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El presente trabajo trata sobre dos temas coyunturalmente relacionados: el fenotipo de
las cepas M115 y RM115 de Drosophila melanogaster y el poco conocido elemento
transponible FB-NOF.

La cepa M115 de D. melanogaster presenta el fenotipo zeste' ampliado a los machos.
Este fenotipo se caracteriza por los ojos de color amarillo claro y, aunque normalmente se
presenta en hembras pues precisa del apareamiento de dos copias del gen white, puede
observarse en machos portadores de duplicaciones de dicho gen. Es la conocida interaccion
zeste-white. M115 es una cepa inestable y se pueden encontrar individuos revertientes de

forma regular. Un macho revertiente dio lugar a la cepa RM115. Este par de cepas son

r . . . + +
fenotipicamente parecidas a las descritas por la Dra. Rasmuson-Lestander, w™* y w™®

Estas son mutantes insercionales y la presencia de un elemento transponible FB-NOF en
w' % parece ser la causa de la ampliacion del fenotipo zeste en los machos.

Z +UR - . . .,
Y2y w™R identificamos la insercion de

Siguiendo los pasos de la caracterizacion de w"
un elemento transponible FB-NOF en nuestras cepas M115 y RM115, pocas kilobases a 3’
del gen white. Aunque el punto de insercion es exactamente el mismo que en las cepas de
Rasmuson-Lestander, nuestros experimentos de Southern Blot demuestran que se trata de
inserciones distintas, lo cual plantea si esa region podria ser un kot spot de integracion para
FB-NOF. Al llevar el analisis un paso mas adelante, encontramos que las cepas de ojos
amarillos, M115 y w™%, eran portadoras de una duplicacion del gen white, que explica el
fenotipo ampliado a los machos. La reversion en RM115, por su parte, consiste en la
delecion de una de las dos copias del gen. Asi pues, debemos descartar las hipotesis de

Rasmuson-Lestander que apuntaban a la interferencia de FB-NOF en la interaccion zeste-

white.

El elemento transponible FB-NOF es uno de los menos conocidos de D. melanogaster.
Dio origen al grupo de transposones denominados foldback por su estructura modular
repetitiva y se desconocen los detalles de su biologia. En este trabajo proponemos una
forma maés sencilla de considerar la estructura del elemento que facilita su estudio,
sobretodo a partir de secuencias gendmicas. Ademads, analizamos su distribucion en el
genoma de D. melanogaster, la relacion entre las secuencias que lo integran y la expresion
de su secuencia codificante. Los resultados de dicho analisis revelan que FB-NOF funciona
como un solo transposén con un sesgo en sus preferencias de insercién y que se mantiene

activo en la actualidad.
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INTRODUCCION

3.1. ANTECEDENTES

El presente trabajo de tesis doctoral es consecuencia de los estudios de la Dra. Eva
Baldrich sobre la movilizacion del elemento transponible copia, en una cepa w*, mediante
tratamientos con ENU, EMS o aplicacion de choque térmico (Baldrich, 1998; Baldrich et
al., 2003). En sus experimentos, la Dra. Baldrich obtuvo un gran numero de cepas
mutantes con ojos color casi blanco o marrén, cuyo genotipo no se correspondia con una
reversion total o parcial. Un macho con un fenotipo de ojos amarillos dio lugar a una de
estas cepas, bautizada M115. Es una cepa inestable en la que aparecen regularmente
machos de fenotipo salvaje. A partir de uno de estos individuos se estableci6 la cepa
RM115, llamada revertiente, aunque técnicamente su fenotipo no revierta al original w",
sino al fenotipo salvaje. Los primeros analisis de M115 y RM115 revelaron que copia no
estaba presente en el gen white, pero detectaron lo que parecieron reordenaciones en la
region 3’°, entre 3 y 5Kb detras del gen (downstream) (ver Fig. 3.1).

En este punto, tomamos el reto de indagar y explicar el fenotipo de ambas cepas

mutantes, con mayor precision.
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Fig.3.1. Los resultados de la Dra. Baldrich sobre las cepas M115 y RM115. Mapas de restriccion de las
distintas cepas usadas por la Dra. Eva Baldrich. A) Cepa de referencia CS. B) Cepa w®, origen de los
experimentos con ENU, EMS y choque térmico. La insercion del elemento transponible copia da lugar al
origen de las coordenadas de Levis. C) M115 y RM115, pese a no mostrar diferencias entre ellas, difieren
considerablemente con los controles en la region 3’ del gen white. La escala muestra las coordenadas de
Levis. En rojo se muestra el esquema del transcrito primario de white (Baldrich, 1998). D) Fotografias de
cabezas de las cepas de estudio y de las de referencia, usadas en el trabajo.
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INTRODUCCION

En 1996, la Dra. Asa Rasmuson-Lestander publico el analisis molecular de las cepas
mutantes w4, con machos de ojos amarillos, y w™X, con machos de ojos rojos (llamadas
unstable zeste, UZ y unstable red, UR, respectivamente) (Rasmuson-Lestander y Ekstrom,
1996)(ver Fig. 3.1D). El fenotipo de estas cepas es notablemente similar al de nuestras
M115 y RM115, con la diferencia de que en este caso la cepa de ojos amarillos (UZ),
deriva de la de ojos rojos (UR). Rasmuson-Lestander determind que sus cepas eran
portadoras del alelo mutante zeste', que se observa fenotipicamente como hembras de ojos
amarillos debido al apareamiento de copias del gen white. También encontré una
reordenacion en la region 3’ de white, que identifico como la insercion de un elemento
transponible de la familia foldback. La insercion no es igual en las dos cepas, pues UR
parece contener solamente secuencias /B, mientras que UZ cuenta con un elemento FB-
NOF completo (ver Fig. 3.2). En su opinion, la insercion del elemento completo en UZ es
la causa del fenotipo zeste' ampliado a los machos, de modo que Rasmuson-Lestander
propuso que las secuencias NOF podrian modificar, de alguna forma desconocida, la

e ’ 1 <7 .
actuacion de la proteina mutante Zeste sobre la expresion de white.
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Fig.3.2. Descripcion de w'', segiin Rasmuson-Lestander. A) Southern blot sobre las cepas Oregon R
"OR v WtV digeridas con Kpnl, hibridado con la sonda pRK1.5 (barra verde en B). Se observa

(referencia), w
el tamafio de la insercion. B) Esquema de la insercion en w'"® y w*Y. La flecha negra simboliza el gen white

y su sentido de transcripcion (nétese que la region 3’ se encuentra a la izquierda de la imagen). En la parte
superior se muestran las coordenadas de Levis. B:BamHI, C:Sacl, H:Hindlll, K:Kpnl, R:EcoRI, S:Sall.

(Rasmuson-Lestander y Ekstrom, 1996).

Tomando como modelo las cepas de Rasmuson-Lestander, pudimos encontrar y
caracterizar inserciones similares, pero de tamafios distintos, en nuestras cepas M115 y

RMI115. Sin embargo, nuestros resultados pronto entraron en conflicto con las
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INTRODUCCION

conclusiones del grupo sueco, revelando reordenaciones mas complejas de lo esperado.
Nuestros experimentos, forzosamente disenados a capricho de los resultados, nos ofrecen
una nueva vision de la cepa UZ, utilizada para ensayos de mutagénesis, descubren las
bases del fenotipo de las cepas M115 y RM115 y revelan nuevas caracteristicas del
elemento transponible FB-NOF, uno de los mdas desconocidos del genoma de D.

melanogaster.
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3.2. LOS ELEMENTOS TRANSPONIBLES

Los elementos transponibles (ETs) son entidades genéticas capaces de movilizarse
dentro del genoma de su huésped. Sin duda alguna, los elementos transponibles parasitan
los genomas donde se hospedan, pues todos ellos aprovechan la maquinaria celular para
construir sus propias proteinas. Sin embargo, su actividad no es siempre dafiina para la
célula/organismo/especie y, como se verd mas adelante, muchos son los ejemplos en los
que la evolucion ha favorecido los organismos que han podido aprovechar las habilidades

de los elementos transponibles para sus propias necesidades.
El descubrimiento y redescubrimiento

Los elementos transponibles fueron descubiertos por la Dra.
Barbara McClintock (1902-1992) (Fig.3.3) en sus investigaciones
sobre el material genético del maiz (Zea mays) (McClintock, 1950).
Durante su estudio de la relacion entre diferencias de pigmentacion

del grano e inestabilidad génica, identificd lo que llam6 elementos

reguladores, que se insertaban en puntos del genoma y podian
reprimir la expresion de los genes adyacentes. La escision  Fig.3.3. Barbara
espontanea de esos elementos resultaba en la reactivacion de los MeClintock

genes afectados. Su primera publicacion al respecto es del 8 de Abril de 1950 y fue
largamente ignorada por la comunidad cientifica por suponer un punto de vista
radicalmente nuevo para la genética de la época. Sin embargo, en los anos 70, el
descubrimiento de las secuencias de insercion (IS) en bacterias y en Drosophila
melanogaster (Shapiro y Adhya, 1969; Golubovsky ef al., 1977; respectivamente) significo
el redescubrimiento de las hipotesis de McClintock, por lo que fue galardonada con el
premio Nobel de Medicina en 1983.

La llamada explosion de la biologia molecular en los afios 70 y 80, también se reflejo
en el estudio de los ETs. Parece logico, pues su pequefio tamafio y gran abundancia
permitia una buena clonacion y secuenciacion, algo inusual en los inicios de la gendmica.
Quizas el punto culminante de la “fiebre de los ETs” de los afios 80 fue la publicacion, en
1989, de la compilacién de David J. Finnegan titulada “Eukaryotic transposable elements
and genome evolution” (Finnegan, 1989). En ella, el autor presenta la que fuera la primera

clasificacion formal de los ETs, basandose en su mecanismo de transposicion (ver Fig.3.4).
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INTRODUCCION

En general, se admiten dos grandes clases de ETs:

Los elementos de clase-I: son aquellos que usan un intermediario de RNA en su
proceso de transposicion. Se dividen en dos subclases, los retrotransposones y los
retroposones.

Los elementos de clase-II: se movilizan mediante un sistema de escision y reinsercion.

~_PBS 937 pol
CLASE-L1 | EORSL] {_PRN RT RH J[G0R>  (Tio Tyicopia)

gag pel

| [ RT RH | = TAAAAAA (Tipo LINE)
TAAAAAAA_  (Tipo SINE)

CLASE-1.2

Transposasa

5TIR> | ORF1 | ORF2 | <¥TIR| (Tipo Mariner)
CLASE-II L -

Eﬂ]b:@ﬁ! MITE

CLASE-I | [DOCDDEILD // RKRRKRRL ] (Tieo F8)

Fig.3.4. Clases de ETs. Representaciones esquematicas de las distintas clases de elementos transponibles. Se
muestran los componentes estructurales mas representativos de cada clase. LTR: long terminal repeat PBS:
primer binding site PR: proteasa IN: integrasa RT: retrotranscriptasa RH: RNAasaH TIR: ferminal inverted
repeat

Los elementos de Clase-l.1 se parecen a los retrovirus

La clase-1.1 de ETs estd formada por aquellos elementos que cuentan con largas
repeticiones terminales (LTR, del inglés long terminal repeats). Estas LTR son idénticas y
su orientacion es directa la una respecto a la otra. En ellas se encuentran elementos
reguladores de la expresion del elemento, como el promotor de transcripcion y la sefial de
poliadenilacion. Los ORF tienen un gran parecido a los de retrovirus gag, pol y, algunas
veces, incluso se puede encontrar un homologo de env, como en los ETs Tom y gypsy de
D. melanogaster (Arkhipova et al., 1995). De hecho, actualmente gypsy es considerado un
retrovirus.

El gen gag codifica una poliproteina que es procesada en tres proteinas distintas: las de

la matriz, la capside y la nucleocapside, todas ellas con gran parecido a sus homologos
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viricos. La proteina de la nucleocapside es la encargada de unir el RNA del
retrotransposon, mediante un dominio dedos de zinc, al interior de la capside pseudovirica.

El gen pol codifica todas las proteinas necesarias para la transposicion del elemento:
proteasa, transcriptasa reversa, RNAasaH e integrasa. Al igual que gag, el gen pol codifica
un mRNA policistronico que se traduce como una poliproteina y es procesado por la
proteasa madura para dar lugar a las distintas proteinas funcionales.

El mecanismo general de transposicion de los retrotransposones empieza con la sintesis
del intermediario de RNA, iniciandose en el extremo 5’ de la region R del LTR 5’ y
terminando en el extremo 3’ de la region R del LTR 3°. Este intermediario es empaquetado
en forma de particulas parecidas a virus (VLPs, del inglés virus-like particles) mediante el
concurso de las proteinas gag. La transcriptasa reversa, codificada en uno de los cistrones
de pol, usa un tRNA unido a la region PBS (de primer binding site) como cebador para
iniciar la sintesis de la primera cadena de cDNA. Una serie ordenada de eventos se
encargan de conseguir la molécula de dsDNA que seréd integrada en un nuevo punto del
genoma, terminando asi con la transposicion del retrotransposoén (Finnegan, 1992;
Arkhipova et al., 1995; Capy et al., 1998).

Este mecanismo es llamado replicativo, pues el elemento original no se elimina de su
posicion. Asi pues, la actividad de los retrotransposones es, de facto, la colonizacion del
genoma huésped.

Algunos ejemplos de ETs de clase-I.1 son copia y Tom en D. melanogaster, Ty en
Saccharomyces cerevisiae, IAP y UL30 en rata y raton, THE en humanos o BS/ en maiz

(Finnegan, 1989).
Los elementos de clase-l.2 parecen mRNA

La segunda clase de los ETs que transponen mediante intermediario de RNA son los
llamados retroposones. La principal diferencia con los de clase-1.1 es la ausencia de LTR,
y su principal caracteristica es una region rica en adenina, en la region terminal 3°, de gran
parecido con la cola poli(A)" de un mRNA. Aunque no existan regiones LTR, la insercion
del retroposon genera duplicaciones directas de 6-15bp en el genoma huésped. Existen dos
clases de retroposones, los de tipo LINE (LINE-/ike) y los de tipo SINE (SINE-/ike). La
unidad transcripcional del tipo LINE-/ike esta formada por dos ORF muy parecidos a gag'y
pol de retrovirus y retrotransposones, aunque normalmente no estan solapados y parecen
codificar menos funciones. La transcripcion del intermediario empieza en las primeras

bases de la mencionada unidad transcripcional del elemento, en la region 5’UTR, a partir
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de promotores internos para la RNA polimerasa II. EIl RNA resultante es empaquetado en
forma de ribonucleoproteina (RNP) junto con las proteinas gag y pol, formando VLPs. La
RNP viaja de nuevo al nucleo, y el RNA del retroposon es retrotranscrito a dSDNA gracias
a la actividad retrotranscriptasa de la proteina pol. La retrotranscripcion se efectua desde la
cola poli(A)" terminal, lo cual conlleva el riesgo de no conseguir llegar hasta el inicio del
elemento. Este riesgo es real, y se pueden encontrar gran cantidad de copias truncadas en el
extremo 5’. Estos no pueden movilizarse de forma autéonoma, pues carecen de los
promotores de inicio de transcripcion e, incluso, de parte del ORF gag. Sin embargo, si
pueden ser movilizados en frans por las proteinas de otros elementos completos, si se
consigue la transcripcion a partir de algiin promotor cercano propio del huésped (Capy et
al., 1998).

Los elementos SINE-/ike son mas bien cortos, de alrededor de 500bp. Tienen una
region de gran similitud con los genes de tRNAs (excepto la familia Alu de primates y B/
de roedores, que provienen del 7SL RNA), una segunda region no relacionada con tRNA y
una cola poli(A)". La zona derivada del tRNA contiene un promotor de entrada de la RNA
pollll con dos cajas (A y B) bien conservadas. En estos elementos no se aprecia ninguna
region codificante, pero se ha demostrado que en mamiferos, salménidos, tortugas y
algunas plantas, el extremo 3’ se corresponde con el 3’ de elementos LINE-/ike, de modo
que es probable que tomen prestadas sus enzimas para movilizarse (Capy et al., 1998).

