa (agua

con 0.01 % de DEPC (v/v) embasada en botellas de vidrio). El etanol al 75%

también debe prepararse con agua DEPC.

1-

Se pesan las mocas a procesar (10 individuos), usando la diferencia entre un tubo
eppendorf vacio y el que contenia el material a procesar. En el caso de las génadas
no es necesario este paso.

Se congelaron las moscas a procesar sumergiendo en nitrégeno liquido el tubo
eppendorf que las contiene. Esto se hace para evitar que se degrade el RNA.

Se homogeniza la muestra de tejido en 1ml de Trizol por cada 50-100 mg de tejido
usando un homogeneizador de vidrio. Las muestras no pueden exceder el 10% del
volumen del Trizol usado para la homogenizacion.

El homogenizado se incuba 5’ a 15-30 °C (temperatura ambiente) para permitir la
completa disociaciéon de los complejos nucleoproteicos. Se agrega 0,2 ml de
cloroformo por 1 ml de trizol. Se agita vigorosamente con la mano durante 15" y se
incuba 2-3’ a 15-30°C y se centrifuga a no mas que 13000 r.p.m. durante 15’ a 2-8
°C. Luego de la centrifugacion, las mezclas se separan en una fase inferior roja, una
interface y una fase superior incolora acuosa. El RNA permanece en la fase
superior acuosa y supone alrededor del 60% del volumen de Trizol usado para la
homogenizacidn.

Se transfiere la fase superior a un tubo nuevo precipitando el RNA de la fase
acuosa con isopropanol (0,5 ml alcohol isopropilico por 1 ml de TRIZOL). Se
incuba entre 15-30 ©°C (temperatura ambiente) durante 10 minutos y se
centrifugar a 13000 r.p.m. 10" a 4 °C. El RNA a menudo se precipita sin que se vea
antes de la centrifugacién, formando un pellet gelatinoso al lado y fondo del tubo.

Se decanta el sobrenadante y se lava el pellet de RNA una vez con etanol al 75%,
(adicionando 1 ml de etanol al 75% por cada 1 ml de Trizol). Se mezcla con vortex
y se centrifuga a 13000 r.p.m. durante 5 min a 4 °C.

Se decanta el sobrenadante y se deja secar brevemente el pellet al aire 10’
aproximadamente. Es importante no dejar que el pellet se seque completamente
para evitar que disminuya su solubilidad. Una vez esté seco se debe hidratar en
agua MQ libre de RNAsa (la cantidad de agua dependera del tamafio del pellet,
usando la misma relacién que la usada cuando se resuspende DNA).



79

8- Finalmente, el RNA se debe someter a un tratamiento con DNasa para eliminar el
DNA que pueda haber en la muestra. Para ello se sigue el siguiente protocolo:

Cantidades para una reaccién de 50 pl:

a.

b.

Al volumen final agregar 0.1 volumen de 10X DNAsa I Buffer y 1 pl de rDNasa [
(2 U/ub).

Incubar 30°, 1h:30’, 3h 6 4h (dependiendo del tejido) a 37°C. Para el caso
particular de las muestras aqui procesadas fueron necesarias 3-4 horas de
digestion.

Al volumen final agregar 0.1 volumen de DNasa Unactivation Reagent (hacer
vortex a este reactivo antes de usar).

Incubar 2 minutos a temperatura ambiente 6 a 4°C, transferir el sobrenadante
a un nuevo tubo (hacer vortex durante 1°).

Centrifugar 2’ a 42C a 13000 rpm, decantar el sobrenadante, secar el RNA al
aire y resuspender siguiendo los mismos pardmetros anotados en el paso n? 7
del protocolo de extracciéon de RNA.

9- Cuantificacion del RNA.

10- Sintesis del cDNA.

2.11.3. Sintesis de cDNA

Para la sintesis de cDNA se deben realizar una primera reacciéon cuyo producto se

usa para la segunda reaccion. En tubos estériles, libres nucleasas y en hielo, se

preparan las mezclas para un total de 20 pl de reacciéon agregando los

componentes a las concentraciones descritas en las tablas 10 y 11 (controles

negativos sin cDNA).

a. Primera reaccion

Tabla 10. Materiales para mezcla usada en el control positivo en primera reaccion.

Reactivos Volumen final 13 pl Concentracion final
RNA total 1 pg de ARN total (Maximo 5 pg).
Cebador oligo (dT) 50 pmol/pul 1pl 2.5 uM
Agua tratada con DEPC variable Hasta completar 13pl.

Tabla 11. Materiales para mezcla usada en el control negativo en primera reaccion.

Reactivos Volumen final 13 pl Concentracion final
RNA total 1 pg de ARN total (Maximo 5 pg).
Cebador oligo (dT) 50 pmol/pl 1l 2.5 uM

Agua tratada con DEPC variable Hasta completar 13l
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Se denaturalizan los cebadores y la estructura secundaria del RNA
calentando a 65 9C durante 10 minutos (programar el termociclador). Al
terminar se debe enfriar de inmediato en hielo.

b. Segunda reacciéon

Tabla 12. Materiales para mezcla usada en el control positivo en segunda reaccion.

Componentes Concentracion final Volumen
5X Transcriptor Reverso Transcriptasa buffer 1x (8 mM MgCl2) 4ul
Protector inhibidor RNasa, 40 U/ul. 20U 0.5 ul
Mezcla de Deoxinucleotido, 10 mM cada uno. 1 mM cada uno 2l
Transcriptor Reverso Transcriptasa, 20 U/pl 10U 0.5 ul
Volumen final 7 ul

Tabla 13. Materiales para mezcla usada en el control positivo en segunda reaccion.

Componentes Concentracion Volumen
final
5X Transcriptor Reverso Transcriptasa buffer ~ 1x (8 mM MgCl2) 4l
Protector inhibidor RNasa, 40 U/pl. 20U 0.5 ul
Mezcla de Deoxynucleotido, 10 mM cada uno. 1 mM cada uno 2ul
H:0 del kit o auto clavada con DEPC 0.5ul
Volumen final 7.0 ul

Se mezclan en frio los componentes de la reaccion 1 con el producto de la
reaccion 2 completando con esto un volumen final de 20pl.

Se somete esta mezcla a un ciclo térmico adecuado para la sintesis de cDNA,
incubando a 50 2C durante 1 h. Una vez terminado este ciclo la muestra se
somete a 852C durante 5’ para inactivar la reverso transcriptasa. Se enfria la
muestra y el cDNA sintetizado se puede conservar durante largos periodos
de tiempo a -20 2C.

2.11.4. RTPCR

Se disefiaron 2 juegos de cebadores sobre la regiéon de la transcriptasa reversa

(RT) de D. subobscura de los elementos gypsy y bilbo, usando la secuencia candnica

de cada uno de ellos. Ademas, se utilizaron dos cebadores para el gen constitutivo

rp49 de D. subobscura. La descripcion del conjunto de cebadores se encuentra en la

tabla 14.



Tabla 14. Secuencia de cebadores usados en la RT PCR.

Gen

Cebador directo

Cebador reciproco

rp49 5'CCCAACATCGGTTATGGCTC 3’

5’CTTGAGAACGCAGACGTCCA 3

gypsy (RT) | 5 CATTTTCGCGACAGACACAAGA 3’

5’ CGAAGTGATGGTCTCGGAAT 3’

bilbo (RT) 5" GAGGCAGGGTCTGTGGATTA 3’

5" ATCTTGCGAACGAGGTCACT 3’
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Los tres pares de cebadores fueron probados para verificar la amplificacion de los

mismos. El producto de PCR se verificé por electroforesis en gel de agarosa (0.6

%), usando un marcador de banda para verificar si el tamafo del fragmento que se

esperaba para cada par de cebadores (rp49: 231; gypsy: 205 pb; bilbo: 231 pb)

correspondia con el esperado. El detalle de los reactivos y concentraciones se

describe en la tabla 15.

Tabla 15. Materiales para la mezcla usada en RT PCR.

Reactivos Concentracion final Volumen final (25 pl)

Buffer 10 X con Mg 1x 2,5

dNTPs (2mM) 200puM 2,5

Cebador 1 (16 mM) 0,625
cebador 2 (16 mM) 0,625

Agua 17,65

Taq (5U/ml) 1U 0,1

cDNA * 1

(*) También se comprobaron los controles negativos de la sintesis de cDNA. Se realizaron pruebas
con una cepa de laboratorio y con individuos recién traidos de la naturaleza.

La mezcla se sometio al siguiente programa de amplificacion:

5’ 949C; 29 veces (45" 949C; 45” TM*; 1":30” 722C); 10’ 72°C; 4°

(*) La Tm dependia de los pares de cebadores usados en cada reaccidn.

2.11.5. PCR a tiempo real (QRTPCR)

Para las reacciones de qRTPCR se tuvo especial cuidado en trabajar bajo

condiciones estériles para evitar contaminacién de la muestra y con bajos niveles

de luz, evitando con ellos que el fluorocromo usado en la reaccién (sybergreen) no

reaccionara con la luz y perdiera su eficacia. El detalle de la reaccién se especifica

en la tabla 16.
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Tabla 16. Materiales usados en la mezcla para PCR a tiempo real

Reactivos Volumen final (10 pl)
Primer 1 16uM 0,3
Primer 2 16 uM 0,3
H,0 DEPC 34
Sybergreen 5
cDNA 1

La mezcla (9ul) era depositada en cada pozo de la placa de reacciéon y
seguidamente la muestra de cDNA correspondiente. Se utilizé el termociclador
facilitado por el servicio de la empresa BIORAD a través del Dpto. de Bioquimica de
la Universidad Auténoma de Barcelona. El programa utilizado para las

amplificaciones fue el siguiente:

3’ 959C; 39 veces (10” 952°C; 10” 582C; 20” 72 2C); 10” 95 °C; cada 5” incremento
de la T2 de 65°C a 95°C.

2.11.6. Calculos de las tasas de expresion:

Las tasas de expresion de gypsy y bilbo, se cuantificaron de forma relativa respecto
al gen de referencia rp49 de Drosophila subobscura, cuya expresidn es constitutiva
y constante, mediante el método 2-22Ct (Livak & Schmittgen, 2001). Bajo este
método se calcularon las tasas de expresion, a partir de los incrementos de los
valores, umbral del ciclo, (Ct: Cycle thresthold, por sus siglas en inglés) de
amplificacion del gen de la reverso transcriptasa de gypsy y bilbo, con respecto al

gen de referencia.

Para la determinacién del método a utilizar para el andlisis de datos, fue muy util la
previa calibracién de las curvas de expresidon que se hizo para cada gen. Para ello
se realizaron diluciones de 101 ng - 10 ng de ADN de una poblaciéon que
presentaba una concentracion de 1ng/pl. Se realizé la Real Time para los tres
genes usando los mismos reactivos anotados para este tipo de reaccion. Una vez
obtenidos los resultados se determiné la eficiencia de la amplificaciéon para cada

gen: rp49: E=94,2 %, para gypsy: E=99, 5%, y para bilbo: E = 86, 6 %.
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Por otra parte, para la interpretacion de las tasas de expresién se considerd que
una poblacién presentaba diferencias en su expresion cuando el valor de la tasa

era mayor o igual 1,8.

2.11.7. Andlisis estadisticos de los datos de expresion

Se realizaron los analisis de datos con pruebas no paramétricas, ya que los datos
no presentaban una distribucién normal. Los analisis de datos se realizaron con los
datos de expresion (valores de diferencias de Ct: Ct de gypsy, Ct de bilbo y Ct de
rp49) y transposicion (datos de ausencia y presencia de nuevos eventos de
transposicion). Las pruebas estadisticas se realizaron con el programa estadistico
IBM SPSS Statistics (SPSS: Statistical Product and Service Solutions, por sus siglas

en inglés (http://www-01.ibm.com/software/es/analytics /spss/products/statistics/).

Las pruebas no paramétricas para muestras independientes que se llevaron a

cabo fueron: Kruskal Wallis (https://statistics.laerd.com/spss-tutorials/kruskal-

wallis-h-test-using-spss-statistics.php) para comparaciones pareadas entre

multiples poblaciones, y la prueba de Mann Whitney para comparaciones entre dos

poblaciones

using-spss-statistics.php).
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3. RESULTADOS

3.1. Estudio de la estructura molecular de los elementos transponibles bilbo

y gypsy en poblaciones originales y colonizadoras de Drosophila subobscura.

El analisis poblacional incluy6 un total de 23 poblaciones de las cuales 10 eran
originales: Sintra, Madeira, Tenerife, El Perello, Bordils, Bellaterra, Dijon,
Montpellier, Aarhus y  Groningen (figura 6) y 13 colonizadoras: Maipt, Puerto
Montt, Santiago, La Serena, Laja, Coyhaique, Valdivia, Davis, Bellingham, Salem,

Port Hardy, Eureka y Medford (figura 4 y 5).

3.1.1. Elemento Transponible gypsy

Se aislaron 46 colonias de fagos de una genoteca de la poblacion argentina de
Maipt de D. subobscura de las cuales 26 se consideraron clones positivos, a través
de hibridacién in situ en preparaciones cromosémicas de ch-cu. Dos de estos
clones: gypsy 1 (clon de baja ocupacién) y gypsy 10 (clon posiblemente de alta
ocupacién) cumplian con los criterios de seleccién mencionados en la metodologia

siendo secuenciados y caracterizados a nivel molecular.

3.1.1.1.Clon gypsy 1

El clon llamado gypsy 1, se encontré insertado en el cromosoma E en la regiéon 70B
(E70B). Esta posicidon cromosdmica (figura 8) es considerada de baja ocupacidn, ya
que en un trabajo poblacional anterior (Garcia Guerreiro et al., 2008), se encontré
en una frecuencia de ocupacién del 3,8 % en la poblaciéon de Bordils (Girona,

Espana).
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Figura 8. Hibridacion in-situ del clon gypsy1 en la cepa ch-cu, en el cromosoma E.

La flecha indica la regién cromosémica hibridada.

Estructura molecular del clon gypsy 1

La secuencia del clon gypsy1, tiene un tamafio de 14.557 pb e incluye una copia
incompleta de gypsy (figura 9). La zona homologa con el elemento canénico
gypsyDs, descrito por Alberola y de Frutos, 1996, es de 2.479 pb. La secuencia de
nucledtidos de gypsy, incluida en este clon, contiene la LTR 5’ (613 pb) y el ORF1
(1.181 pb) completos con una insercion de 60 pb en el ORF1. Ademas se
encontraron una parte del ORF2 (198 pb) y dos zonas no codificantes de 260y 227
pb. Este clon ademas de no tener la region ORF2 completa carece del ORF3 y de la
LTR 3'. Esta secuencia incompleta de gypsy presenta dos regiones flanqueantes en

los extremos 5’y 3’de 877 y 11.124 pb respectivamente.



Figura 9. Estructura molecular del clon gypsy1 de Drosophila subobscura.
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La region flanqueante del extremo 5’ estd constituida por tres regiones duplicadas
de 257 pb, de las cuales 65 pb son homélogas con genes del RNA ribosomal de
Drosophila virilis. La regiéon flanqueante del extremo 3’ presenta homologia con
una region del cromosoma 2R de Drosophila melanogaster que es el homdlogo al
cromosoma E de D. subobscura. En su parte 3’ se halla flanqueada por el gen Rgk3
(posiblemente involucrado en procesos catabdlicos: FlyBase simbolo Dmel\Rgk3;

http://flybase.org/reports/FBgn0085426.html). Por otra parte, la secuencia de 60

pb, insertada en la ORF1, presentd homologia con un gen codificante de proteina
no determinado de D. persimilis y con el gen de la endonucleasa /transcriptasa
inversa de gypsy de D. virilis. Un resumen de las homologias encontradas de este

clon se encuentra en la tabla 17.
Analisis poblacional del clon gypsy1

Se realizé la busqueda de este clon en las 23 poblaciones en estudio: 10 originales
(europeas) y 13 colonizadoras (de América del norte y del sur), a través de PCR.
Para ello se disenaron un total de 7 secuencias cebadoras, realizando con ellas 11
combinaciones distintas, con el fin de amplificar la secuencia completa de gypsy
(incluida en el clon gypsy1), o parte de ella, mediante la utilizacién de secuencias
cebadoras dentro del elemento y de su region flanqueante. Ninguna de las
combinaciones logré amplificar las secuencias de interés, a pesar de que los
cebadores disenados se mostraron eficientes en la amplificacién directa del clon
gypsyl. Por otra parte, se realizaron hibridaciones in situ, en algunas de las
poblaciones en estudio (Dijon, Sintra, Madeira, Bellaterra y El Perelld), con el fin de
corroborar la posicidn de este clon y se observé que la sefial de hibridacion estaba
en el cromosoma E region 70B (E70B), como se habia observado en la cepa ch-cu
de D. subobscura (figura 8). Lo que también nos indicd que gypsyl a pesar de no
amplificar por PCR estd presente en las poblaciones. Esto se puede explicar si
gypsy1 no se encuentra exactamente en la misma posicion a nivel nucletidico en las

poblaciones analizadas, pese a observarse la misma posicidn citolégica de ch-cu.



Tabla 17. Homologias del clon gypsy1.
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Region Tamaiio pb | N2 regiones homologas | pb homologas | Region homologa Nombre de la region homologia % Especie
Flanqueante 5' 877 2 65 Gen ribosomal 18S (extremo 5°) 83 D. virilis
65 Gen ribosomal 28S (extremo 3") 83 D. virilis
Flanqueante 3' 11124 12 531-1527 Cromosoma 2R | sin identificar 79-100 D. melanogaster
3 51-72 Sec. Microsatélite | Microsatélite 95 D. ananassae
insercién 60 1 56 Gen- dominio mRNA 96 D. persimilis
endonucleasa/transcriptasa
1 56 Gen - ET gypsy inversa 95 D. virilis
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3.1.1.2. Clon gypsy10

El clon gypsy10, mapeé en la regién 29B del cromosoma | (J29B), como se puede
observar en la figura 10. En el trabajo poblacional realizado por Garcia Guerreiro
et al., (2008), no se reportaron inserciones de gypsy en esta regién cromosomica.
No obstante, dado que el nimero de copias de gypsy en los brazos cromosémicos
es baja y que en el presente estudio se encontr6 en 14 de las 25 poblaciones

analizadas, fue considerado de alta ocupacion.

Figura 10. Hibridacién in situ del clon gypsy10, en el cromosoma J.

J29B
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La flecha senala el sitio de insercién
Estructura molecular del clon gypsy10

Este clon, posee una extension de 5.283 pb correspondiente a una copia
incompleta de gypsy. La secuencia homologa con el elemento candnico (Alberola y
de Fruros, 1996) es de 3128 pb y comprende la region ORF2 incompleta (1005 pb),
la ORF3 y la LTR3’completas, mas una region flanqueante en el extremo 3°de 2155
pb (figura 11). La presencia del ORF3 completo junto con la inexistencia de
codones stop en esta region podria indicar que esta copia podria codificar para la

proteina de la envoltura viral (Env).

Los analisis de la zona flanqueante mostraron que 677 pb de de esta secuencia
(region homologa que se encuentra aproximadamente a 876 pb de la LTR 3’),

presenta un 99% de identidad con el gen de los RNA ribosomales (RNAr) 2§, 5, 8S,
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18S, y 28S de D. melanogaster: en el caso del RNAr 28S también presentd
homologia con el de D. persimilis, D. pseudoobscura y D. virilis, entre otras. En la
tabla 18 se encuentran las homologias encontradas, consignando tan solo algunas
de las especies que presentan el gen ribosomal 28S homologo a esta secuencia

flanqueante.

Analisis Poblacional de gypsy10

El clon gypsy10 se buscé en el genoma de las 23 poblaciones analizadas, usando
tres combinaciones de cebadores distintas. Con una de ellas, se logr6é amplificar un
fragmento de 769 pb en 14 poblaciones: 4 originales (Tenerife, El Perelld, Dijon y
Montpellier) y 10 colonizadoras (Santiago, Coyhaique, Laja, Valdivia, Bellingham,
Davis, Medford, Port Hardy, Salem y Eureka). En el resto de poblaciones en estudio,
no se observo amplificacion indicando la posibilidad de que la copia de este clon se
haya perdido 6 no estuviera presente en los individuos analizados. Una vez
secuenciadas cada una de las copias de gypsyl0, en las poblaciones antes
mencionadas, se realiz6é la comprobacién de la secuencia usando la herramienta
BLAST. Cada una de las secuencias resulté homoéloga con el elemento gypsy

(canonico) y con su copia denominada gypsy10.

Las 769 pb amplificadas, en las 14 poblaciones mencionadas anteriormente,
corresponden a 613 pb de la LTR 3” completa de gypsy mas 156 pb de ADN
flanqueantes. Todas las copias de esta region gendémica del elemento se
encuentran en la misma region a nivel nucleotidico en todas las poblaciones
analizadas. La comparaciones muestran que la LTR 3" del clon gypsy10 es casi
idéntica a la del elemento candnico a excepcién de 4 sustituciones y una insercién
de un solo nucleétido. Asimismo, todas las poblaciones analizadas comparten estos
mismos cambios con excepciéon de algunas variaciones puntuales que, como se
observa en la tabla 19, estan mayoritariamente concentrados en la poblacién de
Tenerife. Cabe aclarar que la calidad de la secuencia amplificada de la poblacién de
Valdivia no fue 6ptima en su totalidad, por esta razon, tan solo se tuvo en cuenta
para el analisis de los cambios nucleotidicos 339 pb, de los cuales 302

corresponden a la LTR.



Tabla 18. Homologias de las secuencias flanqueantes del elemento transponible gypsy10.

Region Tamaiio pb | pb homologas | Region homologa | Genes - simbolos | homologia % Especie
Flanqueante 3' 2155 677 genes ribosomales 2§ 99 D. melanogaster
5,8S 99 D. melanogaster
18S 99 D. melanogaster
28S 99 D. melanogaster
99 D. seudoboscura
98 D. virilis
99 D. persimilis
99 D. aracataca
97 D. novamexicana
99 Zaprionus sepsoides
98 Hirtodrosophila sp.
95 Toxoneura superba
96 Scaptodrosophila dorsocentralis
95 Physocephala marginata
95 Melanina sp
94 Musca domestica
93 Chalarus pughi
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Figura 11. Estructura molecular del clon gypsy10 de Drosophila subobscura.
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Por otra parte, la secuencia flanqueante (155 pb) en las distintas poblaciones es
idéntica a la del clon gypsy10, lo que indica que esta copia de gypsy se encuentra
inserta en la misma regién nucleotidica en todas las poblaciones. Cabe destacar
que las poblaciones de El Perell6 y Tenerife presentan mayor homologia entre ellas
que con el resto y también presentan una gran cantidad de sustituciones
nucleotidicas comparadas con el clon gypsy10 aislado de la genoteca. Dado que
ademas la calidad de la secuenciacion no fue dptima, estas secuencias ni la region
flanqueante de la poblacion de Valdivia no se han incluido en el alineamiento

global del conjunto de las poblaciones.

Los intentos de busqueda de homologias de la zona flanqueante, presente en las
poblaciones, con secuencias conocidas en la base de datos han sido infructuosos,

dado que esta secuencia no alinea con ninguna secuencia conocida.

3.1.2. Elemento transponible bilbo

Se aislaron 68 clones de la genoteca de los cuales tan sé6lo uno (bilbo 12) se
encontr6 en una nueva posicidon (61C) del cromosoma E (figura 12). La ocupacién
de esta region cromosomica no fue reportada en el trabajo poblacional publicado
por Garcia Guerreiro et al, 2008 y tampoco se logré6 amplificar en ninguna
poblacién, por tanto se consider6 un clon de baja frecuencia de ocupacion

realizado en este estudio y del cual se hablara mas adelante.

Figura 12. Hibridacién in situ del clon bilbo12 en el cromosoma E.
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Tabla 19. Comparacion de los cambios nucleotidicos, deleciones e inserciones del clon gypsy10 en las diferentes poblacione

naturales y el gypsy canénico.

POBLACIONES
Candnico gypsy10
(pb) (pb) Candnico | gypsyl0 | Montpellier Tenerife Dijon El Perell Mutacidén
7513 2165 A A G G Sustitucion
7512 2166 A A T Sustitucién
7388 2290 C C T Sustitucion
7374 2304 C C T Sustitucién
7339 2339 C C T Sustitucion
7249 2429 T A T Sustitucion
7212 2467 (-) A () )] Insercién/Delecién
7190 2489 C A Sustitucion
7172 2507 C A C Sustitucién
7171 2508 T A T Sustitucion
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Los numeros representan el n? de la base nucleotidica en la que se observa el cambio;(-): delecion. Todas los cambios que se observan en la
columna de gypsy10, con respecto al candnico, son comunes a todas las poblaciones secuenciadas excepto en aquellos casos en los que se

especifica.
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Estructura molecular del clon bilbo12

El clon bilbo 12 contiene dos elementos bilbo incompletos y degenerados que
probablemente corresponden a copias muy antiguas de este ET. Estas dos copias
fueron denominadas bilbo 12a (figura 13) y bilbo 12b (figura 14). El clon bilbo 12a,
contiene una secuencia invertida de 2041 pb homologa con la regiéon ORF1 del
bilbo canénico (Blesa y Martinez, 1997). La region de la ORF1 de la copia canénica
del elemento presenta una extension de 2400 pb, por lo que la copia encontrada
estd incompleta. Bilbo 12a presentd una regién flanqueante en su extremo 3" de

8600 pb que la separa de bilbo 12b.

Bilbo 12b, contiene una copia incompleta de bilbo de 965 pb, correspondiente al
ORF1 y a una region flanqueante en su extremo 3" de 3291 pb. Al contrario de bilbo
12a, esta copia de bilbo no se encuentra invertida. Tanto bilbo12a, como bilbo 12b,
son copias de bilbo muy degeneradas; los alineamientos con el elemento canénico
muestran gran cantidad de deleciones y sustituciones nucleotidicas. Las deleciones
pequeiias incluyen entre 1 y 6 nucleétidos seguidos y ademdas se observé una
delecion de 46 pb en el dominio del gen que codifica para la enzima transcriptasa
inversa en bilbo12a (242-197 pb) y bilbo12b (124-168 pb). La region de la ORF1
estd determinada en el elemento candnico: entre el nucleétido 1 - 279 (Blesa et al,,

1997).

Los analisis de las zonas flanqueantes mostraron que la secuencia flanqueante de
la copia bilbo12a presenta homologia con el gen Rpll215 de D. subobscura y D.
madeirensis (gen responsable de codificar la subunidad mayor del complejo RNA
polimerasa II). Asi como también, con una regién del cromosoma de D. subobscura
y con un gen codificante de proteina de esta misma especie. Ademas, presentd
homologia con el elemento P anotado para las especies D. ambigua, D.
pseudoobscura y D. guanche, entre otras diferentes secuencias de ADN repetitivo,
de las cuales algunas estan referenciadas en la tabla 20. La regién flanqueante de
bilbo 12b es homologa con un gen codificante de proteina no determinado,

anotado en Anopheles gambiae y en diferentes especies de Drosophila.

En las tablas 20 y 21, se encuentran anotadas, a modo de resumen, las homologias

encontradas en estas dos copias de bilbo.



Figura 13. Estructura molecular del clon bilbo12a de Drosophila subobscura.
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Figura 14. Estructura molecular del clon bilbo12b de Drosophila subobscura.
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Tabla 20. Homologias de la secuencia flanqueante 3’ del clon bilbo12a.
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Region bilbo 12a | Tamaiio pb [ N2H | pb homologas Region homologa Nombre de la region %H Especie
D. pseudoobscura
Flanqueante 3' 8600 2 143y 592 Gen gen codificante de proteina 88-90 pseudoobscura
5 254 - 1695 Gen Rpll215 81-89 D. madeirensis
7 96 -1912 Gen RplI215 81-89 D. subobscura
2 225-368 Gen mRNA 88y91 D. persimilis
D.madeirensisy D.
2 185 -377 Genes adh y adh-dup 91y93 pseudoobscura
1 152 pseudogen proteina heat shock Hsp70c 86 D. lummei
4 81-808 Clon gpst2 Secuencia microsatélite 85-89 D. guanche
2 207 - 398 Clon 6A-K/L ADN repetitivo 80-86 D. guanche
6 354 -1659 Clon B49 ADN repetitivo 83-92 D. pseudoobscura
3 241-814) retrosecuencia ADN adh 812 86-90 D. pseudoobscura
6 61-669 ET elemento P 80-92 D. pseudoobscura
2 104 - 259 ET elemento P 83y 90 D. guanche
Mapa cromosomal
7 132-2071 12A inversion A2 regién P275 79-91 D. subobscura

N2H: namero de regiones homologas; %H: porcentaje de homologia.