Son retroposones los elementos LINE-1 y SINE humanos, los I, F, G y jockey de D.

melanogaster o los CRE de Trypanosoma brucei.
Los elementos de clase-ll saltan literalmente

La clase-II de ETs, segun Finnegan, son aquellos que no usan un intermediario durante
su movilizacién, sino que el mismo elemento original se escinde de su posiciéon en el
genoma, mediante unas enzimas endonucleasa propias, y se reinserta en otra posicion.
Estructuralmente, su principal caracteristica son las repeticiones terminales invertidas (TIR
o IR) presentes en cada extremo del elemento, e idénticas entre si. Su regidon interna
normalmente codifica una o dos proteinas: la endonucleasa que cataliza la
escision/insercion, llamada transposasa, y una enzima resolvasa que ayuda durante el
proceso, aunque no todos los elementos de clase-II la poseen.

Puesto que el transposon se escinde y se vuelve a insertar en el genoma, el mecanismo
de transposicion de los elementos de clase-II es llamado conservativo. De todos modos,

hay formas mediante la cuales un elemento de esta clase puede amplificarse. Sucede, por
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ejemplo, cuando un transposon se moviliza y el corte producido en la cadena de DNA
durante su escision es reparado usando la cromatide hermana o bien el cromosoma
homoélogo como molde. Dicha reparacién supondria el restablecimiento de una copia del
transposon en la misma posicion donde estaba, y al mismo tiempo la generacion de una
nueva insercion resultado de la movilizacion.

Las repeticiones invertidas de los elementos de clase-II son muy recombinogénicas.
Esto es peligroso para el huésped, pero también para el transposon ya que la
recombinacion de los dos TIRs puede “vaciar” el elemento. En los afios 90 se identifico
una nueva familia de transposones que constaban, solamente, de repeticiones terminales
invertidas: los MITEs (del inglés miniature inverted-repeat transposable elements) (para
una revision, ver Capy et al., 1998). En principio parecian versiones en miniatura de
elementos tipo foldback, pero finalmente se descubrié que esos TIRs compartian gran
similitud con los de elementos ya conocidos de clase-II, como ocurre con las superfamilias
de MITEs Stowaway y Tourist-like, muy extendidas en el reino vegetal (y la segunda
tambien en el reino animal). Para la familia Stowaway, por ejemplo, se ha demostrado que
sus TIRs pueden ser reconocidos por transposasas de la familia mariner-like del arroz
(Osmars, una contraccion de oryza sativa mariners), lo que constituye la primera evidencia
de comunicacion entre distintas familias de transposones de clase-II (Feschotte et al.,
2005).

Son elementos transponibles de clase-Il: P y Mariner de D. melanogaster, TC1 de

Caenorabditis elegans y Ac y Spm de Zea mays.
¢Existe la clase-lll de elementos transponibles?

Algunos transposones no acaban de encajar en la clasificacion de Finnegan, pues su
mecanismo de transposicion es, hoy en dia, desconocido. Probablemente la mayor clase
dentro de este limbo de los transposones sea la de los llamados foldback transposons. Se
caracterizan por la presencia de unos TIR inusualmente grandes, de hasta dos kilobases,
formados por diversos grados de amplificacion de repeticiones directas de pocas decenas
de pares de bases. Muchos de ellos no parecen contener ninguna region codificante propia
entre estos TIR, aunque a menudo se pueden encontrar fragmentos de DNA gendmico del
huésped o incluso otros transposones en su interior (Paro et al., 1983; Brierley y Potter,

1985, respectivamente).
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Ejemplos de este grupo de ETs son foldback (FB) de D. melanogaster, galileo de D.
buzatii, SoFT1 en el tomate (Lycopersicon esculentum), FARE en Arabidopsis thaliana y

Tnr8 en el arroz africano (Oryza glaberrima).
(Casi) Todos los organismos tienen ETs

La era de la genémica nos permite analizar la composicion de los genomas hasta un
punto inconcebible en los primeros tiempos del estudio de los ETs. Quizas, una de las
grandes sorpresas de este analisis es la constatacion de que practicamente ninguna especie
escapa a la invasion de un tipo u otro de ET. Hasta la fecha, solo estan libres de ETs la
cepa secuenciada de Bacillus subtilis, sin rastro de las secuencias de insercion (IS-like) tan
frecuentes en procariotas, y el parasito Plasmodium falciparum (Hua-Van et al., 2005).

Sin embargo, el grado de colonizacidon, entendido como el porcentaje del genoma
ocupado por ETs, no es el mismo en todas las especies en las que se ha estudiado. Existe
una relacion lineal entre el tamano del genoma huésped y la cantidad relativa de
transposones, de modo que a mayor genoma, mayor colonizaciéon. No s6lo aumenta el
nimero neto de ETs, sino que las especies con genomas mayores también muestran un
mayor nimero de familias distintas. Hua-Van y colaboradores recopilaron la informacion
disponible en el primer trimestre de 2004, en la tabla que se muestra a continuacion (Tabla
3.1). Puesto que los datos son para las porciones eucromadticas de los genomas, en algun

caso la tendencia no se mantiene.
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Tabla 3.1. Abundancia de ETs en genomas de distintas especies estudiadas. Estos resultados no tienen
en cuenta los elementos MITE ni las regiones heterocromaticas. Se considera que el porcentaje total de ETs
en el genoma de D. melanogaster ronda el 10%. Adaptado de Hua-Van et al., 2005
Por clases, los elementos de clase-I predominan en la mayoria de los genomas
estudiados, excepto en A. thaliana, donde existe un empate técnico debido a la presencia

de un gran nimero de elementos de clase-II. En realidad, si contdsemos los MITEs como

elementos transponibles de clase-II, estos serian los mas abundantes en Oryza sativa
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(70%), A. thaliana (50%) y parece que también en C. elegans, aunque no hay datos

definitivos.
Existe un patron general en la distribucion de ETs

Se asume que la movilizacion de la mayoria de ETs es un fenémeno al azar. Sin
embargo, los analisis de distribucion de ETs en genomas muestran que los transposones,
sin importar la clase o la familia a la que pertenezcan, se encuentran mayoritariamente en
las regiones heterocromaticas de los cromosomas, en particular en los centromeros y los
telomeros. Esta tendencia es excepcionalmente clara en dipteros, pues hasta el 50% de la
heterocromatina de D. melanogaster y el 60% de la de Anopheles gambiae podria estar
constituida por ETs (Holt et al., 2002; Hoskins et al., 2002).

No estd muy claro el porqué de esta coincidencia, pero hay consenso sobre el hecho
que la seleccion natural podria jugar un papel importante. Existen tres vias por las que los
ETs podrian acumularse en heterocromatina. La primera, se basa en la capacidad de los
transposones para interrumpir genes. La seleccion natural actuaria contra estos fendémenos,
restringiendo las inserciones a lugares pobres en genes, como las regiones
heterocromaticas. La segunda, asume que las proteinas codificadas por los ETs son
perjudiciales para los organismos, en tanto que modifican el DNA, de modo que
transposones en regiones activas del genoma estarian bajo la estricta criba de la seleccion
natural. En cambio, las inserciones en regiones silentes, como las heterocromaticas,
pasarian fécilmente inadvertidas. La tercera, observa que la elevada frecuencia de
recombinacion de los ETs es un peligro para la estabilidad de los genomas huéspedes, por
lo cual las inserciones en regiones con una tasa elevada de recombinacion estarian
severamente restringidas. Justamente, las regiones heterocromaticas tienen una baja tasa de
recombinacion.

A falta de estudios exhaustivos, parece que la distribucion preferente de los ETs en las
regiones heterocromaticas de los genomas huésped es el reflejo de la interaccion compleja

entre las tres vias antes mencionadas bajo el efecto de la seleccion natural.
Los transposones pueden alterar gravemente los genomas huésped

La caprichosa movilizacion de los ETs en el genoma compromete el funcionamiento
celular de multiples formas. A continuacion se describen las mas conocidas, con algunos

ejemplos asociados (Los esquemas son adaptaciones de Han y Boeke, 2005):
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Disrupcién de genes. Las inserciones en exones o en regiones promotoras son las

formas mas evidentes de mutacion ocasionadas por ETs.
Ocurre, por ejemplo, en el mutante w' de D. melanogaster,
debido a la insercion de un elemento Doc de 4,9Kb cerca

del punto de inicio de transcripcion del gen white (Driver

et al., 1989).

—a—
(=—
s —a.—

Delecion o Reordenamiento. La insercion de un ET puede significar la pérdida o

inversion de la region gendmica previa, durante la resolucion de los productos

intermedios de la insercion. En los trabajos de Gilbert y colaboradores, analizaron 37

inserciones distintas del retroelemento LINE-1 humano y detectaron un caso de

delecion de mas de 71Kb resultado de la
movilizacion (Gilbert et al., 2002). Mas
tarde, en siguientes experimentos, el analisis
de 100 inserciones reveld 16 nuevos casos

de delecion o inversion (Gilbert et al., 2002)

.=

Alteracién del procesado del mensajero. Un ET introducido en un intrén, puede

modificar las formas de procesado alternativo de un gen (alternative splicing) sirviendo

de donador o aceptor de puntos de splicing o bien
enmascarando exones. En un trabajo publicado en 1993, se
demuestra que la inserciéon de un elemento L1, causd la
pérdida del exdén 44 en el mensajero del gen de la distrofina

en un paciente de distrofia muscular de Duchenne (Narita et

al., 1993).

BE—a—
il
_\1
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- —

Atenuacion de la expresion por exceso de elongacion. Los ETs pueden introducir

varias kilobases de secuencia en un intréon, lo que puede suponer un descenso del

nimero de transcritos primarios que consiguen finalizarse,
gen afectado. Este es un mecanismo que depende del
tamafio del transposén, de modo que existen distintos

grados de atenuacion. Han definié este mecanismo como

“redstato molecular”,

secuencias del retroposén L1 insertadas en intrones (Han

et al., 2004).
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e Poliadenilacion prematura. Los ETs completos

==
contienen sus propias sefiales de poliadenilacion. Aunque -
. . [—————|
un gen con un ET insertado en uno de sus intrones \]
consiga transcribirse correctamente, éstas pueden e
-

confundir la maquinaria de maduracion del mRNA y

Producto proteico :  ([EEEC)

cortar el transcrito prematuramente. Es el caso del alelo
w" del gen white de D. melanogaster, en el que la insercion de un retrotransposon copia
en el segundo intrén resulta en la generacion de transcritos truncados en la sefial de
poliadenilacién del ET. La disminucion de la cantidad de mensajeros completos de
white da un fenotipo de ojos anaranjados.

e Rotura de genes. La insercion en un intréon puede romper un gen en dos, cuando ésta
se produce en sentido inverso. Se generan dos mensajeros, uno con la primera parte del

gen que termina en la sefal de poliadenilacion del ET; el segundo iniciandose en el

romotor antisentido de un LTR o extremo de un
p =
4 . S
retroposoén, y continuando con el resto de exones.
. e |
Recientemente, Wheelan y colaboradores presentaban un ﬂ

analisis de genes rotos por el elemento LINE-1 en humanos B
— B

e identificaban 3 genes aparentemente “rotos” y 12

Producios proteicos . IR
candidatos mas (Wheelan et al, 2005), algunos con =

interesantes perspectivas evolutivas.

e Transducciones (exon shuffling). La escision de los ETs puede ser poco precisa. A
menudo arrastran parte del contexto gendmico inicial cuando se movilizan, por ejemplo
exones. La insercion de este material dentro de otro gen supone la adicion de un nuevo

exon y la creacion de genes quiméricos. Un buen ejemplo es el caso descrito por

Moschetti, en el que un

= =&
elemento FB movilizo el
=
extremo 3° del gen white = A
dentro de los genes outspread |  pm——-—"—em [ ———

(osp), CG6487 y CG3973. En el trabajo, detectan y analizan estructuralmente los
transcritos quiméricos (Moschetti et al., 2004).

e Recombinacion homéloga no alélica. Los ETs pueden producir grandes
reordenaciones, estén dentro o fuera de genes. Puesto que existen diversas copias casi

idénticas en el genoma, son un punto habitual de recombinacion homologa en sitios no
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homologos, generando translocaciones,

inversiones, deleciones 0 roturas — - [ciones en
Smi ; i ) S00% no-homdlogos
cromosdmicas. Caso ejemplar, el descrito

por Céceres en 1999 en el cual multiples llteouml:imciénhnmﬂloga
copias del elemento Galileo (de tipo [ ]

foldback) son las causantes de la inversion | ==—SS—EmmmEs—0

2j de D. buzzatii (Caceres et al., 1999).
e Regulacion epigenética. Un mecanismo ampliamente usado para el silenciamiento de
transposones es la heterocromatinizacion. Sin embargo, si un ET se inserta cerca de un

gen y es heterocromatinizado, la expresion del gen vecino puede resultar afectada.

Quizds uno de los primeros ejemplos de represion =—an
transcripcional por heterocromatinizacion debida a un ET

sea el caso descrito por Druker en 2004: la insercion del

retrotransposon /AP en el sexto intrébn del gen murino iiiiiiEEl i

Cabp da lugar a ratones con diversos grados de expresion 5 izaciin y

- i

del gen debido a la naturaleza estocastica de la regulacion

epigenética en el promotor bidireccional presente en su LTR (Druker ef al., 2004).
Sin embargo, también pueden suponer algunas ventajas...

La misma existencia de los ETs acabo con la concepcion estatica de los genomas, pues
¢éstos introducen una gran variabilidad genética, como se ha visto en el apartado anterior.
De todos modos, es tanto el tiempo de convivencia que hoy en dia no hay duda de que
existe una coevolucion de los genomas junto con los ETs que contienen. Es sorprendente
ver hasta que punto la célula eucariota ha sido capaz de “domesticar” algunos transposones
e integrarlos de facto en algunos de los procesos mas intimos de su propia biologia. No
faltan ejemplos de transposones involucrados en la esencia de la estructura cromosémica,
como las repeticiones centroméricas en A. thaliana, D. virilis o Z. mays (Wong y Choo,
2004), los telomeros de D. melanogaster, formados exclusivamente por los retroposones
Het-A y TART (Pardue y DeBaryshe, 2003), o el papel del aislador de gypsy en la creacion
de dominios funcionales de la cromatina y la unién a la matriz nuclear (Byrd y Corces,
2003).

Mas aun, algunas especies han integrado componentes originales de transposones para
su propio uso, mas alla de funciones estructurales. Lander y colaboradores fijaron en 47 los

genes humanos derivados de ETs hasta la fecha. Curiosamente, la mayor parte derivan de
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antiguas proteinas de elementos de clase-II, aunque la clase-I sea mayoritaria en mamiferos
(Para un listado exhaustivo ver Lander ef al., 2001). Entre estos genes destacan, por su
trascendencia, RAG1 y RAG2 (del inglés recombination-activating genes) que codifican
las proteinas encargadas de la recombinacion de las regiones V(D)J de los receptores de
antigeno de las cé€lulas T del sistema inmune (TCRs). Ya en 1998 no cabia la menor duda
de que tanto RAG1 como RAG2 son formas adaptadas de transposasa e, incluso, los
trabajos de Agrawal y colaboradores demostraron que estas proteinas pueden movilizar
fragmentos de DNA in vitro, de forma parecida al bacteriofago Tnl0 (Agrawal et al.,

1998).
Los genomas tienen mecanismos de inactivacion de ETs

Aunque algunos ETs hayan sido “domesticados” por los genomas donde se hospedan,
su innegable potencial mutagénico ha resultado en la evolucion de mecanismos de
silenciamiento. Este se lleva a cabo, basicamente, por dos métodos: Silenciamiento
Transcripcional (TGS, del inglés transcriptional gene silencing) y Silenciamiento Post-

Transcripcional (PTGS, del inglés post-transcriptional gene silencing).