Tabla 21. Homologias de la secuencia flanqueante 3’ del clon bilbo12b.
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Region bilbo12b | Tamaiio pb| N2H | pb homologas | Regién homologa Nombre de la regiéon %H Especie
Flanqueante 3' 3291 2 152 Gen mRNA: gen codificante de proteina 95 D. pseudoobscura pseudoobscura
1 93 D. ananassae
1 92 Anopheles gambiae
1 91 D. erecta
1 97 D. persimilis
1 90 D. mojavensis

N2H: namero de regiones homologas; %H: porcentaje de homologia.
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Analisis poblacional

Se disefiaron cinco pares de cebadores distintos, con el objetivo de buscar las
copias de bilbo (bilbo12), que pudieran estar presentes en el genoma de las 23
poblaciones en estudio. Previamente, se realizaron las pruebas con dos pares de
cebadores usando como ADN molde el correspondiente al clon bilbo12. Estas
pruebas dieron como resultado amplificacién de dos bandas de interés de 834 y
1219 pb. Estos mismos cebadores probados en las 23 poblaciones en estudio no
mostraron amplificacién demostrando la ausencia de esta copia en las poblaciones
sefialadas. Como se mencioné anteriormente, la ocupacién cromosémica de esta
copia de bilbo en el cromosoma E en la regiéon 61C (E61C), no fue reportada en el
trabajo poblacional realizado por Garcia Guerreiro et al., 2008. Por tanto se puede
decir, dado los resultados de este estudio y la secuencia del elemento, que bilbo12
es un clon de baja ocupacién y corresponde probablemente a una copia antigua del

elemento, ya que se encuentra incompleto y degenerado.

Una vez analizada la distribucién de los ETs bilbo y gypsy en poblaciones originales
y colonizadoras, se realizé el andlisis de la expresion de estos elementos en
poblaciones europeas (originales) y suramericanas (colonizadoras) recién traidas

de la naturaleza y cuyos resultados se consignan a continuacién.

3.2. Estudio de las tasas de expresion de los elementos transponibles gypsy

y bilbo en poblaciones colonizadoras vs originales

Se analizaron a través de la amplificacidon por PCR a tiempo real cinco poblaciones
originales: Bellaterra, Bilbao, El Pedroso, Madeira y Aarhus (figura 6), y seis
poblaciones colonizadoras: Santiago, Chillan, Curicé, Valdivia, Puerto Montt y Laja
(figura 4). Este primer analisis de las tasas de expresion se realiz6 en individuos

completos.
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3.2.1. Tasas de expresion de gypsy en poblaciones originales

Los calculos de las tasa de expresion de gypsy, partiendo de los promedios del
incremento de Ct del total de la poblaciéon (hembras y machos), mostraron que
Bellaterra y Aarhus son las poblaciones europeas en donde hay una mayor
expresion de gypsy (figura 15). Por otra parte, las poblaciones de Bilbao, El
Pedroso y Madeira presentaron niveles de expresion muy bajos (figura 15). Pese a
que las datos de las tasas de expresién, mostraron claramente que existen
diferencias de expresion de gypsy a nivel inter poblacional, la prueba de Kruskal-
Wallis no logré detectar dichas diferencias (P=0.15). Sin embargo, la prueba de
Mann-Whitney mostré diferencias significativas al comparar la poblacién de
Bellaterra con Madeira y El Pedroso (P= 0,023 y P- 0.036, en este orden), que son
las que presentan respectivamente mayor y menor tasa de expresion promedio de
gypsy en las poblaciones originales. Indicando con ello que en la poblaciéon de

Bellaterra, gypsy, se expresa mas que en Madeira y El Pedroso.

Figura 15. Tasas de expresion de gypsy en las poblaciones originales.
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Posteriormente se realizo un estudio de la tasa de expresién de gypsy analizando
por separados los incrementos de Ct de hembras y machos. En las hembras (figura
16) de las poblaciones de Bellaterra y Aarhus gypsy no presenta diferencias en los

niveles de expresion entre ellas (1,06), siendo a su vez estas dos poblaciones en
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donde se observaron las tasas de expresién mas altas entre las poblaciones
originales (figura 16). En las poblaciones de Madeira, El Pedroso y Bilbao, los
niveles de expresion observados decrecieron drasticamente, siendo Bilbao la

poblacion de menor expresion comparada con el resto.

Figura 16. Tasas de expresion de gypsy en las hembras de las poblaciones
originales.
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La prueba de Kruskal-Wallis, apoya de manera contundente que existen
diferencias significativas entre las hembras de las diferentes poblaciones originales
en estudio (2= 11,80; P=0,001**). No obstante, pese a la alta significacién
estadistica, encontrada con la prueba de Kruskal-Wallis, al realizar la prueba
Mann-Whitney, no se encontraron diferencias significativas, en ninguna de las
comparaciones realizadas (tabla 22). Sin embargo, cabe mencionar que haciendo el
test unilateral se observa en la mayoria de las comparaciones que el valor critico se
encuentra al limite de la significacién estadistica de 0,05 (tabla 22). Estos
resultados parecen indicar que existe una tendencia a una mayor tasa de expresion
de gypsy en las hembras de Bellaterra vs Bilbao y Madeira; de Aarhus vs Bilbao,
Madeira y El Pedroso; y de El Pedroso vs Bilbao.



102

Tabla 22. Comparaciones de las tasas de expresion de gypsy entre las hembras de

las poblaciones originales.

Mann-Whitney

Comparacion poblacional N U Z P

Bellaterra/Aarhus 30/30 3 -0,655 0.35
Bellaterra/Bilbao 30/30 0,0 -1,964 0.05
Bellaterra/Madeira 30/30 0,0 -1,964 0.05
Bellaterra/El Pedroso 30/30 0,0 -1,964; 0,5
Aarhus/Bilbao 30/30 0,0 -1,964 0.05
Aarhus/Madeira 30/30 0,0 -1,964 0.05
Aarhus/El Pedroso 30/30 0,0 -1,964 0.05
Bilbao/Madeira 30/30 1 -1,528 0.1
Bilbao/El Pedroso 30/30 0,0 -1,964 0.05
Madeira/El Pedroso 30/30 4 -0,218 0.5

N: Tamafio poblacional; U: valor estadistico Mann-Whitney; Z: Valor de la tipificaciéon de

U (aproximacidn a la media); sig. exacta: valor critico unilateral.

En los machos las tasas de expresion mds altas se encontraron en Bilbao, a
diferencia de lo observado en las hembras en donde gypsy se expresa mucho
menos, que en el resto de las poblaciones. En los machos de Bellaterra y Aarhus,
gypsy, se expresa de manera muy parecida entre ellas (1,67), presentando tasas de

expresion considerablemente altas (figura 17).

Figura 17. Tasas de expresion de gypsy en machos de las poblaciones originales.
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La prueba estadistica de Kruskal-Wallis, en la que se compararon los incrementos
de Ct, demuestra que existen diferencias de las tasas de expresién entre los machos
de las poblaciones originales (x2= 11,35; P= 0,023*). Sin embargo, para tratar de
determinar cudles eran las poblaciones que se expresaban significativamente
diferente, se realizé la prueba de Mann-Whitney de las poblaciones dos a dos. Con
esta prueba estadistica, no se observaron diferencias significativas en ninguna de
las comparaciones (tabla 23). No obstante, vale la pena tener en cuenta, que al
igual que en el caso de las hembras; las comparaciones de las poblacién de
Bellaterra y Aarhus, con las poblaciones de el Pedroso y Madeira, se encuentran en
el limite de la significancia estadistica (P = 0,05), analisis que pueden sustentar las
tendencias de mayores niveles de expresion en los machos de las poblaciones de

Bellaterra y Aarhus, que en las demas poblaciones originales analizadas.

Tabla 23. Comparaciones de las tasas de expresion entre machos de las poblaciones
originales.

Mann-Whitney

Comparacion poblacional N U Z P

Bellaterra/Aarhus 30/30 1,50 -1,328 0,15
Bellaterra/Bilbao 30/30 0,0 -1,732 0,10
Bellaterra/Madeira 30/30 0,0 -1,964 0,05
Bellaterra/El Pedroso 30/30 0,0 -1,964 0,05
Aarhus/Bilbao 30/30 0,0 -1,732 0,10
Aarhus/Madeira 30/30 0,0 -1,964 0,05
Aarhus/El Pedroso 30/30 0,0 -1,964 0,05
Bilbao/Madeira 30/30 0,0 -1,732 0,10
Bilbao/El Pedroso 30/30 0,0 -1,732 0,10
Madeira/El Pedroso 30/30 4 -0,218 0,5

N: Tamafio poblacional; U: valor estadistico Mann-Whitney; Z: valor de la tipificacion de U
(Aproximacion a la media); P: sig. exacta, valor critico unilateral.

Una vez caracterizados los niveles de expresion de este ET, en hembras y machos
por separado, se realizaron comparaciones entre sexos encontrandose que las
tasas de expresion son mas altas en las hembras que en los machos de su misma
poblacién. Por ejemplo, se observaron aumentos de tasas de expresion de mas del
doble (2,6), en la poblacién de Bellaterra, hasta nueve veces mas, en las hembras
de la poblacién de Madeira (9,17). La inica excepcion la constituye la poblacién de
Bilbao en donde dicha tendencia esta invertida, como se puede observar en la

figura 18.
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Los andlisis de Kruskal-Wallis, muestran diferencias altamente significativas
cuando se compararon los incrementos de (Ct de ambos sexos en todas las

poblaciones originales en estudio (X2=24,467; P= 0.004**).

Figura 18. Comparacion de las tasas de expresion entre hembras vs machos de las
poblaciones originales.
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Teniendo en cuenta que las hembras presentan, en la mayoria de los casos, tasas
de expresidon mas alta que en los machos, se realizo el test de Mann-Whitney para
hacer una comparacién entre sexos para cada poblacién independientemente. Los
resultados esta prueba, mostraron que el valor critico de las comparaciones de los
incrementos de Ct, entre machos y hembras de las poblaciones de Bellaterra, El
Pedroso, Madeira y Aarhus, se encontraban al limite de la significacién estadistica
(P = 0,05), como se puede observar en la tabla 24. Este nivel de significacion,
parece apoyar la tendencia de mayor expresion de gypsy en las hembras de las

poblaciones originales, que en los machos.
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Tabla 24. Comparaciones entre hembras (H) y machos (M) de cada una de las
poblaciones originales.

Mann-Whitney

Comparacion N U Z P
H/M Aarhus 30/30 0,00 -1,96 0,05
H/M Bellaterra 30/30 0,00 -1,96 0,05
H/M Bilbao 30/30 0,00 -1,73 0,1
H/M Madeira 30/30 0,00 -1,96 0,05
H/M el Pedroso 30/30 0,00 -1,96 0,05

N: Tamafo poblacional a; U: valor estadistico Mann-Whitney; Z: valor de la tipificacion de
U (aproximacidn a la media); P: sig. exacta, valor critico unilateral.

3.2.2. Caracterizacion de los niveles de expresion de gypsy en poblaciones

colonizadoras.

Se analizaron las tasas de expresion de seis poblaciones colonizadoras chilenas:
Santiago, Chillan, Curico, Valdivia, Puerto Montt y Laja. Los calculos de las tasas de
expresion, partiendo de los promedios del incremento de Ct del total de la
poblacién (hembras y machos juntos), mostraron que los niveles de expresion de
gypsy son muy parecidos entre todas las poblaciones chilenas (figura 19). Los
niveles mas altos se observaron en las comparaciones entre las poblaciones de
Chillan/Curicé (tasa de expresion=2,31) y Puerto Montt/Curic6 (tasa de expresion
=1,96). Las poblaciones en donde gypsy se expresa menos, son Valdivia y Curicé.

En general se observa que las diferencias de los niveles de expresion entre las
poblaciones colonizadoras son menores (figura 19), que los observados entre las

poblaciones originales (figura 15).
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Figura 19. Tasas de expresion de gypsy en poblaciones colonizadoras chilenas.

curicé/Santiago | IEEIGIGGGEG 0.63
chillan/santiago || NGNGNGEGEEEEEEEEEEEEE | /-
Chillan/curics |, 2 51
Laja/santiago | NG o.°3
Laja/Curics | 1 /:
Laja/cChillan | o6/
valdivia/Santiago | NI o.73
valdivia/curicé | N 1/
valdivia/Chillan | NI o.54
valdivia/Laja | NN o3/
puerto Montt/Santiago | EGTGTNGEGEEEEEEEE 1 2:
puerto Montt/Curicé | NG -
puerto Montt/Chillan | NN o.35
puerto Montt/Laja | G 13>
puerto Montt/Valdivia || NN | -

0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50

La prueba de Kruskal-Wallis, no mostré diferencias significativas (x2=2,743;
P=0,740) entre las poblaciones colonizadoras, cuando estas se compararon como 6
grupos de datos independientes (hembras y machos juntos de cada una de las 6
poblaciones analizadas), en un mismo analisis. Sin embargo, cuando se analizaron
los resultados de los incrementos de Ct, tomando como categorias distintas las
hembras de los machos, de cada una de las poblaciones colonizadoras, se
encontraron diferencias altamente significativas entre los datos (x2=30.649; P=
0.001**). Esto sugiere que existen niveles de expresion diferentes entre hembras
y/o entre machos y, por lo tanto, se hizo un analisis por separado. Segun este
analisis, las tasas de expresion de gypsy en hembras (figura 20) no muestran
diferencias muy marcadas entre las poblaciones colonizadoras; las tasas de
expresion mostraron que gypsy se expresa casi de la misma manera entre ellas. Las
poblaciones de Valdivia y Curicé son las poblaciones con las menores tasas de
expresion, siendo esta ultima en la que gypsy se expresa menos. Bajo la prueba

estadistica de Kruskal-Wallis, no se encontraron diferencias significativas en los
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niveles de expresion de gypsy (X?=5,016; P= 0,414), a diferencia de lo encontrado

en las hembras de las poblaciones originales.

Figura 20. Tasas de expresion de gypsy en hembras de las poblaciones

colonizadoras chilenas.

Curicé/Santiago
Chillan/Santiago
Chilldn/Curico
Laja/Santiago
Laja/Curicé
Laja/Chillan
Valdivia/Santiago
Valdivia/Curicé
Valdivia/Chillan
Valdivia/Laja

Puerto Montt/Santiago
Puerto Montt/Curicd
Puerto Montt/Chillan
Puerto Montt/Laja

0,68
0,98
1,43
1,08

1,10
0,87
1,28
0,89
0,81
0,89
1,30
0,91
0,82

1,58

Puerto Montt/Valdivia 1,02

En los machos de las poblaciones colonizadoras, se observaron diferencias
importantes de los niveles de expresion de gypsy en algunas poblaciones (figura
21). Por ejemplo, la poblacidon de Puerto Montt se expresa casi el doble que las de
Curicé, Valdivia, Laja y Santiago. Lo mismo se observa cuando comparamos las
poblaciones de Chillan y Santiago. Las tasas de expresion mas altas, se encontraron
en la poblacién de Chillan, seguida de Puerto Montt y la mas baja se observo, al

igual que en las hembras, en la poblacién de Curicé.

Al comparar los incrementos de Ct, de los machos de todas las poblaciones
colonizadoras bajo la prueba estadistica de Kruskal-Wallis, se encontraron
diferencias significativas entre ellos X?=12,018; P = 0,035*), dado que Chillan y
Puerto Montt fueron las que presentaron las mayores tasas de expresidn, se
realizaron pruebas de este estadistico bajo diferentes niveles de expresion con el
fin de determinar su influencia en este resultado: 1) Agrupando estas dos

poblaciones como una sola variable, comparandola con las demas, lo que también
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mostro diferencias significativas (X2 =11,97; P = 0,018%*), y 2) eximiéndolas del
andlisis, lo que confirm6 que las diferencias encontradas entre los machos de las
poblaciones colonizadoras estaban determinadas por Chillan y Puerto Montt, ya
que bajo esta prueba no se observaron diferencias significativas (x2=1,31; P =
0,727). Este resultado confirmé, a su vez, que estas dos poblaciones presentan

diferencias significativas en las tasas de expresion frente al resto.

Figura 21: Tasas de expresion de gypsy en machos de poblaciones colonizadoras.

Curicd/Santiago - 0,58
chillan/santiago || NG 2.1
chilan/curico | GG ::
childn/Laja | GG
chillan/valdivia || T :..:
Chilldn/Puerto Montt _ 1,26
Laja/Santiago || o.s0
Laja/curics || 13°
Valdivia/Santiago - 0,69
valdivia/Curics || | 110
valdivia/Laja || o.6
Puerto Montt/Santiago ||| || |GGG 171
puerto Montt/Curicé ||| G :.o-
puerto Montt/Laja || G 2.3
Puerto Montt/Valdivia ||| G .2

0 1 2 3 4

En las comparaciones intrapoblacionales, entre hembras vs machos, se observé un
mayor incremento de la expresion de gypsy en las hembras (figura 22), de todas las
poblaciones analizadas. Por ejemplo, las poblaciones de Valdivia, Laja, Curic6 y
Santiago, presentan incrementos de hasta 10 veces mas que en los machos. En
Puerto Montt y Chillan el incremento es menor, pero sigue siendo muy alto (6,88 y

6,02 respectivamente).
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La prueba de Mann-Whitney, no mostré diferencias significativas de niveles de
expresion de hembras con respecto a los machos (tabla 25). Pese a ello, vale la
pena tener en cuenta que todas las comparaciones se encontraban en el limite de
su significacion estadistica (P=0,05) y, que ademas, cuando se compararon todas
las hembras vs la totalidad de los machos se encontraron diferencias altamente
significativas (tabla 25). A la luz de estos resultados, se podria considerar que
gypsy, presenté una marcada tendencia de mayor expresion en las hembras que en

los machos.

Figura 22. Comparacion de las tasas de expresion de gypsy en hembras vs machos de
cada una de las poblaciones colonizadoras.

Santiago 13,21

Curicé 15,60

Chillan

6,02

Laja 17,79

Valdivia

16,68

Puerto Montt 6,88

o
(%

10 15 20

Tabla 25. Comparaciones de las tasas de expresion entre hembras y machos para
cada poblacion colonizadora.

Mann-Whitney

Comparacion poblacional N U Z P
Colonizadoras 180/180 | 0,0 -5,126 0,0
Puerto Montt 30/30 0,0 -1,964 0,05
Valdivia 30/30 | 0,0 -1,964 0,05
Laja 30/30 0,0 -1,964 0,05
Chillan 30/30 | 0,0 -1,964 0,05
Curico 30/30 0,0 -1,964 0,05
Santiago 30/30 0,0 -1,964 0,05

H: hembras; M: Machos; N: Tamafio poblacional analizado; U: valor estadistico Mann-
Whitney; Z: Valor de la tipificacién de U (Aproximacién a la media); P: sig. exacta, valor
critico unilateral.
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3.2.3.1. Comparacion de las tasas de expresion de gypsy entre poblaciones

colonizadoras y originales

Una vez analizada la expresion de gypsy en las poblaciones originales y
colonizadoras de manera individual, se realizaron comparaciones entre estas dos
categorias de poblaciones. Uno de los principales objetivos de este estudio era el
de indagar sobre la influencia de los procesos de colonizacion sobre los niveles de

expresion del ET gypsy.

Se realizaron comparaciones de las tasas de expresion a nivel poblacional, y entre
sexos, teniendo en cuenta los Ct promedios de las tres réplicas de cada poblacién.
Los resultados mostraron: que las poblaciones colonizadoras presentan tasas de
expresion mas altas que las originales de El Pedroso, Bilbao y Madeira, en algunos

casos estos incrementos son de hasta cuatro veces mas (figura 23).

Por otra parte, se encontr6 que en las poblaciones de Puerto Montt, Chillan y
Santiago los niveles de expresion de gypsy son aproximadamente iguales a los de
las poblaciones europeas de Bellaterra y Aarhus, poblaciones originales en las que
gypsy presentd mayores tasas de expresion, con excepcién de la comparacion entre
Chillan/Aarhus, en donde la tasa de expresidon es mayor (1,82). En las poblaciones
de Valdivia y Laja la expresién de gypsy, es aproximadamente igual que en la

poblacién danesa de Aarhus (figura 23).

En términos generales, las comparaciones entre las poblaciones colonizadoras vs
las originales mostraron un incremento de la expresion de gypsy, dos veces mas en
las primeras respecto a las segundas (tasa de expresién colonizadoras/originales =
2,06).

La prueba estadistica de Kruskal-Wallis no mostr6 diferencias significativas
(X?=11,118; P= 0,348) entre las poblaciones colonizadoras vs originales, no
obstante, cuando se realiz6 esta prueba estadistica sin las poblaciones de
Bellaterra y Aarhus, se encontraron diferencias altamente significativa (X2=47,59;
P<0,01). Este nivel de significacién también se observ6 cuando se analizaron los

datos tomando como categorias distintas las hembras de los machos (x2=59.724;
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P<0.01). Los resultados de las diferentes pruebas estadisticas indicarian que el
nivel de expresion de gypsy en las poblaciones originales de Aarhus y Bellaterra no
se diferencia del encontrado en las poblaciones colonizadoras. Y por otra parte,
confirman que las colonizadoras presentan tasas de expresidn significativamente

mas altas con respecto al resto de las poblaciones originales.

Figura 23. Tasas de expresion de gypsy en poblaciones colonizadoras vs originales.

Santiago/Aarhus
Santiago/Madeira
Santiago/Bilbao
Santiago/el Pedroso
Santiago/Bellaterra

Curic6/Aarhus
Curic6/Madeira
Curic6/Bilbao
Curicé/el Pedroso
Curicé/Bellaterra

Chillan/Aarhus
Chillan/Madeira
Chillan/Bilbao
Chillan/el Pedroso
Chillan/Bellaterra

Laja/Aarhus
Laja/Madeira
Laja/Bilbao
Laja/el Pedroso
Laja/Bellaterra

Valdivia/Aarhus
Valdivia/Madeira
Valdivia/Bilbao
Valdivia/el Pedroso
Valdivia/Bellaterra

Puerto Montt/Aarhus
Puerto Montt/Madeira
Puerto Montt/Bilbao
Puerto Montt/el Pedroso
Puerto Montt/Bellaterra

originales/colonizadoras

1,25
3,94
3,32
3,53
0,94

0,79
2,48
2,09
2,22
0,59

1,82

5,72

4,82
5,12
1,37

1,17
3,67
3,09
3,28
0,88

0,97
3,06
2,58
2,74
0,73

1,54
4,86
4,09
4,35
1,16
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Las comparaciones, entre las hembras de las poblaciones colonizadoras vs
originales (figura 24), mostraron que en las colonizadoras gypsy presenta un
incremento de las tasas de expresiéon del doble con respecto a la mayoria de las
poblaciones europeas. Los mayores niveles de expresidon se observaron, en las
comparaciones con la poblacion de Bilbao, cuyo nivel de expresion es el mas bajo
entre las poblaciones originales. Sin embargo, la prueba de Kruskal-Wallis no
mostrd diferencias entre las tasas de expresion en hembras de poblaciones
colonizadoras vs originales (X?=16,229; P=0,093). No obstante, con la prueba de
Mann-Whitney se pudo constatar que si existen tales diferencias y que son

altamente significativas (U=4; Z= -4,73; P<0,01).

Figura 24. Comparacion de las tasas de expresion entre hembras de las poblaciones
colonizadoras vs hembras de las poblaciones originales.

colonizadoras/originales

Santiago/Aarhus
Santiago/Madeira
Santiago/Bilbao
Santiago/El Pedroso
Santiago/Bellaterra

28,05

Curicé/Aarhus 1 1,54

Curicé/Madeira 3,23
Curicé/Bilbao 19,16
Curico/El Pedroso 3,28

Curicd/Bellaterra 1 1,45

Chilldan/Aarhus
Chilldin/Madeira
Chillan/Bilbao 27,47
Chilldan/El Pedroso
Chillan/Bellaterra

Laja/Aarhus
Laja/Madeira
Laja/Bilbao
Laja/El Pedroso
Laja/Bellaterra

30,27

Valdivia/Aarhus
Valdivia/Madeira
Valdivia/Bilbao
Valdivia/El Pedroso
Valdivia/Bellat

Puerto Montt/Aarhus
Puerto Montt/Madeira
Puerto Montt/Bilbao
Puerto Montt/El Pedroso
Puerto Montt/Bellaterra

1 6 11 16 21 26 31 36
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En los machos, la mayoria de las poblaciones colonizadoras presentaron una
drastica disminucién en las tasas de expresién con respecto a las poblaciones
originales (figura 25). En las comparaciones de las colonizadoras con respecto a las
poblaciones originales de Madeira y El Pedroso se observa, claramente, un mayor
incremento de las tasas de expresion. En la poblacidon de Curicé se observé que
gypsy se expresa aproximadamente igual que la poblacion de El Pedroso, lo mismo
se observa cuando se comparan las poblaciones de Chillan vs Aarhus. Estos
resultados difieren notablemente de lo encontrado en las hembras en donde el
incremento de expresion se observaba en el conjunto de las poblaciones

colonizadoras.

La prueba de Kruskal-Wallis mostr6 que existen diferencias altamente
significativas en las comparaciones entre machos de poblaciones colonizadoras vs
originales X2?=23,994; P=0,008**). No obstante, tales diferencias no fueron
igualmente detectadas a través de la prueba de Mann-Whitney (U=119; Z= -0,266;
P=0,4).

3.3. Tasas de expresion de bilbo

Las tasas de expresidon de bilbo en las poblaciones originales y colonizadoras,

mostraron ser menores que las encontradas para el ET gypsy.

3.3.1. Caracterizacion de los niveles de expresion de bilbo en poblaciones

originales

Las comparaciones, entre poblaciones originales (figura 26), mostraron que
Bellaterra y Aarhus presentan mayores tasas de expresion con respecto a las
demas, no obstante, entre ellas los niveles de expresion son casi iguales (1, 18). Las
poblaciones de El Pedroso, Bilbao y Madeira mostraron también niveles de

expresion casi iguales.
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Figura 25. Comparacion de las tasas de expresion entre machos de las poblaciones
colonizadoras vs machos de las poblaciones originales.

colonizadores/originales

Santiago/Aarhus
Santiago/Madeira
Santiago/Bilbao
Santiago/El Pedroso
Santiago/Bellaterra

Curicé/Aarhus
Curicd/Madeira
Curicd/Bilbao
Curic6/El Pedroso
Curicd/Bellaterra

Chilldan/Aarhus
Chillan/Madeira
Chilldn/Bilbao
Chilldn/El Pedroso
Chilldn/Bellaterra

7,06

Laja/Aarhus
Laja/Madeira
Laja/Bilbao
Laja/El Pedroso
Laja/Bellaterra

Valdivia/Aarhus
Valdivia/Madeira
Valdivia/Bilbao
Valdivia/El Pedroso
Valdivia/Bellat

Puerto Montt/Aarhus
Puerto Montt/Madeira
Puerto Montt/Bilbao
Puerto Montt/El Pedroso
Puerto Montt/Bellaterra
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Figura 26. Tasas de expresion de bilbo entre las poblaciones originales.

Madeira/Bilbao
Aarhus/Madeira
Aarhus/el Pedroso
Aarhus/Bilbao

el Pedroso/Madeira
el Pedroso/Bilbao
Bellaterra/Aarhus
Bellaterra/Madeira
Bellaterra/Bilbao

Bellaterra/el Pedroso

Los analisis de KrusKal-Wallis, comparando los incrementos de Ct de cada una de
las poblaciones, como 5 grupos de datos independientes, mostraron diferencias
significativas de las tasas de expresién de estas poblaciones (X2=12,503; P=
0,014*). Con el fin de determinar qué comparaciones influyen sobre este nivel de
significacidn, se realizaron analisis estadisticos por pares de poblaciones utilizando
la prueba de Mann-Whitney (tabla 26), se observaron diferencias significativas
cuando se comparan las poblaciones de mayores niveles de expresion (Bellaterra y

Aarhus) con las de niveles mas bajos (Bilbao y Madeira).
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Tabla 26. Prueba de Mann Whitney para comparaciones de tasas de expresion de
bilbo entre poblaciones originales.

Mann-Whitney

Comparacion poblacional N U Z P
Bellaterra/el Pedroso 60/60 10,0 -1,281 0,12
Bellaterra/Bilbao 60/60 3,0 -2,191 0,015*
Bellaterra/Madeira 60/60 1,0 -2,722 0,002**
Bellaterra/Aarhus 60/60 17,0 -0,160 0,469
el Pedroso/Bilbao 60/60 11,0 -0,730 0,268
el Pedroso/Madeira 60/60 16,0 -0,320 0,409
el Pedroso/Aarhus 60/60 11,0 -1,121 0,155
Bilbao/Madeira 60/60 13,0 -0,365 0,396
Bilbao/Aarhus 60/60 1,0 -2,556 0,004**
Madeira/Aarhus 60/60 0,0 -2,882 0,001**

N: Tamafio poblacional; U: valor estadistico Mann-Whitney; Z: valor de la tipificaciéon de U
(aproximacién a la media); P: sig.exacta, valor critico unilateral.

Teniendo en cuenta que los mecanismos de regulacién de los ETs pueden ser
diferentes entre sexos, se realizaron comparaciones de los niveles de expresion de
hembras y machos por separado. Los analisis de las tasas de expresion en las
hembras (figura 27) mostraron que bilbo tiene una tasa similar en las poblaciones
de Aarhus y Bellaterra (1,40). Sin embargo, cuando comparamos estas poblaciones
con el resto, son las que mas se expresan. Las poblaciones que presentaron las
tasas mas bajas fueron Bilbao y El Pedroso, que a su vez, presentan niveles de

expresion similares, cuando se comparan entre ellas.

Las pruebas de Kruskal-Wallis, demostraron que existen diferencias altamente
significativas, en los niveles de expresion entre las hembras de las poblaciones
originales (x2=11,233; P=0.002**). Sin embargo, cuando se analizaron los
incrementos de Ct por pares de poblaciones, usando la prueba estadistica de
Mann-Whitney, no se encontraron diferencias significativas (tabla 26). Es
importante tener en cuenta, en este caso, que el valor critico se encontrd en el
limite de la significacién estadistica (P=0,05). A pesar de ello, se observa una
tendencia a mayores niveles de expresion en Bellaterra y Aarhus, que en el resto

de las poblaciones originales en estudio.
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Figura 27. Tasas de expresion de bilbo en hembras de las poblaciones originales.

Aarhus/Madeira
Aarhus/Bilbao
Madeira/Bilbao
Aarhus/El Pedroso 5,08
Madeira/El Pedroso
Bilbao/El Pedroso
Aarhus/Bellaterra
Bellaterra/Madeira

Bellaterra/Bilbao

Bellaterra/El Pedroso

Tabla 27. Prueba de Mann-Whitney para las comparaciones entre hembras de
poblaciones originales.

Mann-Whitney

Comparacion poblacional N U Z P
Bellaterra/el Pedroso 30/30 0.00 -1,964 0,05
Bellaterra/Bilbao 30/30 0.00 -1,964 0,05
Bellaterra/Madeira 30/30 0.00 -1,964 0,05
Bellaterra/Aarhus 30/30 1,0 -1,528 0,1
El Pedroso/Bilbao 30/30 4,0 -0,218 0,5
El Pedroso/Madeira 30/30 1,0 -1,528 0,1
El Pedroso/Aarhus 30/30 0.00 -1,964 0,05
Bilbao/Madeira 30/30 3,0 -0,655 0,35
Bilbao/Aarhus 30/30 0.00 -1,964 0,05
Madeira/Aarhus 30/30 0.00 -1,964 0,05

N: Tamafio poblacional analizado; U: valor estadistico Mann-Whitney; Z: valor de la
tipificacion de U (aproximacién a la media); sig exacta: valor critico unilateral.
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Con respecto a los machos (figura 28), bilbo, también, presenté una mayor
expresion en las poblaciones de Bellaterra y Aarhus, en este caso es en Bellaterra
donde se expresa dos veces mas que en Aarhus (Bellaterra/Aarhus= 1,95). La
poblacion de El Pedroso present6 tasas de expresion altas, a diferencia de lo
encontrado en las hembras de esta poblacion. En Bilbao la tasa de expresion es

baja, sin embargo, los niveles mas bajos de expresion se observaron en Madeira.
Los analisis estadisticos, prueba de Kruskal-Wallis, mostraron la existencia de
diferencias significativas, entre los machos de las poblaciones originales (x2=

10,61; P=0,03%).

Figura 28. Tasas de expresion dailbo en machos de las poblaciones originales.

Aarhus/Madeira
Aarhus/Bilbao
Bilbao/Madeira
Aarhus/El Pedroso
El Pedroso/Madeira
El Pedroso/Bilbao
Bellaterra/Aarhus
Bellaterra/Madeira 8,73

Bellaterra/Bilbao

Bellaterra/El Pedroso

Para determinar si existe una diferencia real de la expresion de bilbo entre sexos,
se realizaron comparaciones intrapoblacionales entre machos y hembras. En estas
comparaciones se observo, en cuatro de las cinco poblaciones originales en
estudio, que en los machos bilbo tiende a expresarse mucho mas que en las
hembras. En El Pedroso fue donde se encontraron mayores diferencias de tasas de
expresion de bilbo entre machos y hembras (8,07), No obstante, en Bellaterra,

Bilbao y Aarhus, también se observaron incrementos importantes en las tasas de
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expresion. Madeira fue la dnica poblacién que mostré una tasa de expresion

similar entre machos y hembras (1,06), como se muestra en la figura 29.

Figura 29. Comparacion de las tasas de expresion de bilbo entre machos y hembras
de las originales.

Originales
Aarhus
Madeira
Bilbao

El Pedroso

8,07

Bellaterra

La prueba de Kruskal-Wallis, en la que se compararon machos y hembras de todas
las poblaciones, agrupando las replicas por sexos para cada poblacién, mostraron
que existen diferencias altamente significativas, entre las medias de los diferentes
grupos de datos (X%= 25,464; P= 0,002**). Es decir, que los niveles de expresion
entre los machos y hembras tienden a ser diferentes, tal y como lo muestran las
tasas de expresion (figura 29). Teniendo en cuenta que también se encontraron
diferencias significativas entre las hembras, y que esto pudo condicionar los
resultados de la prueba estadistica, se realizaron analisis agrupando todos los
machos y las hembras en dos categorias mediante la prueba de Mann-Whitney. El
analisis estadistico mostré que existen diferencias altamente significativas (P
<0.01), entre los incrementos de Ct de machos vs Hembras, como se puede
observar en la primera comparacién anotada en la tabla 28, ver también la

comparacién (M/H) originales.
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Con el fin de detallar las comparaciones que pudieron influenciar estos niveles de
significacién, se realizaron las comparaciones, por pares, entre los machos vs
hembras de las originales en estudio (tabla 28). Los resultados de esta prueba no
mostraron diferencias significativas, entre sexos. Sin embargo, a excepcion de las
comparaciones con los machos de Bilbao y Madeira, el resto de las comparaciones
poblacionales mostraron un valor critico que esta en el limite de la significacion

estadistica.

Tabla 28. Prueba de Mann Whitney para las comparaciones entre machos (M) vs
hembras (H) de poblaciones originales.

Mann-Whitney

Comparacion poblacional N U Z P
Originales 150/150 32 -3,333 0
Bellaterra 30/30 0,0 -1,964 0,05
El Pedroso 30/30 0,0 -1,964 0,05

Bilbao 30/30 0,0 -1,732 0,1
Madeira 30/30 3,0 -0,655 0,35
Aarhus 30/30 0,0 -1,964 0,05

N: Tamafio poblacional; U: valor estadistico Mann-Whitney; Z: valor de la tipificaciéon de U
(aproximacién a la media); P: sig. exacta, valor critico unilateral.

3.3.2. Caracterizacion de los niveles de expresion de bilbo en poblaciones

colonizadoras chilenas.

La expresidn de bilbo en las poblaciones chilenas (figura 21) es muy similar entre
ellas, al igual que lo encontrado para gypsy en estas mismas poblaciones. La tasa
mas alta de expresion se present6 en Valdivia y la menor en Santiago, de ahi, que
al compararlas, se observe la mayor tasa de expresion (1,70). Como se mencion6
anteriormente entre las poblaciones colonizadoras, bilbo no presenta diferencias
marcadas en los niveles de expresion, con los anadlisis de Kruskal-Wallis se

confirmaron estos resultados (X2= 2,574; P= 0,765).
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Figura 30. Tasas de expresion de bilbo en las poblaciones colonizadoras.

curicé/santiago [ 1>
curicé/Laja | 103
chillan/santiago | | >
chillan/curicd | | ::
Chillan/taja I /3
chillan/Puerto Montt | 1.1°
Laja/Santiago NN 1 13
valdivia/Santiago | 1,0
valdivia/curicé | | 3°
valdivia/Chillan | NN 1 0>
valdivia/Laja | | -0
valdivia/Puerto Montt | I 10>
Puerto Montt/Santiago | I 3¢
Puerto Montt/Curicé | NN 11>
Puerto Montt/Laja | NN 1!

0,00 0,50 1,00 1,50 2,00

A continuacién, se realizaron comparaciones entre estas poblaciones separadas
por sexos, para dilucidar si existen diferencias de expresion a ese nivel. En las
hembras (figura 31) la mayor tasa de expresion de bilbo se encontré en la
poblacion de Valdivia y la menor en Santiago. Las mayores tasas expresion se
observaron cuando se compar6 Valdivia con el resto de las poblaciones. También
en Puerto Montt, bilbo, se expresa casi dos veces mas que en la poblaciéon de
Santiago (1,95). Salvo contadas excepciones, la expresion de bilbo en las hembras

de las poblaciones chilenas es bastante similar.

Los andlisis estadisticos con la prueba de Kruskal-Wallis, no mostraron diferencias
significativas de la expresiéon de bilbo, entre las hembras de las poblaciones
colonizadoras (x2= 8,125; P= 0,149). No obstante, cuando se compararon las
hembras de Valdivia vs Santiago y Laja, a través de la prueba de Mann-Whitney; el
valor critico se encontraba en el limite de la significacién estadistica. Este
resultado indica que existe una tendencia a una tasa de expresion mayor de bilbo

en la poblacién de Valdivia con respecto a Santiago y Laja.
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Figura 31. Tasas de expresion de bilbo en las hembras de las poblaciones
colonizadoras.

Curicé/Santiago
Curicéd/Laja
Chillan/Santiago
Chillan/Curicé
Chillan/Laja
Laja/Santiago
Valdivia/Santiago 3,26
Valdivia/Curicé
Valdivia/Chillan
Valdivia/Laja
Valdivia/Puerto Montt
Puerto Montt/Santiago
Puerto Montt/Curicé
Puerto Montt/Chillan

Puerto Montt/Laja

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5

En los machos de Chillan, bilbo, presenté las mayores tasas de expresion al
compararlas con el resto de las poblaciones (figura 32). Este resultado difiere al
encontrado en las hembras, en ellas bilbo se expres6 mucho mdas en esta
poblacién, que en el resto de colonizadoras. A pesar de estas puntualizaciones las
tasas de expresion en machos son bastante similares en el conjunto de las
poblaciones colonizadoras. Ademas, esta observacion fue confirmada por la prueba

de Kruskal-Wallis que no mostro diferencias significativas (X2 = 6,065; P= 0,3).

En la figura 33 se presentan los resultados de las comparaciones de tasas de
expresion en machos con respecto a hembras. Los valores, en la mayoria de los
casos, son de mas de dos veces mayores en machos con respecto a las hembras.
Santiago es la poblacién que presenta mayor diferencia de expresion entre sus
machos y hembras. Los machos de las poblaciones chilenas de Laja, Curic6 y Puerto
Montt, presentaron tasas de expresién mas bajas con respecto a las hembras, pero

no menos importantes (3,17; 2,98; 2,51 respectivamente). Uno de los resultados
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que mas difiere, con respecto a los encontrados para gypsy, es la tendencia de
expresion que bilbo present6 entre sexos donde los niveles de expresién son mas

altos en los machos que en las hembras.

Figura 32. Tasas de expresion de bilbo en los machos de poblaciones colonizadoras.

Santiago/Puerto Montt | N 1,00
Santiago/Curicé | NI 1.0/
santiago/Laja |GGG 13
Santiago/Valdivia |GG 1,13
Curicé/Laja [N 1,05
Curicé/Valdivia || NN 105
Chillan/Santiago | NNRNEEEEEEENEEEEEEEEEEEE 156
chillan/curicé |G | SS
Chillan/Laja | R (.76
Chillan/Vvaldivia | NN 176
chillan/Puerto Montt | NN 1 -/
Valdivia/Laja | N 100
Puerto Montt/Curic6 | NNRNRHEEEEEEEE 1,03
Puerto Montt/Laja || N 1.0/
Puerto Montt/Valdivia | NNNRRIRIEBEEEEE 105

0,00 0,50 1,00 1,50 2,00

Figura 33. Relacion de tasas de expresion de bilbo entre los machos vs hembras de
las poblaciones colonizadoras.
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La prueba Kruskal-Wallis, mostr6 que las diferencias de tasas de expresion de

machos y hembras son altamente significativas (x2= 27,455; P= 0,004**).

La comparaciones, en la que se agruparon en una sola categoria a los machos, y de
igual manera las hembras, mostr6 que entre sexos existen diferencias altamente
significativas (P < 0.01; primera comparacion de la tabla 29). Apoyando con ello,
que en los machos bilbo presentan niveles de expresion mas altos que las hembras.
Cuando se realizaron las comparaciones entre machos y hembras dentro de una
misma poblacién, los resultados no lograron mostrar diferencias significativas.
Pese a ello es importante mencionar que el valor critico, de dicha prueba, estaba al
limite de su significacion estadistica, con excepcion de la poblacién de Valdivia, lo
que puede apoyar las tendencias de bilbo a expresarse mas en los machos que en
las hembras en las poblaciones chilenas. Tendencia que también se observé en los

machos de las poblaciones originales.

Tabla 29. Prueba de Mann-Whitney para las comparaciones entre machos vs
hembras, de las poblaciones colonizadoras.

Mann-Whitney

Comparacion

poblacional N U Z P
Colonizadoras 180/180 16 4,62 <0.01
Puerto Montt 30/30 0 -1,964 0,05
Valdivia 30/30 3,0 -0,655 0,35
Laja 30/30 0 -1,964 0,05
Chillan 30/30 0 -1,964 0,05
Curicé 30/30 0 -1,964 0,05
Santiago 30/30 0 -1,964 0,05

M: Machos; H: Hembras; N: Tamafio poblacional; U: valor estadistico Mann-Whitney; Z:
valor de la tipificacion de U (aproximacién a la media); P: sig. exacta: valor critico
unilateral.

3.3.3. Comparacion de las tasas de expresion de bilbo entre poblaciones

originales y colonizadoras

En los apartados anteriores se han consignado, por separado, los andlisis de
expresion de bilbo de las poblaciones originales y colonizadoras. Con el fin de

indagar sobre la posible influencia de los procesos de colonizacion, sobre los
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niveles de expresion del ET bilbo, se realizaron comparaciones de las tasas de

expresion entre estos dos tipos de poblaciones, a diferentes niveles.

Los calculos de las tasas de expresion de poblaciones colonizadoras vs originales
(figura 34), mostraron un incremento en las colonizadoras de casi dos veces
superior a las originales (colonizadoras/originales= 1,90). Esta tendencia se
confirmo, en algunas de las colonizadoras, cuando se realizaron las comparaciones
con las originales por pares. Por ejemplo, las poblaciones colonizadoras mostraron
niveles de expresion mas altos que las poblaciones originales de El Pedroso, Bilbao
y Madeira, llegando a ser cuatro veces mayor en algunos casos. Sin embargo, esta
tendencia no se observo, con las poblaciones de Bellaterra y Aarhus cuyo nivel de

expresion es similar al de las poblaciones chilenas.

11 grupos de datos independientes (6 poblaciones colonizadoras y 5 originales),
agrupando en un mismo conjunto de datos; machos y hembras en cada poblacion
X2=23,063; P=0,011*). 2) Cuando se analizaron en una misma prueba, como datos
independientes las hembras de los machos de cada una de las poblaciones
colonizadoras, y originales (x?= 56,25; P < 0,01). 3). Con la prueba de Mann-
Whitney agrupando en un solo conjunto de datos todas las poblaciones

colonizadoras y en otro todas las poblaciones originales (primera comparacién

tabla 30).

Con el fin de determinar los grupos de datos que pudieron influenciar en los
niveles de significacion encontrados, en los analisis estadisticos antes
mencionados, se realizaron todas las comparaciones posibles entre poblaciones
colonizadoras vs originales mediante la prueba de Mann-Whitney (tabla 30). Los
resultados mostraron que, a excepcion de la poblacion de Santiago, todas las
poblaciones colonizadoras presentan mayores niveles de expresion que las

originales de Bilbao y Madeira (tabla 30).
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Figura 34. Tasas de expresion de bilbo entre poblaciones colonizadoras vs
poblaciones originales europeas.

Colonizadoras/Originales N 1,00

Santiago/Madeira GG 56
Santiago/Aarhus I 0,77
Santiago/Bilbao GGG 2,60
Santiago/El Pedroso N 1,91
Santiago/Bellaterra M 0,65

Curic6/Madeira I 3,12
Curicé/Aarhus I 0,94
Curicé/Bilbao NG 3,17
Curic6/El Pedroso NN 2 33
Curicd/Bellaterra I 0,79

Chillan/Madeira NN 4,15
Chillan/Aarhus I 1,25
Chillan/Bilbao GG, 4,22
Chillan/El Pedroso NG 3,09
Chillan/Bellaterra N 1,06

Laja/Madeira I 2,30
Laja/Aarhus I 0,37
Laja/Bilbao G 2,04
Laja/El Pedroso GGG 2, 16
Laja/Bellaterra N 0,74

Valdivia/Madeira I 4,35
Valdivia/Aarhus I 1,31
Valdivia/Bilbao I, 4,42
Valdivia/El Pedroso NN 3,4
Valdivia/Bellaterra N 1,11

Puerto Montt/Madeira I 3,49
Puerto Montt/Aarhus I 1,05
Puerto Montt/Bilbao GG 3,55
Puerto Montt/El Pedroso I 2,60
Puerto Montt/Bellaterra N 0,39

0 1 2 3 4 5

En términos generales, se puede decir que las poblaciones de Valdivia y Chillan,
presentaron los niveles mas altos de expresion, seguidas de las poblaciones de
Puerto Montt, Curicé y Laja. Por otra parte, en Santiago se observaron los niveles

de expresion mas bajos del conjunto de poblaciones colonizadoras.

Los analisis estadisticos (prueba de Kruskal-Wallis) mostraron que existen
diferencias significativas en los niveles de expresidn entre poblaciones

colonizadoras y originales, bajo diferentes niveles de comparacién: 1) Comparando
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En las comparaciones entre Valdivia/El Pedroso; Chillin/El Pedroso y
Chillan/Madeira, se observd que el valor critico, se encontraba al limite de la
significacion estadistica. Este resultado apoya la observacién de una tendencia

hacia una tasa de expresion de bilbo mayor en las poblaciones colonizadoras.

Tabla 30. Prueba de Mann-Whitney para las comparaciones entre las poblaciones
colonizadoras y las originales.

Mann-Whitney

Comparaciéon poblacional N U Z P
Colonizadoras/Originales 360/300 310,5 -2,791 0,002**
Puerto Montt/Bellaterra 60/60 17,0 -0,160 0,469
Puerto Montt/El Pedroso 60/60 10,0 -1,281 0,12
Puerto Montt/Bilbao 60/60 2,0 -2,373 0,009**
Puerto Montt/Madeira 60/60 0,0 -2,882 0,001**
Puerto Montt/Aarhus 60/60 16,0 -0,320 0,409
Valdivia/Bellaterra 60/60 16,0 -0,320 0,409
Valdivia/El Pedroso 60/60 7,5 -1,684 0,051
Valdivia/Bilbao 60/60 1,0 -2,556 0,004%*
Valdivia/Madeira 60/60 0,0 -2,882 0,001**
Valdivia/Aarhus 60/60 12,0 -0,961 0,197
Laja/Bellaterra 60/60 15,0 -0,480 0,35
Laja/El Pedroso 60/60 11,0 -1,121 0,155
Laja/Bilbao 60/60 4,0 -2,008 0,026*
Laja/Madeira 60/60 0,0 -2,882 0,001**
Laja/Aarhus 60/60 14,0 -0,641 0,294
Chillan/Bellaterra 60/60 18,0 0,000 0,531
Chillan/El Pedroso 60/60 0,0 -1,964 0,05
Chillan/Bilbao 60/60 2 -2,373 0,009**
Chillan/Madeira 60/60 0,0 -1,964 0,05
Chilldn/Aarhus 60/60 17 -0,160 0,469
Curicé/Bellaterra 60/60 15,0 -0,480 0,35
Curicd/El Pedroso 60/60 10,0 -1,281 0,12
Curicé/Bilbao 60/60 2,0 -2,373 0,009**
Curicé6/Madeira 60/60 2,0 -2,562 0,004%*
Curicé/Aarhus 60/60 16,0 -0,320 0,409
Santiago/ Bellaterra 60/60 13,0 -0,801 0,242
Santiago/El Pedroso 60/60 11,0 -1121 0,155
Santiago/Bilbao 60/60 7,0 -1,461 0,089
Santiago/ Madeira 60/60 8,0 -1,601 0,066
Santiago/Aarhus 60/60 15,0 -0,480 0,35

N: Tamafio poblacional analizado; U: valor estadistico Mann-Whitney; Z: valor de la

tipificacion de U (aproximacién a la media); sig. exacta: valor critico unilateral.
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Una vez se analizados los niveles de expresién de bilbo, por poblaciones, se
realizaron los cdalculos de las tasas de expresiéon comparando las colonizadoras y
originales separadas por sexos. Las comparaciones mostraron (figura 35) que en
las hembras de las colonizadoras, bilbo, se expresan casi el doble con respecto a las
originales (1,92), incremento que es mucho mayor cuando se analizan las
poblaciones por separado, salvo algunas excepciones: en Bellaterra bilbo presenta
una expresion similar a las poblaciones colonizadoras, excepto en la comparacion
con la poblacién de Valdivia en la que se observa una tasa dos veces mas alta con
respecto a Bellaterra (2,17). Y en la poblacidon de Aarhus se encontré una mayor
expresion de bilbo que en la mayoria de las poblaciones colonizadoras, a excepciéon
de Puerto Montt y Valdivia con las cuales presenta un nivel de expresién similar

(figura 35).

Las poblaciones colonizadoras mostraron una tendencia de mayor tasa de
expresion, de bilbo, con respecto a El Pedroso, Bilbao y Madeira. Por otra parte, las
hembras de Valdivia y Puerto Montt presentaron un mayor nivel de expresion,
cuando se comparan con las poblaciones originales, que el resto de las poblaciones

colonizadoras.

El andlisis de Kruskal-Wallis, mostr6 que existen diferencias altamente
significativas de las tasas de expresidon entre las hembras de las poblaciones en
comparacion (X%= 24,184; P= 0,007 **). Este resultado permite considerar que
existen diferencias en los niveles de expresion entre las hembras de las
colonizadoras y originales. Con el fin de determinar qué poblaciones presentaban
este nivel significativamente mas alto en las colonizadoras, se realizaron dos
comparaciones diferentes a través de las prueba de Mann-Whitney: 1)
Comparacion en dos bloques de datos independientes; hembras de las poblaciones
colonizadoras vs originales. El resultado de esta prueba, mostré diferencias
altamente significativas (primera comparacion tabla 31) entre los dos grupos de
datos. 2) Comparacién entre las hembras de las poblaciones en estudio (demas
comparaciones tabla 31). Los resultados no mostraron diferencias significativas en
ninguna de estas ultimas comparaciones pero, cabe anotar, que las comparaciones

con las originales de El Pedroso, Bilbao y Bellaterra estaban al limite de la
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significacion estadistica, lo que sugiere que en las colonizadoras existe una
tendencia de mayores tasas de expresion con respecto a estas poblaciones

originales.

Figura 35. Tasas de expresion entre las hembras de las poblaciones colonizadoras
vs originales.

colonizadoras/originales 1,92

Santiago/Madeira 1,16
Santiago/Aarhus 0,47
Santiago/Bilbao 2,10
Santiago/El Pedroso 2,39
Santiago/Bellaterra 0,66

Curic6/Madeira 1,86
Curicé/Aarhus 0,75
Curicé/Bilbao 3,36
Curicd/El Pedroso 3,83
Curicd/Bellaterra 1,05

Chillan/Madeira 1,96
Chillan/Aarhus 0,79
Chillan/Bilbao 3,54
Chilldn/El Pedroso 4,03
Chillan/Bellaterra 1,11

Laja/Madeira 1,67
Laja/Aarhus 0,68
Laja/Bilbao 3,02
Laja/El Pedroso 3,44
Laja/Bellaterra 0,95

Valdivia/Madeira 3,79
Valdivia/Aarhus 1,54
Valdivia/Bilbao 6,85
Valdivia/El Pedroso 7,80
Valdivia/Bellaterra 2,15

Puerto Montt/Madeira 2,27
Puerto Montt/Aarhus 0,92
Puerto Montt/Bilbao 4,09
Puerto Montt/El Pedroso 4,66
Puerto Montt/Bellaterra 1,28
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Tabla 31. Prueba de Mann-Whitney para las comparaciones entre las hembras de
poblaciones colonizadoras y originales.

Mann-Whitney

Comparacién poblacional N U Z P
Colonizadoras/ Originales 180/150 70 -2,35 0,009**
Puerto Montt/Bellaterra 30/30 2,0 -1,091 0,2
Puerto Montt/el Pedroso 30/30 0,0 -1,964 0,05
Puerto Montt/Bilbao 30/30 0,0 -1,964 0,05
Puerto Montt/Madeira 30/30 0,0 -1,964 0,05
Puerto Montt/Aarhus 30/30 4,0 -0,218 0,5
Valdivia/Bellaterra 30/30 10 -1,528 0,1
Valdivia/el Pedroso 30/30 0,0 -1,964 0,05
Valdivia/Bilbao 30/30 0,0 -1,964 0,05
Valdivia/Madeira 30/30 0,0 -1,964 0,05
Valdivia/Aarhus 30/30 3,0 -0,655 0,35
Laja/Bellaterra 30/30 4,0 -0,218 0,5
Laja/el Pedroso 30/30 0,0 -1,964 0,05
Laja/Bilbao 30/30 0,0 -1,964 0,05
Laja/Madeira 30/30 0,0 -1,964 0,05
Laja/Aarhus 30/30 0,0 -1,964 0,05
Chillan/Bellaterra 30/30 4,0 -0,218 0,5
Chillan/el Pedroso 30/30 0,0 -1,964 0,05
Chillan/Bilbao 30/30 0,0 -1,964 0,05
Chillan/Madeira 30/30 0,0 -1,964 0,05
Chillan/Aarhus 30/30 1 -1,528 0,1
Curicd/Bellaterra 30/30 4,0 -0,218 0,5
Curicé/el Pedroso 30/30 0,0 -1,964 0,05
Curic6/Bilbao 30/30 0,0 -1,964 0,05
Curic6/Madeira 30/30 0,0 -1,964 0,05
Curicé/Aarhus 30/30 2,0 -1,091 0,2
Santiago/ Bellaterra 30/30 2,0 -1,091 0,2
Santiago/el Pedroso 30/30 1 -1,528 0,1
Santiago/Bilbao 30/30 2,0 -1,091 0,2
Santiago/ Madeira 30/30 4,0 -0,218 0,5
Santiago/Aarhus 30/30 0,0 -1,964 0,05

N: Tamafio poblacional analizado; U: valor estadistico Mann-Whitney; Z: valor de la
tipificacion de U (aproximacion a la media); P: sig. exacta, valor critico unilateral.

La tendencia general observada, cuando se analizan los machos (figura 36), es

hacia un incremento de casi el doble de la tasa de expresién en las poblaciones

colonizadoras respecto a las originales (1,89), los incrementos son mas altos en las

comparaciones por poblaciéon, con excepcion de Bellaterra. En los machos de esta
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poblaciéon se observé un nivel de expresiéon de bilbo mas alto que en las
poblaciones colonizadoras, a excepcion de los machos de las poblacién de Chillan,

en donde el nivel de expresion es igual entre estas dos poblaciones.