Fig.3.5. Silenciamiento Transcripcional. La metilacion del DNA y la modificacion de las colas de las
histonas promueven el silenciamiento génico.
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El TGS es uno de los mecanismos universales de silenciamiento génico. Se basa en la
heterocromatinizacion de los genes a reprimir mediante la metilacion de su secuencia. La
metilacion del DNA provoca la unién de la proteina MeCP2, que recluta un complejo
multiproteico que contiene los desacetiladores de histonas HDAC1 y HDAC2. La
desacetilacion de las histonas H3 y H4 conlleva la formacion de una estructura cerrada de
la cromatina que impide la unién de factores de transcripcion, de modo que la expresion
génica queda silenciada (ver Fig.3.5) (Razin, 1998). La mayoria de las especies eucariotas
usan el TGS para configurar patrones de expresion, reprimiendo genes especificos en
algunos tejidos y activandolos en otros. Dicho silenciamiento puede ser transitorio o
estable, pues el estado de silenciamiento conseguido mediante TGS puede transmitirse a
las células hijas en cada paso de replicacion. Se ha demostrado, en varias especies, la
metilacion y consiguiente silenciamiento de ETs como un método comun de control de su
actividad (Okamoto y Hirochika, 2001; Cheng et al., 2006). Parece que las plantas usan
TGS preferentemente para la inactivacion de ETs.

Hasta hace relativamente poco tiempo, se creia que Drosophila no tenia sistemas de
mutilaciéon del DNA. Sin embargo, Salzberg y colaboradores identificaron, en 2004,
secuencias metiladas en DNA genomico de adultos, lo que dio pie a especular sobre la
implicacion del TGS en el control de ETs (Salzberg et al., 2004). En 2006, Mandrioli y
Borsati analizaron las secuencias metiladas encontradas por Salzberg y concluyeron que el
14% correspondian a transposones conocidos. Si el 15-20% del genoma de Drosophila esta
constituido por ETs y si su mecanismo de silenciamiento preferido fuese TGS, entonces la
proporcion de ETs entre las secuencias metiladas deberia ser mayor (Mandrioli y Borsatti,
2006). Su conclusion final fue que Drosophila controla sus ETs mediante otro mecanismo:
el silenciamiento post-transcripcional.

El PTGS es uno de los ultimos grandes descubrimientos en el control de la expresion
génica. Algunos autores lo denominan “el sistema inmune del genoma”, por analogia al
sistema inmune de los vertebrados (Plasterk, 2002). El PTGS se basa en la formacion de
pequenias moléculas de RNA (siRNA del inglés small interfering RNA) que, mediante la
asociacion con proteinas especificas, consiguen inhibir RNA mensajeros complementarios
(ver Fig.3.6). Se ha demostrado su existencia en plantas y animales, y es una herramienta
ampliamente usada en los laboratorios de investigacion. Tal ha sido su impacto, que sus
descubridores, Fire y Mello, fueron galardonados con el premio Nobel de Medicina del afio

2006.
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El mecanismo de PTGS se inicia con la presencia de una molécula de RNA de doble
cadena (dsRNA). Esta puede tener diversos origenes: retrovirus, retrotransposones, el
apareamiento de dos TIR de un ET de clase-II transcrito por extension de un promotor
cercano, o bien la transformacion a doble cadena de un RNA aberrante de cadena simple,
mediante una RNA polimerasa RNA dependiente (RARP). En cualquier caso, el
mecanismo mas comun es que la nucleasa Dicer, de la familia RNAasalll, procese el
dsRNA primario en pequefios fragmentos siRNA de 19-27nt. Estos se unen al complejo
silenciador de RNA interferente (RISC, del inglés RNA interference silencing complex) y
lo conducen al mRNA diana por complementariedad de secuencia. La proteina mas
relevante del complejo RISC es la Argonaute 2 (Ago-2), con un dominio PAZ de union al
extremo 3’ de la molécula siRNA (PAZ también estd presente en Dicer) y un dominio
PIWI, estructuralmente muy parecido a la familia de nucleasas RNAasaH, que es el
encargado de degradar el mRNA diana, silenciando la expresion del gen del que procede.
Los complejos RISC pueden reutilizarse, amplificando la reaccion de degradacion de
forma parecida a las cascadas del sistema inmune adaptativo de los vertebrados (ver las

revisiones de Plasterk, 2002; Stram y Kuzntzova, 2006).

Digestion del dsRNA mediante Dicer
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Fig. 3.6. Silenciamiento post-transcripcional (PTGS). Una molécula de dsRNA es procesada por
Dicer en pequefios fragmentos de siRNA que, junto al complejo endonucleolitico RISC degradan
selectivamente cualquier mRNA complementario. Adaptado de Stram y Kuzntzova, 2006.
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El elemento FB de D. melanogaster es uno de los transposones mas desconocidos

Una de las primeras evidencias de ETs con enormes repeticiones terminales invertidas
es el trabajo de Potter y colaboradores en 1980, en el que buscaba nuevas familias de
transposones en el genoma de D. melanogaster (ver B en figura 3.7). Describieron 5
fragmentos distintos de foldback DNA vy, para algunos de ellos, demostraron que habian
sido movilizados en el pasado. Una caracteristica especialmente turbadora era la
heterogeneicidad de tamafio entre los TIR de las distintas secuencias, que variaba entre
0,19Kb y 1,31Kb, asi como la caprichosa presencia o ausencia de secuencias de distinto
tamafo en su interior (Potter et al., 1980). En 1981, la continuacion del analisis demostro
que la estructura de lo que llamaron la familia FB de ETs era particularmente rara, pues los
mapas de restriccion mostraban que esos TIR tenian un patrén altamente repetitivo (ver C
en figura 3.7). El estudio de la secuencia parcial del extremo de la familia Dm_FB3 llevo a
la primera descripcion de la estructura repetitiva del elemento FB, que se ha mantenido
vigente hasta nuestros dias (ver A en figura 3.7): una region inicial de unos 300bp, rica en
repeticiones de una secuencia de 10bp, da lugar a una estructura ordenada en la que dicha
secuencia se ve amplificada hasta los 31bp. Cinco de estas repeticiones imperfectas forman
las grandes repeticiones de 153bp que se aprecian en los mapas de restriccion (Truett et al.,
1981).

Aunque las secuencias de los dos TIR son muy parecidas, no son idénticas, pudiéndose
encontrar gran cantidad de sustituciones. Ademads, el tamafio de los dos TIR de un
elemento tampoco acostumbra a ser el mismo de modo que, en algunos casos, las
micrografias electronicas predecian una secuencia interna inexistente pues el lazo se debia
al DNA sobrante del TIR mas largo.

El elemento FB, entonces, debia describirse como un elemento puramente estructural,
pues en ningun caso se encontraron secuencias codificantes propias ni en sus TIR ni en las
regiones internas. La falta de cualquier maquinaria enzimatica propia que catalizara su
movilizacion es la principal causa de su asignacion a la discutida clase-II1.

El entusiasmo inicial en el estudio del elemento FB dio como resultado la
identificacion de distintos alelos debidos a la insercién de este nuevo ET, como w® o wPh,
asi como su implicacidon en las grandes reordenaciones descritas por Ising a mediados de
los afios 70 (Ising y Block, 1984). Justamente, el estudio de uno de los grandes

transposones de Ising, TE28, llevo a la identificaciéon de una secuencia de 4,5Kb que
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bautizaron como NOF debido a la similitud del lazo que formaba entre los TIR de FB en
las micrografias, con el perfil clasico de los bustos de la reina egipcia Nefertiti (Nofretete

en aleman) (Goldberg et al., 1982).
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Fig.3.7. El elemento transponible FB. A) Esquema del elemento propuesto por Nicholas Harden y
Michael Ashburner en 1990. La amplificacion de una repeticion inicial de 10bp constituye la base de los
IR. B) Micrografias electronicas de fragmentos de DNA con un elemento FB. La flecha indica el
aparecamiento de los IR. También se observa el 1azo de secuencia no apareada. C) Mapa de restriccion de
un elemento FB. Se aprecia la estructura altamente repetitiva gracias al patron de dianas Tagl.

Adaptado de Truett et al., 1981; Harden y Ashburner, 1990;

En la ultima década, con el incremento de datos genomicos de distintas especies y el
aumento de la potencia de calculo en los sistemas informaticos, se han descubierto
elementos foldback en muchas otras especies: galileo (D. buzatii), SOFT1 (tomate), FARE
(Arabidopsis thaliana) o Tnr8 (Oryza glaberrima). Sin embargo, aunque todos ellos son

internamente repetitivos, ninguno alcanza el tamafio ni la estructura perfectamente
ordenada de FB.
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NOF se encuentra intimamente asociado a FB

El estudio de la distribucion de NOF en el genoma de D. melanogaster dio resultados
sorprendentes, pues si bien se pueden encontrar alrededor de 5 elementos por genoma,
nunca nadie encontré secuencias homologas a NOF que no estuvieran dentro de un
elemento FB. Esta asociacion tan intima dispar6 las especulaciones acerca del papel de
NOF como transposasa de F'B (Brierley y Potter, 1985) y, en consecuencia, se considero a
la asociacion FB-NOF el elemento completo y a las secuencias FB versiones truncadas
(Templeton y Potter, 1989; Harden y Ashburner, 1990). Como estimacion general, se
puede considerar que un 10% del total de secuencias FB son elementos FB-NOF
completos.

La secuencia de NOF es muy parecida a la de un ET de clase-II. Esta flanqueada por
dos grandes TIR de 308bp, no repetitivos e idénticos entre si, y contiene entre una y tres
pautas posibles de lectura, segun la secuencia que se analice: dos ORF en orientacion
directa (ORF1, 633aa y ORF2, 403aa) y uno solapado en reversa (ORF3, 182aa) en la
secuencia de Templeton y Potter, o bien un gran ORF solitario (1056aa) en la secuencia de
Harden y Ashburner (Templeton y Potter, 1989; Harden y Ashburner, 1990). La diferencia
entre las dos secuencias se debe a una pequena region de Sbp en la posicion 2610 del
elemento, justo al final del ORF1 de Templeton y Potter: TTTTT pasa a 6bp, AAACAC, en
Harden y Ashburner. Més alld del cambio de tres aminodcidos, la introducciéon de una
sexta base produce un corrimiento de la pauta de lectura que evita un codon sin sentido
UGA en el mensajero y eso, segin Harden, representa la formacion de un sélo ORF de
gran tamafio. En las proximidades de los ORF1 y 2 de Templeton, asi como en el ORF de
Harden, se encuentran regiones que las predicciones informaticas indican como
promotores y sefiales de poliadenilacion. El pequefio ORF3 identificado por Templeton y
Potter, sin embargo, ademas de encontrarse inusualmente en orientacion reversa y solapado
respecto a los otros dos ORF, no cuenta con dichas predicciones, con lo cual es poco
probable que sea realmente funcional.

Hasta la fecha, se sabe muy poco sobre las posibilidades reales de que se expresen
algunas de estas proteinas. El tnico estudio existente es el realizado por Templeton y
Potter sobre su ORFI1, del cual consiguieron generar un anticuerpo contra la region
hidrofilica entre los residuos Gly26-Val35. Con dicho anticuerpo pudieron localizar la
proteina en tejido adulto, en las camaras de huevos (egg chambers). El tipo celular con

mayor expresion parecia ser las células adyuvantes (nurse cells). Posteriores estudios de
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Western Blot sobre extractos de proteinas de embriones de 6-18h identificaron una sola
proteina de 71kDa, valor muy aproximado al predicho para el producto del ORF1.

La demostracion de que, por lo menos, uno de los ORF de NOF es funcional, reforzo
enormemente la opinion de que en NOF se encuentra la clave de la movilizacion del

elemento completo FB-NOF.
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3.3. EL GEN white

Si existe un decano entre los genes de D. melanogaster, este es el
gen white. Descrito en 1910 como un factor hereditario que
determinaba color blanco en los ojos, sirvid al célebre investigador
Thomas Hunt Morgan (1866-1945) (Fig.3.8) para confirmar las leyes

mendelianas de la herencia, sobre las cuales él mismo se mostraba

esceéptico. El patrén de herencia ligada al sexo del factor white, junto

Fig.3.8. Thomas
H. Morgan.

con los ultimos descubrimientos de la época sobre las diferencias
cromosdmicas entre hembras (XX) y machos (XY) de D. melanogaster, permitieron que
Morgan diera las primeras hipdtesis sobre la localizacion de los factores hereditarios en los
cromosomas (el término gen seria adoptado algo mas tarde, después de ser introducido por
Johannsen en 1909). Sus trabajos con white significaron el inicio de la genética como
ciencia experimental.

Fue galardonado con el premio Nobel de Medicina en 1933 por sus hallazgos sobre el
papel de los cromosomas en la herencia.

Durante los afios 70 se localiz6 en la posicion 1-1.5 del cromosoma X mediante mapas
genéticos. En los 80, el uso generalizado de técnicas moleculares, como la hibridacion in
situ, refinaron la posicion de white en la banda 3C2 segin el mapa de cromosomas
politénicos. En 1982 Levis y colaboradores presentaron el primer mapa fisico del gen: un
mapa de restriccion muy detallado de un clon de 48Kb obtenido a partir de una cepa con la
mutacion w* (Levis et al., 1982). En el mismo trabajo, restringieron a una regién maxima
de 14Kb todas las secuencias necesarias para la correcta expresion de un fenotipo salvaje
w' y tomaron cémo origen de coordenadas la posicion del retrotransposon copia en el alelo
w", estableciendo lo que mas tarde se conoceria como las “coordenadas de Levis”. Los
estudios funcionales sobre white identificaron un mRNA mayoritario de 2,7Kb con el que
se acotaron los fragmentos de restriccion correspondientes a las regiones exonicas del gen
(O'Hare et al., 1983). Sin embargo, la prediccion mas precisa de la estructura del gen (y de
algunos de sus alelos mutantes) no se alcanzd hasta 1984, con la publicacion de la
secuencia completa de la region de 14Kb en la que se encuentra (O'Hare et al., 1984).

El gen white consta de seis exones, el primero de los cudles se encuentra separado del
resto por un gran intron de 2,9Kb (ver Fig.3.9). Las dos kilobases inmediatamente

anteriores al inicio de transcripcion contienen las principales regiones reguladoras de la
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expresion génica de white: los potenciadores (enhancers) de expresion en testiculos y en
tubulos de Malpighi, el control de compensacion de dosis y las zonas de interaccion de las

proteinas Zeste y Su(w’) (ver Fig.3.9) (Hazelrigg, 1987).
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La expresion de white se da durante todo el desarrollo de D. melanogaster, aunque de

Fig.3.9. El gen white. A) Se muestra la region genomica del locus white con las principales dianas de
enzimas de restriccion. Debajo, representacion esquematica del mRNA de 2,6Kb. Las cajas oscuras
representan los exones. La escala superior, en kilobases, usa el sistema de coordenadas de Levis. B)
Vista esquematica de las cajas potenciadoras de expresion especifica de tejido y demas regiones de
importancia para la correcta expresion de white. La escala superior, en kilobases, muestra la distancia al
punto de inicio de transcripcion. Z: punto de union de Zeste. Su(w™): supresor de white spotted. M:
tubulos de Malpighi. C.D.: compensacion de dosis. Adaptado de Hazelrigg, 1987).
modo variable. Sin embargo, parece que su representacion, en mRNA, es muy baja: segiin
las estimaciones de Fjose y colaboradores, los transcritos de white constituyen entre el
0,0003% (basal) y el 0,003% (méaximo) del total de RNA poli(A)’, tanto en embriones y
larvas como en adultos (Fjose et al., 1984). En nuestra opinion, estos datos deberian
actualizarse, pues la metodologia usada en 1984 para dicha cuantificacién presenta algunas
dudas.
Sea como fuere, los trabajos de Fjose demostraron que el gen white tiene dos picos

principales de expresion. El primero, entre las 5-6 horas de la embriogénesis, se relaciona

con la diferenciacion de las células que formaran los tubulos de Malpighi. El segundo,
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durante el tercer estadio larval, refleja el incremento de células de la porcion ocular del
disco imaginal o6culo-antenal. La relacion de los picos de expresion con los distintos tipos
celulares se demostré mediante hibridaciones in sifu sobre cortes histologicos. Estas
hibridaciones demostraron, también, que white se expresa en una porcion ventral de la
larva de tercer estadio, muy cerca de la faringe, identificada como el 6rgano fotorreceptor
larval. Aunque Fjose y colaboradores no consiguen detectarlo, del andlisis de mutantes w’
se desprende que también estd implicado en la pigmentacion de los conductos testiculares
de los machos adultos.