Figura 36. Tasas de expresion entre los machos de poblaciones colonizadoras y
originales.

colonizadoras/originales

Santiago/Madeira
Santiago/Aarhus
Santiago/Bilbao
Santiago/El Pedroso
Santiago/Bellaterra

Curicé/Madeira
Curicé/Aarhus
Curicé/Bilbao
Curico/El Pedroso
Curicé/Bellaterra

Chilldan/Madeira
Chilldn/Aarhus
Chilldn/Bilbao
Chilldn/El Pedroso
Chillan/Bellaterra

8,77

Laja/Madeira
Laja/Aarhus
Laja/Bilbao
Laja/El Pedroso
Laja/Bellaterra

Valdivia/Madeira
Valdivia/Aarhus
Valdivia/Bilbao
Valdivia/El Pedroso
Valdivia/Bellaterra

Puerto Montt/Madeira
Puerto Montt/Aarhus
Puerto Montt/Bilbao
Puerto Montt/El Pedroso
Puerto Montt/Bellaterra

Los resultados de la prueba de Kruskal-Wallis, en las que se analizaron los machos
de cada poblaciéon como grupos independientes, mostr6 diferencias significativas,
en los niveles de expresion entre las poblaciones (x2= 19,72; P= 0,032*). De la
misma manera, se observaron diferencias significativas cuando se analizaron los
machos de las originales vs colonizadores mediante la prueba de Mann-Whitney

(tabla 32). Sin embargo, cuando se realizaron todas las comparaciones posibles,
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no se encontraron diferencias significativas en ninguna de ellas. No obstante, se
observé una tendencia de mayor expresion en los machos de las poblaciones
chilenas que en los machos de Madeira. A su vez, en los machos de Chillan, se
observo esta tendencia con respecto a las poblaciones del Pedroso y Aarhus

(véanse los valores al limite de significacion en la tabla 32).

Tabla 32. Prueba de Mann-Whitney para las comparaciones entre los machos
poblaciones colonizadoras vs originales.

Mann-Whitney

Comparacion poblacional N U Z P
colonizadoras/originales 180/150 65,5 -2,299 0,010*
Puerto Montt/Bellaterra 30/30 3,0 -0,655 0,35
Puerto Montt/El Pedroso 30/30 2,0 -1,091 0.2
Puerto Montt/Bilbao 30/30 0,0 -1,732 01
Puerto Montt/Madeira 30/30 0,0 -1,964 0,05
Puerto Montt/Aarhus 30/30 3,0 -0,655 0,35
Valdivia/Bellaterra 30/30 2,0 -1,091 0,2
Valdivia/El Pedroso 30/30 2,5 -0,886 0,25
Valdivia/Bilbao 30/30 0,0 -1,732 01
Valdivia/Madeira 30/30 0,0 -1,964 0,05
Valdivia/Aarhus 30/30 3,0 -0,655 0,35
Laja/Bellaterra 30/30 1,0 -1,528 0.1
Laja/El Pedroso 30/30 2,0 -1,091 0.2
Laja/Bilbao 30/30 0,0 -1,732 0.1
Laja/Madeira 30/30 0,0 -1,964 0,05
Laja/Aarhus 30/30 4,0 -0,218 0,5
Chillan/Bellaterra 30/30 4,0 -0,218 05
Chillan/El Pedroso 30/30 0,0 -1,964 0,05
Chillan/Bilbao 30/30 0,0 1,732 01
Chillan/Madeira 30/30 0,0 -1,964 0,05
Chillan/Aarhus 30/30 0,0 -1,964 0,05
Curicé/Bellaterra 30/30 2,0 -1,091 0,2
Curicé/El Pedroso 30/30 1,0 -1,528 0.1
Curicé/Bilbao 30/30 0,0 -1,732 01
Curic6/Madeira 30/30 0,0 -1,964 0,05
Curic6/Aarhus 30/30 4,0 -0,218 0,5
Santiago/ Bellaterra 30/30 2,0 -1,091 0.2
Santiago/El Pedroso 30/30 10 -1,528 01
Santiago/Bilbao 30/30 0,0 -1,732 0.1
Santiago/ Madeira 30/30 0,0 -1,964 0,05
Santiago/Aarhus 30/30 3,0 -0,655 0,35

N: Tamafio poblacional analizado; U: valor estadistico Mann-Whitney; Z: valor de la
tipificacion de U (aproximacion a la media); sig. exacta: valor critico unilateral.
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Los resultados de esta parte del trabajo doctoral, mostraron que las diferencias de
los niveles de expresion del gypsy son mas altas que las encontradas en bilbo. Otro
resultado a destacar es la diferencia de los niveles de expresién encontrados en
estos elementos a nivel de sexos: gypsy se expresa mas en hembras, mientras que
bilbo en machos. También, se encontré que las poblaciones colonizadoras en su
gran mayoria presentaron mayores niveles de expresion de ambos elementos, con

respecto a las originales de El Pedroso, Bilbao y Madeira.

Teniendo en cuenta los resultados anteriormente mencionados se realizaron los
analisis de la linea germinal ya que, como se aclar6 en el apartado de materiales y
métodos, en la primera parte de los anadlisis de las tasas de expresion tanto de
gypsy como de bilbo, no se podia discriminar entre la linea somatica y la germinal,

porque el mRNA se extrajo de individuos completos.

3.4. Analisis de las tasas de expresion de gypsy y bilbo en linea germinal de

poblaciones originales y colonizadoras

Para esta segunda parte del analisis de las tasas de expresion, el mRNA se extrajo
de ovarios y testiculos de individuos adultos de 4 poblaciones originales:
Bellaterra, Bilbao, Madeira y Aarhus, y de seis poblaciones colonizadoras: Puerto

Montt, Valdivia, Laja, Chillan, Curicé, y Santiago.

3.4.1. Tasas de expresion de gypsy en linea germinal de poblaciones originales.

Los calculos de las tasas de expresion, partiendo del promedio de Ct del total de la
poblacién (linea germinal de machos y hembras juntos), mostraron que Madeira
fue la poblacion con los mayores niveles de expresion de gypsy, seguida de Bilbao y
Aarhus. Por el contrario, en Bellaterra se observaron las tasas de expresion mas

bajas de todas las poblaciones originales (figura 37).
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Figura 37. Relaciéon de tasas de expresion de gypsy en la linea germinal de
poblaciones originales.

Madeira/Aarhus - 1,79
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El analisis de KrusKal-Wallis, comparando los incrementos de Ct de cada una de las
poblaciones, como 4 grupos de datos independientes, no mostro diferencias
significativas entre la linea germinal de las poblaciones originales (x?= 4,65; P=0,
19). No obstante, cuando se realiz6 esta prueba teniendo en cuenta los datos de la
linea germinal de hembras y machos por separado, con 8 grupos de datos
independientes, se detectaron diferencias significativas entre ellos (X%= 16,964;
P=0, 018*). Este resultado puede indicar que existen diferencias en las tasas de
expresion a nivel de sexos, motivo por el cual se realizaron comparaciones inter e
intrapoblacionales de las tasas de expresion de la linea germinal tanto de hembras

como de machos por separado.

En las hembras se observé (figura 38) que gypsy presenta tasas de expresion mas
altas en la poblacion de Aarhus que en el resto de poblaciones originales.
Bellaterra y Madeira no presentan, entre ellas, diferencias en las tasas de expresion
(1,46), mientras que con el resto de poblaciones se observaron incrementos de

mas del doble. Por otra parte, en Bilbao se observaron tasas muy bajas como se



135

puede observar a través de las comparaciones con cada una de las poblaciones

restantes.

Figura 38. Tasas de expresion de gypsy en la linea germinal de hembras de las
poblaciones originales.

Aarhus/Madeira
Aarhus/Bilbao 5,84
Madeira/Bilbao
Aarhus/Bellaterra

Bellaterra/Madeira

Bellaterra/Bilbao

La prueba de Kruskal-Wallis mostr6 que existen diferencias altamente
significativas entre la linea germinal de las hembras originales (2= 10,385; P <
0,01). Por otra parte, se realizaron comparaciones, dos a dos, para determinar las
poblaciones que pudieron influenciar el resultado de la prueba anterior. Los
resultados de la prueba de Mann-Whitney mostraron que todas las comparaciones
presentes en la figura 38 se encontraban en el limite de la significacidn estadistica
(U= 0; Z= -1,964; P= 0,05), sin embargo, bajo la correccién de Bonferroni (P >
0,0083) ninguna de las comparaciones presentarian esta tendencia de mayores

tasas de expresion.

En los machos se observd que los patrones de expresion (figura 39) son muy
parecidos a los encontrados a nivel del total de la poblacién (figura 37). No
obstante, los incrementos son considerablemente mas altos. Madeira present6 los
niveles mas altos, seguida de las poblaciones de Bilbao y Aarhus. Los machos de
Bellaterra presentan las tasas de expresion de gypsy mas bajas de todas las

poblaciones originales (figura 39).
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Figura 39. Tasas de expresion de gypsy en la linea germinal de machos de las
poblaciones originales.

Madeira/Aarhus
Bilbao/Aarhus
Madeira/Bilbao
Aarhus/Bellaterra
Madeira/Bellaterra

26,60

Bilbao/Bellaterra

30

La prueba de Kruskal- Wallis no mostré diferencias significativas entre la linea
germinal de machos de las poblaciones originales (2= 4,12; P= 0,277). Las
comparaciones dos a dos corroboraron los resultados encontrados en la prueba
anterior, sin embargo, las comparaciones de Madeira y Aarhus con respecto a
Bellaterra se encuentran al limite de la significaciéon estadistica, lo que indicaria
que estas dos poblaciones presentan una tendencia a mayor expresiéon con
respecto a Bellaterra (tabla 33). Cabe anotar aplicando la correccién de Bonferroni

que dicha tendencia desapareceria (P > 0,0083).

Tabla 33. Comparaciones de las tasas de expresion de gypsy en la linea germinal de
machos de las poblaciones originales.

Mann-Whitney

Comparacién poblacional N U Z P

Bilbao/Bellaterra 30/30 3 -0,65 0,35
Madeira/Bellaterra 30/30 0 -1,964 0,05
Aarhus/Bellaterra 30/30 0 -1,964 0,05
Madeira/Bilbao 30/30 4 -0,218 0,5
Bilbao/Aarhus 30/30 3 -0,655 0,35
Madeira/Aarhus 30/30 3 -0,655 0,35

N: Tamafio poblacional; U: valor estadistico Mann-Whitney; Z: valor de la tipificacion de U
(aproximacién a la media); P: sig. exacta, valor critico unilateral.
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Una vez caracterizados los niveles de expresion, tanto de hembras como de
machos, por separado, se realizaron las comparaciones entre sexos. Se observé que
no existen diferencias entre las tasas de expresion de la linea germinal de gypsy de
machos vs hembras de Bellaterra y Aarhus (figura 40, 0,87 y 1,39,
respectivamente). Sin embargo, en Madeira y Bilbao el incremento de las tasas de
expresion en los machos con respecto a las hembras es considerablemente alto,
como se puede observar en la figura 40. No obstante, cuando se calcul6 la
significacion estadistica de estas dos poblaciones, la prueba de Mann-Whitney tan
solo logra detectar una tendencia (P=0.05) de mayores tasas de expresion de los
machos en estas dos poblaciones con respecto a las hembras, tendencia que

desaparece al realizar la correccion de Bonferroni (P > 0,0125).

Figura 40. Comparacion de las tasas de expresion entre la linea germinal de machos
y de hembras de las poblaciones originales.

Aarhus I 1,39

Bellaterra I 0,87
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Aun asi, como se menciond en las comparaciones entre poblaciones, anotadas con
anterioridad, el andlisis de Kruskal-Wallis mostré que existen diferencias
significativas en las tasas de expresiéon de gypsy entre la linea germinal de machos
vs hembras de las poblaciones originales, cuando se compararon los 8 grupos de

datos independientes (X2= 16,96; P= 0,018*).
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3.4.2. Tasas de expresion de gypsy en linea germinal de poblaciones colonizadoras.

En la linea germinal de las poblaciones colonizadoras, gypsy presentd tasas de
expresion muy similares entre ellas, salvo en la poblacion de Santiago, en la que se
observaron incrementos de mas del doble con respecto a la mayoria de
poblaciones colonizadoras, al igual que la poblacién de Chillan frente a Puerto

Montt y Curic6 (figura 41).

Figura 41. Tasas de expresion de gypsy en la linea germinal de poblaciones
colonizadoras.

Santiago/Curicé _ 2,89
santiago/Chillan _ 1,37
santiago/Laja || |G 0+
Santiago/Valdivia || |GG 3
santiago/Puerto Montt || G : o
Curic6/Puerto Montt || | | | I 1.11
chillan/curics || G 210
chillan/Laja || 1.+°
chillan/Valdivia ||| T 1.c°
Chillan/Puerto Montt ||| G 33
Laja/Curico || G 141
Laja/Valdivia || 113
Laja/Puerto Montt _ 1,56
valdivia/Curico ||| GGG 125
valdivia/Puerto Montt || | | | NI 138

La prueba de Kruskal-Wallis no mostr6é diferencias significativas de las
poblaciones colonizadoras a nivel de la linea germinal cuando se compararon
como 6 grupos de datos independientes (2= 3,71; P=0,591).

Los andlisis de las tasas de expresion separadas por sexos mostraron que la tasas
de expresion de gypsy en la linea germinal de las hembras no presentan mayores

diferencias cuando se comparan entre ellas, los incrementos mas altos de las tasas
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de expresién (1,65 - 2,16) se observaron unicamente en la poblacién de Chillan

(figura 42).

Figura 42. Tasas de expresion de gypsy en la linea germinal de las hembras de

poblaciones colonizadoras chilenas.
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El andlisis, prueba de Kruskal-Wallis, no mostré diferencias significativas entre las

tasas de expresion de gypsy de la linea germinal de hembras de las colonizadoras

(X?= 6,22; P=0,285). Teniendo en cuenta que en Chillan es donde se observaron

los mayores incrementos en las tasas de expresion (figura 42), se realizaron

comparaciones, dos a dos, a través de la prueba de Mann-Whitney. No se

encontraron diferencias en la tasas de expresién de gypsy, pero si una tendencia de

mayor tasa de expresion en Chillan con respecto a Curicé (P=0,05, tabla 34). No

obstante, cuando se realiz6 la correccion de Bonferroni (P > 0,01) no se conserva

esta tendencia a nivel estadistico.
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Tabla 34. Comparaciones entre la linea germinal de hembras de Chillan con
respecto al resto de las poblaciones colonizadoras.

Mann-Whitney

Comparacién poblacional N U Z P

Chillan/Puerto Montt 30/30 1 -1,528 0,1
Chillan/Valdivia 30/30 1 -1,528 0,1
Chilldn/Laja 30/30 2 -1,091 0,2
Chillan/Curicé 30/30 0 -1,964 0,05
Chillan/Santiago 30/30 0 -1,732 0,1

N: Tamafio poblacional; U: valor estadistico Mann-Whitney; Z: valor de la tipificaciéon de U
(Aproximacioén a la media); P: sig. exacta, valor critico unilateral.

En la linea germinal de los machos se observaron incrementos en las tasas de

expresion en mas de una poblacidn (figura 43): en Chillan fueron mas altas que en

Curic6 y en Puerto Montt, mientras que Santiago presentd las tasas mas altas

frente al resto de poblaciones colonizadoras. Por otra parte, en Laja se observo un

incremento en las tasa de expresién de casi el doble con respecto a Puerto Montt.

Figura 43: Tasas de expresion de gypsy en la linea germinal de los machos de

poblaciones colonizadoras.
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Se realizé un andlisis de Kruskal-Wallis, comparando 6 grupos de datos
independientes. Esta prueba: no mostré diferencias significativas (x%= 9,047; P=
0,107), a nivel de la tasa de expresion de gypsy entre la linea germinal de los
machos de las colonizadoras. También, se realizaron andlisis bajo la prueba de
Mann Whitney, comparando la poblacion de Santiago con cada una de las demas
colonizadoras Los resultados mostraron que existe una tendencia de mayores
tasas de expresion de gypsy en Santiago con respecto a la poblacién de Puerto
Montt (P=0,05, tabla 35). No obstante, bajo la correccién de Bonferroni dicha

tendencia no se mantiene a nivel estadistico (P > 0,01).

Tabla 35. Comparaciones entre la linea germinal de los machos de Santiago frente al
resto de las poblaciones colonizadoras.

Mann-Whitney

Comparacion poblacional N U Z P

Santiago/Puerto Montt 30/30 0 -1,964 0,05
Santiago/Valdivia 30/30 2 -1,091 0,2
Santiago/Laja 30/30 2 -1,091 0,2
Santiago/Chillan 30/30 4 -0,0218 0,5
Santiago/Curicé 30/30 1 -1,528 0,1

N: Tamafio poblacional; U: valor estadistico Mann-Whitney; Z: valor de la tipificaciéon de U
(aproximacién a la media); P: sig. exacta, valor critico unilateral.

Los andlisis entre machos vs hembras mostraron de manera contundente que los
machos de todas las poblaciones colonizadoras presentan tasas de expresiéon mas
altas con respecto a las hembras de su misma poblacién (figura 44). Esta tendencia

también se observo en las poblaciones originales (figura 40).
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Figura 44. Comparaciéon de las tasas de expresion de gypsy entre las lineas
germinales de machos vs hembras de poblaciones colonizadoras.
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El analisis, de Kruskal-Wallis, demostr6 que existen diferencias entre la tasa de
expresion de gypsy en la linea germinal de machos vs hembras de estas
poblaciones (X2= 29,46; P= 0,002**). Estos resultados fueron corroborados al
realizar comparaciones, dos a dos, a través de la prueba de Mann-Whitney (tabla
36). La comparacion del total agrupado de los machos vs hembras muestran
diferencias significativas (P<0,01) mientras que en las comparaciones
intrapoblacionales (entre machos y hembras de la misma poblacién) se observé
una tendencia de mayores tasas de expresion de los machos con respecto a las
hembras (P=0,05). No obstante, bajo la correccién de Bonferroni (P > 0,0071) no se
observan tales tendencias en las comparaciones por poblacién, pero se mantiene el
nivel de significacidn entre las tasas de expresidn de gypsy entre la linea germinal
del total de los machos vs de las hembras de las poblaciones chilenas (P < 0,0071,

tabla 36).
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Tabla 36. Comparaciones de las tasas de expresion entre poblaciones
colonizadoras.

Mann-Whitney

Comparacion poblacional N U Z P

Puerto Montt 30/30 0 -1,964 0,05
Valdivia 30/30 0 -1,964 0,05
Laja 30/30 0 -1,964 0,05
Chillan 30/30 0 -1,964 0,05
Curico 30/30 0 -1,964 0,05
Santiago 20/20 0 -1,732 0,1

Colonizadoras 170/170 0 0 <0,01

N: Tamafio poblacional; U: valor estadistico Mann-Whitney; Z: valor de la tipificaciéon de U
(aproximacién a la media); sig. exacta: valor critico unilateral.

3.4.3. Comparacion de las tasas de expresion de gypsy en la linea germinal de

poblaciones colonizadoras y originales

Una vez caracterizados los niveles de expresion de gypsy en las poblaciones
originales y colonizadoras por separado, se realizaron las comparaciones entre las
lineas germinales de las poblaciones colonizadores vs originales, con el fin de
indagar sobre el efecto de los procesos de colonizacién en las tasas de expresion

del elemento gypsy a este nivel celular.

En las comparaciones entre colonizadoras y originales (hembras y machos juntos),
se observo en Santiago y Chillan mayores tasas de expresion de gypsy con respecto
Bellaterra, como se puede observar en las barras grises de la figura 45. Por otra
parte, en la poblacion original de Madeira se observaron tasas de expresion mas
altas frente a todas las colonizadoras, con excepcién de Santiago con la cual no
existen diferencias en las tasas de expresion. En Bilbao y Aarhus se presentaron
incrementos de las tasas de expresidn con respecto a tres, de las seis, poblaciones

colonizadoras analizadas: Puerto Montt, Valdivia y Curicé (figura 45).
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Figura 45 Tasas de expresion de gypsy en la linea germinal de poblaciones
colonizadoras vs originales.
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Con el fin de mostrar tasas de expresion mayores de 1 se consignaron las comparaciones
que cumplian con este pardmetro, motivo por el cual, no todas estan en relacién
colonizadoras vs originales, no obstante, todas las posibles combinaciones estan
presentes.

El andlisis, de Kruskal-Wallis, no mostr6 diferencias significativas entre las lineas
germinales de las poblaciones originales y colonizadoras, cuando se compararon
hembras y machos juntos en cada poblacién (10 grupos de datos independientes,
X2=5,26; P= 0,81). Sin embargo, cuando se realiz6 el analisis tomando las hembras
por separado de los machos, se encontraron diferencias significativas entre estas
poblaciones (20 grupos de datos independientes, X%= 47,04; P<0.01**). Este

resultado sugiri6 la existencia de diferencias en las tasas de expresion a nivel de
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sexos, por ese motivo se realizaron andlisis entre hembras y machos, a diferentes

niveles.

En los analisis de las tasas de expresion de la linea germinal de las hembras (figura
46), se observdé que no existen diferencias entre poblaciones originales y
colonizadoras (1,58). Sin embargo, en las comparaciones por pares de poblaciones
se encontraron algunas excepciones: en Chillan y Laja gypsy present6 tasas mas
altas con respecto a la poblacion original de Bilbao (barras grises figura 46). Por
otra parte, en Aarhus y Bellaterra se observaron altas tasas de expresidon con
respecto al resto de las poblaciones colonizadoras, con excepcion de la
comparacién Bellaterra/Chillan con la cual no se observan diferencias (1,15). Y
finalmente, en Madeira, gypsy, presenté tasas de expresion mads altas que las

poblaciones de Puerto Montt, Curicé y Santiago (figura 46).

El analisis de Kruskal-Wallis mostré que existen diferencias significativas en la
linea germinal de las hembras de las poblaciones colonizadoras vs originales (X2=
19,74; P=0,02*). Sin embargo, dado que los resultados de las tasas de expresion no
muestran un incremento generalizado, de la tasa de gypsy en las colonizadoras con
respecto a las originales, se realiz6 un analisis en el que se excluy6 la poblacién de
Aarhus, ya que al ser la poblacion original en la que se observé las tasas de
expresion mas altas, puede ser la responsable de la significacion de la prueba
estadistica. El resultado, de este analisis, demostré que realmente no existen
diferencias significativas entre estos dos grupos de poblaciones (colonizadoras vs
originales), y que es Aarhus la poblaciéon que presenta diferencias significativas

con respecto a las demas poblaciones analizadas.

Las tasas de expresion entre la linea germinal de machos de las poblaciones
originales y colonizadoras (figura 47) muestra que gypsy no presenta diferencias
entre estos dos grupos en comparacién (1,31). Sin embargo, cuando se realizaron
los anadlisis por poblacidn se observaron algunos incrementos en las tasas: en los
machos de todas las poblaciones chilenas gypsy presentdé mayores tasas con
respecto a la poblacion de Bellaterra, al igual que Santiago y Chillan con respecto a

Aarhus. Estos resultados se pueden apreciar en las barras grises de la figura 47.
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Por otra parte, en las poblaciones originales de Madeira y Bilbao se presentaron

tasas mas altas con respecto a todas las colonizadoras (figura 47).

Figura 46. Comparacion de las tasas de expresion de la linea germinal de hembras
de las poblaciones colonizadoras y originales.

originales/colonizadoras
ChillAn/Madeira

Santiago/Bilbao
Curicd/Bilbao
Chillan/Bilbao
Laja/Bilbao
Valdivia/Bilbao
Puerto Montt/Bilbao

Aarhus/Santiago
Aarhus/Curicé
Aarhus/Chillan
Aarhus/Laja
Aarhus/Valdivia
Aarhus/Puerto Montt

Madeira/Santiago
Madeira/Curico
Madeira/Laja
Madeira/Valdivia
Madeira/Puerto Montt

Bellaterra/Santiago
Bellaterra/Curico
Bellaterra/Chillan
Bellaterra/Laja
Bellaterra/Valdivia
Bellaterra/Puerto Montt

1,58
1,27

1,63
1,08
2,69
1,71
1,52
1,25

3,59

2,17
3,42
3,85
4,69

2,40
1,98
1,25
1,40
1,71

1,91
2,88
1,15
1,82
2,05
2,49

543

Con el fin de mostrar tasas de expresién mayores de 1 se consignaron las comparaciones
que cumplian con este pardmetro, motivo por el cual no todas estan en direccién
colonizadoras vs originales, sin embargo todas las posibles combinaciones estan

presentes.
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Figura 47. Comparacion de las tasas de expresion de la linea germinal de machos de
poblaciones colonizadoras y originales.
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Con el fin de mostrar tasas de expresion mayores de 1 se consignaron las comparaciones
que cumplian con este pardmetro, motivo por el cual no todas estan en direccién
colonizadoras vs originales, sin embargo todas las posibles combinaciones estan
presentes.

El analisis de Kruskal-Wallis no mostré diferencias significativas entre la tasa de
expresion de la linea germinal de los machos de las poblaciones originales y

colonizadores (X2?=12,906; P=0, 167).

En términos generales no se observé una tendencia generalizada de mayores tasas
de expresion del elemento gypsy en la linea germinal de las poblaciones
colonizadoras con respecto a las originales. Por otra parte, existen diferencias en
las tasas de este ET entre sexos: las mayores tasas se presentaron en los machos

tanto de las poblaciones originales como en las colonizadoras. Estos dos grupos de
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resultados difieren de lo encontrado en los andlisis de las tasas de expresion de
gypsy en individuos completos (linea somdtica y germinal juntas), en los cuales las
tasa eran mayores en las poblaciones colonizadoras vs originales, al igual en las

hembras con respecto a los machos.

3.5. Caracterizacion de los niveles de expresion de bilbo en la linea germinal

de poblaciones originales y colonizadoras.

3.5.1. Tasa de expresion de bilbo en la linea germinal de poblaciones

originales.

Las comparaciones entre las poblaciones originales mostraron (figura 48), con
respecto a Bilbao y Madeira, mayores tasas de expresion de bilbo en la linea
germinal de Bellaterra y Aarhus que, ademds, no presentaron, entre ellas,
diferencias (1,44). Bilbao presenté una mayor tasa respecto a Madeira (1,68),
siendo esta ultima la poblacion en la que bilbo se expresé menos comparada con el

resto de las poblaciones originales.

Figura 48. Tasas de expresion de bilbo en la linea germinal de las poblaciones
originales.
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El analisis de KrusKal-Wallis, comparando los incrementos de Ct de cada una de las
poblaciones, como 4 grupos de datos independientes, no mostr6 diferencias
significativas entre la linea germinal de las poblaciones originales (x?= 2,75; P=0,
43). No obstante, cuando se realizé esta prueba teniendo en cuenta los datos de la
linea germinal de hembras y machos por separado, como 8 grupos de datos
independientes, se observaron diferencias significativas entre ellos (x2= 19,53;
P=0, 007**). Este resultado puede indicar que existen diferencias en las tasas de
expresion de bilbo a nivel de sexos, motivo por el cual se realizaron comparaciones

de las tasas tanto de machos como de hembras, por separado.

En las hembras (figura 49), se observd que bilbo en Aarhus presenté los niveles
mas altos de expresién entre las poblaciones originales analizadas, incremento que
fue mas evidente en la comparacién con la poblacién de Bellaterra (2,59), que es la
poblacién de expresién mas baja. Por otra parte, entre Bilbao y Madeira no se

observaron diferencias en la tasa de expresion de este ET (1,17).

Figura 49. Tasas de expresion de bilbo en la linea germinal de hembras de las
poblaciones originales.
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La prueba de Kruskal-Wallis mostr6 diferencias significativas entre la linea
germinal de hembras de las poblaciones originales (2= 9,15; P=0,003**). Teniendo

en cuenta las bajas tasas que presentd bilbo en Bellaterra, se realizé una prueba
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excluyendo esta poblacién: los resultados no mostraron diferencias significativas
(X?= 5,06; P=0,086) entre el resto de poblaciones originales. Esto indica que la

poblaciéon de Bellaterra es la que difiere de las demas.

En los machos (figura 50), a diferencia de lo encontrado en las hembras, la
poblacion de Bellaterra es en la que bilbo presenta las tasas mas altas,
especialmente cuando se comparan con Madeira y Bilbao, que son las poblaciones
en donde se observaron las menores tasas de este ET. En la poblaciéon de Aarhus
también se presentaron niveles de expresion importantes, pero mucho menores

que las encontradas en Bellaterra.

Figura 50. Tasas de expresion de bilbo en la linea germinal de machos de las
poblaciones originales.
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Se realiz6 una prueba de Kruskal-Wallis, comparando cuatro grupos de datos
independientes (4 poblaciones), el resultado mostré6 que existen diferencias
significativas (2= 8,74; P= 0,006**) entre la linea germinal de los machos de las
poblaciones originales. No obstante, al igual que en las hembras, cuando se realizé
el analisis excluyendo los datos de las poblacion de Bellaterra dichas diferencias no
se observaron (X2= 4,35; P= 0,132), en este caso las altas tasas de expresion de la
linea germinal de los machos de Bellaterra son significativamente diferentes frente

al resto de las poblaciones originales.

Para determinar de manera clara las diferencias que existen entre sexos, se
realizaron comparaciones intrapoblacionales, entre la linea germinal de los

machos vs la de las hembras, los resultados mostraron claras evidencias de tasas
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de expresion mas altas en la linea germinal de los machos (figura 51). Este patrén
también se observo para el elemento gypsy (figuras 40 y 44) en estas poblaciones.
Para bilbo la tasa mas alta se presenté en la poblacién de Bellaterra (565,48), y la
menor en Madeira (2,76), pese a ello, el incremento de la tasa de expresion de bilbo
en esta poblacion no fue menos importante, ya que es aproximadamente tres veces

mas alto en los machos que en las hembras.

Figura 51. Comparacion de las tasas de expresion de bilbo en la linea germinal de
machos vs hembras de las poblaciones originales.
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3.5.2. Estudio de los niveles de expresion de bilbo en linea germinal de

poblaciones colonizadoras chilenas.

En las poblaciones colonizadoras chilenas se observé que la tasa de expresion de
bilbo en la linea germinal de Puerto Montt presenta un incremento con respecto al
resto de las poblaciones colonizadoras en estudio (figura 52). Por otra parte, las
tasas de las poblaciones de Valdivia, Laja, Chillan, Curic6 y Santiago, son muy
parecidas entre ellas, con excepcion de la comparaciéon Santiago vs Chillan cuyo

incremento en la tasa de expresion fue de aproximadamente el doble (figura 52).
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Figura 52. Tasas de Expresion de bilbo en linea germinal de las poblaciones
colonizadoras.
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La prueba de Kruskal-Wallis, en el cual se compararon las 6 poblaciones
colonizadoras como 6 grupos de datos independientes, no mostré diferencias
significativas (x2= 1, 29 P= 0,94), a nivel de la linea germinal. Dado que se
observaron diferencias en los incrementos de Ct de hembras y machos, a simple
vista, se realizé un andlisis comparando 12 grupos de datos independientes, que
corresponden a las hembras y los machos de cada una de las colonizadoras. Con
esta prueba se observaron diferencias significativas (x2= 26,689; P=0, 005**),
resultado que puede indicar la existencia de diferencias en las tasas de este ET a
nivel de sexos. Con el fin de esclarecer este planteamiento, se realizaron
comparaciones de las tasas de bilbo en la linea germinal de hembras y machos, por

separado, asi como comparaciones intrapoblacionales entre ellos.
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Los patrones de las tasas de expresion de bilbo en la linea germinal de las hembras
son muy parecidos a los encontrados cuando se consideraron hembras y machos
juntos. En las hembras de Puerto Montt (figura 53) se observaron altas tasas de
expresion con respecto al resto de poblaciones chilenas. Entre las cinco

poblaciones restantes no existen diferencias en las tasas de expresion.

Figura 53. Tasas de expresion de bilbo en las hembras de las poblaciones
colonizadoras.
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La prueba de Kruskal-Wallis, en donde se compararon 6 grupos de datos
independientes, no mostraron diferencias significativas (x2= 1,50; P=0,91) entre la

linea germinal de las hembras, de las poblaciones colonizadoras.

Con el fin de determinar si existen diferencias significativas en las tasas de
expresion de Puerto Montt, con respecto a las demds poblaciones colonizadoras, se
realizaron comparaciones, dos a dos, a través de la prueba de Mann-Whitney, bajo
este andlisis tampoco se logré detectar diferencias significativas, como se puede

observar en la tabla 37 (correccién de Bonferroni: P > 0,01).
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Tabla 37. Comparaciones entre la linea germinal de hembras de las poblaciones
colonizadoras.

Mann-Whitney

Comparacion poblacional N U Z P

Puerto Montt/Valdivia 30/30 3 -0,655 0,35
Puerto Montt/Laja 30/30 3 -0,655 0,35
Puerto Montt/Chillan 30/30 3 -0,655 0,35
Puerto Montt/Curicé 30/30 3 -0,655 0,35
Puerto Montt/Santiago 30/30 2 -0,577 0,4

N: Tamafio poblacional; U: valor estadistico Mann-Whitney; Z: valor de la tipificaciéon de U
(aproximacién a la media); sig. exacta: valor critico unilateral.

En la linea germinal de los machos las tasas de expresion de bilbo son muy
parecidas entre todas las poblaciones originales, como se observé en la linea
germinal de las hembras, sin embargo, los tinicos incrementos que se observaron
estan relacionados con la poblacion de Chillan. En esta poblacién se presentaron
las tasas de expresion mas bajas, como se observa en las barras grises de la figura

54.

Figura 54. Tasas de expresion de bilbo en la linea germinal de machos de las
poblaciones colonizadoras.
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Con la prueba de Kruskal-Wallis no se encontraron diferencias significativas (x2=
4,85; P= 0,43) entre la linea germinal de los machos de las poblaciones

colonizadoras.
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Con el fin de indagar sobre el comportamiento de bilbo en las lineas germinales de
machos vs hembras, se realizaron comparaciones, intrapoblacionales, entre sexos.
Los andlisis mostraron, nuevamente, que las tasas son mas altas en la linea
germinal de los machos con respecto a la linea germinal de hembras (figura 55),
tendencia que también se observé para el elemento gypsy en estas mismas

poblaciones.

Figura 55. Tasas de expresion de bilbo en la linea germinal de los machos vs
hembras de las poblaciones colonizadoras chilenas.
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3.5.3. Comparacion de las tasas de expresion de bilbo en linea germinal de

poblaciones colonizadoras y originales.

En los apartados anteriores se han consignado, por separado, los analisis de
expresion de bilbo en la linea germinal, de las poblaciones originales y
colonizadoras. Con el fin de indagar sobre la posible influencia de los procesos de
colonizacidn, sobre los niveles de expresion de bilbo, a este nivel celular, se
realizaron comparaciones de sus tasas de expresion entre estos dos tipos de

poblaciones.

A nivel de la linea germinal no se observé un patrén generalizado de mayores tasas
de expresion, en las poblaciones colonizadoras vs originales, como si se observé en
los andlisis de individuos completos. A nivel germinal, bilbo, presenté incrementos
en las comparaciones de todas las colonizadoras con respecto a la poblacién
original de Madeira, con excepciéon de Chillan (1,31). Asi como también, Puerto
Montt con respecto a Bilbao (3,10), estos incrementos se puede observar en las

barras grises de la figura 56. Las demas comparaciones mostraron que las
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poblaciones originales de Bellaterra y Aarhus presentaron altas tasas de expresion

de bilbo frente a la mayoria de las poblaciones colonizadoras (figura 56).

Figura 56. Tasas de expresion de bilbo en la linea germinal entre poblaciones
colonizadoras y originales.
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Con el fin de mostrar tasas de expresién mayores de 1 se consignaron las comparaciones
que cumplian con este parametro, motivo por el cual no todas estin en direccién
colonizadoras vs originales, sin embargo todas las posibles combinaciones estan
presentes.

La prueba de Kruskal-Wallis no mostré diferencias significativas (x%= 5,84;
P=0,756), entre las tasas de expresion de bilbo de las poblaciones colonizadoras vs

originales.
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Para determinar el comportamiento de los niveles de expresién por sexos, se
realizaron los calculos de las tasas de expresion tanto de la linea germinal de

hembras como de machos por separado.

En la linea germinal de las hembras se observo que bilbo presenta tasas de
expresion mas altas en Puerto Montt, con respecto a todas las poblaciones
originales, salvo en la comparacion con Aarhus donde no se observaron diferencias
en la tasa (1,47), resultados que se puede observar en las barras grises de la figura
57. Las poblaciones colonizadoras tampoco muestran tasas diferentes con respecto
a Bellaterra, no obstante, con respecto al resto de poblaciones originales bilbo si
presenté diferencias que estdn relacionadas con tasas de expresién muy bajas,
como se puede observar en las comparaciones entre Bilbao, Aarhus y Madeira vs

las colonizadoras (figura 57).

El analisis de Kruskal-Wallis mostré que existen diferencias significativas (x?2=
17,823; P=0,037*) entre la linea germinal de las hembras de las poblaciones
colonizadoras vs originales. Al igual que la comparaciéon de estos dos grupos de
poblaciones, que mostraron mayores tasas de expresién de las originales con

respecto a las colonizadoras (U=24; Z=-3,45; P=0**).

En la linea germinal de los machos de las poblaciones colonizadoras se observaron
incrementos de las tasas de expresion de bilbo con respecto a Bilbao y Madeira,
con excepcidon de las comparacidon entre Chillan vs Bilbao (1,39), y Aarhus vs
Puerto Montt (1,54), como se puede observar en las barras grises de la figura 58.
En la poblacién original de Aarhus se observaron incrementos en las tasas de
expresion, de mas del doble, con respecto a las colonizadoras, exceptuando la
comparacién Aarhus/Chillan que no muestra diferencias en la linea germinal de
estas dos poblaciones (1,39). Vale la pena destacar que en Bellaterra, bilbo,
presenté tasas muy altas (mas de ocho veces) con respecto a las colonizadoras

(figura 58).
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Figura 57. Tasas de expresion de la linea germinal de hembras entre poblaciones

colonizadoras y originales.
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Con el fin de mostrar tasas de expresién mayores de 1 se consignaron las comparaciones
que cumplian con este parametro, motivo por el cual no todas estin en direccién
colonizadoras vs originales, sin embargo todas las posibles combinaciones estan

presentes.
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Figura 58. Tasas de expresion de la linea germinal de los machos de las poblaciones

colonizadoras y originales.
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Con el fin de mostrar tasas de expresién mayores de 1 se consignaron las comparaciones
que cumplian con este parametro, motivo por el cual no todas estin en direccién
colonizadoras vs originales, sin embargo todas las posibles combinaciones estan
presentes.

Los analisis, que se realizaron a través de la prueba de Kruskal-Wallis, mostraron
diferencias significativas (X?= 18,24; P=0,032) entre la linea germinal de los
machos de las poblaciones colonizadoras vs originales.

En términos generales en la linea germinal bilbo, al igual que gypsy, tampoco
presenté un patron generalizado de tasas de expresion mas altas en las
poblaciones colonizadoras frente a las originales. Estos resultados difieren de lo
encontrado en los andlisis de individuos completos (linea somatica y germinal
juntas), donde se observaron tasas de expresidon mas altas en las colonizadoras que

en las originales.
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Por otra parte, bilbo present6 tasas de expresion mas altas en la linea germinal de
los machos, que en la linea germinal de las hembras, tanto en las poblaciones
originales como colonizadoras, lo que concuerda con el patrén de tasas observado

en los analisis de individuos completos (linea somatica y germinal juntas).

Teniendo en cuenta las diferencias mas notables de tasas de expresion entre
poblaciones de D. subobscura, en los analisis de individuos completos, se escogio el
elemento gypsy para el estudio de las tasas de transposicion (Tt) y del papel de la
colonizacidon en la reorganizaciéon de los genomas. Datos que impulsaron los

analisis de expresion en la linea germinal.

3.6. Estudio de las tasas de transposicion del elemento gypsy en poblaciones

originales y colonizadoras de Drosophila subobscura.

El analisis de la actividad transposicional de gypsy se realizé mediante la técnica de
transposon display, determindndose el niimero de inserciones de este elemento en
el genoma de 2 poblaciones originales (europeas) y 6 poblaciones colonizadoras

(chilenas) de Drosophila subobscura (ver Tt, en tabla 2).

3.6.1. Tasas de transposicion del elemento gypsy en las poblaciones originales

En principio se realizaron los analisis de las tasas de transposicion (Tt) de gypsy
por familias (3 cruces individuales) para cada una de las poblaciones. Las tasas de
transposicion fueron calculadas para cada sexo por separado y también teniendo
en cuenta ambos sexos por familia. Bajo estos mismos pardmetros de comparacién

se realizaron los analisis de las poblaciones colonizadoras.

En Bellaterra se observo un nuevo evento de transposicion que se evidencia por la
presencia de una banda nueva (ausente en los individuos parentales) de 370 pb en
una hembra de la familia 2, cuya Tt fue de 5,6 x 10-3. Las demas inserciones, que
estaban presentes en los progenitores, presentaron tamafos comprendidos entre

183y 1075 pb (tabla 38 y 40; Anexos 1 - 3).
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En Aarhus se encontraron mayor nimero de inserciones nuevas que en Bellaterra.
Estas inserciones se observaron tanto en hembras, como en machos. En la familia
1, se observo una nueva insercion de 202 pb en una hembra, la Tt en hembras fue
de 5 x 10-3. Mientras que en la familia 2 se observaron 4 nuevas inserciones: 1 de
1056 pb en una hembra y 3 en machos (2 de 1018 y una de 1096 pb) resultando en
una Tt en machos de 1,7 x 10-2. Las demas inserciones encontradas ya estaban
presentes en los individuos parentales y tenian tamafios entre 202 y 1096 pb

(tablas 38 y 40; anexos: 4-6).

Tabla 38. Bandas de gypsy detectadas por transposon display en las poblaciones
originales.

Familias | A pb N1 (H) | T (pb) N1(H) | N1 (M) T (pb) N1 (M)
Bellaterra
Familia 1 24 213-1,062 0 0
Familia 2 19 197 - 1075 1 370 0
Familia 3 17 183 -1009 0 0
Aarhus
Familia 1 21 202-1,013 1 202 0
Familia 2 20 204 - 1,096 1 1,056 3 2(1018);1(1096)
Familia 3 22 202-1,013 0 0 0

A: bandas originales; pb: intervalos de tamafio de las bandas; N1: nueva insercion; T(pb):
tamarnio de las bandas nuevas; H: hembras; M: machos.

Las poblaciones originales, mostraron grandes diferencias en cuanto al niimero de
nuevas inserciones presentes en cada una de ellas: en Bellaterra, tan solo se
encontr6 una nueva inserciéon en una hembra, mientras que en la poblaciéon de
Aarhus se encontraron cinco inserciones, en tres individuos (una hembra y dos
machos).

Para visualizar de una manera mas general los resultados encontrados, se
realizaron los calculos de las Tt a nivel poblacional, los resultados se observan en

la tabla 39.
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Tabla 39. Tasas de transposicion de las poblaciones originales.

N1 N1
Familias N A (H) (M) Tt
Bellaterra

H+M 30 60 0 1 1,4x 1073
H 15 60 0 1 1,1x103
M 15 60 0 0 0
Aarhus
H+M 30 63 0 5 1,4x 1073
H 15 63 0 2 1,1x103
M 15 63 0 3 1,7 x 103

N: nimero de individuos A: bandas originales; N1: n? de inserciones nuevas; Tt: tasa de
transposicion; H: hembras; M: machos.

Las comparaciones interpoblacionales, a través de la prueba de Kruskal-Wallis no
mostraron diferencias significativas (P>0.05) de las tasas de transposicidon entre
las poblaciones originales. Estos resultados, se corroboraron al realizar todas las
combinaciones posibles de la Tt (intra e interpoblacional), por pares de datos
independientes, con la prueba de Mann-Whitney, en ninguna de las comparaciones

se observaron diferencias significativas (tabla 41).

3.6.2. Tasas de transposicion del elemento gypsy en poblaciones colonizadoras

En 5 de las poblaciones chilenas se encontraron nuevas inserciones de gypsy. Las
cuales se encontraron unicamente en los machos, salvo en Santiago en la que se
encontr6 una insercién en una hembra. El detalle de las bandas encontradas junto
con los calculos de las tasas de transposicion se encuentran en las tablas 42 y 43.
Las matrices de datos de insercién de gypsy en estas poblaciones se incluyeron en
los anexos como sigue: Puerto Montt (anexos 7-9), Valdivia (anexos 10-12), Laja

(anexos 13-15), Chilldn (anexos 16-18), Curic6 (anexos 19-21).

Cabe destacar la poblacion de Curic6 en donde se observd el mayor numero de
eventos de transposicion (7 en total) y todos en los machos. Sin embargo, Santiago
es la Unica de las poblaciones chilenas en la que se observo un evento de

transposicion en una hembra.



Tabla 40. Tasas de transposicion por familia de las poblaciones originales.

Tt
Familias N H (F1) N M (F,) N total A N1(H) | N1 (M) Tt (H) Tt (M) (familia)

Bellaterra

Familia 1 5 5 10 24 0 0 0 0

Familia 2 5 5 10 19 1 0 5,6x10° 0 2,8x10°

Familia 3 5 5 10 17 0 0 0 0 0

Aarhus

Familia 1 5 5 10 21 1 0 5x10° 0 2,5x10°

Familia 2 5 5 10 20 1 3 53x10% | 1,7x10° | 1,2x107

Familia 3 5 5 10 22 0 0 0 0 0

N H: ndmero de hembras; N M: nimero de machos; A: nidmero de bandas originales; N1: nimero de inserciones
transposicién; H: hembras; M: machos.

Tabla 41. Comparaciones de las tasas de transposicion intra e interpoblacionales de Bellaterra y Aarhus.

Mann-
Whitney

Ne

Comparacién Comparacién poblacional N U Z P
1 H vs M Bellaterra 15/15 3 -1 0,5
2 H vs M Aarhus 15/15 4 -0,232 1
3 H Bellaterra/H Aarhus 15/15 4 -0,232 1
4 M Bellaterra/M Aarhus 15/15 3 -1 1

N: nimero de individuos; U: valor estadistico Mann-Whitney; Z: valor de la tipificaciéon
de U (aproximacion a la media); P: sig. exacta; valor critico bilateral.
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nuevas; Tt: tasa de



Tabla 42. Bandas de gypsy encontradas en las poblaciones colonizadoras.
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Familias A | Ak | NH) [TepN@E)| N | TR NLM)
Puerto Montt
Familia 1 19 184 -903 0 0
Familia 2 14 203-810 0 1 810
Familia 3 22 180 - 926 0 0
Valdivia
Familia 1 15 260-1,029 0 1 843
Familia 2 18 185-816 0 1 816
Familia 3 16 203 -1,029 0 0
Laja
Familia 1 9 245 - 896 0 0
Familia 2 15 202 - 880 0 1 652
Familia 3 20 202 - 889 0 0
Chillan
Familia 1 18 184 - 969 0 0
Familia 2 14 190 - 896 0 0
Familia 3 14 203 -817 0 0
Curico
Familia 1 18 202 -1,028 0 1 1028
Familia 2 15 218 - 896 0 3 456; 658; 864
Familia 3 13 205 - 818 0 3 2 (450); 1 (526)
Santiago
Familia 1 15 202 - 896 0 0
Familia 2 12 185-817 1 319 0
Familia 3 12 203 - 737 0 0

A: bandas originales; A (pb): tamafo de bandas originales; N1 (H): nuevos eventos de transposiciéon en hembras; N1 (M): nuevos eventos de

transposicién en machos; T (pb): tamafio de nuevo evento de transposicion.
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Tabla 43. Tasas de transposicion por familia de las poblaciones colonizadoras.

Familias | NH(F) | NM(F:) | Ntotal A | vy | vawy | Te Tt (M) Tt (familia)
Puerto Montt
Familia 1 5 5 10 19 0 0 0 0 0
Familia 2 5 5 10 14 0 1 0 7,7x10° 3,8x10°
Familia 3 5 5 10 22 0 0 0 0 0
Valdivia
Familia 1 5 5 10 15 0 1 0 7,1x10° 3,6 x10°
Familia 2 5 5 10 18 0 1 0 5,9x10° 2,9x10°
Familia 3 5 5 10 16 0 0 0 0 0
Laja
Familia 1 5 5 10 9 0 0 0 0 0
Familia 2 5 5 10 15 0 0 0 0 0
Familia 3 5 5 10 20 0 1 0 5,3x10° 2,6 x10°
Chillan
Familia 1 5 5 10 18 0 0 0 0 0
Familia 2 5 5 10 14 0 0 0 0 0
Familia 3 5 5 10 14 0 0 0 0 0
Curico
Familia 1 5 5 10 18 0 1 0 5,9x10° 2,9x10°
Familia 2 5 5 10 15 0 3 0 2,5x107 1,3x10°
Familia 3 5 5 10 13 0 3 0 2,7 x107 1,4x10°
Santiago
Familia 1 5 5 10 15 0 0 0 0 0
Familia 2 5 5 10 12 1 0 9,1x10° 0 4,5x10°
Familia 3 5 5 10 12 0 0 0 0 0

N H: nimero de hembras; N M: nimero de machos; A: bandas originales; N1: nimero de inserciones nuevas; Tt: tasa de transposicion; H:

hembras; M: machos.
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Para visualizar de una manera mas general los resultados encontrados, se
realizaron los calculos de las Tt a nivel poblacional observando que los valores mas

altos fueron registrados en la poblacién de Curic6 (tabla 44).

Tabla 44. Tasas de transposicion de las poblaciones colonizadoras.

Familias | Ntotal | A |N1(H)|N1(M)| Tt
Puerto Montt
H+M 30 54 0 1 3,0x10+
H 15 54 0 0 0
M 15 54 0 1 6,0 x 104
Valdivia
H+M 30 47 0 1 7,1x10+
H 15 47 0 0 0
M 15 47 0 1 1,4x 103
Laja
H+M 30 43 0 0 4,0x 10+
H 15 43 0 0 0
M 15 43 0 1 8,0x 10+
Chillan
H+M 30 46 0 0 0
H 15 46 0 0 0
M 15 46 0 0 0
Curicé
H+M 30 40 0 7 29x103
H 15 40 0 0 0
M 15 40 0 7 5,8x103
Santiago
H+M 30 38 1 0 4,0x 10+
H 15 38 1 0 9,0x 10+
M 15 38 0 0 0

N H: ndmero de hembras; N M: nimero de machos; A: nimero de bandas originales;N1:
numero de inserciones nuevas; Tt: tasa de transposicion; H: hembras; M: machos.
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Los andlisis estadisticos, en los que se compararon las tasas de transposicion, de
hembras y machos de cada poblacién como grupos independientes (12 grupos),
mostraron que existen diferencias significativas (P < 0,05), entre las tasas de
transposicion de las poblaciones colonizadoras (tabla 45). Para determinar de
manera mas exacta los datos que pudieron influenciar dichos niveles de
significacidn, se analizaron por separado los valores obtenidos para hembras y
machos. Los resultados mostraron diferencias significativas (P <0,05) de las Tt de
gypsy entre los machos de las poblaciones colonizadoras pero no entre las hembras

(P >0,05), ver tabla 45.

Tabla 45. Prueba de Kruskal-Wallis para las comparaciones de la tasas de
transposicion entre las poblaciones colonizadoras.

Kruskal-Wallis

N2 Comparaciéon poblacional N X2 P
1 Colonizadoras 180 20,929 0,015*
2  H colonizadoras 90 5 1
3 M colonizadores 90 10,258 0,043*

H: hembras; M: machos. P: sig. exacta.

Teniendo en cuenta los resultados, anteriormente anotados, se realizaron todas las
comparaciones posibles entre los machos de las poblaciones colonizadoras, a
través de la prueba de Mann-Whitney. Los resultados de estas pruebas (tabla 46),
no mostraron diferencias significativas, en ninguna de las comparaciones
realizadas. Sin embargo, si se observ6 una tendencia (P = 0,05) de mayor nimero
de nuevas inserciones de gypsy en el genoma de los machos de Curicd, con respecto
a las poblaciones de Laja, Chillan y Santiago. Con las dos ultimas poblaciones, era

de esperar, ya que en ellas no se observaron nuevos eventos de transposicion.
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Tabla 46. Prueba de Mann-Whitney para las comparaciones de la tasas de
transposicion entre machos vs hembras, y entre machos de las poblaciones
colonizadoras.

Mann-
Whitney

N2 Comparacion poblacional N U Z P
1 M/H Colonizadoras 90/90 109,5 -2,28 0,016*
2 Puerto Montt/Valdivia 15/15 3 -0,70 0,35
3 Puerto Montt/Laja 15/15 4 -0,03 0,5
4 Puerto Montt/Chillan 15/15 3 -1,00 0,5
5 Puerto Montt/Curico 15/15 1 -1,55 0,1
6 Puerto Montt/Santiago 15/15 3 -1,00 0,5
7 Valdivia/Laja 15/15 2 -1,16 0,2
8 Valdivia/Chillan 15/15 1,5 -1,55 0,2
9 Valdivia/Curic6 15/15 1,5 -1,33 0,15
10 Valdivia/Santiago 15/15 1,5 -1,55 0,2
11 Laja/Chillan 15/15 3 -1,00 0,5
12 Laja/Curic6 15/15 0 -1,99 0,05
13 Laja/Santiago 15/15 3 -1,00 0,5
14 Chillan/Curicé 15/15 0 -2,09 0,05
15 Chillan/Santiago 15/15 4,5 0,00 0,05
16 Curic6/Santiago 15/15 0 -2,09 0,05

M: machos; H: hembras; N: nimero de individuos analizados; U: valor estadistico Mann-
Whitney; Z: valor de la tipificacion de U (aproximacion a la media); P: sig. exacta; valor
critico unilateral. Las comparaciones 2-16 son entre machos colonizadores.

3.6.3. Comparacion de tasas de transposicion entre poblaciones colonizadoras y

originales.

En las poblaciones colonizadoras se encontraron en total 11 nuevas inserciones
(10 en machos y 1 en hembras), mientras que en los originales 6 (3 en hembrasy 3
en machos). Como se puede observar en estos resultados, en las poblaciones
originales la distribucién por sexos de estos nuevos eventos de transposicion, fue
del 50 % en cada uno de ellos. Sin embargo, en las colonizadoras el 90% de las
inserciones nuevas fueron detectadas en machos. Los analisis estadisticos a través
de la prueba de Mann-Whitney no mostraron diferencias significativas (P > 0,05)
en las Tt entre poblaciones colonizadoras y originales (primera comparacion tabla
47). De igual menara, cuando se analizaron los datos separados por sexos:
hembras (H) colonizadoras vs (H) originales y, machos (M) colonizadoras vs (M)

originales, no se encontraron diferencias significativas, como se puede observar en
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la tabla 47. Sin embargo, la comparaciéon entre machos, mostré un valor de P

proximo al limite de significacién, indicando una tendencia a un aumento de la Tt

de los machos de las poblaciones colonizadoras con respecto a las originales.

Tabla 47. Prueba de Mann-Whitney para las comparaciones de las tasas de
transposicion entre las poblaciones colonizadoras y las originales.

Mann-
Whitney
N2 Comparaciéon poblacional N U Z P
1 colonizadoras vs originales 180/60 52,00 -0,145 0,923
2 Hcolonizadoras vs H originales 90/30 88,5 -1,397 0,163
3 M colonizadoras vs M originales 90/30 76,5 -1,713 0,056

H: hembras; M: machos; N: nimero de individuos analizados; U: valor estadistico Mann-
Whitney; Z: valor de la tipificacion de U (aproximacion a la media); P: sig. exacta; valor
critico unilateral.
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4. DISCUSION

4.1. Estudio de la estructura molecular de los elementos transponibles bilbo

y gypsy en poblaciones originales y colonizadoras de Drosophila subobscura.