En conjunto, pues, parece clara la relacion del producto del gen white con algunos de
los tejidos pigmentados de Drosophila. Durante afios se especuld con la posibilidad de que
la proteina White estuviera involucrada en la biosintesis de los pigmentos omocromos
(marrones) y pteridinas (rojos), mayoritarios en estos tejidos. Sin embargo, Tulle
Hazelrigg, en 1987, mostraba la similitud de secuencia entre white y proteinas de
transporte transmembranal ATP dependientes de E.coli (Hazelrigg, 1987). Tearle y
colaboradores, en 1989, plantearon la posibilidad de que los genes white, brown y scarlett
fueran las permeasas encargadas de la captacion de los precursores de los pigmentos
(Tearle et al., 1989). En la actualidad, poco mas se sabe de la funcion de la proteina White.

Esta carencia no ha impedido que el gen white sea, quizas, el mas usado para el estudio
de la genética de Drosophila. Su estudio, y el de sus mutantes, ha dado gran cantidad de
informacion acerca de las consecuencias de la inserciéon de elementos transponibles,
efectos de la posicion en el genoma sobre la expresion, el fendomeno de la transveccion, la
compensacion de dosis y la regulacion especifica de tejido mediante secuencias
reguladoras en cis. La base de datos FlyBase (www.flybase.org), que centraliza la mayor
parte de la informacion publica sobre distintas especies de Drosophila, tiene descritos 1587
alelos, 3153 referencias publicadas y 13305 fuentes de cepas disponibles. Muchas de éstas,
fruto del uso de white como marcador de insercion de transgenes, después del desarrollo de
los vectores pCasper, portadores de un miniwhite, que confiere un color anaranjado a

moscas de fenotipo w'.
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3.4- EL GEN zeste

La descripcion de Gans, en 1949, de un fenotipo mutante caracterizado por el color
amarillo claro de los ojos, de herencia recesiva ligada al sexo, fue la primera referencia
publica, y la que le dio el nombre, sobre el gen zeste de D. melanogaster (zeste es la piel
del limon, o de la naranja, en francés). Dicho fenotipo fue llamado zeste' (') (Gans, 1949).

El gen zeste se encuentra en la posicion 3A3 del cromosoma X, a una distancia
genética de 1,5cM del gen white. Se puede considerar un gen compacto, pues su region
codificante, de 2,6Kb, contiene sélo dos pequeios intrones de 121bp y 62bp (ver Fig.3.10).
El transcrito de zeste, de 2,4Kb, es escaso: las primeras estimaciones indicaron que podia
representar menos del 0,01% del total de RNA poli(A)" presente en la célula (Pirrotta et
al., 1987; Mansukhani et al., 1988). Sin embargo, no se han efectuado estudios mas

detallados en éste sentido.
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Fig.3.10. Esquema del gen zeste. Las cajas representan los tres exones de zeste. Las barras que las
unen simbolizan los dos pequefios intrones. Se muestran los puntos de inicio y finalizacion de
traduccion. La barra superior simboliza el DNA gendmico, con las dianas para enzimas de restriccion
mas representativas.

La proteina codificada por zeste cuenta con 574aa y un peso molecular de 80kDa,
aproximadamente. Se puede separar en tres grandes regiones funcionales (ver Fig.3.11):

La primera, en el extremo N-terminal, es una estructura en forma de hélice-giro-hélice
(HTH o helix-turn-helix, en inglés) que permite la union al DNA sin especificidad de
secuencia. Una variacion del HTH es el homeodominio, presente en varias proteinas
relacionadas con la formacién del patron de segmentacion.

La segunda, en el extremo C-terminal, es una zona hidrofobica que se estructura en
forma de cremallera de leucina de 74aa, que interviene en la interaccion con otras unidades

de Zeste (centenares, segin Chen ef al., 1992), u otras proteinas, para formar agregados. El

domino en cremallera de leucina también se encarga del reconocimiento de la secuencia de
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DNA especifica de sus elementos de union, los ZBS (del inglés Zeste binding site), cuya
secuencia consenso es YGAGYG.

La tercera, en la zona central, contiene tres dominios opa, ricos en residuos de
glutamina y alanina, también presentes en otros genes reguladores, como ultrabitorax,
antennapedia, dorsal, hairy, deformed, kruppel, hunchback, rough o E74 (Chen et al.,
1992). Una region adyacente, rica en prolina, parece importante para la correcta
interaccion proteina-proteina de Zeste, pues sustituciones hidrofobicas en esta region crean

mutantes hiperagregantes como z' 0 z°*® (Rosen ez al., 1998).
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Fig.3.11. Esquema de la proteina Zeste. Se muestran las principales zonas funcionales de Zeste y
sus dominios asociados. Debajo se muestran las posiciones de las mutaciones z' y z°°. DNA:
dominio HTH de interaccion al DNA. P: region rica en prolina. H: zonas hidrofobicas que
configuran el dominio de cremallera de leucina.

La proteina Zeste forma parte del grupo trithorax (trxG, en adelante), un vasto
conjunto de proteinas encargadas de mantener el patron transcripcional activo de los genes
homeoticos. El trxG antagoniza, funcionalmente, el grupo polycomb (PcG, en adelante),
encargado del mantenimiento del estado transcripcional inactivo de dichos genes. El
desarrollo correcto del embrion de Drosophila necesita un patron de expresion homedtico
muy estricto, espacial y temporalmente, de modo que el balance correcto entre los grupos
trxG y PcG es imprescindible.

Zeste forma agregados en dos fases. En primera instancia, el contacto entre cremalleras
de leucina forma homodimeros. Luego, la region rica en prolina anterior a la cremallera,
moderadamente hidrofobica, agrupa los dimeros para formar agregados multiméricos. El
proceso de agregacion es muy ordenado y mutaciones en la cremallera de leucina que
impiden la dimerizacion, también impiden la formacion de agregados. Sin embargo, las
mutaciones que impiden la multimerizacidon, no necesariamente impiden la dimerizacion
(Chen y Pirrotta, 1993).

En el afio 2000, experimentos in vitro demostraron que Zeste, Brahma (BRM) y ATP
eran necesarios para iniciar la transcripcion a partir de los ZBS (Kal et al., 2000). La
formacion de agregados de Zeste en el promotor, sirve de ancla para el complejo

remodelador de la estructura de la cromatina BRM, un grupo multiproteico perteneciente,
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también, al trxG. BRM, de la familia SWI/SNF, modifica el posicionamiento de los
nucleosomas para conseguir una conformacion abierta de la cromatina que permita la
union de factores de transcripeion, o incluso de la misma maquinaria de transcripcion, en la
region promotora. El reclutamiento del complejo BRM por parte de Zeste depende de la
interaccion de su cremallera de leucina con la proteina Moira (MOR), principalmente,
componente central del grupo BRM (ver Fig.3.12). Sin embargo, la falta de actividad de
una fusion entre la region de unién al DNA y la cremallera de leucina, demostré que la
region central de Zeste es necesaria para el reclutamiento del complejo BRM, aunque su

union al DNA fuera correcta (Kal et al., 2000).

Fig.3.12. Zeste recluta el complejo BRM. La interaccion de Zeste con diversas proteinas del

complejo BRM, principalmente MOR, aunque también 111 y 170, permite el reclutamiento de BRM

en los ZBS de las regiones promotoras de algunos genes. La reestructuracion local de la cromatina

por parte de BRM permite el acceso a la maquinaria de transcripcion.

Existen mutantes por delecion de zesfe. Estos mutantes son viables y fértiles, de modo
que zeste no es un gen esencial en el desarrollo de Drosophila. Sin embargo, si que es un
gen importante, pues en cepas homocigotas por alelos nulos de zeste, a menudo aparecen
individuos con transformaciones homeoticas que mueren en poco tiempo. También aparece
una elevada frecuencia de segregacion cromosdmica anormal, con una tendencia a la no

disyunciéon de los cromosomas X maternos, con la consiguiente aparicion de individuos

XXY en gran proporcion (Pirrotta, 1991).
Dos de las mutaciones mas estudiadas de zeste son z!y zop6,

El alelo z' consiste en un cambio de base en la posicion 2360 que implica la sustitucion
K425M. La lisina 425 es el unico aminoacido cargado en una region de 166aa en la parte

central de la proteina que, como se ha visto, es importante para la formacion de agregados.
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Asi pues, el cambio de la lisina 425 por una metionina crea un gran dominio hidrofébico
en una zona especialmente sensible, lo cual confiere propiedades hiperagregantes a la
proteina codificada por el alelo z'.

El alelo z°° se consiguid a partir de una cepa z', irradiada con rayos X (Lifschytz y
Green, 1984). Se trata de una segunda sustitucion, P454L, que incrementa el efecto
hiperagregante de z'.

Chen y Pirrotta, en 1993, experimentaron con sustituciones nucleotidicas en las

6 . . . , . . Ly . .
P>y circundantes, y vieron que aminodacidos hidrofobicos (como valina,

regiones z', z°
leucina o metionina) en las regiones 425/428 (z') o z'+454/456 (z°°°), daban lugar a
proteinas hiperagregantes. Contrariamente, sustituciones que dieran lugar a aminoacidos
cargados producian proteinas con un nivel de agregacion parecido al salvaje, atn en
presencia de las sustituciones hidrofobicas. En conclusion, pues, el cardcter hidrofobico de

pé

. . 1 .
las sustituciones es lo que confiere a los productos de z' y z°™ sus propiedades

hiperagregantes y no las bases concretas mutadas o las sustituciones exactas producidas.
La interaccion zeste-white depende del nimero de copias de white

Se conoce como interaccion zeste-white a la represion de la expresion del gen white por
el alelo z'. La represion afecta solamente a los ojos, que presentan un color amarillo, en
individuos con dos o mas copias apareadas de white. En general, pues, el fenotipo z' sélo
es visible en hembras, pues el gen white se encuentra en el cromosoma X. Atn asi, machos
z' portadores de una duplicacion de white también sufren la represion. Mediante
experimentos de transgenia se pudo determinar que la region minima necesaria para la
interaccion zeste-white corresponde a la region reguladora de white, portadora de las cajas
ZBS, de modo que una duplicacién parcial del gen también puede dar lugar a la
interaccion.

La interaccion zeste-white mantiene cierta similitud con la variegacion por efecto de
posicion (PEV, del inglés position effect variegation). La coloracion amarillo palido del
fenotipo z' puede tomar distintas intensidades o presentar un fenotipo punteado con ocelos
oscuros, en un fondo amarillo, en las células donde la represion de white no ha sido eficaz
durante las fases de determinacion de la expresion. Sin embargo, la inhibicion de white
disminuye a bajas temperaturas (19°C), con la aparicion de mas ocelos oscuros, mientras
que el efecto de la inhibicion por PEV aumenta. Esto indica que, aunque el efecto sea
parecido, la base molecular de la interaccion zeste-white no es la misma que la del PEV

(Rasmuson-Lestander et al., 1993).
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Zeste' podria inactivar por falta de activacion

Durante mucho tiempo se pensé que la inhibicién de la proteina Zeste' sobre white se
debia a su incapacidad para aproximar, mediante un lazo de DNA, alguna region
potenciadora distante al promotor de white, debido a su naturaleza hiperagregante. Sin
embargo, en 1995 Judd propuso que Zeste' podria actuar, junto con otras proteinas,
estabilizando dominios cromosomicos (Judd, 1995). Puesto que existe una gran
redundancia en estos mecanismos, la ausencia de Zeste no seria letal para el organismo,
auque si problematica en algunos aspectos. La proteina Zeste', entonces, inhibiria white
por una mala unién a sus ZBS o por un mal contacto con MOR u otras proteinas del
complejo remodelador BRM. La deficiencia de Zeste' para activar la transcripcion de
white, permitiria a las proteinas del grupo PcG inactivar el gen desde las primeras etapas
del desarrollo embrionario. El silenciamiento de PcG, entonces, seria mantenido
epigenéticamente durante toda la vida del individuo mediante la heterocromatinizacion del
gen. Este modelo encaja bien con las observaciones, pues permite la expresion de un color
rojizo de ojos en aquellas células en las que Zeste' consigue activar white, dando lugar a un
fenotipo variegado similar al PEV. La disminucién de la temperatura, en éste caso,
favoreceria la variegacion pues los agregados de Zeste' disminuyen con las bajas

temperaturas, pareciéndose a los agregados de la forma salvaje Zeste .
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3.5. EL GENOMA DE Drosophila melanogaster

Desde los albores de la genética, la comunidad cientifica ha tenido la necesidad,
intelectual y experimental, de conocer la ordenacion de los genes y demas entidades
genéticas, en el genoma. Las primeras aproximaciones fueron los mapas genéticos de
recombinacion y los estudios de ligamiento. Mas tarde, la aparicion de las técnicas de
hibridacién permitié la generacion de los primeros mapas fisicos de baja resolucion.
Aunque la sofisticacion de los protocolos llevo a la disminucion gradual de la distancia
minima entre dos marcadores, el mapa fisico de alta resolucion de un genoma implica la
obtencion de la secuencia completa del mismo.

El genoma de D. melanogaster cuenta con, aproximadamente, 180Mb, de las cuales
120Mb corresponden a su porcion eucromatica. Si consideramos que una reaccion de
secuenciacion da una media de unos 500bp consecutivos, uno de los principales obstaculos
de la secuenciacion de genomas se hace evidente. Sin embargo, hay otras dificultades:
zonas del genoma resistentes a la clonacion, regiones heterocromaticas altamente
repetitivas, muy inestables y la presencia de varias copias de elementos transponibles que
confunden y dificultan las tareas de ensamblaje de los fragmentos de secuencia generados.

La limitaciéon de longitud en las reacciones de secuenciacion se resuelve mediante

distintas técnicas de generacion de fragmentos al azar, llamadas shotgun sequencing.
La secuenciacion shotgun necesita grandes nimeros

Dado un fragmento de DNA, la secuenciacion shotgun se basa en la generacion al azar
de un niimero tal de subclones de pequefio tamafio que cubran en exceso la totalidad del
fragmento original. El exceso en la cobertura conlleva el solapamiento de los fragmentos
pequeios de modo que, idealmente, los subclones pueden ser ordenados mediante las
identidades de sus extremos, para conseguir la secuencia completa del fragmento de DNA
original. A medida que aumenta el tamafio del fragmento, debe incrementarse el grado de
cobertura, pues en caso contrario aumentan las zonas no representadas en la muestra de
subclones. Similarmente, con el incremento del tamafio del fragmento a secuenciar
también aumenta el nimero de copias de elementos repetitivos.

Las lagunas de secuencia impiden el ensamblaje final, dividiendo la secuencia en un
conjunto de fragmentos de los cudles no conocemos la posicion en el genoma ni la

orientacion entre ellos. Estos fragmentos aislados de secuencia son los contigs. A su vez, la
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presencia de copias idénticas o casi idénticas de elementos transposibles u otras secuencias
repetitivas, confunde el proceso de ensamblaje, como se muestra en la figura 3.13,

resultando también en el aislamiento de fragmentos de la secuencia original.

Al

Repeticidn A Repeticidn A’

> i
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Fig.3.13. Las secuencias repetidas confunden el ensamblaje. A) secuencia de DNA con dos copias

de un elemento repetitivo (A y A’) y composicion de un conjunto de subclones hipotético generado

para secuenciacion shotgun. B) El ensamblaje de los subclones seglin el apareamiento de bases

genera dos fragmentos aislados debido a la confusion de los subclones de las dos repeticiones.

Por los motivos mencionados, inicialmente las técnicas de secuenciacion shotgun sélo
se aplicaron a pequefios genomas viricos y fragmentos de 30-40Kb clonados en c6smidos,
considerados el limite de la técnica. En consecuencia, las estrategias de secuenciacion de
genomas mayores pasaban por la generaciéon de un mapa fisico, con el cual poder
seleccionar un conjunto de césmidos que cubrieran la totalidad del genoma. Una vez
conseguido el conjunto, cada uno de los cosmidos era secuenciado independientemente
mediante una estrategia shotgun. Las lagunas de secuencia y los problemas derivados de

secuencias repetidas eran resueltos caso por caso en una fase posterior de finalizacion, con

un elevado coste de tiempo y dinero.
Los pares de secuencia permiten secuenciar grandes genomas

En 1994, se secuencid el genoma de Haemophilus influenzae con un protocolo
integramente shotgun. Se consiguié mediante el ensamblaje de un conjunto de clones de
2Kb y 16Kb, representativos de toda su secuencia gendmica. Este, de 1,8Mb, estaba
considerado maés all4 de las posibilidades de la técnica, pero la clave fue el desarrollo de un
programa informatico capaz de usar la informacion de los denominados “pares de
secuencia” (del inglés mate pairs, literalmente “pares de colegas”). Los pares de secuencia
son los primeros 500bp de cada uno de los extremos de un mismo clon. De modo que, para

cada par de secuencia existe una relacion de orden y distancia que nosotros conocemos. En
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el caso de H. influenzae la distancia entre pares de secuencia es de aproximadamente 1Kb
y 15Kb, segun el clon de procedencia, aunque se pueden generar pares de secuencia a
partir de clones mayores. Gracias a esta informacion, podemos posicionar distintos contigs,
aunque no estén solapados, como se muestra en la figura 3.14. Esta es la auténtica
revolucion de los pares de secuencia, pues dada una suficiente cobertura del genoma,
siempre podremos encontrar un clon con uno de los pares en un contig y el otro en un
contig distinto, lo que implica poder ensamblar un genoma sin la necesidad de leerlo

secuencialmente.

Contig | Contig 2 Contig 3

Fig.3.14. Ensablaje mediante pares de secuencia. Tres contigs no solapados, pueden ser ordenados
y alineados gracias a la informacion de largo alcance proporcionada por los pares de secuencia. Las
flechas negras simbolizan los contigs. Las barras de colores simbolizan los clones con pares de
secuencia en distintos contigs. Para cada clon se muestra el tamafio de inserto que restringe las
distancias a las que se encuentran los contigs.

En realidad, para un elevado grado de cobertura, la secuencia proporcionada por los
pares de secuencia es suficiente para ensamblar completamente un genoma, sin necesidad
de secuenciar completamente cada uno de los subclones. De este modo, el limite de la
técnica shotgun paso de los cosmidos de 30-40Kb a los grandes clones BAC y P1, que
pueden albergar hasta 100Kb de secuencia.

La secuenciacion del genoma de D. melanogaster empez6 en Mayo de 1999 como una
colaboracion entre la corporacion Celera genomics Inc. y el proyecto publico liderado por
la universidad de Berkeley, el Berkeley Drosophila Genome Project (BDGP). Esta
iniciativa formaba parte de un plan mayor, debia probar la técnica para una empresa mas
ambiciosa: la secuenciacion del genoma humano, de 3.000Mb (Myers ef al., 2000).

La aplicaciéon del protocolo shotgun al genoma de D. melanogaster generd una
coleccion de clones BAC con una cobertura 13X del genoma y una coleccion de clones
plasmidicos de 2Kb y 10Kb, con una cobertura de 14,6X. La secuenciacion de los

extremos de cada clon dio como resultado 654.000 pares de secuencia procedentes de los

clones de 2Kb, 497.000 pares procedentes de los de 10Kb y 12.152 pares procedentes de
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los BAC. En total, 1.163.152 pares de secuencia. Puesto que la longitud media de cada
reaccion de secuenciacion fue de 551bp, y teniendo en cuenta que cada par de secuencia
son dos fragmentos secuenciados, consiguieron un total aproximado de 1.200Mb
secuenciadas, lo que significa diez veces la secuencia eucromatica del genoma de D.

melanogaster.
La llave esta en el software

El ensamblaje de todos los fragmentos requiere un proceso informatico muy bien
disefiado, pues la cantidad de datos imposibilita un proceso manual. Con este fin, Celera
genomics Inc. desarroll6 el denominado Ensamblador (assembler) (ver figura 3.15) (Myers
et al., 2000), un software compuesto por distintos pasos que selecciona y junta los
fragmentos de secuencia fruto de las fases iniciales del protocolo, para conseguir una
secuencia consenso lo mas completa posible del genoma.

Relaciones de  Fragmentos Libreria de Elementos
orden ¥ distancia Repetitivos

Fragmentos

Urierl —_—
wrlapper 1 Alsscrnanmenio

Fragmentas

(Lo
(_voigeer )

Unitigger -

Limatigs v solapamaenios

Scalfolder

¥
Unitigs, Countigs, ___| Rsolucsin de
Haces de parcs y == OIS

anedanaios

Emsamblaje ¥ comprobacion

Fig.3.15. El programa ensamblador. Diagrama de flujo del programa ensamblador desarrollado por Celera
genomics Inc. Adaptado de Myers et al., 2000.

SCREENER: cada una de las secuencias iniciales fue revisada en busqueda de
elementos repetitivos tales como DNA ribosomico, DNA de genes de histonas,
heterocromatina y retrotransposones conocidos. El screener puede usar dos filtros, el
blando y el duro. El filtro blando marca la secuencia como repetitiva, pero no la excluye

del ensamblaje. El filtro duro elimina la secuencia y ya no se toma en consideracion en los
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siguientes pasos. Durante el proceso de criba, la mayor parte de las secuencias repetitivas
fueron filtradas segtn el filtro duro.

OVERLAPPER: compara cada una de las secuencias con todas las demas para
determinar los solapamientos existentes. Usa un algoritmo parecido al del programa de
busqueda por similitud BLAST, que considera un solapamiento a una region minima de
40bp seguidos con una identidad superior al 94%. Se realizaron 212 millones de
solapamientos, con una media de 33,7 solapamientos por fragmento. Las secuencias con un
elevado niimero de solapamientos pueden contener algiin elemento repetitivo.

UNITIGGER: una coleccion de fragmentos claramente solapados forma un unitig.
Tipicamente, los unitigs se encuentran flanqueados por elementos repetidos o lagunas de
secuencia, con lo cual cada uno de ellos debera relacionarse con otros unitigs mediante la
informacion de pares de secuencia.

Los elementos repetitivos son un gran elemento de confusion en este punto, pues los
excelentes solapamientos que producen sus diversas copias dan lugar a unitigs que no se
corresponden con la realidad. Afortunadamente, los unitigs provenientes de secuencias
repetitivas pueden identificarse por el elevado niimero de solapamientos, considerdndose
unitigs sobrecolapsados (del inglés overcollapsed repeats). Estos artefactos del proceso de
ensamblaje pueden ser eliminados, y seleccionar solamente los unitigs de secuencia Unica,
llamados U-unitigs.

Se paso de 3,15 millones de fragmentos de secuencia, a 54.000 unitigs, de los cuales
9.413 fueron U-unitigs con un tamafio medio de 12,2Kb. El conjunto de los U-unitigs
cubre 115,4Mb, practicamente la totalidad de la secuencia eucromatica de D.
melanogaster.

SCAFFOLDER: la informacién de los pares de secuencia permite unir un conjunto de
U-unitigs en un contig. Pero puesto que la informacion de un par de secuencia no es
siempre fiable, solo se tuvieron en cuenta aquellas relaciones entre U-unitigs que contaran
con dos o mas pares de secuencia entre ellos. El conjunto de pares de secuencia que
relaciona dos U-unitigs es denominado un haz de pares de secuencia (bundle of mate
pairs). Se consiguieron unos 20.000 haces de pares de secuencia, con una media de 10,6
pares por haz. De forma parecida al unitigger, el scaffolder junta y ordena los contigs para
formar un andamio (scaffold). A su vez, los andamios se ordenaron mediante pares de
secuencia de largo alcance, obtenidos de clones BAC. El resultado del scaffolder fue un

conjunto de 3.736 contigs de un tamafio medio de 30,6Kb, relacionados entre ellos por
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5.973 haces de pares de secuencia. Esto fue, esencialmente, un primer ensamblaje de la
secuencia eucromatica no repetitiva del genoma.

RESOLUCION DE REPETICIONES: las lagunas de secuencia entre los U-unitigs,
muchas de ellas debidas a la presencia de elementos repetitivos, se rellenaron mediante una
estrategia con tres grados crecientes de agresividad, usando wunitigs y fragmentos de
secuencia con presencia de repeticiones (ver figura 3.16). Rocas: en una primera fase se
usaron unitigs relacionados con los U-unitigs con, por lo menos, dos pares de secuencia.
Piedras: la segunda fase us6 unmitigs relacionados mediante un par de secuencia y un
solapamiento. Grava: la ultima fase intentd cubrir el resto de las lagunas mediante

fragmentos solapados, aunque sin relaciones de pares de secuencia.

Andamio

Contig

Li-unitig

— Grava
—  Piedra

Fig.3.16. Estructura de un andamio. Los andamios son grupos ordenados de contigs. Un conjunto de U-
unitigs relacionados mediante haces de pares de secuencia forman la base de un contig. Las lagunas entre
ellos se rellenan con rocas, piedras y grava, de forma cada vez mas arriesgada, para intentar completar la
secuencia. Adaptado de Myers et al., 2000.

CONSENSO: la fase final del proceso, y la mas trivial, unifica todas las secuencias de
una misma region en una sola secuencia consenso. Para ello, se usaron unas estimaciones
de calidad de secuencia obtenidas durante la secuenciacion de cada uno de los fragmentos,
para priorizar las zonas de elevada calidad y minimizar la presencia de errores de

secuenciacion.
Finalizar la secuencia consumi6 algunos afios extra

La secuencia de salida del ensamblador, presentada en Mayo del 2000, constituy6 el
primer lanzamiento (Release 1) de una secuencia gendmica incompleta, con lagunas de
secuencia y contigs aislados o desordenados, y con algunas regiones de baja calidad. La

correccion de errores se encarg6 al Lawrence Berkeley National Laboratory (LBNL) y al
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Human Genome Sequencing Center, Baylor College of Medicine (HGSC). Gracias a la
generacion de dos mapas fisicos del genoma de D. melanogaster, uno de STS y el otro
sobre un alineamiento minimo de clones BAC, pudieron determinar la posicion de los
contigs aislados y corregir errores de posicionamiento del proceso inicial. Algunas de las
lagunas de secuencia se cubrieron mediante la generacion de nuevas reacciones de
secuenciacion, a partir de cebadores disefiados para la ocasion, otras gracias a un nuevo
ensamblaje con pares de secuencia nuevos de mayor calidad.

En octubre de 2000 se present6 el segundo lanzamiento de la secuencia gendmica.
Cubriéo 330 lagunas de secuencia y actualizd6 cerca de 3000 anotaciones. Quedaron
alrededor de 1300 lagunas.

El tercer lanzamiento, en junio de 2002, cubri6 casi todas las lagunas existentes y fue
especialmente cuidadoso con las secuencias repetitivas, pues se hizo un estudio exhaustivo
de todos los transposones presentes en la porcion eucromatica del genoma. El tercer
lanzamiento también contribuyé al ensamblaje de gran parte de secuencias
heterocromaticas (Celniker et al., 2002).

Después de dos actualizaciones del tercer lanzamiento, en noviembre de 2004 se
presentd el cuarto lanzamiento. Se revisé la anotacion de genes y demds elementos
constitutivos del genoma, se amplio la cobertura de secuencia heterocromatica (gracias al
programa Drosophila Heterochromatin Genome Project) y se incorpord la secuencia del
genoma mitocondrial de Drosophila. Aunque aun permanecen algunas lagunas de
secuencia y algunos unitigs sobrecolapsados, se considera que su secuencia es la de mayor
calidad hasta el momento. Todas las secuencias no alineadas u ordenadas, se anotaron
como pertenecientes al cromosoma U, para poder estar disponibles para el estudio aunque
su localizacion u ordenacion sea desconocida.

En el momento de redaccion del presente trabajo de tesis doctoral, la secuencia
genomica de D. melanogaster se encontraba en la tercera revision del cuarto lanzamiento
(release 4.3), aunque estaba prevista la publicacion formal del quinto lanzamiento para
finales de 2006 o principios de 2007, segliin la informacién publicada en el sitio web de

FlyBase (http://flybase.bio.indiana.edu/annot/dmel-release4-notes.html).
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OBJETIVOS

Como se describe en el apartado “Antecedentes”, el presente trabajo se inicidé como la
descripcion molecular de una cepa mutante (M115) y su revertiente fenotipico (RM115),
aparecidos en el laboratorio a raiz de unos experimentos de mutagénesis con ENU, EMS y
choque térmico. Puesto que los efectos de estos mutagenos son diversos y de cardcter

aleatorio, los objetivos iniciales fueron muy generales:

OBJETIVO 1°: Caracterizacion molecular de la ampliacion del fenotipo zeste a los
machos de la cepa M115.
OBJETIVO 2° Estudio de las causas de la reversion fenotipica en los machos de

M115 que originaron la cepa RM115.

A medida que el trabajo avanzaba en el cumplimiento de los objetivos 1° y 2° los
resultados abrian nuevas lineas de estudio que marcaron sus propios objetivos. Sin
embargo, estos no fueron mas especificos, pues el desconocimiento del elemento

transponible FB-NOF no lo permitio:

OBJETIVO 3°: Revision de la estructura y de la distribucion gendmica del elemento
transponible FB-NOF de D. melanogaster.
OBJETIVO 4°: Analisis de la region codificante del elemento transponible FB-NOF.

Expresion y localizacion subcelular.
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5.1 ANALISIS DE LAS CEPAS M115 Y RM115

La prioridad en el inicio del estudio de las cepas M115 y RM115, fue profundizar en
los paralelismos existentes entre estas cepas y las descritas por la Dra. Rasmuson-

Lestander, w'™% y w'%. A partir de los trabajos de la Dra. Baldrich, conociamos la

UR Uz

similitud fenotipica de los individuos M115 y RMI115 con los w' " y w72
respectivamente: la ampliacion de la interaccion zeste-white a los machos y la existencia de
una alteracion en el mapa de restriccion, justo después del gen white. Sin embargo, no

disponiamos de datos suficientes para comparar ambos pares de cepas.
Descubrimos la insercion de un elemento FB

Desde un punto de vista clasico, los pasos a seguir para determinar la similitud de las
reordenaciones detectadas en M115 y RM115 con las descritas por Rasmuson-Lestander,
pasarian por la elaboraciéon de un mapa de restriccion completo de la regién y la
hibridacion con sondas especificas de FB y NOF. Sin embargo, la publicacion del primer
lanzamiento de la secuencia genoémica de D. melanogaster, en enero del ano 2000, nos
permitio trazar una estrategia algo mas atrevida.