Teniendo en cuenta los resultados de un estudio previo (Garcia Guerreiro et al.
2008) que mostraban altas frecuencias de insercion de los ETs gypsy y bilbo en
poblaciones colonizadoras de D. subobscura, se plante6 comprobar si dichas
frecuencias eran debidas a deriva fundadora 6 a eventos de transposicion hacia
determinados lugares cromosomicos. El hecho de trabajar con cromosomas
politénicos ofrece muchas ventajas (Drosopoulou et al,, 2011; Lee y Langley, 2010;
Zhimulev et al., 2004; Zhimulev, 1999), asi como la técnica de hibridacion in situ
(Nouri Aria, 2008), en especial su utilidad en el estudio de la distribucién de
secuencias repetitivas distribuidas tanto en la heterocromatina como en la
eucromatina, tal y como lo demuestran numerosos trabajos realizados en
Drosophila (Garcia Guerreiro et al., 2008; Kogan et al., 2003; Sun et al.,, 2003;
Labrador y Fontdevila, 1994; Blesa y Martinez, 1997; Alberola y de Frutos, 1996;
Yamamoto et al., 1990; Miklos et al., 1988; Pierce y Lucchesi, 1981). A través de
esta técnica, en cromosomas politénicos de D. subobscura, se lograron aislar tres
clones que contenian los ETs tema de este estudio (2 clones de gypsy y 1 clon de
bilbo), seleccionados bajo las estrictas normas que se detallan a continuacién:

Los clones que se escogieron como aptos para el analisis poblacional, fueron
aquellos que presentaron una unica posicion, distinta de las posiciones estandar
presentes en el genoma de la cepa ch-cu de D. subobscura. Ademas se us6 una
sonda especifica de cada ET (gypsy 6 bilbo) que contenia una secuencia flanqueante
de gendmico, lo que garantizo su aislamiento a partir de la genoteca. El tamafio de
la secuencia es importante en las sondas marcadas con métodos no radiactivos
(digoxigenina) porque la sensibilidad de estos procedimientos es algo menor que
la obtenida por métodos de marcaje radiactivos, siendo dificil de obtener buenas

sefiales por debajo de las 500 pb (Labrador, 1994; Eggleston et al., 1988).
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En el presente estudio las copias de interés incluian elementos gypsy y bilbo
presentes en la eucromatina ya que son lugares ricos en genes y rara vez se
encuentran ETs anidados en otros (Lee y Langley, 2010; Bergman et al.,, 2006;
Biémont y Vieira, 2005). Esto aumenta la probabilidad de detectar copias
completas de estos ETs a través de hibridacion in situ. No obstante, cabe destacar
que en Drosophila la incidencia de algunos ETs en la eucromatina es baja (Lee y
Langley, 2010) y el elemento gypsy es uno de ellos dado que posee muy pocas
copias en la eucromatina (brazos de los cromosomas) quedando la mayor parte de

ellas confinadas a las regiones heterocromaticas (Biémont et al., 1994).

Los dos elementos considerados en este estudio presentan una gran cantidad de
copias heterocromaticas, hecho que se evidencié por la sefiales de hibridacién
observadas en las zonas centroméricas y pericentroméricas de los diferentes
cromosomas de la cepa ch-cu de D. subobscura. Los ETs son los principales
componentes de las regiones centroméricas en Drosophila, asi como de la mayoria
de eucariotas superiores (Biémont y Viera, 2005; Sun et al., 2003; Kogan et al,,
2003; Copenhaver et al.,, 1999; Labrador, 1994). Estas copias, generalmente, se
encuentran desordenadas e incompletas, altamente degeneradas y anidadas en
otros ETs (Lee y Langley, 2010; Biémont y Vieira, 2005). De esta manera, las
caracteristicas de las secuencias de ETs presentes en la heterocromatina,
disminuiria la probabilidad de aislar una copia completa de gypsy o de bilbo y
dificultaria la identificacion por hibridacion in situ de, inicamente, las copias de
estos dos ETs. Sin embargo, cabe sefialar que en casos particulares se consiguio el
aislamiento de secuencias completas de ETs de la heterocromatina (Kogan et al,,
2003; Sun et al., 2003, Biémont y Vieira, 2005).

Algunos ETs parece que presentan preferencias de insercion en la
heterocromatina, mientras que otros presentan, ademads, copias en la eucromatina
(Kogan et al,, 2003; Sun et al., 2003), de modo que los clones obtenidos en las
zonas eucromaticas pueden hibridar en la heterocromatina (Labrador, 1994), tal y

como se observo en la mayoria de clones hibridados en este estudio.
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4.1.1. Analisis poblacional

En el presente estudio se aislaron tres copias eucromaticas: una copia de bilbo
(bilbo 12) y dos de gypsy (gypsyly gypsy10). Posteriormente se traté de amplificar
por PCR cada copia en un conjunto de poblaciones naturales para determinar si
todas ellas correspondian a la misma copia inserta en el mismo lugar a nivel
nucleotidico (idénticas regiones flanqueantes) o, por el contrario, correspondian a
eventos de transposicion diferentes. De éstas, la Uinica copia que se encontr6 en
mas de la mitad de las poblaciones analizadas fue gypsy10, mientras que el resto
(gvpsyl y bilbo12) no se lograron amplificar por PCR en ninguna de las
poblaciones. Para intentar entender estos resultados se pueden considerar,
principalmente, tres hipoétesis: 1) Que estas copias se hayan perdido, 2) Que su
frecuencia en la poblacion sea muy baja de tal manera que los individuos
analizados no presentasen estas copias. En ambos casos la deriva genética
fundadora seria la probable responsable de la desaparicion de estas copias en las
poblaciones colonizadoras. 3) Que estas copias si bien se encuentran en la misma
region gendmica, se hallan insertas en una region diferente a nivel nucleotidico lo
que haria que no fuesen detectadas mediante PCR.

Una vez que se ha expuesto de manera general las hipétesis, se discutiran a
continuacion los resultados clon a clon empezando por aquellos que no se lograron

amplificar en ninguna de las poblaciones analizadas.

4.1.2. Clon bilbo 12

Las dos secuencias de bilbo que se encontraron en el clon denominado bilbo 12 (ay
b) ver figura 13 y 14, posiblemente correspondan a copias muy antiguas de este
elemento, que a través del tiempo han sufrido una gran cantidad de deleciones y
sustituciones, mutaciones responsables de que en la actualidad esta secuencia se

encuentre incompleta y degenerada, perdiendo la capacidad de transponerse.

En la posicién cromosémica (E61C), en la que se localizé este clon (figura 12), no
se reportd ninguna copia de bilbo en las diferentes poblaciones analizadas por

Garcia Guerreiro et al., 2008. Teniendo en cuenta lo anterior, y los resultados del
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presente estudio, se puede considerar que esta copia de bilbo se han perdido por
deriva como consecuencia del pequeno numero de individuos que pudieron

contenerla en su genoma.

Sin embargo, también se puede considerar la posibilidad de que bilbo 12a y bilbo
12b sigan presentes en las poblaciones analizadas encontrandose alojados en
zonas del genoma ricas en secuencias repetitivas lo que dificultaria su
amplificaciéon por PCR. De hecho, el andlisis de la secuencia flanqueante de este
clon mostré homologia con secuencias del elemento P reportadas en diferentes

especies, asi como de secuencias microsatélites (tabla 20 y 21).

Por otra parte, a través de la técnica no se pueden distinguir inserciones dentro de
la misma banda con lo cual si estas inserciones se encuentran en diferentes lugares

a nivel nucleotidico en las diferentes poblaciones no se podrian detectar por PCR.

4.1.3. Clon gypsy1

Como se mencion6 en el apartado de resultados, la copia de gypsy denominada
gypsy 1, se encontro en la region cromosoémica E70B (figura 8), que en un estudio
anterior (Garcia Guerreiro et al., 2008) se habia encontrado a una frecuencia muy
baja (3,8 %)en la poblacion de Bordils (Girona, Espafia). Sin embargo, pese a que
en el presente estudio esta poblacién también se incluyé en los andlisis, no se
encontro esta copia de gypsy en ninguna de las poblaciones analizadas por PCR.

Dado que su frecuencia en la poblacién original era baja, no es sorprendente la
ausencia de deteccion en las poblaciones colonizadoras. Se podria pensar que esta
copia podria haber surgido de una transposicion reciente en la poblacién, de ahi
su baja frecuencia. Sin embargo, dado que gypsyl corresponde a una copia
incompleta de gypsy (figura 8), hace pensar que se trata de una copia antigua del
elemento, que ha sufrido cambios a través del tiempo, y que se mantiene en tan
solo algunos individuos, lo que explicaria que ninguno de los individuos analizados

presentara dicha copia.

No obstante, no se puede descartar la posibilidad que gypsyI se haya perdido del
genoma de las poblaciones analizadas. Si esta hipdtesis fuese cierta, la sefial de

hibridacién que se observé en las hibridaciones in situ realizadas en este estudio
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en las poblaciones de Dijon, Sintra, Madeira, Bellaterra y El Perell6, en la misma
regién cromosémica (E70B) podria ser el resultado de otra insercién de gypsy que
se encuentra en otra posiciéon, muy cerca a nivel nucleotidico en el genoma. Esta
hipétesis explicaria porque la busqueda de gypsy1 en las poblaciones analizadas no
diese ningun resultado pese al disefio de varios juegos de cebadores. Sin embargo,
para aceptar esta hipotesis tenemos que suponer que los eventos de transposicion
hacia lugares cromosémicos colindantes fueron antiguos, ya que la copia se

presenta incompleta.

4.1.4. Clon gypsy10

La insercion de una copia de gypsy en el cromosoma | en la regién 29B (J29B)
denominada gypsy10 (figura 10), no fue reportada en el trabajo realizado por
Garcia Guerreiro et al, 2008. La ausencia de su reporte en dicho trabajo
poblacional, llevé a presuponer que gypsy10 se encontraba en muy baja frecuencia
en las poblaciones analizadas. No obstante, en el presente trabajo su incidencia a
nivel poblacional es bastante alta. Si se considera que gypsy a pesar de ser un
elemento que presenta pocas copias eucromaticas en la cepa ch-cu de D.
subobscura, se encontr6 en 14 de las 23 poblaciones en estudio podria

considerarse una copia de alta ocupacién.

Los analisis de gypsyl0 a nivel de secuencia, y ubicaciéon nucleotidica, no
mostraron diferencias entre las diferentes poblaciones, ni de éstas con el elemento
candnico (Alberola y de Frutos, 1996), lo que sugiere que esta copia puede ser
fruto de una transposicién reciente en la poblacidbn que se propagd por
transmision vertical. Hay que tener en cuenta también que la colonizaciéon de
América es un proceso reciente (Prevosti et al., 1988; Pascual et al.,, 2007) y, por
tanto, la seleccién negativa probablemente no haya tenido tiempo de actuar. Con
los resultados del presente estudio lo mas probable es que la deriva genética
precedida de un efecto fundador sea la responsable de la alta frecuencia de de
gypsy10 en el genoma de D. subobscura de las poblaciones colonizadoras.

La secuencia de gypsy10 no se encuentra tan degenerada como las secuencias de
gypsy 1y bilbo 12 (ay b), su ORF3 esta completo y la inexistencia de codones stop

podria indicar la posibilidad de que esta copia codifique para la proteina de la
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envoltura viral (Env), necesaria para la actividad extracelular. La inexistencia de
codones stop en este gen (env) abre la posibilidad de que esta copia de gypsy
presente capacidad infecciosa en D. subobscura, tal y como lo presentan las copias
de este elemento en D. melanogaster (Pélisson et al, 1994; Song et al,, 1994).
Nuestro resultado difiere de lo encontrado por Alberola y de Frutos, 1996, quienes
encontraron truncada la secuencia del gen env en la copia de gypsy aislada por
ellos. Por tanto, gypsy10 es la primera copia de gypsy reportada con posibilidad de

comportarse como un retrovirus en D. subobscura.

La secuencia de gypsyl0 podria sugerir un origen mas reciente que bilbol2 y
gypsyl. Esta copia pudo aparecer en las poblaciones originales en un tiempo
cercano al proceso de colonizacién a América. Su distribucién poblacional también
daria referencia de este hecho, ya que se encuentra en originales y colonizadoras;
representando la amplitud de distribucién de D. subobscura (Budnik et al., 1991;
Prevosti et al., 1988; Brncic et al., 1981); de las 14 poblaciones donde se encontro6:
4 son originales (Tenerife, El Perell6, Dijon y Montpellier) y 10 colonizadoras; 4
poblaciones suramericanas (Santiago, Coyhaique, Laja, Valdivia) y 6

norteamericanas (Bellingham, Davis, Medford, Port Hardy, Salem y Eureka).

Esta hipotesis también se puede apoyar con las comparaciones de la secuencia
LTR de las poblaciones analizadas, las cuales son casi idénticas entre ellas, los
pocos cambios que se observaron estan agrupados en su gran mayoria en la
poblacion de Tenerife (tabla 19), lo que supone que la copia de gypsy presente en
esta poblacién es mas antigua. Aun asi, es importante considerar que en las
poblaciones no fue posible aislar una copia completa de gypsy10 (figura 11), este
hecho dificulta la posibilidad de determinar la edad del elemento ya que no se
cuenta con las dos secuencias LTRs, indispensables para realizar estos calculos
(Bowen y McDonald, 2001). AUn asi podemos inferir que tan antigua es al
comparar el nimero de cambios en la secuencia entre poblaciones y de éstas con el
elemento canodnico, es decir a través del nivel de integridad de la secuencia LTR

presente.
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A nivel molecular se podria considerar que gypsy10 se encuentra cerca de regiones
conservadas del genoma. La region flanqueante de este clon presenta una
homologia de méas del 90% con parte de la secuencia (677 pb) de genes
ribosomales reportados en diferentes especies de Drosophila, asi como de otros

dipteros, como se report6 en el capitulo de resultados (tabla 18).

Los mecanismos de regulacién génica, asi como los mecanismos enddgenos de
regulacion de los ETs suelen ser muy estables y conservados en las diferentes
especies (Siomi et al,, 2011; Kim et al., 2009), por tanto, el evento de insercion de
esta copia de gypsy debid ocurrir gracias a la relajacion de estos mecanismos de
regulacion, en respuesta al estrés producido, por ejemplo, por factores
ambientales, como se ha tratado de estudiar en Drosophila, en plantas, y en otros
eucariotas, en los que parece estar mejor documentado (Garcia Guerreiro, 2012;
Strand y McDonald, 1985). Su permanencia en el genoma pudo estar favorecida
por las bajas tasas de recombinacién que posiblemente presenta la region del
genoma donde se encuentra esta copia de gypsy. Se sabe, que existe mayor
probabilidad de que los ETs se fijen en regiones con bajas tasas de recombinacion
que en regiones con tasas normales de recombinacion (Fontanillas et al,, 2007;

Biémont y Vieira, 2005; Blumenstiel et al.,, 2002).

Algunas de las copias de ETs caracterizadas en este estudio, como ya se ha
mencionado en cada uno de los apartados anotados con anterioridad, son copias
antiguas de estos elementos. Sus secuencias se encuentran incompletas y
degeneradas. Gran parte de ellas se hallan concentradas en la heterocromatina,
aunque también en los brazos de los cromosomas como se pudo observar en el
presente estudio. Los cambios que han sufrido las secuencias como consecuencia
de deleciones y sustituciones, dan razén del tiempo que han permanecido en el
genoma. En D. melanogaster se considera que los elementos LTR de longitud
completa (que poseen dos LTRs completas) son muy jovenes, de transposicion
reciente, ya que no ha transcurrido el tiempo suficiente para acumular mutaciones
(Bowen y McDonald, 2001). Por tanto, si gypsy 6 bilbo se encontraran activos en el

genoma de D. subobscura se aumentaria la probabilidad de encontrar una copia
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completa lo que parece probable dado que estos dos elementos son activos a nivel

transcripcional como detallaremos mas adelante.

Por otra parte, en D. melanogaster, como en otras especies de Drosophila, la tasa de
deleciones de ADN de 400 pb es muy alta dentro del genoma, lo que conlleva a una
elevada perdida de ADN (Bowen y McDonald, 2001; Petrov y Hartl, 1997). Por
ejemplo, en D. virilis se estima que el nivel de pérdida de ADN es 75 veces mas
rapido que el de seudogenes en mamiferos. Esta alta tasa de pérdida de ADN
deberia conducir a una rapida perdida de elementos que no son necesarios en el
ADN (Bowen y McDonald, 2001; Petrov y Hartl, 1997;). El trabajo realizado, por
Rebollo et al. ( 2008) con el elemento Helena es un buen ejemplo de este caso. Con
el demostraron que el proceso de eliminaciéon de Helena en el genoma hospedador
es muy rapido y que esta mediado por grandes deleciones, generadas por un
mecanismo interno de eliminaciéon muy activo en D. simulans. Los resultados del
presente estudio podrian explicarse a la luz de esta hipotesis, ya que los elementos
que se han caracterizado contienen deleciones de sus secuencias cuando se
comparan con la longitud de los elementos canonicos publicados (Alberola y de

Frutos, 1996; Blesa y Martinez, 1997).

Los resultados de las investigaciones previas en D. subobscura, con poblaciones
originales vs colonizadoras, ha mostrado que existen diferencias en las frecuencias
de insercién de los ETs bilbo y gypsy: muy bajas en las poblaciones originales y
bimodal (altas y bajas) en las colonizadoras. La deriva fundadora, es el fendmeno
propuesto hasta el momento para explicar esta distribucién bimodal de las
frecuencias. No obstante, otros estudios realizados de estos ETs en D. subobscura,
junto con los realizados en D. buzzatti no descartan, ademas, la existencia de
puntos calientes de insercidon, producto de eventos de transposicién durante la
colonizacidn, sugiriendo que no solo la deriva genética seria la responsable de
estas altas frecuencias de insercidon (Garcia Guerreiro y Fontdevila, 2011; Garcia
Guerreiro et al., 2008; 2007; Garcia Guerreiro y Fontdevila, 2001;). La observacién
realizada en el presente estudio del clon gypsy1 por hibridacién in situ junto a la
ausencia de su amplificacion por PCR, podria apoyar esta hipdtesis. No obstante,
los andlisis moleculares y poblacionales del clon gypsyl10, también aportan

evidencia de que es la deriva fundadora la fuerza evolutiva responsable de la
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dinamica y distribucién de estos ETs, ya que los andlisis de gypsy10 a nivel de
secuencia y ubicacién nucleotidica no mostraron diferencias entre las diferentes
poblaciones, ni de estas con el elemento candnico publicado por Alberola y de

Frutos en 1996.

Pese a que todos las trabajos que se han realizado hasta el momento apuntan de
manera mas contundente que es la deriva fundadora la principal responsable de la
dinamica y distribucion de los ETs, no se puede negar, de manera categdrica, que la
colonizacion pueda generar explosiones de transposicién, y que los puntos
calientes de transposicion (zonas especificas del genoma con alta tasa de

ocupacién de ETs) puedan existir realmente (Garcia Guerreiro y Fontdevila, 2007).

4.2. Estudio de las tasas de expresion de los elementos transponibles gypsy

y bilbo en poblaciones colonizadoras vs originales.

Los niveles de expresion de gypsy y bilbo se analizaron, en primera instancia, en
individuos completos. Una vez se comprobd la expresion de estos ETs en las
diferentes poblaciones, se realizé la medicion de las Tt de gypsy, ya que sus altas
tasas de expresion sugerian una mayor probabilidad de encontrar altas tasas de
transposicion el genoma de las poblaciones analizadas. Este estudio se complet6

con los analisis del patrén de expresion de gypsy y bilbo en la linea germinal.

En la literatura actual no existe ningin reporte ni sobre las tasas de expresion, ni
de transposicion de gypsy y bilbo en D. subobscura. Por lo tanto, este trabajo

constituye el primer estudio en esta especie.

Los resultados de los andlisis de ARN de individuos completos muestran
claramente, en unos casos de manera mas contundente que en otros, que tanto
gypsy como bilbo presentan mayores tasas de expresién en las poblaciones
colonizadoras que en las originales (figuras 23 y 34), con excepciéon de las
comparaciones con las poblaciones de Bellaterra y Aarhus. En estas dos
poblaciones originales los dos ETs presentaron mayores tasas de expresion en

todos los niveles de comparacion, detallados en el apartado de resultados. No
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obstante, a nivel de la linea germinal el panorama de expresion de gypsy y bilbo es
diferente, porque no se observaron patrones tan delimitados entre colonizadoras y
originales. Las tasas de expresién de gypsy no presentaron diferencias marcadas
entre originales vs colonizadoras (figura 45), siendo Madeira la unica de las
poblaciones originales que presentd de manera generalizada mayores
incrementos, mientras que Aarhus solo presenté tasas de expresion mas altas en
tres de las seis poblaciones colonizadoras en estudio. Por otra parte, en bilbo
tampoco se observan grandes diferencias entre las originales vs colonizadoras
(figura 56), pero en este caso las tasas de Bellaterra y Aarhus son mas altos que las
colonizadoras, resultado que es coincidente con el observado en el analisis de las

tasas de expresion de individuos completos.

Los andlisis mostraron que las tasas de expresion de gypsy y bilbo son diferentes a
nivel de sexos y en el caso de gypsy, también, existen diferencias en el patron de
expresion a nivel del tejido analizado. Gypsy presentd, en los analisis de individuos
completos, mayores tasas de expresion en las hembras con respecto a los machos
(figuras 18 y 22), sin embargo, cuando se analiz6 la linea germinal se observaron
mayores tasas de expresion en los machos que en las hembras (figuras 36 y 41), en
ambos casos tanto en las poblaciones originales como colonizadoras. Mientras que
bilbo presentdé mayores tasas de expresion en los machos tanto en el analisis de

individuos completos (figuras 29 y 33) como en la linea germinal (figura 51 y 55).

La expresion de gypsy y bilbo en el andlisis de individuos completos, puede estar
principalmente determinada por la expresion de estos ETs en la linea somatica, si
se tiene en cuenta que dichas células estarian mayoritariamente representadas en
los tejidos procesados. La comparacion de estos resultados con los de la linea
germinal aclararon un poco mas el panorama con respecto a los patrones de
expresion de esto elementos en D. subobscura: gypsy presentd en la linea somatica
(en los analisis de individuos completos) tasas mas altas de expresion que las
observadas en bilbo. Mientras que en la germinal no se observaron diferencias tan
marcadas en las tasas de expresion entre las diferentes poblaciones de ninguno de
los dos ETs en estudio. Con excepcion de la linea germinal de los machos, donde

bilbo presento tasas considerablemente mas altas que gypsy.
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4.2.1. Tasas de expresion de ETs en los testiculos de Drosophila.

Uno de los resultados mas interesantes del presente estudio lo constituyen las
altas tasas de expresion observadas de gypsy y bilbo en los machos, a nivel de la
linea germinal, con las particularidades, ya anotadas, para cada elemento. Los

resultados de gypsy también se apoyan en los andlisis de las tasas de transposicion.

En la literatura cientifica se encuentran estudios relacionados con el cromosoma Y
que se caracteriza por su baja concentraciéon de genes y estar constituido
mayoritariamente por heterocromatina (Bonaccorsi et al, 1990). Aqui se
encuentran grandes cantidades de secuencias repetitivas en tdndem de ADN
satélite, que son el principal componente de los genes de fertilidad del cromosoma
Y, necesarios para la diferenciacion de los espermatozoides normales (Bonaccorsi
et al, 1990). Algunas de estas secuencias estan altamente transcritas en los
testiculos durante la espermatogénesis, en los espermatocitos primarios en D.
melanogaster (Bonaccorsi et al., 1990). Segun estos autores, la transcripciéon de
algunas de estas secuencias satélite se da so6lo en estructuras filamentosas, que se
forman en los espermatocitos jovenes, llamados bucles, que desaparece junto con
los transcritos en la primera profase meiotica. En D. hydei se ha postulado un papel
biolégico similar para los bucles del cromosoma Y, demostrandose que existe una
transcripciéon activa en ellos, aunque las secuencias de ADN altamente repetitivo
no parecen transcribirse en los bucles de esta especie. Pese a que estos resultados
corresponden al estudio de la expresion de ADN altamente repetitivo, es de
esperar que la alta proporcién de heterocromatina, que constituye al cromosoma
Y, pueda favorecer de igual manera que los ETs se inserten a lo largo de su
secuencia. Esto podria suceder especialmente en aquellas regiones cercanas a
sitios de alta actividad transcripcional como se demostr6 en la linea germinal de
los machos de D. melanogaster, en los trabajos realizados por diferentes autores
(Fontanillas et al., 2007; Timakov et al, 2002; Bownes, 1990). Estos sitios de alta
actividad transcripcional también favorecerian la expresion de los ETs insertos
cerca de estas regiones en el cromosoma Y. Si esto fuese asi, podria contribuir al
incremento de las tasas de expresion observadas para gypsy en la linea germinal de

los machos y de bilbo en los machos (individuos completos y en la linea germinal).
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Sin embargo, la contribucién del cromosoma Y, probablemente no alcanzaria a
explicar en su totalidad los altos niveles de expresion observados en el presente

estudio.

Bownes (1990) logr6 que el elemento P se movilizara, siendo el primero en
reportar que la actividad transcripcional podria tener un efecto positivo en la
insercion de ETs. Los resultados de su trabajo mostraron un sesgo en los eventos
de insercion del elemento P en la linea germinal, pero con una mayor preferencia

de insercion en las gobnadas masculinas.

Otro estudio relacionado con la movilizacion artificial del elemento P en
Drosophila, en el que se observdé un sesgo de insercion relacionado con la
expresion, fue el realizado por Timakov et al. (2002). En este estudio observaron
expresion de tres genes diana (Hsp27, Hsp23, Hsp26) en las células germinales de
los machos, en los que una transposicion local tuvo lugar en las regiones
promotoras transcripcionalmente activas de la linea celular germinal de los

machos de D. melanogaster.

Fontanillas et al. ( 2007) a través del estudio de transposicion del elemento P en D.
melanogaster, propusieron y corroboraron que las nuevas copias de ETs surgen en
lugares en donde pueden acceder facilmente para insertarse en el genoma.
Observaron que, en D. melanogaster, las tasas de insercion de ETs serian mayores
alrededor de los genes expresados en las células que dan lugar a los
espermatozoides y a los 6vulos, es decir en la linea germinal. No obstante,
encontraron que la mayoria de inserciones ocurrian en promotores de genes que

se transcribian activamente en las células germinales masculinas.

El sesgo de inserciéon hacia genes expresados se puede explicar de manera
mecanica: la transcripcién se asocia con una descondensacion de la cromatina, lo
que facilita que la maquinaria transcripcional pueda acceder al ADN, pero también
lo expone a las enzimas implicadas en la transposicién (Fontanillas et al., 2007;
Timakov et al,, 2002). De esta manera, evaluar el efecto de la expresion génica en la
tasa de insercion se puede hacer relativamente facil, ya que esto conducira a una
acumulacién de elementos insertados en, y alrededor, de los genes expresados en

la linea germinal, en comparacion con los genes expresados en el soma. Esta
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acumulaciéon diferencial de ETs se podria ver ya que solo los eventos de
transposicion que tienen lugar en las células de la linea germinal se transmiten a
las generaciones futuras, mientras que todas las inserciones somaticas se pierden

(Fontanillas et al., 2007).

Estos estudios demostraron que la transposicion local depende del patrén de
expresion del gen diana. Por tanto, a la luz de estas investigaciones, seria
importante determinar si promotores activos en la linea germinal de los machos de
D. subobscura dirigen, preferentemente, inserciones locales de gypsy y bilbo, como
es el caso del elemento P en D. melanogaster. Esto ayudaria a entender el sesgo de
expresion observado de gypsy y bilbo en la linea germinal de los machos. Quizas
genes que se expresan Unicamente en la linea germinal de los machos puedan
desregularse, por causas que aiin no conocemos; ya sean genes involucrados en la
espermatogénesis, y/o aquellos involucrados en los mecanismos de regulacion

enddgena, exclusivos de machos.

Por tanto, se debe evaluar la posibilidad de que las tasas de expresion de gypsy y
bilbo, estén influenciadas por mecanismos de regulacién mediados por pequefios
RNAs, como los piRNAs, que se encuentran en los genomas para defenderlos de
transposones (Senti y Brennecke, 2010; Kim et al, 2009). Su expresion parece
estar limitada a la linea germinal, en la cual se encuentran altamente conservados
en diferentes especies animales (Siomi et al., 2011; Senti y Brennecke, 2010; Kim et
al., 2009; Watanabe et al., 2008; Yin y Lin, 2007). Estos RNAs se unen a proteinas
como: las piwi y Aub (Aubergine), entre otras, formando complejos de regulacion.
Estas proteinas estan involucradas en funciones vitales para el organismo, y
también en los mecanismos de regulacion de ETs. Piwi es un factor esencial de
autorenovacion en las células madre de la linea germinal, tanto de machos como de
hembras, y esta involucrado en la regulacion de la actividad de los transposones,
especialmente en ovarios (Brennecke et al., 2008; Nishida et al., 2007; Brennecke
etal., 2007; Zamore, 2007; Vagin et al., 2006). Mientras que el gen Aubergine (Aub)
es necesario para la formacién de células germinales y para el mantenimiento de la

fertilidad de los machos de Drosophila (Nishida et al., 2007; Vagin et al., 2006).