Tomamos como hipotesis de trabajo que las reordenaciones detectadas en nuestras
cepas se debian a la insercion de un elemento transponible FB-NOF en M115 y s6lo FB en
RMI115. Puesto que, en cualquier caso, siempre existirian secuencias FB en el punto de
insercion, disefiamos un experimento de PCR con un cebador en el extremo del IR de FB
(FB) y otro en un punto de la region gendmica cercana a la supuesta insercion (G5) (ver
Fig. 5.1 1). La determinacion de esta region gendmica se hizo con los datos de Southern
blot de Baldrich y Rasmuson-Lestander que, aunque aproximados, cuentan con precision
suficiente para poder encontrar la insercioén en uno o dos intentos (ver Figs. 3.1 y 3.2, en la
seccion Antecedentes).

Seglin el mapa de restriccion de Baldrich, la reordenacion se encuentra por debajo de la
diana Pvull en -3,3Kb (coordenadas de Levis), pero antes de la diana HindlIlIl en -6Kb. El
mapa de Rasmuson-Lestander sitia su insercion una kilobase por encima de las dianas
HindIll en -6Kb, cerca de la Kpnl de -4,2Kb. En consecuencia, para empezar la biisqueda
de un posible elemento FB en las cepas M115 y RM115, elegimos un punto situado
alrededor de -5Kb. El cebador G5 se encuentra en -5233bp, segun las coordenadas de

Levis para el gen white.
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Elegir un punto concreto en la secuencia supone un compromiso, pues dada la
precision del Southern blot, puede suceder que la insercion real se encuentre por arriba o
por debajo del punto elegido. Para tratar de cubrir ambas posibilidades, el cebador en
secuencia genoémica, G5, fue usado también en su forma reversa y complementaria, G5r.
Puesto que el cebador FB, se encuentra en el IR, hibrida en los dos extremos del elemento
y en las dos orientaciones (ver Fig. 5.1).

El experimento consta de dos reacciones de PCR, usando en cada una el cebador de FB
y uno de los cebadores en secuencia gendmica. Ambas reacciones son excluyentes. Entre
las dos, podemos rastrear un limite aproximado de 4Kb alrededor del cebador gendomico,
en busca de elementos FB (ver Fig 5.1). Las cepas analizadas fueron CS como control
negativo, pues no estd descrita la presencia de elementos B en la region. Como control
positivo, w™% proporcionada por Rasmuson-Lestander. Las cepas problema fueron,

obviamente, M115 y RM115.
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Fig.5.1. Estrategia de PCR. Si la reordenacion descubierta por Baldrich entre Kpnl y Hindlll se debe a un
elemento FB, existen dos posibilidades, A) La insercion se encuentra antes del punto elegido para el cebador
G5, -5233, de modo que sblo puede amplificarse el producto entre los cebadores FB y G5r, o B) la insercion
se encuentra después de -5233 y el unico producto de PCR posible es entre FB y G5. La region degradada
simboliza la zona de fiabilidad alrededor de G5/G5r. La numeracion muestra las coordenadas de Levis.

El resultado del experimento mostré amplificacion con la pareja G5 y FB en w7,
MI115 y RM115, pero no en CS. Esto sitiia un elemento FB en estas cepas, por debajo del
punto elegido. El fragmento amplificado contiene el extremo 5’ de la insercion. La
reaccion G5r vs. FB no muestra amplificacion, pues solo una puede darla (ver Fig. 5.2A).
El tamaio del fragmento amplificado es de entre 800bp y 850bp. Considerando que el
cebador FB se encuentra a 478bp del inicio del elemento, deducimos que existe una
insercion de FB a una distancia de aproximadamente 400bp por debajo del cebador GS5.
Sorprendentemente, la posicion de la insercidn en nuestras cepas y en w' > parece ser casi

idéntica. Para esclarecer esta posible coincidencia y con el fin de precisar el punto exacto
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de la insercion, los productos de PCR fruto del experimento fueron secuenciados mediante

un cebador interno en B (FBs), situado a 123bp del inicio del elemento (ver Fig. 5.2C).
Los resultados de la secuenciacion desvelaron el punto de insercion del elemento FB en

las cepas M115, RM115 y w™%, con la maxima precision posible. La insercion se produce

en la posicion -5655, segun las coordenadas de Levis, en la regioén posterior del gen white
(ver Fig. 5.2D).
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Fig.5.2. Localizaciéon de un elemento FB. A) Resultados de las reacciones de PCR G5r vs. FB y G5 vs. FB.
Solamente se observa amplificacion al usar esta ultima pareja, lo cual indica la presencia de un elemento FB
por debajo de -5233. B) Resultados de las reacciones G3 vs. FB, extremo 3’ de la insercion, y reaccion diplex
usando los tres cebadores G5, FB y G3. Las cepas con insercion de FB muestran las dos bandas
correspondientes a los extremos de la insercion, mientras que CS muestra el fragmento de 700bp
correspondiente a la region entre G5 y G3. C) Esquema de la insercion del elemento FB. Se muestra la
posicion aproximada de todos los cebadores implicados en las PCR y la secuenciacion. El esquema no esta a
escala. D) Alineamiento de secuencias entre la region genomica salvaje de la region 3° del gen white, la
secuencia publicada del elemento transponible FB4 y las secuencias obtenidas de las cepas w'’%, M115 y
RM115. En negrita se muestra la duplicacion directa de 9bp, longitud tipica de los elementos foldback.

El conocimiento del extremo 5 de la insercidon nos permitié disefiar el cebador G3,

para amplificar un fragmento de DNA que contuviera el extremo 3’ de la insercion (ver.
Fig. 5.2C). La posicion de G3 es -5963, a una distancia de 730bp de G5 y 308bp del punto
de insercion de FB. El fragmento de DNA entre los cebadores FB y G3 se muestra en la

Fig. 5.2B. Como se esperaba, solo amplifica en las cepas en las que se habia encontrado la

insercion del elemento FB: w™%, M115 y RM115.
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Puesto que en los dos experimentos de PCR, hasta el momento, la cepa CS siempre
habia dado resultados de no amplificacion, buscamos la forma de demostrar la ausencia de
FB mediante un resultado positivo. Asi pues, se disefié un experimento de PCR duplex con
los cebadores G5, FB y G3, que amplifica los dos extremos de la insercion, mas la region
entre G5 y G3 en ausencia del transposon. Debido al tamafio de los elementos FB y a la
fuerza de sus estructuras secundarias, la amplificacion G5 vs. G3 en una cepa con la
insercion es altamente improbable. Los resultados de la PCR duplex se muestran en la Fig.
5.2B, y demuestran positivamente la ausencia de FB en la cepa CS.

El extremo 3’ de la insercion se secuencid a partir del cebador G3s, situado 161bp por
debajo de la insercion de FB, sobre el producto de amplificacion G3 vs. FB (ver Fig. 5.2C).
La secuencia confirma el punto de insercion revelado por la secuenciacion del extremo 5°,
y muestra la duplicacion directa de 9bp, longitud tipica de la transposicion de los
elementos FB (ver Fig. 5.2D).

La coincidencia del punto de insercion entre las cepas M115, RM115 y w™% supuso un
resultado desconcertante. Podria explicarse de tres formas: 1) Nos encontrariamos delante
del mismo alelo de white descrito por Rasmuson-Lestander. 2) La region podria ser un
punto caliente (hot spof) de insercion para el elemento FB. 3) Se trataria de una curiosa

casualidad.
La insercion en M115 y RM115 es distinta de la de w*VZ

El hecho de que la cepa w™” hubiera sido usada en el pasado por otros miembros del
grupo hizo pensar en la posibilidad que M115 fuera el resultado de una contaminacién vy,
por lo tanto, que el cromosoma X analizado en el presente trabajo fuera el mismo analizado
por Rasmuson-Lestander. Sin embargo, la cepa w™” es portadora del marcador singed (sn)
en el cromosoma X, mientras que M115 y RM115 son portadoras de forked (f). Ademas,
los datos de estabulacién de la unidad confirmaron que la cepa w'% dejo de utilizarse
antes del inicio del trabajo de la Dra. Baldrich, y no estaba en mantenimiento durante el
mismo. Puesto que los marcadores del cromosoma X no coinciden entre w™°% y M115, y
ya que no habia una poblacion permanente de w™* en el laboratorio, la hipétesis de la
contaminacion se considera poco probable.

Si se trata de un punto caliente para la insercion del elemento FB o, por el contrario,
fue casualidad, probablemente nunca se sabra. El objetivo del trabajo fue analizar, con la

mayor precision posible, las causas y los efectos de la mutacion ocurrida en M115 y la

58



RESULTADOS Y DISCUSION

reversion en RM115, de modo que continuamos con el disefio de nuevos experimentos
para conseguirlo.

Conociamos el punto exacto de la insercién. Nos faltaba por conocer el tamafo y la
composicion del material insertado, pues aunque ya hubiéramos demostrado la presencia
de FB en M115 y RM115, faltaba saber si alguna de ellas contaba con la presencia de un
elemento completo FB-NOF.

Para determinar el tamano, lo mejor es la técnica de Southern blot, de modo que
usamos la sonda pWKK, generada ad hoc, para comparar el tamafio del fragmento de
restriccion KpnI-Kpnl, donde se encuentra la insercion, entre las cepas w' % MI115,
RM115 y el control CS (ver materiales y métodos). Es importante destacar que el extremo
3’ del clon pWKK contiene el fragmento EcoRI-Kpnl que utiliz6 Rasmuson-Lestander en
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Fig.5.3. Tamaiio y composicién de las inserciones. DNA genémico de CS, w™*, M115 y RM115 digerido
con la enzima de restriccion Kpnl e hibridado con, A) sonda pWKK y B) sonda pNOF. Todos los carriles
corrieron en el mismo gel, al 0,6% de agarosa, en las mismas condiciones y se transfirieron a la vez. El filtro
fue cortado e hibridado por separado con cada sonda. Se muestran los tamafios de las bandas mas relevantes y
la region de baja resolucion del gel. Entre paréntesis, el tamafio de las inserciones en cada banda.

Los resultados del experimento mostraron una banda Kpnl-Kpnl de 12,1Kb en M115 y
4,6Kb en RM115 (ver Fig. 5.3A), muy distintas de las descritas por Rasmuson-Lestander
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para las cepas w'U% y w™'R. Las cepas control dieron bandas dentro de lo esperado: 3,8Kb
para CS y 14,8Kb para w'’”. Es de esperar encontrar algunas discrepancias con los
tamafios descritos en otros trabajos, pues las caracteristicas de cada electroforesis y el uso
de distintos métodos para calcular los tamafos, resultan en valores diferentes. Las cepas
wU% M115 y RM115 presentaron una acumulacion de material de elevado peso molecular
en la zona superior de cada carril, que interpretamos como el resultado de digestiones
incompletas, cosa comun para la enzima de restriccion Kpnl.

Para determinar la composicion del material insertado, las mismas digestiones se
hibridaron con la sonda pNOF (ver materiales y métodos). Aunque las cepas w o> y M115
mostraron diversas bandas de elevado peso molecular en la zona de baja resolucion del gel,
se aprecian con claridad sefiales de hibridacion en los mismos fragmentos de 14,8Kb y
12,1Kb que hibridaron con la sonda de white (ver Fig. 5.3B). La cepa salvaje CS y el
revertiente RM115, sin embargo, no mostraron coincidencia entre los fragmentos que
hibridaron con white y los que lo hicieron con NOF.

De estos resultados se deducen unas inserciones de 11Kb en la cepa w% 8 3Kb en
MI115 y 0,8Kb en RM115. Estos valores demuestran, mas alla de toda duda, que el origen
de M115 y RM115 es distinto de w™* y w™%, como ya apuntamos en el apartado anterior.
En particular, mientras que parece segura la insercion de un elemento FB-NOF en M115,
al igual que en w*”, la reversion en RM115 parece producirse por la escision de la mayor
parte del elemento y no contiene NOF. No podemos trazar un paralelismo con wX, pues
los eventos descritos por Rasmuson-Lestander implican que una cepa con un elemento FB
“UR), pasa a contener un elemento completo FB-NOF (w'%). Justo lo contrario que

M115 y RM115.

(w

La reversion detectada en RM115 es tan extrema, que casi entra en conflicto con los
resultados de PCR que detectaron FB (el cebador FB se encuentra a 478bp del inicio del
elemento, de modo que, entre los dos extremos, amplificamos por lo menos 956bp de FB
en todas las cepas mutantes). Si bien los resultados de Southern blot son siempre
aproximados, lo cierto es que el gel tiene resolucién suficiente para asegurar que el
incremento real de la banda Kpnl-Kpnl en RM115, respecto de CS, no superaria por mucho
1Kb. Este tamafo entra dentro del alcance de una reaccion de PCR, de modo que se
intentaron varias combinaciones de cebadores flanqueantes al elemento F'B, para conseguir
un fragmento que abarcara toda la insercion. Ninguna de las combinaciones dio resultado,
aunque usaramos polimerasas especiales para reacciones dificiles o largas. Aunque pueda

parecer logico, pues los IR de FB pueden producir estructuras secundarias muy fuertes en
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cadenas simples, no lo es si se tiene en cuenta que un elemento /B de alrededor de 1Kb

esta formado, en su mayor parte, por las secuencias iniciales no internamente repetitivas.
Aparecen los primeros indicios de una reordenacion

Para superar el aislamiento aparente entre los dos lados de la insercion, tanto en M115
como en RMI115 y conseguir mas indicios sobre la composicion de las secuencias
insertadas, elaboramos un mapa de restriccion completo de la region. Obviamente, la sonda
pWKK no pudo usarse por contener el punto de insercion, de modo que se utilizaron dos
sondas menores, una de la regién inmediatamente anterior a FB, pWKE* y otra
inmediatamente posterior, pWEK. Con el uso de dos sondas pudimos detectar un mayor
numero de dianas de restriccion y confirmar la posicion de algunas de ellas (ver Seccion
7.1.7.1 en Materiales y métodos).

Los resultados del mapa de restriccion muestran algunas caracteristicas sorprendentes,
que no se habian considerado hasta el momento (ver Fig. 5.4). La posicion y distancia de
las dianas de restriccion confirma la presencia de un elemento NOF en la cepa M115.
Aunque la diana Ps#l aparece entre Sall y BamHI en la hibridacion con pWKE*, su
posicion es correcta en la hibridacion con pWEK vy, puesto que el primer experimento de
Southern blot ya indicaba la presencia del elemento, no se buscé la posicion de mas dianas
en esta cepa. Cabe mencionar, pero, que a juzgar por el orden Sa/l->EcoRI, la orientacion
del elemento es inversa respecto a la expresion del gen white, lo cual podria interferir en su
expresion y ampliar el fenotipo zeste'.

Lo inesperado fue, sin embargo, descubrir que la cepa RM115 también cuenta con la
presencia de un elemento NOF. Se mapearon hasta siete posiciones internas del elemento y
todas ellas se encuentran en el orden y distancias relativas en las que se encuentran en la
secuencia publicada de NOF. Este elemento también se encuentra en orientacion inversa
respecto de white, aunque RMI115 no presenta el fenotipo zeste' ampliado. Otra
consecuencia del uso de dos sondas fue la deteccion de la siguiente diana Kpnl a una
distancia de aproximadamente 30Kb y no 4Kb como mostraba el primer experimento de
Southern blot con la sonda pWKK.

El patron de restriccion de NOF en RM115 se observo, solamente, al rastrear las dianas
con la sonda pWKE*. Al tratar de confirmar las posiciones con la sonda pWEK no
obtuvimos el mismo patrén, sino uno vagamente similar al de la region 3’ del gen white,
aunque todas las dianas de restriccion estarian algo desplazadas de su posicion esperada y

aparece un sitio Pstl no existente en la secuencia salvaje (ver Fig. 5.4).
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Los indicios revelados por el mapa de restriccion supusieron un punto de inflexion en
el estudio. En particular, las discrepancias encontradas para la posicion de la diana Kpnl en
RM115 al usar una sonda u otra. Encontrar una sola banda Kpnl-Kpnl de gran tamafio con
la sonda pWKE*, nos hizo pensar que, tal vez, las sefiales de hibridacion en la zona de baja
resolucion observadas en el experimento inicial de Southern blot, pudieran no ser
digestiones incompletas. Para comprobar esta hipotesis, repetimos el experimento de
Southern blot corriendo las digestiones Kpnl en un gel de agarosa al 0,3%, para obtener
mayor resolucion para las bandas de elevado peso molecular. Se hibridaron los fragmentos

con las sondas pWKE*, pWEK y pNOF.

Sondas
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Fig.5.5. Tamaiio y composicion de las inserciones, segundo experimento. DNA genémico de CS, w'%,

MI115 y RM115 digerido con la enzima de restriccion Kpnl e hibridado con las sondas pWKE*, pWEK y
pNOF. Todos los carriles corrieron en el mismo gel, al 0,3% de agarosa, en las mismas condiciones y se
transfirieron a la vez. El filtro fue cortado e hibridado por separado con cada sonda.

El resultado de este nuevo experimento confirmé nuestras sospechas sobre las sefiales
de hibridacion en la zona de elevado peso molecular (ver Fig. 5.5), pues sin duda
corresponden a fragmentos de restriccion Kpnl-Kpnl. La sonda pWKE* hibridé con dos
fragmentos a la vez en las cepas de ojos amarillos, w"* (16Kb y 25Kb) y M115 (11Kb y
28Kb), por s6lo uno de 23Kb en RM115. La sonda pWEK hibrid6 con los mismos

fragmentos de 16Kb en w™%, 11Kb en M115 y 4Kb en RM115, que ya detectamos en el
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primer experimento de Southern blot con la sonda pWKK (ver Figs. 5.3 y 5.5). La sonda
pNOF hibrida con diversos fragmentos, pero parece clara la coincidencia con los de 16Kb
y 11Kb de w™* y M115, respectivamente. Debido a las diferencias entre los geles de los
dos experimentos de Southern blot, el tamano calculado de los fragmentos varia un poco.
Puesto que este segundo experimento estd pensado para mejorar la resolucion de bandas de
elevado peso molecular, confiamos mas en estos tamanos.

En conjunto, los datos de los mapas de restriccion y del segundo experimento de
Southern blot nos llevan a una conclusion muy alejada de las hipotesis iniciales. La
hibridacion de la sonda pWKE* con dos fragmentos Kpnl-Kpnl distintos en las cepas w™" %
y M115 indica que, probablemente, la region anterior a la insercion se encuentra duplicada.
Si el fragmento presuntamente duplicado alcanzara la region promotora del gen white, el
fenotipo zeste' ampliado a machos quedaria perfectamente explicado en las dos cepas, lo
cual supondria abandonar las hipotesis de Rasmuson-Lestander que proponian un efecto de
la actividad de NOF sobre el gen white. La cepa revertiente, por su parte, aunque no
muestra bandas dobles, si muestra bandas distintas con las dos sondas. Esto podria
significar que las secuencias con las que hibridan no se encuentran adyacentes en el mismo
fragmento Kpnl-Kpnl y que la reversion, de algin modo, separd fisicamente los dos
extremos de la inserciéon de M115, haciendo que cada sonda reconozca fragmentos Kpnl-

Kpnl distintos en RM115.
white esta duplicado, por lo menos en las cepas de ojos amarillos

Los resultados del Southern blot son claros, pero otros fendémenos pueden producir
bandas dobles sin necesidad de tratarse de duplicaciones. Por ejemplo, podria ser que la
diana Kpnl, en las cepas w'*” y M115, estuviera desplazada respecto de CS y la sonda
reconociera los dos fragmentos Kpnl-Kpnl adyacentes. Improbable, pero posible.

Para determinar si el gen white estd duplicado en estas cepas, disefiamos un
experimento de PCR cuantitativa a tiempo real. Amplificamos y cuantificamos cuatro
regiones gendmicas: la primera, wZB, en el ZBS del gen white, imprescindible en la
interaccion zeste-white. La segunda, wBc, en el primer exéon de white. La tercera, wKE,
justo antes del punto de insercion, en el fragmento Kpnl-Kpnl. La cuarta, CG, mas alla de
la diana Kpnl posterior al punto de insercion. Una region del gen zeste sirve de control de

copia unica (ver Fig. 5.6).

64



RESULTADOS Y DISCUSION

= B R BE B . . _ & _BBRe EHzEE. 2 a2

I I B R R & § a3 142348 53

Sl | » | )
Cebadores n - sindan .
RTPCR 00 M "

Fig.5.6. Cebadores para PCR a tiempo real. Esquema de la region genoémica del gen white. La caja rayada
indica la zona promotora, con el ZBS. Las cajas oscuras simbolizan los exones. Debajo, se muestran las
posiciones aproximadas de los cebadores utilizados en el experimento de PCR a tiempo real.

El primer paso para cuantificar la dosis génica consiste en determinar la relacion de
cada reaccion respecto al control, dividiendo sus concentraciones estimadas. El valor
obtenido, sin embargo, no puede tomarse como una cuantificacion, pues cada reaccion de
PCR tiene su propia eficiencia y no se pueden comparar dos reacciones distintas sin
normalizar. Correriamos el riesgo de asignar mayor dosis a una region que simplemente
amplifique con mas facilidad. Asumiendo que la eficiencia de cada reaccion se mantiene
entre cepas, normalizamos cada una de las relaciones obtenidas en las cepas problema con
el valor obtenido para la cepa salvaje CS, la inica que garantiza una sola copia de cada
region (evidentemente, el experimento cuenta con DNA exclusivamente de machos). El
resultado de la normalizacion si puede considerarse una cuantificacion relativa de la dosis
génica de cada region, respecto a la region control.

En la tabla 5.1 se muestran las relaciones de eficiencia de cada reaccion respecto del
control zeste para cada cepa y los valores normalizados que indican la dosis génica de cada
region. La comparacion de los valores de cada reaccion ejemplifica el porqué de la
normalizacién: en RM115, un valor de 0,51 en la relacion wBc/z y un valor de 2,16 en la
relacion wKE/z, determinan la misma dosis génica (1,2 = 1 copia), debido a que la reaccion
wKE es un 78% mas eficiente que la de zeste (ratio 1,78), mientras que la reaccion wBc es

un 68% menos eficiente (ratio 0,42).
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RELACION CON zeste NUMERO DE COPIAS
Cepa wZB/z wBc/z wKE/z CG/z wZB wBc wKE CG
CS 0,91° 0,42° 1,78 0,33° 1,0 1,0 1,0 1,0
wUZ 2,06 n.a. n.a. 0,41 2,2 na.  na. 1,2
M115 1,90 0,75 3,73 0,27 2,1 18 21 08
RM115 0,90 0,51 2,16 0,27 1,0 1,2 1,2 0,8

(a) usado como relacion de eficiencia.  (n.a.) no aplicable.

Tabla 5.1. Cuantificacion relativa de la dosis génica del gen white y alrededores. Se muestran, en fondo
blanco, las relaciones de concentracion estimada de cada reaccion respecto a zeste, en cada cepa. Las celdas
con fondo gris muestran los valores normalizados, que si pueden considerarse una cuantificacion relativa.

En el analisis de los resultados, tuvimos en cuenta el hecho de que la PCR cuantitativa
a tiempo real y su software asociado, esta disefiada para mediciones con diferencias
mayores que las que estdbamos determinando. Por eso, los resultados obtenidos tienen una
precision sin sentido en nuestro experimento. No se puede tener 2,1 copias de una zona
duplicada. Asi, hay que entender que los valores “1,8”, “2,1” y “2,2” indican una dosis
génica de “2”. Igualmente, los valores “1,2” y “0,8” indican una dosis génica de “1”.

Con estas consideraciones, pues, los resultados demuestran que todas las regiones
cuantificadas anteriores al punto de insercién estan duplicadas en las cepas w™% y M115,
mientras que la region posterior no lo estd. La cepa RM115, sin embargo, cuenta con una
sola copia de cada region.

Puesto que el primer individuo MI115 se mantuvo en cultivo con hembras de
cromosomas X unidos, solamente el cromosoma X de este macho se transmite a sus
descendientes. El mantenimiento del fenotipo entre éstos indica que la duplicacion
detectada en los experimentos anteriores esta contenida en el cromosoma X. Sin embargo,
la segunda copia de white podria estar adyacente, en tdndem, en el locus white o, por el
contrario, podria haber translocado a un punto lejano en el cromosoma. Para tratar de
identificar la posicion de las dos copias recurrimos a la hibridacion in situ sobre
cromosomas politénicos. Preparaciones de cromosomas politénicos de las cepas CS, M115
y RM115 se hibridaron con sondas para white (pWXK), detectada mediante anticuerpos
conjugados con Alexa 488 (color verde) y NOF (pNOF), detectada mediante anticuerpos

conjugados con rodamina (color rojo) (ver Fig. 5.7).
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white NOF+white

CS

M115

RMI115

Fig.5.7. Deteccion de white y NOF mediante FISH. Se muestran, ampliadas, las zonas de hibridacion de las
sondas pNOF (rojo) y pWXK (verde) en las cepas CS, M115 y RM115. La imagen de la derecha muestra la
superposicion de las dos imagenes anteriores, sobre los cromosomas politénicos tefiidos con DAPI. La flecha
sefiala la posicion del locus white en CS, pues la sefal es muy débil.

En todos los casos se observa una tnica seial de hibridacion de la sonda pWXK, en la
banda X3Cl, lo cual indica que no existe translocacion asociada a la duplicacion de white,
en la cepa M115 (ver Fig. 5.7). Por lo menos, no en nuestro nivel de resoluciéon. Debemos
concluir, por lo tanto, que la regién duplicada se encuentra en tandem o, en todo caso,
suficientemente cercana como para hibridar en la misma banda del cromosoma politénico.

El resultado de la FISH es coherente con la posible presencia de un elemento FB-NOF
completo en la insercion de la cepa RM115, como se habia sugerido a raiz del mapa de

restriccion, dada la hibridacion de la sonda pNOF en la misma banda del locus white.
Discusion general del anélisis de las cepas M115y RM115

La descripcion final de las cepas M115, RM115 y colateralmente w™%, dista bastante
de las hipotesis iniciales. El fenotipo de ojos amarillo claro en M115 y w™* es
consecuencia de la duplicacion del gen white en un fondo genético zeste'. La reversion,
que da lugar a la cepa RM115, se debe a la pérdida de una de las copias. Estos resultados
nos permiten prescindir de las hipdtesis de Rasmuson-Lestander, no respaldadas por
pruebas, sobre la posible interferencia del elemento F'B-NOF en la expresion de white. Esto
no significa que no pueda existir tal interferencia pero, de existir, no seria la causante del

fenotipo zeste' en M115 ni en w'™"%,
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La razén que llevo a error al grupo de Rasmuson-Lestander fue, sin duda, la eleccion
de la sonda en su experimento de Southern blot. Su sonda es equivalente a nuestra pWEK,
que da un resultado muy similar al presentado en su articulo, sin las bandas dobles que
evidencian la duplicacion. Evidentemente, sus explicaciones fueron las mas coherentes con
los resultados de que disponian. Sin embargo, puesto que la reversion de la cepa w™o% se
estableci6 y us6 como un ensayo de mutagénesis (Rasmuson, 1984; Xamena et al., 1984;
Fujikawa y Kondo, 1986; Vogel, 1989; Batiste-Alentorn ef al., 1991; Rasmuson y Larsson,
1992), es importante conocer con precision el fundamento de la mutacion. En este sentido,
los resultados obtenidos mediante el uso de dicho ensayo quizas deberian revisarse y
ajustarse a eventos de recombinacion y no de escision de un transposén, como se creia
hasta el momento.

Respecto a los mecanismos moleculares de la mutacion y reversion, lo mas probable es
que se deban a fendmenos de recombinacion homologa entre elementos FB o FB-NOF no
homologos, es decir, situados en sitios no homologos del genoma. Si eso fuera cierto, los
dos extremos de la duplicacion en M115 contendrian secuencias F'B (por lo menos) (ver
Fig. 5.8). La insercion detectada es, sin duda, uno de los extremos de la reordenacion.
Encontrar el otro extremo fue, sin embargo, imposible. Experimentos de Southern blot
cubriendo las 30Kb anteriores al gen white y reacciones de PCR con cebadores en +20Kb y
+25Kb (segun coordenadas de Levis), en combinaciéon con el cebador FB, no dieron
ningtn indicio de la presencia de otro elemento FB o FB-NOF cercano (los datos no se
muestran, pues no hay diferencias entre las cepas).

La reversion, por su parte, parece ser el resultado de una delecion por recombinacion.
No seria nada inusual, sino todo lo contrario, pues la cepa M115 es inestable vy,
probablemente, todos los individuos revertientes que genera se deban a delecién por
recombinacion de una de las dos copias de white, ;pero cual? Es interesante recordar que,
en RM115, las dos sondas flanqueantes al punto de insercion detectado hibridan con
fragmentos Kpnl-Kpnl distintos. En M115, la banda de 11Kb se mantiene en las
hibridaciones de las dos sondas, lo cual significa que el fragmento Kpnl-Kpnl estd intacto a
pesar de la insercion de FB-NOF. Esto no sucede en RM115, con lo cual nos inclinamos
por la posibilidad de que la delecion afecte al locus white, quedando intacta la copia fruto
de la duplicacion (ver Fig. 5.8).

Finalmente, puesto que el fragmento detectado por la sonda pWKE* en RM115 tiene
un tamafio 6Kb menor que el detectado en M 115, creemos que la diana Kpnl en 3’ no es la

misma en las dos cepas. Igual que el fragmento detectado por la sonda pWEK, la
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integridad de la secuencia en el extremo 3’ de la duplicacién tampoco se mantiene entre
M115 y RM115. Este dato, junto con la relativa cercania de la copia duplicada al locus
white, sugiere que toda la region genomica entre la duplicacion y el locus white,
incluyendo el gen, podria haber sido reemplazada por un fragmento de secuencia
flanqueado por elementos FB-NOF, al estilo de los transposones gigantes de Ising (Ising y

Block, 1984).
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Fig.5.8. Propuesta sobre las reordenaciones en M115 y RM115. Esquema de la explicacion mas probable
de las reordenaciones ocurridas en M115 y RM115, segtin los datos de nuestros experimentos.
No esta dibujado a escala.
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5.2 ANALISIS DEL ELEMENTO TRANSPONIBLE FB-NOF

En las primeras fases del estudio de las cepas M115 y RM115, con todas las hipotesis
aun abiertas, empezamos a estudiar las posibilidades de que un elemento transponible FB-
NOF pudiera alterar la expresion de un gen cercano. Para nuestra sorpresa, la informacion
sobre el transposoOn era escasa y antigua, pues la mayoria de referencias son de los afios 80
y principios de los 90 (para un resumen de la informacion previa, ver la seccion de FB-

NOF en la introduccion).

La modernizacion de las técnicas clasicas de biologia molecular, asi como la aparicion
de nuevas metodologias y de las bases de datos gendmicas, nos permitié retomar el estudio
de FB-NOF para aportar nuevos datos sobre su estructura y, en la medida de lo posible, de

su funcion.
Clonamos los IR de un elemento FB

Los tnicos IR secuenciados de un elemento FB son los de FB4, en 1982 (Potter et al.
1982). Pero, justamente, /B4 es un mal representante de la familia foldback, pues la
insercion casual de un elemento HB en su interior oculta la mayor parte de FB. Por eso
decidimos obtener nuestra propia secuencia completa de los IR de un elemento F'B, a saber,
el presente en la region 3’ del gen white en M115. Contar con un elemento completo FB-
NOF fue una ventaja, pues no solamente podiamos asegurar que los IR estarian enteros,

sino que nos permitiria estudiar la transicion entre F'B 'y NOF.