El trabajo realizado por Kalmykova et al. (2005); en el que usaron mutantes de

piwi para el estudio de la expresion de retrotransposones LTR en testiculos, reveld
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que el gen piwi es necesario para el silenciamiento de los retrotransposones en la
linea germinal de los machos, ya que las mutaciones en este gen generaron la
desrepresion del elemento copia y 1a movilizaciéon del elemento mdg1 en esta linea
germinal de los machos. Consideraron que dicho efecto posiblemente se debia a
que la mutacién desestabilizaba el mecanismo de silenciamiento a través de
piRNAs. Su trabajo constituy6 el primer reporte de que la mutacién de un solo gen
podia desencadenar eventos de transposicion en la linea germinal de machos en
Drosophila. Estos resultados mostraron que piwi presenta un papel en el
silenciamiento de mdgl en las células proliferativas de la linea germinal y del

elemento copia en las Gltimas etapas de la espermatogénesis.

Nishida et al. (2007), estudiaron las caracteristicas de los piRNAs asociados con las
proteinas piwi y Aub en los ovarios y testiculos. Sus estudios mostraron que pese a
que existen diferencias en la localizacion celular de piwi y Aub en los ovarios, se
unen a un conjunto de piRNAs muy parecidos a nivel estructural. Por el contrario,
en los testiculos los piRNAs asociados a Aub presentan caracteristicas que les hace
unicos, diferentes de los piRNAs encontrados en los ovarios, ya que parecen ser
mas cortos que los asociados con piwi (Saito et al., 2007; Nishida et al., 2007). Los
autores propusieron que tanto en ovarios como en testiculos, las funciones de Aub
en el silenciamiento del ARN citoplasmatico se debe a su asociacién con 24 a 30
nucleétidos de los piRNAs. Por otra parte, encontraron que los siRNAs y los
miRNAs no presentaban asociacién con Aub, posiblemente, porque existen vias
distintas que regulen la asociacion de piRNAs con Aub en los testiculos. El estudio
de estos autores proporcioné los primeros conocimientos sobre los mecanismos
bioquimicos de silenciamiento génico mediado por Aub en unién con piRNAs en
los testiculos de Drosophila.

Los piRNAs también presentan una alta complementariedad con el mRNA del gen
vasa (vas), que se expresa en toda la linea germinal excepto en el esperma maduro
(Nishida et al., 2007). Vasa esta involucrado en la diferenciacion del ovocito y en la
formacién de tumores en las células nodrizas y en ovocitos no diferenciados, asi
como en el silenciamiento de retrotransposones (Liu et al., 2009).

Los estudios citados dejan en claro que existen diferencias en el mecanismo de
regulacion de los piRNAs a nivel de sexos. Esto implicaria que los factores que

pueden desestabilizar el mecanismo de regulacion de los ETs en la linea germinal
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de los machos no necesariamente tendrian que afectar este mecanismo en las
hembras, y viceversa. Es posible que las altas tasas de expresion observadas, en el
presente estudio, estén determinadas por cambios en la producciéon de las
proteinas y/o en la estructura de la proteina a las que se unen los piRNA en la linea
germinal, en especial de Aub que parece expresarse mayoritariamente en la linea

germinal de los machos.

4.2.2. Tasas de expresion de ETs en los ovarios de Drosophila

Los resultados del presente trabajo, también podria mostrar que existen diferentes
vias de regulacion de los ETs en la linea somatica vs la germinal al igual que lo
observado en otros estudios realizados en ovarios de Drosophila (Senti y
Brennecke, 2010). En nuestro estudio se espera que los resultados de los analisis
de individuos completos representen la expresion de este elemento en la linea
somatica. Si unimos este estudio junto con el realizado en la linea germinal
podriamos determinar, de manera indirecta, que gypsy y bilbo estarian regulados
por vias distintas. Asi por ejemplo dado que gypsy y bilbo, a nivel germinal, se
expresan mucho mas en machos podemos suponer que son las hembras las que
presentarian un fuerte control a nivel germinal. Sin embargo, a nivel de los analisis
de individuos completos la expresion de gypsy estaria fuertemente controlada a
nivel de los machos, mientras que bilbo lo estaria a nivel de las hembras. Esto
estaria apoyado por el hecho que gypsy se expresa mas en células somaticas

(analisis de individuos completos) de hembras y bilbo se expresa mas en machos.

En Drosophila se sabe que existen dos vias de silenciamiento mediadas por piRNAs,
relacionadas pero distintas: una en las células somaticas y otra en la linea
germinal, como lo demuestra el trabajo realizado por Malone et al. (2009) en
células germinales y en las células somaticas del foliculo del ovario. Su trabajo
reveld6 que los piRNAs en cada via presentaban caracteristicas unicas y
dependencias génicas distintas que cabia considerar. Por una parte, en la linea
germinal la via de los piRNA esta fuertemente delimitada por siete genes, entre los
que se encuentran: piwi, auberinge y vasa. La pérdida de su funcion afecta los
niveles de piRNAs, ya que algunos de ellos estan involucrados directamente en el
ciclo de amplificacién “ping pong”, que es parte fundamental de esta via (Malone et

al, 2009). Las proteinas relacionadas con este mecanismo de silenciamiento,
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presentan diferencias significativas de expresion dependiendo de la linea celular,
ya que en las células germinales se expresan preferentemente tres miembros de la
familia PIWI (Piwi, Aubergine (Aub) y AGO3), y en las células somaticas de apoyo

se expresa exclusivamente Piwi (Senti y Brennecke, 2010).

En las hembras existe una estructura tipica de la linea germinal llamada “nuage”
(que significa nube en francés), también conocida como cuerpo cromatoide en el
ratén o granulo perinuclear P en Caenorhabditis elegans (Siomi et al.,, 2011; Lim y
Kai, 2007). “Nuage” puede detectarse en las células nodrizas pero estd ausente en
el ovocito transcripcionalmente inactivo, por lo que su presencia podria
correlacionarse con la transcripcién activa. Muchos componentes nuage,
incluyendo PIWIs asociados con piRNAs, son proporcionados por las células
nodrizas al ovocito. Nuage contiene muchas otras proteinas que son genéticamente
requeridas para el silenciamiento mediante piRNA y las deficiencias de estas
proteinas eliminarian o distorsionaria el perfil de los piRNAs. Ademas, pueden
promover otros componentes de “nuage” para deslocalizar o incluso causar que se

desintegre la estructura (Siomi et al,, 2011).

Ademas, los grupos piRNA que operan en la linea germinal, generalmente
producen pequefios RNAs de ambas cadenas gendémicas y contienen fragmentos de
elementos en orientaciones aleatorias, el sistema global estad fuertemente sesgado
hacia las copias anti sentido (Brennecke et al., 2007). Esta tendencia es ain mas
evidente en los pequenos RNAs formados independientemente del ciclo de “ping-
pong”, lo que indica que la biogénesis primaria de grupos piRNA de alguna manera
percibe la informacién del tipo de hebra pero el mecanismo por el cual esto ocurre

no se conoce (Senti y Brennecke, 2010; Malone et al., 2009).

Por otra parte, el mecanismo de silenciamiento de la expresion de transposones en
las células somaticas del ovario mediada por piRNAs aun se desconoce. El tnico
factor con una funcién conocida es el locus flamenco que sirve como una fuente
importante de piRNAs (Senti y Brennecke, 2010). En esta linea el cldster flamenco
genera piRNA, en ausencia del ciclo ping pong, a partir de una sola hebra y de un

ARN precursor que contiene elementos en una orientaciéon uniforme (Brennecke et
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al, 2007). El sesgo antisentido del sistema somadtico parece estar determinado
evolutivamente, por la seleccién, para las inserciones de transposones en una
orientacion preferencial dentro del gen flamenco (Malone et al, 2009). Sin
embargo, el mecanismo de silenciamiento de la expresion de transposones en las
células somaticas del ovario, mediada por piRNAs, ain no se conoce

completamente (Senti y Brennecke, 2010).

El locus flamenco se encuentra en el cromosoma Xy controla especificamente los
retrotransposones LTR de la familia Gypsy. Asi, se ha propuesto que la familia de
elementos Gypsy han colonizado el nicho somatico gonadal propagandose en la
poblaciéon mediante la infeccién de células germinales subyacentes con las
particulas virales producidas en las células epiteliales del foliculo (Senti y
Brennecke, 2010; Lécher et al, 1997; Song et al, 1997; Kim et al, 1994). De
acuerdo con esta nocién, muchos de los elementos que muestran un patréon de
control Piwi flamenco pueden codificar proteinas de la envoltura (Chalvet et al,,
1999). La especificidad de cada via de silenciamiento de ETs, en el ovario de
Drosophila, sugiere que la via se adapta especificamente a la estructura y los
habitos de cada elemento para proteger eficazmente la linea germinal de la

actividad del transposon (Malone et al., 2009).

Es importante tener en cuenta que los PIWIs asociados a piRNAs y las poblaciones
de piRNA se encuentran, selectivamente, en los ovarios enteros y no en los huevos,
ya que durante las etapas finales de desarrollo de los ovocitos las células de la linea
germinal liberan su contenido en el ovocito en crecimiento y las células somaticas

de apoyo sufren apoptosis (Senti y Brennecke, 2010).

Existen otros mecanismos de control epigenético tales como la metilaciéon que
tienen un papel clave en el silenciamiento de retrotransposones LTR en plantas y
vertebrados (Schumann et al., 2010; Slotkin y Martienssen, 2007), pero que
carecen de tal funcién en muchas especies de invertebrados incluyendo,
nematodos, Drosophila, y levaduras (Bowen y McDonald, 2001). En Drosophila,
pese a que se ha encontrado metilaciones en muchas de sus especies, asi como
también en una gran variedad de otros insectos (Slotkin y Martienssen, 2007;
Marhold et al., 2004; Lyko, 2001), existen muy bajos niveles de metilaciéon del ADN

en todos los estadios de su vida, excepto en el embrionario donde son altos
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(Fontdevila, 2011, pag. 93). Estos bajos niveles hacen pensar que la metilacién no

es un mecanismo muy relevante en el control de los ETs en Drosophila.

Los altos niveles de expresion observados en el presente estudio, pueden ser el
resultado de la relajacidn de dos sistemas de regulacién de los ETs: piRNA y siRNA
endogenos, dos tipos de pequefios ARNs claramente diferentes en cuanto a su
tamafo (24 -29 y 21 nucleétidos, respectivamente), a las proteinas con las que se
asocian (piwi frente a Ago2) y a las células en las que se expresan
(preferentemente en células germinales en comparacién con expresién ubicua)

(Kim et al., 2009).

Si se considera que en los analisis de individuos completos se refleja,
mayoritariamente, las tasas de expresion de gypsy y bilbo en la linea somatica, es
posible que las altas tasas de expresidon estén determinadas por la desregulacion
del mecanismo de silenciamiento siRNA, ya que este sistema presenta una
expresion mas ubicua que la presentada por los piRNA, que se expresa
preferentemente en células germinales (Kim et al., 2009). Aunque, también existen
reportes de expresiéon de piwi en las células somaticas de los testiculos en

Drosophila (Nishida et al., 2007).

Las tasas globales de expresion observadas en la linea germinal no muestran
diferencias importantes entre las poblaciones colonizadoras vs originales. No
obstante, a nivel de sexos si se observaron diferencias. En la linea germinal de los
machos se observaron tasas de expresion muy altas, con respecto a las hembras, lo
que hace suponer que las proteinas involucradas en la espermatogénesis se ven
fuertemente afectadas quizas por los cambios de temperatura u otras condiciones
ambientales. Dado que las poblaciones analizadas proceden de regiones
geograficas diferentes sometidas a condiciones ambientales distintas, esto podria
explicar los diferentes patrones de expresion observados en algunas poblaciones.
El cambio en la configuracion de las proteinas o el déficit de alguna de ellas
afectarian la formacién de los complejos de regulacion que surgen de la union de
los piRNAs con proteinas que se expresan mayoritariamente en la linea germinal
de los machos. En el caso particular de los machos, se ha observado una expresion

preferencial de Aub y AGO3 en los testiculos (Senti y Brennecke, 2010), o de las
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proteinas piwi que estarian involucradas en la regulacién de ETs, como lo

demuestra el estudio citado de KalmyKova et al. (2005).

De esta manera, si los mecanismos de regulaciéon sufren este tipo de cambios
podria desregularse el mecanismo de silenciamiento de los piRNA, por lo tanto, la
transcripcion de gypsy y bilbo en la linea germinal de los machos se realizaria sin
ningin control. No obstante, su expresién también podria verse facilitada,
posiblemente, por la expresion local de otros genes muy activos propios de la linea
germinal de los machos. Estas circunstancias también estarian afectando la
probabilidad de que una copia completa de gypsy, se reactive y, por ende, pueda

insertarse en el genoma para intentar perpetuarse en él.

La desregulacién de estos mecanismos de silenciamiento pueden deberse a
factores estresantes: bioticos y/o abidticos con los que interactian las poblaciones
en su entorno natural. Dado que los elementos transponibles pueden causar
mutaciones y rearreglos cromosdémicos, los mecanismos de regulacién
recuperarian su funcion de silenciar ETs, una vez haya desaparecido el factor

estresante, manteniendo en equilibrio el genoma hospedador.

En el presente estudio se espera que la expresion, de estos elementos, en los
individuos analizados, no esté influenciada por las condiciones de la captura y
traslado en tubos con alimento sintético, asi como tampoco, de las condiciones
artificiales a las que son sometidas en el laboratorio para su mantenimiento. Para
evitar, la posible influencia de factores estresantes durante la captura y traslado,
no se analizaron los individuos recién traidos de la naturaleza, sino, los
descendientes F1 de cada una de las poblaciones analizadas. Pese a ello, no se
puede descartar del todo que la tasas de expresion de los ETs en los individuos no
se vea afectada por las condiciones de laboratorio. Hasta el momento no existen
datos sobre las tasas de transposicion de gypsy y bilbo en D. subobscura. Para tratar
de indagar si las altas tasas de expresidon observadas estan asociadas a eventos de

transposicion, se realiz6 el estudio de la tasa de transposicién del elemento gypsy.
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4.3. Tasas de transposicion del elemento gypsy

Las altas tasas de expresion observadas en gypsy (figura 15, 16 y 17), en el analisis
de individuos completos, podrian indicar el surgimiento de nuevos eventos de
transposicién. Para comprobarlo se estudiaron las tasas de transposiciéon de este

elemento en poblaciones originales y colonizadoras de D. subobscura.

Los analisis de las tasas de transposicion de las poblaciones colonizadoras vs.
originales no mostraron diferencias significativas (P>0,05) entre estos grupos
poblacionales (tabla 47). De esta manera, a nivel poblacional no se podria
determinar que la colonizacién ejerza un posible efecto desestabilizador en la
actividad de gypsy en el genoma de D. subobscura, ya que en realidad no se
observan diferencias marcadas en el patrén de las tasas de transposicion de gypsy

entre las poblaciones originales y colonizadoras.

Aun asi, el andlisis de las tasas de transposicidon, de gypsy arrojé resultados
interesantes en cuanto a la dinamica diferencial de insercion de este elemento en D.
subobscura. Gypsy presenta un patrén muy marcado de transposicion en machos, y
no en hembras, en las poblaciones colonizadoras (tabla 43) y en menor medida en
las originales (tabla 40). Asi, en las colonizadoras se observo que, salvo la
poblacion de Santiago, todos los nuevos eventos de transposicidon se encontraban
en los machos. Estos resultados corroboran lo previamente encontrado con los
niveles de expresion que mostraban que en las génadas gypsy se expresaba mas en
los machos que en las hembras (figuras 40 y 44), en la mayoria de las poblaciones

analizadas.

En las poblaciones colonizadoras (tabla 43), Curicé es la que presenta el mayor
numero de nuevos eventos de transposicion (tasa de 10-2), todos en los machos (7
de los 11 observados entre todas las colonizadoras). Este patron en las tasas de
transposicion es congruente con el observado en la linea germinal de los machos,
en los cuales la tasa de expresion es muy alta, 9 veces mas en los machos que en las
hembras (9.02; figura 44). Sin embargo, la poblacién con la tasa de expresion mas

alta en los machos con respecto a las hembras fue Santiago (18,38; figura 44); aun
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asi, en esta poblacion sélo se observé un nuevo evento de transposicion, pero en
una hembra, con una tasa de transposicion del orden de 10-3 (tabla 43), lo cual
sugiere que no hay siempre una correlacion estrecha entre las tasa de expresion y

la tasa de transposicion.

Por otra parte, de las dos poblaciones originales analizadas, Aarhus es la que
presenta, salvo una nueva insercion presente en Bellaterra (en un macho), todos
los nuevos eventos de transposicion: 2 en hembras y 3 en machos (tabla 40).
Resultados que no difieren de lo observado a nivel de las tasas de expresién en la
linea germinal (figura 40). Esta poblacién no presenté diferencias marcadas entre
machos vs hembras, siendo en los machos ligeramente mas alta (1,39). En la
poblacién de Bellaterra no existen diferencias en la expresién a este mismo nivel

de comparacién (0,87).

Cuando se analizan los individuos completos, la poblacién de Aarhus, al igual que
Bellaterra, presentaron las mayores tasas de expresion (figura 15). Patron que se
mantuvo tanto en machos (figura 17) como en hembras (figura 13), siendo en

éstas donde se observaron los incrementos mas importantes (2.6 y 4.8; figura 15).

Dado que los analisis se realizaron a partir ADN de individuos completos, la
deduccién de que los nuevos eventos de insercion estarian presentes en la linea
germinal se hace de manera indirecta, contando las bandas presentes en
individuos F1 que no estan presentes en los padres. De esta forma observariamos
en la F1 las transposiciones que se hayan producido en la linea germinal de los
progenitores. No obstante, no se puede descartar de manera categorica, que
nuevas inserciones puedan ocurrir en la linea somatica en las primeras etapas del
desarrollo. Después de todo las transposiciones en la linea somadtica no son
eventos raros tal y como lo demuestran estudios del retrotransposon L1 en
ratones y ratas (Beck et al, 2011). En los experimentos con elementos L1
artificiales, modificados de L1 de humanos, se observé que dichos elementos
pueden transponerse durante las primeras etapas del desarrollo embrionario, lo
que sugiere que el mRNA de L1 puede transferirse de los gametos al cigoto para

retrotransponerse posteriormente durante el desarrollo, generando mosaicismo
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somatico en la descendencia resultante (Beck et al, 2011). Dichos mosaicos
también se han encontrado en humanos (Beck et al.,, 2011; Van den Hurk et al,,

2007).

Por otra parte, en Drosophila se ha reportado que gypsy se encuentra
mayoritariamente representado en la linea somatica, como lo demuestran los
trabajos realizados en las células epiteliales del foliculo del ovario (Lécher et al.,
1997) y en cromosomas politénicos en donde se observaron altas tasas de
transposicion bajo condiciones experimentales especificas (Kim y Belyaeva, 1991).
No obstante, bajo estas mismas condiciones experimentales, existen reportes de la
posible infeccion de la linea germinal por gypsy (Kim et al., 1994; Kim y Belyaeva,
1991).

En el presente trabajo, las hembras colonizadoras presentan tasas de expresion
mas altas que Bellaterra y Aarhus, mientras que en los machos no se observaron
diferencias importantes. No obstante, en los analisis de individuos completos se
observaron incrementos importantes, de mas de tres veces, en las tasas de
expresion tanto de machos como de hembras de las poblaciones colonizadoras con
respecto a las poblaciones de Madeira, Bilbao y El Pedroso, pero estas poblaciones
originales no se incluyeron en el analisis de las tasas de transposicion por sus bajas
tasas de expresion.

Es importante, para préoximos estudios, calcular las tasas de transposicion de las
poblaciones de Madeira y Bilbao, ya que en la linea germinal fueron las dos
poblaciones en las que gypsy presenté las tasas de expresion mds altas entre las
originales (figura 39, 40). En términos generales, se tendrian que incrementar el
numero de poblaciones originales en los analisis de las tasas de transposicién con
el fin de determinar si la distribucion de las nuevas inserciones entre machos y

hembras sigue el mismo patréon encontrado en la poblacion de Aarhus.

En los analisis de la linea somatica (analisis de individuo completos) gypsy
presenta tasas de expresiéon muy bajas en los machos, mientras que en la linea
germinal sucede el patron contrario: altas tasas de expresion en los machos y no en
las hembras. Podemos considerar que existe una mayor probabilidad de que los

nuevos eventos de transposicion observados en los machos estén presentes
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Unicamente en la linea germinal, lo que indicaria una correlacién entre las altas

tasas de expresion y las altas tasas de transposicion en gypsy.

Las altas tasas de transposicion de gypsy observadas en el presente estudio pueden
ser el resultado de la inestabilidad de este elemento. Determinar con exactitud la
causa de estas altas tasas de transposicion es una tarea dificil de abordar, tal y
como lo ha sido el determinar las tasas de transposicidn para el resto de elementos
moviles desde su descubrimiento. Los factores que inducen la movilizacién de los
ETs dentro de los genomas han sido objeto de estudio desde su descripcion por
Barbara McClintock en 1951 (McClintock, 1953). Se sabe que raras veces los ETs
son inestables, su inestabilidad y posterior transposiciéon puede estar asociada
con caracteristicas genéticas y fisiolégicas, tales como: altas tasas de mutacion, no
disyuncion, altas tasas de recombinacién, rearreglos cromosémicos, y esterilidad
de machos y hembras (Labrador et al., 1999; Labrador, 1994; Kim et al,, 1994;
Mével Ninio et al, 1989). En Drosophila, este fendmeno es conocido como
disgénesis hibrida (Moschetti et al.,, 2010; Labrador et al,, 1999; Petrov et al., 1995;
Biémont y Gautier 1987; Engels, 1983). Sin embargo, en el presente estudio el
elemento y los cruces hermano-hermana de las diferentes poblaciones carecen de

las caracteristicas asociadas a este fendmeno.

Otros estudios, han demostrado que la endogamia podria ser una condicién
estresante, generadora de la inestabilidad genética que promueve la transposicidn,
como, por ejemplo el trabajo realizado por Biémont y Aouar (1987), del elemento
movil mdgl en D. melanogaster. Sin embargo, también existe evidencia de que
dicho efecto no se presenta s6lo en este tipo de cepas, como lo reportado, afios
después por Labrador et al. (1999) con el transposon Osvaldo en D. buzzatii y D.
koepferae, asi como en hibridos de estas especies. Los autores encontraron que la
endogamia no incrementa la transposicién y que era la hibridaciéon interespecifica

la que generaba tales incrementos en las tasas de transposicidon de Osvaldo.

En el presente estudio, es posible considerar un efecto de la endogamia sobre las
altas tasas de transposicion encontradas en Aarhus y Curic6 (102, tablas 40 y 43),
ya que las cepas que se usaron en este analisis, fundadas con individuos recién

traidos de la naturaleza, llevaban mas de 20 generaciones en el laboratorio a una
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temperatura constante de 182C. Sin embargo, el efecto de la endogamia, de existir
sobre las tasas de transposicién de gypsy, ain seria incipiente, ya que no se
observé un patron de altas tasas de transposicion en todas las familias analizadas
de estas dos poblaciones. Las tasas de transposicién observadas en el presente
estudio, pueden considerarse mucho mas altas que las tasas de transposicidon
estimadas en algunas poblaciones de laboratorio y en poblaciones naturales; con
un intervalo de 104 a 10 por copia por generacién en éstas (Labrador et al,,
1998; Vieira y Biémont, 1997; Suh et al., 1995; Charlesworth y Langley, 1989). En
general, los ETs presentan tasas de transposicion y de escision muy bajas.
Comunmente se acepta que la tasa de transposicion es, en promedio, 10-#4 por
elemento por genoma y generaciéon o inferior (Labrador et al., 1999; Suh et al,,
1995; Charlesworth y Langley, 1989). Sin embargo en otros trabajos se estimaron
tasas de transposicion cercanas a 103 (Vieira y Biémont, 1997; Labrador y
Fontdevila, 1994; Biémont y Aouar, 1987). Valores mayores Unicamente se han
reportado en la descendencia de cruzamientos entre ciertas cepas de D.
melanogaster, por el fendmeno de disgénesis hibrida (Biémont y Aouar, 1987), y
también en hibridos interespecificos, por ejemplo en los hibridos entre D. buzzatii

y D. koeferae (Labrador et al., 1999).

Al igual que otros elementos transponibles, gypsy, se mueve con poca frecuencia y
de manera impredecible en el genoma hospedador (Pélisson et al., 1994). Adn asi,
existen reportes de altas frecuencias de la transposicién en, unas pocas, cepas
especificas de D. melanogaster (Kim et al., 1994; Pélisson et al., 1994; Mével Ninio
et al., 1989). En ellas, el gen flamenco (flam) ligado al cromosoma X del genoma
hospedador, reprime no solo la transposiciéon de gypsy sino también su expresion.
(Pélisson et al., 1994). El efecto de flamenco en la expresiéon de gypsy esta
aparentemente restringido a las células somaticas foliculares que rodean la linea
germinal materna (Pélisson et al., 1994). No obstante, en el presente estudio no
podemos explicar las altas tasas de transposicién por cruces entre cepas mutantes,
ya que los datos aqui consignados y analizados no presentan mutaciones
especificas, como las relacionadas en la mayoria de los estudios citados

anteriormente.
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Los factores que pueden conducir a la posible movilizacién de gypsy en D.
subobscura, también pueden estar fuertemente determinados por la distribucion
de este elemento a lo largo el genoma de esta especie. Se sabe que la regulacion de
su expresion y actividad puede estar determinada en gran medida por la cepa de la
que proceda (Pélisson et al., 1994; Kim et al., 1994; Mével Ninio et al., 1989) asi
como por las caracteristicas de la cromatina en donde estén insertados a nivel del
ADN, tal y como se ha descrito en D. melanogaster en donde se encuentra
preferentemente insertado en la heterocromatina (Dominguez et al, 2012;

Biémont et al., 1994).

Las copias de gypsy observadas en D. subobscura en el presente estudio, estan
insertadas mayoritariamente en la heterocromatina. No obstante, algunas de ellas
son eucromaticas, de tal manera que las nuevas copias observadas en la F1 podrian
ser el resultado de inserciones de un elemento activo presente en ambas regiones
cromosOmicas. En Drosophila, algunos ETs presentes en la heterocromatina
pueden ser movilizados (Biémont y Vieira, 2005; Jiang et al., 2002), y algunos de
ellos pueden presentar secuencias intactas y estar completos (Biémont y Vieira,
2005; Kogan et al.,, 2003; Sun et al,, 2003) y, por lo tanto, podrian ser reactivados.
La insercion en la heterocromatina de una copia reciente activa procedente de la
eucromatina implicaria que ésta estuviese desprovista de mutaciones dado que la
acumulacidon de mutaciones a través del tiempo la inactivarian (Biémont y Vieira,

2005).

Considerar que las copias leidas a través de “transposon display” pueden
corresponder mayoritariamente a inserciones presentes en la heterocromatina es
valido, ya que en algunas familias se observaron una gran cantidad de copias en los
parentales. En Drosophila existen reportes (Garcia Guerreiro et al.,, 2008; Dimitri y
Junakovic, 1999) de la acumulacion de ETs en la heterocromatina de diferentes
especies. En particular, en D. melanogaster en donde se encuentran clisteres de
ETs insertados en la heterocromatina de los cromosomas sexuales y de los
autosomas. La eucromatina, por el contrario, suele presentar un bajo niimero de
copias 0 ausencia de gypsy, asi como de otros retrotransposones (Bowen y

McDonald, 2001; Pimpinelli et al, 1995). Bowen y McDonald (2001) no
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encontraron copias de gypsy, asi como tampoco de los elementos 1731 y Zam, en la
secuencia del genoma de D. melanogaster. De hecho, se ha reportado que gypsy, al
igual que otros elementos, presenta menos de dos copias por genoma en las
poblaciones naturales (Vieira et al, 1999). En el trabajo realizado por Garcia
Guerreiro et al. (2008) también se evidencié un bajo nimero de copias en la
eucromatina, en los brazos de los cromosomas por individuo. Sin embargo,
encontraron altas frecuencias de insercion de los ETs gypsy y bilbo en los brazos
de los cromosomas de D. subobscura. Aunque, cabe puntualizar, que en
comparacion con bilbo, gypsy presentd una menor tasa de ocupacion. En el trabajo
realizado por Biémont et al. (1994) también encuentran bajo nimero de ETs en los
brazos de los cromosomas por individuo de D. melanogaster, concluyendo que la
forma en que el nimero de copias de TEs se encuentra en los genomas, depende
tanto del elemento considerado, como de las diferentes fuerzas que actian de
forma simultdnea, lo que indica que los modelos de la dindmica de TE deben incluir

detalles de cada elemento.

En el presente trabajo las lecturas que se realizaron a través de la técnica del
“transposon display”, no permite indagar sobre la localizacién exacta de las copias
aqui observadas, pero en futuros trabajos se podria combinar otras técnicas que
permitan aislar bandas especificas para ser secuenciadas y luego contrastadas con
la secuencia completa del genoma de D. subobscura (genoma que atn se encuentra
en un proceso incipiente de ensamblaje). Por el momento, la técnica de
hibridacion in situ, sigue siendo muy util para la determinacidn de, por lo menos, la
ubicacion cromosémica de diferentes copias de gypsy, como también de bilbo y

otros elementos, tal y como se realizd en la primera parte de este estudio.

Los resultados de este estudio no representan una evidencia de que el proceso de
colonizacion afecte las tasas de transposicion de gypsy, ya que no se observaron
diferencias en estas tasas entre colonizadoras vs originales. Sin embargo, no
podemos negar la total inexistencia del efecto de la colonizacién sobre la dindmica
de los elementos transponibles en esta especie, ya que a nivel de las tasas de
expresion si se observan diferencias, aunque principalmente en los analisis de

individuos completos.
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El estudio de Vieira et al. (1999) es un buen ejemplo de que el proceso de
colonizacionpuede afectar la dinamica de los ETs. Los autores encontraron que las
poblaciones originales africanas de D. melanogaster presentaban una menor
cantidad de ETs que en las poblaciones colonizadoras en otros continentes,
sugiriendo que la adquisicion y acumulacion de ETs siguen los procesos de
colonizacion de especies. Ademas, sugieren que con la colonizacidon las especies
encuentran nuevas condiciones ambientales capaces, probablemente, de activar
los ETs, en el que ponen como ejemplo, con respecto al proceso de colonizaciéon
mundial de D. simulans, la correlacion que existe entre el nimero de copias del
elemento 412 y la temperatura minima en poblaciones naturales de es esta especie.
Los autores llegan a una importante conclusion: el nimero de inserciones de ETs
es una caracteristica propia de cada poblacién mas que de una especie como un
todo, y esto es congruente con las diferencias encontradas en las tasas de

expresion y transposicion entre las poblaciones analizadas en el presente estudio.

La distribucién de bilbo y gypsy en D. subobscura, esta determinada por la deriva
fundadora, como lo apuntan hasta el momento todas las evidencias. Sin embargo,
la dindmica de la expresién y transposicion de estos elementos en las poblaciones,
también puede estar fuertemente determinado por los mecanismo de regulacion
mediados por iRNAs (piRNAs, siRNAs), y las proteinas con los que se asocian que,
como ya se ha documentado, ejercen un fuerte control silenciando los ETs en el
genoma de Drosophila y otros organismos, actuando como un mecanismo de

proteccion en contra de elementos nocivos para el genoma hospedador.

Por otra parte, se sabe que las marcas epigenéticas suprimen la expresion de los
ETs, y que pueden modificar la expresién de los genes adyacentes (Venner et al.,
2009; Slotkin y Martienssen, 2007; Huang et al., 2004). Y que ademads, pueden
estar sujetas a cambios dindmicos en respuesta a factores ambientales y estrés
genético (Cam et al,, 2008; Feschotte y Pritham., 2007; Biémont y Vieira, 2006;
Garcia Guerreiro y Fontdevila, 2001). No obstante, habria que estudiar si en D.
subobscura la metilacion juega un papel importante en el control de gypsy y bilbo,
ya que en Drosophila los bajos niveles encontrados en varias especies (Fontdevila,
2011; Slotkin y Martienssen, 2007), hacen pensar que la metilaciéon no es un

mecanismo muy relevante en el control de los ETs. También existen reportes del
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control epigenético que pueden ejercer las PIWI sobre los ETs (Kim et al., 2009;

Nishida et al., 2007; Saito et al., 2006).

Los resultados de este estudio, abren la posibilidad de considerar la existencia de
copias activas de gypsy en el genoma de D. subobscura, ya que se observaron
nuevos eventos de transposicion en la F1 de todas las poblaciones analizadas. Estos
resultados pueden apoyarse con las altas tasas de expresion observadas,
especialmente, con las de la linea germinal en donde existe un fuerte sesgo de

expresion y transposicion en los machos.

Las razones de las altas tasas de expresion y de transposicién de gypsy y bilbo en
Drosophila subobscura, que se observaron en el presente estudio, estan por
resolver. Es posible que los elementos sean regulados por vias distintas a nivel de
sexos, que los mecanismos de regulacidon se alteren o se dafien en respuesta a
diferentes condiciones, que dichos mecanismos sean distintos para cada elemento
y para cada tipo celular. También, puede estar involucrada la activacién local de
genes en la expresion de estos ETs, asi como el proceso de colonizacion, seguida de
la dinamica de las poblaciones ya establecidas y mediadas por la deriva genética.
Muchos de estos procesos pueden estar involucrados al tiempo, ya que no tiene

porque ser mutuamente excluyentes.

Este estudio es el primero que se realiza sobre las tasas de expresion y
transposicion en D. subobscura y abre todo un abanico de posibilidades para
futuros estudios, que ya se vienen adelantando, como el estudio de la tasas de
transposicion de bilbo, cuyos datos estan en proceso de analisis. Y el trabajo que se
estd realizando sobre la expresion de las familias Piwi en D. subobscura, como
parte de un trabajo de Master del laboratorio de Biologia Evolutiva de la UAB

(comunicacién personal con la Dra. Maria del Pilar Garcia Guerreiro).
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5. CONCLUSIONES

Gypsy10 es una copia de gypsy de alta frecuencia que no presenta codones stop en
la ORF3, por tanto es posible que el elemento completo pueda codificar la proteina
de la envoltura proteica (Env). Esta inserciéon probablemente corresponda a una

insercion reciente ocurrida poco antes de la colonizacién

La deriva genética debido al efecto fundador es la responsable mas probable de la

alta frecuencia de gypsy10 en el genoma de Drosophila subobscura.

Gypsyl y bilbo12 son copias antiguas de los elementos que presentan secuencias

incompletas y degeneradas, que no se encontraron en las poblaciones en estudio.

Gypsy presenta mayores tasas de expresion en las poblaciones colonizadoras frente
a las originales de Madeira, El Pedroso y Bilbao, en los andlisis de individuos

completos.

Las poblaciones de Aarhus y Bellaterra no presentan diferentes tasas de expresion
ni de gypsy ni de bilbo, y son a su vez las poblaciones originales que mas se

expresan con respecto a las colonizadoras en los andlisis de individuos completos.

No existen diferencias marcadas entre los niveles de expresion de gypsy y bilbo
entre las poblaciones colonizadoras. Las mayores diferencias se presentan entre

las poblaciones originales, ambos en los analisis de individuos completos.

En términos generales gypsy presenta mayores tasas de expresion que bilbo en los
analisis de individuos completos. Sin embargo, en la linea germinal bilbo presenta

mayores tasas de expresion que gypsy.

A nivel de sexos, las tasas de expresion de gypsy son mas altas en las hembras que
en los machos tanto en las poblaciones colonizadoras como en las originales en los
andlisis de individuos completos, mientras que en la linea germinal son los machos

los que presentan estas altas tasas de expresion.
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Bilbo presenta mayores tasas de expresion en los machos con respecto a las

hembras, tanto en los andlisis de individuos completos como en la linea germinal.

En la linea germinal, tanto gypsy como bilbo, no presentaron una tendencia

generalizada de mayores tasas de expresion en las colonizadoras vs las originales.

Gypsy no presenta diferencias en las tasas de transposicion entre las poblaciones

colonizadoras y originales.

Existen diferencias en las tasas de transposicion a nivel de sexos: el mayor niumero
de nuevos eventos de transposicion se present6 en los machos de las poblaciones

colonizadoras.
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ANEXOS

Anexo 1: Relaciéon del nimero y tamaifio (pb) de inserciones de gypsy

encontradas, por individuo, en la familia 1 de la poblacién de Bellaterra.
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Anexo 2: Relacion del nimero y tamafio (pb) de inserciones de gypsy

encontradas, por individuo, en la familia 2 de la poblacién de Bellaterra.
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Anexo 3: Relacion del nimero y tamafio (pb) de inserciones de gypsy

encontradas, por individuo, en la familia 3 de la poblacién de Bellaterra.

9TZW-TA

STCIN-TA

PTCIN-TA

ETCN-TA

CTZW-TA

1 0 0 O

0O 0 0 O

1

1

1

0
0

1
1

1 0

1

1
0

1
1

1

0 0 0 O

1

1

TTCH-T4

OTZH-Td

60CH-Td

80CH-T4

£LOCH-T4

0O 0 0 0 0O
0O 0 0 0 O

1
1

0O 0(0 O O

1

0

0O 0 0 0 0O

1

1 1{0 O

0

0 0 0O 0O 0jO O O 0 O

1 0 0 1|10 O
0O 0 0 0 0]O0

0

0
1

0

110 0 0 O O

1 1

1

0 0 0 0O

1
1

110 0 0 O O

1

1
0

1 00 0 O O

1

90CN-Td

SOCH-Td

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
0

(qd) oyewey

183] O

212] O

245] 1

285] 1

306] O

349] O

369| O

396] 1

434 O

482] 1

498 1

579] O

615] O

646] 1

868| 0

958] 1

epueq oN

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11

12
13
14
15
16

17(1.009] 1

pares

Machos; pb=

hembras; M

P; = parentales; F1= descendientes de la primera generacién; H

de bases.



218

Anexo 4: Relacion del nuimero y tamafio (pb) de inserciones de gypsy

encontradas, por individuo, en la familia 1 de poblacion de Aarhus.
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Anexo 5: Relacion del nimero y tamafio (pb) de inserciones de gypsy
encontradas, por individuo, en la familia 2 de la poblaciéon de Aarhus.
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Anexo 6: Relacion del numero y tamafio (pb) de inserciones de gypsy
encontradas, por individuo, en la familia 3 de la poblaciéon de Aarhus.
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1]1
1]0 1
1]0 0 O
o1
1]1
1]1
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1
0J]0 0O O O O
1

1
1

203] 1
246| O
306] 1
335] 1
393] O
434] 1
4711 O
499] 1
535] 1
597] 1
617] 1
663] 1
751] 1

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13

14
P; = parentales; F1= descendientes de la primera generacion; H
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PrTIN-TA

EPTIN-TAH

ZCPTIN-TA

TYTIN-Td

OPTIN-TA

6ETH-T

8E€ETH-T4

LETH-TA

9ETH-T4

SETH-TA

PETHW-Td

€ETH-Td

(qd) oyewey

epueqsN

encontradas, por individuo, en la familia 3 de la poblaciéon de Puerto

Anexo 9: Relacion del niimero y tamafio (pb) de inserciones de gypsy
Montt.

pares

Machos; pb

0

0]
0
0

0O 0 0 O
1 0 O
1 1
1 1
0 0 0 O
1 0 0 O
1
1 0 0 O
1
1 0 0 O
1
hembras; M

1
1

1
0O 0|0 0 O O O
1
1
1
1
1
1

1
11 0({0 0 O O O
1
0 1 0|0
1 0 0O
1
0 O
0O 0(0 O
0 0 1

1
1

0 0 0 0 O

1

0

0
0O 0 0 0 0O
1 0
0O 0 0 0 O
0O 0 0 0 0O
0O 0 0 0 0|0 O

0 O
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
0
0O 0 0 0 O

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

926| O
P1 = parentales; F1= descendientes de la primera generacién; H

de bases.

180] O
203] 1
246| 1
289 1
314 1
373] 1
397] 1
441] 1
471] 1
498 1
535] O
549 1
597] 1
629] O
653] O
678] O
705] O
745] 1
818] O
846|] O
892] 0

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
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Anexo 10: Relacion del nimero y tamaiio (pb) de inserciones de gypsy

encontradas, por individuo, en la familia 1 de la poblacién de Valdivia.

CTW -T4

TTIN -T4

OTW -T4d

6 -T4d

8 -T4

0O 0 0 O

1

1

1

1
1
1

1
1
1

1
1

1
1

0

LH-TA

9H-TA

SH -T4

PH -T4

E€H-T4

1

1
1
1
1
0
1

1 1{0 O

1

0 O
0 O

1

1
0O 0 0 O

1 1

1
1

1 0 0 0fO
1

1

0

0O 0|0

0 0 0O 00O 0O 0 0 O

1

CN-Td

0
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

1

TH-Td

(qd) oyewey

260] 1

306] 1

357] O

397] 1

434] 1

471] 1

498 1

548| O

599 1

629] 0

701] O

7511 O

8171 0

843]0]0jJO0O 0O O O 0|0 O O 1 O

epueq oN

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11

12
13
14

15(1.029] O

pares

Machos; pb

hembras; M

P1 = parentales; F1= descendientes de la primera generacién; H

de bases. Nota: La region sombrada corresponde una nueva insercion.
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Anexo 11: Relacion del nimero y tamaiio (pb) de inserciones de gypsy
encontradas, por individuo, en la familia 2 de la poblacién de Valdivia.

PCN-TA

ECN-TA

CCN-TA

T2 -Td

OZW-TA

0
0

1
1

1 0

1

1 0 0 O

1

1

1

6TH-TA

8TH-T4d

LTH-TAH

9TH-TA

STH-TA

1 0 0 O

0

0O 0 0 0 0|]O O O

1
1

0

1

1 0 O

1 0 0 0O Oj]O O O O O

1
1
1
1

1{0 0 0 O O

1

1

1 0 0 1 O
1

0 O

1

1 0 0 0 O

1

0O 0 0 0 1

0 O

1

1

PIN-Td

1
1
0
1
1
1

0jJjo 0 0 0 OfO

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

€TH-Td

(qd) oyewey

185] O

203] 1

261] 1

306] 1

355] 1

371] 1

389| 1

401] 1

434] 1

471] 1

498| 1

567] 1

600] 1

629] 1

701] 1

730] 1

751] 1

81 0|0]JO0O O O O 0|0 O O 1 O

epueq oN

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18

pares

Machos; pb

hembras; M

de bases. Nota: La regién sombrada corresponde una nueva insercion.

P; = parentales; F1= descendientes de la primera generacion; H
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Anexo 12: Relacion del nimero y tamaiio (pb) de inserciones de gypsy
encontradas, por individuo, en la familia 3 de la poblacién de Valdivia.

9ENW-T4

SENW-TH

PEW-TAS

EEN-T

CEN-T

1

0

1

0 0 0 1

1

0 0 0 1

1

1 0 O

1

1

TEH-T4

OEH-TA

6CH-T4d

8C¢H-T4

LCH-TA

1

0 O

0
0

0 O

1

1

0

1

1

0O 0 1|0
1 1
1

1

0

1

0 O
1
1
0

0 O

0O 0 00O O O O O
0O 0 00O O O O O
0O 0 00O O O O O

1
1
1

0

9ZN-1d

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
0
1

0]oO
1

SCH-Td

(qd) ogewey

203] 1

246] 1

314) 1

369 1

401] 1

434] 1

471] 1

498| 1

600] 1

669] 1

701] 1

751] 1

819] 1

865] 0

914] 1

epueq oN

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11

12
13
14
15

16/1.029] 1

pares

Machos; pb

hembras; M

P; = parentales; F1= descendientes de la primera generacion; H

de bases.
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pares

0
Machos; pb

1

1 0
1

1

0 0 0 O

hembras; M

0
1
1
1
1

1
0
1{0 0 0 O O

1
1

0 O
1
1

0O 0 0O Oj0O O 0 0 O
0O 0 0 O

1

0O 0 0 0O O|J]O O O O O
1 0 00O Oj]O O O O O
1

0O 0 0 0OOJ]O O O O O

1

1 0 O
0

1

1

0 0 0 0O
0 0 0 0O
1

1
1

1
0
0
1
1
1
1
1
1
1
1
0
0]0

1
1

202] O
245] 1
306] 1
368] 1
397] 1
498| 1
516] O
540] O
596] 1
616] O
657] O
700] 1
730] O
818] O
880] 1

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11

12
13
14
15

Anexo 13: Relacion del nimero y tamaiio (pb) de inserciones de gypsy
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P1 = parentales; F1= descendientes de la primera generacién; H

de bases.
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Anexo 15: Relacion del nimero y tamaiio (pb) de inserciones de gypsy

CSCN-TA

TSZN-TS

0SZIN-T4

6VZN-T4

8YCIN-T4

1

1

1 0 0 O

0

1

1

1

0O 0 0 O

1

1

1

1

0

1

LYCH-TA

9P CH-Td

SPCH-TAH

PrZH-T4

EYCH-TA

1{0 0 0 O O

1 1 1

1
0

0 O

1

1
1

1

1 0 O

1

1

1 0 0 0 1

1

1{0 0 0 O O

1

1
1

1
1
1

0 0O

1 0 0 1

1

CVZN-Td

TYCH-Td

1|0 0 0 0 0|0 O O O O

1

1

1|0 O

1

1
1

1
1

(ad) oyewey

202] 1

245] 1

28911 O

314] 1

359] 1

39711 O

4341 0 1

47110 1|0 0 O O O(O0O O O O

498| 1

51710 110

548| 1

568] 1

590910 1

652l 0 00O O O O O|O O O 1 O

7011 0 1

730] 1

751] 1

786/ 0 110 0 0O 0O 0O|O O O O O

81711 O

88910 1|0 0 O O 0|0 O O

epueq oN

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11

12
13
14
15
16
17
18
19
20

encontradas, por individuo, en la familia 3 de la poblacién de Laja.

pares

Machos; pb

hembras; M

de bases. Nota: La region sombrada corresponde una nueva insercion.

P; = parentales; F1= descendientes de la primera generacion; H
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Anexo 16: Relacion del nimero y tamaiio (pb) de inserciones de gypsy
encontradas, por individuo, en la familia 1 de la poblaciéon de Chillan

8PIN-TH

LYPN-TA

SPIW-TAH

SPIN-TA

PPIW-TA4

0]

0

1

0 0 0 O
1 0 O

1

0

1

1

1

1 0 0 O

1

1

1
1
1
1

1 0 O

1 0 0 O

0O 0 0 O

0

1

1

0O 0 0 O

1

EPH-TH

C¢hH-TA

TYH-T4

OvH-TA

6E€H-T4

1 0 0 0|0 O
0 0 O
1

1

1
0

1|0

1

1
0
1
1

0O 0 0|0

1

1

1 0 0 0 O

0 0 0 0 0O
0 0 0 0 O

1

1

0O 0 0 0 O
0O 0 0 0 O

1

1 1{0 O

1

8EN-Td

LEH-Td

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

0jo 0 0 O O

(qd) oyewey

184| 1

203] 1

261 1

307] 1

355] 1

401] 1

443] 1

471] 1

498] 1

548| 1

617] 1

679] O

713] 1

751] 1

804] O

870] O

897] 1

969] 1

epueq oN

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11

12
13
14
15
16
17
18

pares

Machos; pb

hembras; M

P; = parentales; F1= descendientes de la primera generacion; H

de bases.
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Anexo 17: Relacion del nimero y tamaiio (pb) de inserciones de gypsy
encontradas, por individuo, en la familia 2 de la poblaciéon de Chillan

O9N-T4

6SIN-T4d

8SIN-T4d

LSIN-TS

9SIW-T4

1 0 0 O

0

1 0 1

1

0
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1

0
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1

0
1

1

0

1
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TSH-TAH

0 1|0

1

0

1
1

0

1
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1

1
0 00O O 0O O O

0
0

1

1

1
1 0{0 0 0 O O
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1 0 0 0 O

OSKW-Td

6VH-Td

1
0
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

0J]0 0O 0O 0 0]O

1

(qd) ouewe|
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260] 1

306| O

369 1

397] 1

434 1

498] 1

548 O

568| 0

600] 1

688 0

758| O

817] 1

896| 1

epueq oN

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11

12
13
14

pares

Machos; pb

hembras; M

P1 = parentales; F1= descendientes de la primera generacién; H

de bases.
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CLN-Td

TLZIN-TA

OLIW-T4

69N-T4

89IN-T4

/9H-T4

99H-T4

SOH-T4

POH-T4

€9H-T4

CI9N-Td

TOH-Td

(qd) ouewey

epueq sN

Anexo 18: Relaciéon del nimero y tamafio (pb) de inserciones de gypsy encontradas,

por individuo, en la familia 3 de la poblacion de Chillan.

pares

Machos; pb

1

1 0 O
hembras; M

1

0 00 O 0O O O
110
1 0({0 0 0 O O
110 0 0 O
1 00 0 O O O
1

1

1 1

0O 0 00O O O O O
1 1

0
1

1
1

1
10 0 0 O

0 O

1

1

1

0 0 O

1
0]0

0
0

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

817] 1
P1 = parentales; F1= descendientes de la primera generacién; H

de bases.

203 1
261] O
292] 1
314 1
361] 1
397] 1
430] O
4711 1
498] 1
548| 1
597] 1
643] 1
666] 1

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
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Anexo 19: Relacién del nimero y tamaifio (pb) de inserciones de gypsy encontradas,

por individuo, en la familia 1 de la poblacién de Curicé.

Y9IN-TA

€9CIN-TA

¢9CIN-TA

T9CIN-TA

09¢ZIN-T4

6SCH-T4

8G9¢CH-T4

LSCH-TA

9S¢CH-T4

SGCH-T4

11 11 11 1 1 1 1

PSZN-Td

€SCH-Td

110 0 0 0 0|1 O O 1 1
110 1.1 1 1|0 O O 1 1
110 1. 0 1 1|1 1 1 1 1
110 1.1 1 1|10 1 1 1 1
110 1. 0 1 0|1 1 1 0 O
110 0 0 0 0|0 O O 1 O
11]0 1.1 1 1|1 1 1 1 1

1

110 0 0 0 0|1 1 1 1 O
110 0 0 0 0|0 O 1 O O
110 1.1 1 1|11 1 1 1 O
110 1.1 0 0|1 1 1 1 O
110 0 0 0 1|1 1 1 1 O
110 0 0 0 0|0 O O 1 1
11]0 1.1 1 1|1 1 1 1 1
110 0 0 0 0|0 O 1 0 O
110 1.1 1 110 0 O O O

0

1

(qd) oyewey

202| 1

245] 1

306] 1

368] O

401] 1

427] O

471 1

498] 1

517] O

540 O

597] 1

617] 1
629]

666] O
749]

871 O

896] O

epueqsN

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10

11

12

13

14

15

16

17

18| 1.028§ 0 0|0 O O O OO O 1 O O

pares

Machos; pb

hembras; M

de bases. Nota: La regién sombrada corresponde una nueva insercién.

P1 = parentales; F1= descendientes de la primera generacién; H
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Anexo 20: Relaciéon del nimero y tamaifio (pb) de inserciones de gypsy encontradas,

por individuo, en la familia 2 de la poblacién de Curicé.

9/ZN-T4

S/LZIN-TA

P/LZN-Td

ELCN-TA

C/LCIN-TA

0

1

0

1

1

1

1

0

1

1

0 0 0 1

1

1
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1

1

1

1
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0
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1

1 0 0O

0

1
1
1

0 0O

1

1 0 0 0 1

1
0

0 O

1

1 0 0fO

1

99CN-Td
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1

010 O
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1
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1
1
1

0
1
1

0|0
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246] 1
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306] 1

368| 1

456/ 0 0JO0O O O O 0|0 1 0 O O

498] 1

599 1

6171 1

658 0 0|O O O O 0|0 O O 1 O

701] 1

751] 1

818] 1

8640 O|J|O O O O 0|0 O O 1 O

896| 1

epueq oN

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11

12
13
14
15

pares

Machos; pb

hembras; M

de bases. Nota: La regiones sombradas corresponde a nuevas insercion.

P; = parentales; F1= descendientes de la primera generacion; H
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Anexo 21: Relaciéon del nimero y tamafio (pb) de inserciones de gypsy encontradas,

por individuo, en la familia 3 de la poblacién de Curicé.

88CIN-T4

L8CIN-T

98CIN-Td

S8ZIN-TA

P8CIN-Td

1 0
1

1

1

1
0

0
1

1

0

1

0
0

1
1

1

1

1

1

1

1

1

1

€8CH-T4

¢8CH-Td

T8CH-TA4

08¢H-T4

6/CH-Td

110 0 O

1

1

1

1 0 0 0 0O

0

1

0

1

1 110 0 O

1

1

1 1{0 0 O
0 O

0

1

1

8LZN-Td

LLCZH-Td

1
1

1

1

(qd) oyewey

2050 10 0 O O OO0 O

245] 1

292 1

35710 1

408 1 0] O

45000 0j0O O O O O0O|O O O 1 1

498] 1

5260 0|0 O O O O|O O O 1 O

56210 1|0 0O O O OO0 O

50911 0]O0

6660 1|10 0O O O O

749 1

8180 1|0 O

epueq oN

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11

12
13

pares

Machos; pb

hembras; M

de bases. Nota: La regiones sombradas corresponde a nuevas insercion.

P; = parentales; F1= descendientes de la primera generacion; H
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Anexo 22: Relaciéon del nimero y tamaifio (pb) de inserciones de gypsy encontradas,
por individuo, en la familia 1 de la poblacién de Santiago.

a

g \c; M| | n -l

S R B B Bl Bl Enll Enll Enll o Enll Enl B
1 2020 110 O O O O|O O O o0 1
2 2451 110 O 1 1 1|10 1 O O O
3 291 1 11 1 1 1 11 1 1 1 1
4 3341 110 O O O O|O 1 0 O O
5 36841 O0OJ]1 1 0 O O|1 1 O 1 1
6 39771 0}J1 0 O 1 1|1 O 1 1 1
7 43411 O0O]J]O O 1 O O|JO O 1 0 1
8 4711 1 11]0 0 1.1 1{0 O 1 O 1
9 49811 1}J1 o0 1 1 11 1 1 1 1
10 548] 1 11 1 1 1 11 1 1 1 1
11 5991 O|J]1 O O 1 1|10 1 1 1 O
12 6660 110 O O O Of1 1 1 1 1
13 7511+ ojo 1 1 1 11 1 1 1 1
14 81771 0]J]O O O 1 1|/0 O O 1 1
15 8961 O)J1 1 0 O Of1 1 0 1 O

P1 = parentales; F1= descendientes de la primera generacién; H = hembras; M = Machos; pb = pares

de bases.

Anexo 23: Relaciéon del nimero y tamaifio (pb) de inserciones de gypsy encontradas,
por individuo, en la familia 2 de la poblacién de Santiago.
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96N-T4

S6N-Td

PENW-Td

E6N-TS

C6N-TA

1 0 O

1

1
1

1
1

0 O

1

1

1

1

T6H-Td

06H-TA4

68H-TA4

88H-T4

/8H-TA

0O 0 0 0 O

0 O

1

1

1 0({0 O

0 0 O

0 0 1

1

1

0O 0 0 0 O

1{0 0 O

98-Td

S8H-Td

1
1
1

1

0]0
1
1
1

1
1

0jJ0O O O O

(qd) ogewey

185] O

260] 1

289 1

31990 0J]0 O O 1 0O|O O O O O

361] 1

396| 1

471 1

498| 1

534 1

597] 1

616] O

8171 1

epueq oN

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11

12

pares

Machos; pb

hembras; M

de bases. Nota: La region sombrada corresponde una nueva insercion.

P; = parentales; F1= descendientes de la primera generacion; H

Anexo 24: Relacion del numero y tamafio (pb) de inserciones de gypsy

encontradas, por individuo, en la familia 3 de la poblaciéon de Santiago.

80TW-TA4

LOTW-TA

90TW-TA

SOTIN-TA

POTW-TAH

€0TH-TA

COTH-T4

TOTH-TA

OOTH-T4

66H-TA4

0

1

01 1 0 0 0 0 O
1 1

1
1

1

1 0 0 0 O

0
1

1 0 01 0 0 1
1
0

1
0
1
1
1

1 0 O 1

1
1

0
1

1

0 0 O
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P; = parentales; F1= descendientes de la primera generacion; H

de bases.