En primer lugar tratamos de conseguir dos clones, uno para cada IR completo del
elemento. La forma mas rapida de conseguirlos es mediante PCR y clonacion, pero puesto
que la secuencia de los IR de FB es internamente repetitiva, era imprescindible cubrir todo
el IR en una sola reaccion. El tamafio y la composicion de dichos IRs no ayudan en la
tarea, pues cada uno mide algo mas de 2Kb y, aunque el porcentaje total de C/G en las
zonas repetitivas ronda el 30%, estas no son nada homogéneas y existen largas tiras
formadas exclusivamente por A/T, a intervalos regulares. Estas regiones pueden alterar

localmente la topologia de la hebra de DNA, dificultando el proceso de amplificacion.

Los dos cebadores de la region 3° del gen white (G5 y G3) utilizados para la deteccion
inicial de la insercion (ver Fig. 5.2), se combinaron con diversos cebadores en NOF para

tratar de conseguir fragmentos compuestos por secuencia de NOF, algo de secuencia
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genodmica y un IR de F'B entero entre ellas (ver cebadores en Materiales y métodos). Con el
uso del sistema Fail Safe ™ PCR System, con su bateria de Fail Safe ™ PCR Premix
Selection, pudimos amplificar dos fragmentos de DNA prometedores entre los cebadores
G5/NOF5 y G3/NOF3 (ver Fig. 5.9). Puesto que la amplificacion se consiguié con la
premix D, los fragmentos fueron nombrados bandaD5’ (4,5Kb) y bandaD3’ (2,4KDb),
respectivamente. Los dos fragmentos fueron clonados en vectores plasmidicos para su
posterior andlisis de restriccion y secuenciacion, estableciendo los clones pCRDS’ y
pBSD3’ (ver Fig. 5.9 y la seccion de sondas en Materiales y métodos). Cabe destacar que
las dificultades que preveiamos con las repeticiones internas de B realmente aparecieron.
Las reacciones fallaban a menudo o resultaban en escaso producto y, como se observa en la
Fig. 5.9, en los procesos de clonacion aparecian plasmidos con insertos de distintos

tamanos, generalmente menores a los calculados para las bandasD.
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Fig.5.9. Los clones pCRD5’ (A) y pBSD3’ (C). Se muestran los momentos clave durante el proceso de
amplificacion (1), clonacion (2) y seleccion (3) de los dos clones que contienen los IR enteros del elemento
FB presente en la cepa M115. En (B) se muestran los esquemas de dos clones pCRDS5’, que ejemplifican las
deleciones internas en los IR de FB. SD: Sin Digerir. A: lambda BstEIl. Ld100: marcador 100bp

Un sencillo mapa de restriccion de dos clones pCRDS5’ sirve de ejemplo. pCRDS5’ 5y

pCRDS5’ 6 difieren en casi dos kilobases, aun partiendo del mismo molde. ;En qué parte
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del clon se encuentra la diferencia? Las digestiones EcoRl y Hindlll nos lo muestran
claramente: ambos clones liberan un fragmento EcoRI de 1,1Kb, lo esperado entre la diana
EcoRI de NOF vy la presente en el vector pPCR4-TOPO®. También liberan el fragmento
EcoRI correspondiente al vector plasmidico, de 3,5Kb. Sin embargo, pCRD5’ 5 muestra
otro fragmento, de 2Kb, que debe contener el IR de FB y una kilobase de NOF, hasta su
primera diana EcoRI. Esta banda no se observa en pCRDS5’ 6 porque solapa con la banda

de 3,5Kb del vector. Un patrdon similar se observa con las digestiones HindIlIl.

La conclusion es que la kilobase y media de menos en pCRDS5’ 5 se encuentra en el
fragmento correspondiente al IR de FB, algo l6gico debido a su patron repetitivo. Puesto
que dichas repeticiones parecen demasiado grandes para expandirse por causa de errores en
la PCR, creemos que lo mas probable es la aparicion de deleciones, de modo que tomamos
los clones de mayor tamafio como los mas fiables a la cadena molde original. Se
establecieron, pues, como clones de trabajo para los IR de FB, los plasmidos pCRD5’ 6y
pBSD3’ 1. Posteriormente, pCRD5’ 6 se separd en dos fragmentos EcoRI: pBSD5’ 6A,
usado para la secuenciacion del IR (contiene el IR de FB, la primera kilobase de NOF'y un
trozo de DNA gendmico) y pBSD5’ 6B, usado de sonda en algunas ocasiones (contiene la
segunda kilobase de NOF;, hasta el cebador NOF5). En adelante, en las referencias a dichos

plasmidos no se mencionara el nimero de clon.
La secuenciacion de FB proporciona una nueva interpretacion de su estructura

El proceso de secuenciacion de los clones pBSD5’ y pBSD3’ se planed con sumo
cuidado, pues las repeticiones internas de FB dejaban muy poco margen de maniobra a las
técnicas usadas comunmente. El tamafio de los IR, unas dos kilobases, imposibilita la
secuenciacion en una sola reaccion. En estos casos, lo normal es recurrir a la estrategia de
primer walking, pero en una region formada por repeticiones es inutil pues los cebadores
hibridan en multiples posiciones y es imposible distinguir los fragmentos adyacentes. Una
estrategia shotgun es igualmente inapropiada, pues no hay forma de ordenar las secuencias
correctamente, ni de determinar el nimero de repeticiones reales. Sin embargo, existe una
forma de conseguir secuencias adyacentes completamente fiables: generar un conjunto de
subclones anidados y ordenados, mediante la digestion controlada de uno de los extremos

del IR con la exonucleasa Bal31 (ver Materiales y métodos).

Generamos dos colecciones de subclones con deleciones terminales, una para pBSD5’

y otra para pBSD3’ (Fig. 5.10A y B respectivamente). En todo momento se tuvo especial
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cuidado en que las deleciones no superaran los 500bp, la media de una reacciéon de
secuenciacion, para asegurar el solapamiento de las secuencias de clones adyacentes (con
excepcion de pBSDS5’, en el que empezamos a secuenciar por la porcion inicial no

repetitiva del IR de FB).
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Fig.5.10. Generacion de subclones con deleciones anidadas. Los clones de partida, pPBSD5’ y pBSD3’
sufrieron rondas de digestion con la exonucleasa Ba/31. Se muestran los subclones con los insertos liberados
mediante digestion EcoRI-Sall. A) Coleccion D5’ y B) Coleccion D3’. La banda de 3Kb corresponde al
vector plasmidico. Se muestran los tamafios de los insertos de cada subclon. C) Esquema de los plasmidos
pBSDS5’ 6A y pBSD3’ con el punto de entrada de la reaccion Bal31. No estan a escala.

Pero esto no basta cuando se trata de FB. Puesto que el tamafio de los subclones se
calcula en gel de agarosa, no sabemos con suficiente precision el alcance de la digestion
Bal31 y facilmente podriamos saltar alguna de las repeticiones que forman parte del IR del
elemento (segun los datos previos, las repeticiones miden 31bp y se organizan en conjuntos
de 5 para formar bloques de 154bp) (Harden y Ashburner, 1990). Para encontrar la forma
de alinear las secuencias de los subclones, minimizando las posibilidades de saltar alguna

de las repeticiones, analizamos la estructura de las mismas en profundidad en busca de

caracteristicas distintivas que pudieran orientarnos durante el alineamiento.

En las primeras descripciones de la secuencia repetitiva de FB, se creyd que cada una
de las repeticiones era practicamente idéntica a las adyacentes, sin ningln tipo de patrén
(Truett et al., 1981; Potter, 1982). Sin embargo, eso no es correcto, pues si existe un orden

en la forma en que FB se organiza:
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e La regidon no repetitiva consta de 470bp, con algunas repeticiones directas cortas
que no suponen problemas de alineamiento. Los ultimos 150bp contienen una
secuencia muy parecida a la que forma las unidades repetitivas del resto del
elemento, encabezada por el trinucledtido CTC, aunque no puede considerarse parte

de la region repetitiva.

e Launidad basica de la porcion repetitiva de FB es lo que llamamos el “bloque”. Su
tamafio es de 154bp (Fig. 5.11) y no se conoce si hay un numero fijo por IR. El
inicio de un bloque siempre contiene el trinucle6tido CTC, que no se encuentra en
ninguna otra parte de la porcion repetitiva de FB. Por lo general, los bloques si son

idénticos.

e Los bloques, a su vez, estin formados por cinco unidades de lo que llamamos
“Repeticiones”. Su tamafo es de 31bp y no son idénticas, sino que pueden
distinguirse perfectamente y respetan un orden muy estricto de posicion (Fig. 5.11).
La quinta repeticion es mas corta, mide 27bp, y conecta con el siguiente bloque de
repeticiones. La primera y la segunda repeticion se distinguen por el cuarteto final
(CCTT y TCCT, respectivamente). La tercera, la cuarta y la quinta se distinguen en

su secuencia intermedia y el final truncado de la quinta.

ttaaaactaaataatttcgattgcccacctt la [l

ttaaaactaaataatttcgtttgcccatcct 2a

ttaaaattcatttttaacgtttgecccaccet 3a

ttaaaaitaaattattt¢gtttg¢c¢accct da

ttaaaatttgtttttttegtttgocca S5a

IR segin Harden v Ashburner
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Fig.5.11. Un bloque de la regién repetitiva de FB. Se muestra la secuencia entera de un bloque, formateada
de forma que se aprecien sus cinco repeticiones y las caracteristicas distintivas entre ellas. Debajo, esquema
original de Harden y Ashburner (1990) comparado con nuestra propuesta de estructura de bloques.
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Esta nueva vision de la estructura de la zona repetitiva de FB, nos mostr6 una suerte de
mapa con el que orientarnos durante el proceso de secuenciacion. En particular, el
trinucledtido CTC, que se erige como una marca cada 154bp, es algo muy conveniente
pues los geles de agarosa si tienen esa precision. Asi pues, en cada una de las secuencias
obtenidas a partir de los subclones, se identificaron las marcas CTC de inicio de bloque. En
un segundo paso, se decidia cudles de los bloques solapaban entre secuencias adyacentes
dependiendo de la longitud degradada por Ba/31 y de la secuenciada. Un ejemplo puede

ser mas explicativo:

Entre los clones pTZD5’ 1y pTZD5’ 1.5 existe una diferencia de 500bp (Fig. 5.10 y
5.12). La secuenciacion de pTZDS5’ 1 resulté en 710bp de secuencia de buena calidad
hasta el ultimo CTC correctamente identificable. La secuencia solapada entre los dos
clones es, por lo tanto, alrededor de 200bp. En total, pTZD5’ 1 cuenta con 400bp de
secuencia de la region no repetitiva y dos bloques enteros (308bp), mas retazos del tercero.

Los inicios CTC de estos bloques se encuentran en 436bp, 560bp y 706bp.

En el clon pTZD5’ 1.5, la secuencia empieza en medio de un bloque, en una tercera
repeticion. El primer inicio de bloque (CTC) se encuentra a 70bp, de modo que debe
coincidir con uno alrededor de 570bp en pTZDS5’ 1, segun el célculo aproximado de la
digestion Bal31, de unos 500bp. En conclusion y dado el margen de error de los geles de
agarosa, el primer CTC que encontramos en pTZD5’ 1.5 corresponde al segundo bloque

en pTZDS5’ 1 (560bp) (Fig. 5.12).
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Fig.5.12. Esquema del proceso de alineamiento de los subclones Bal31. Se muestran los clones originales
pBSDS5’ y pBSD3’, con sus colecciones de subclones generados por digestion con Bal/31 y sus tamafios
calculados en gel de agarosa. Se indican las partes correspondientes a white, NOF y el alcance de las
reacciones de secuenciacion. Los circulos indican la posicion aproximada de los trinucleétidos CTC de inicio
de bloque. El circulo negro indica el comienzo de la region previa a las repeticiones de bloques. Debajo de
cada coleccion, se muestra el resultado del ensamblaje de los fragmentos de secuencia.
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Siguiendo el proceso de alineamiento y ensamblaje descrito, pudimos obtener la
secuencia completa de los dos IR de la porcion FB del elemento FB-NOF presente en la
cepa M115. Ambas secuencias fueron alojadas en los servidores publicos de GenBank, con

los numeros de acceso DQ005444 (5°) y DQ005445 (3°).

Esta es la primera vez que se secuencian los dos IR completos de un mismo elemento
FB-NOF, de forma fiable. Quizas lo mas destacable, en este punto del analisis, fue la
posibilidad de observar la transicion entre FB y NOF bajo el prisma de nuestra estructura
para las repeticiones de FB. Anteriormente, solamente se habia secuenciado esta transicion
en dos ocasiones (Templeton y Potter, 1989; Harden y Ashburner, 1990) y en ningln caso
establecieron un criterio claro de separacion entre FB y NOF. Sin embargo, cualquier
conclusion que dedujéramos a partir de tan pocas secuencias seria bastante débil, por lo
cual nos propusimos recopilar y analizar el mayor nimero de elementos FB o FB-NOF que
pudiéramos identificar en las secuencias genomicas de D. melanogaster, presentes en las

bases de datos publicas.
Recorremos el genoma en busca de FB-NOF

La basqueda de FB-NOF en las secuencias gendmicas, fruto del consorcio
internacional para la secuenciacion del genoma de D. melanogaster, suponia algunas
ventajas y un inconveniente. Las ventajas serian disponer de un buen nimero de secuencias
con las que poner a prueba la estructura de bloques y repeticiones definida en el anterior
apartado y la posibilidad de encontrar caracteristicas comunes que ayudaran a definir mejor
la secuencia y la estructura de FB, asi como su relacion con NOF. El inconveniente: no
podriamos confiar plenamente en que las secuencias estuvieran correctamente alineadas,
dada la estrategia de secuenciacion shotgun empleada con el genoma de D. melanogaster

(ver Introduccion).

Este inconveniente es insalvable. Los elementos FB-NOF forman unitigs
sobrecolapsados, de modo que el paso por la fase de screener del programa ensamblador
los elimina y marca la region para un analisis mas detallado en la fase de finalizacion. No
hay forma de determinar si dichos esfuerzos de finalizacion tuvieron éxito en las lagunas
de secuencia producidas por elementos /B (una parte importante del total, segin la Dra.
Susan Celniker, comunicacioén personal). Habria que volver a secuenciar esos fragmentos
por un sistema mas fiable, como el empleado en este trabajo. Sin embargo, quizas el

problema del alineamiento no fuera tan importante en nuestro objetivo. Lo mdas probable es
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que un alineamiento incorrecto resultara en un elemento /B con un numero erroneo de
bloques de repeticiones, segiin nuestro esquema, pero la estructura del mismo deberia
mantenerse. Asi pues, la comparacion de elementos FB-NOF de secuencias gendmicas con
nuestro elemento secuenciado, u otros mdas antiguos, seria legitima siempre que se
restringiera a estructura y no se tuviera en cuenta el tamafio total o el nimero de bloques de

repeticiones.

La busqueda de elementos FB-NOF en las secuencias fruto del proyecto de
secuenciacion del genoma de D. melanogaster se llevd a cabo con las diversas versiones
del script cazaFB.pl, disefiado ad hoc para este propdsito (ver Materiales y métodos

para una descripcion detallada del mismo). Los resultados se muestran en la tabla 5.2.

Cromosoma | FB | NOF enteros | NOF trunc. 3' | NOF trunc. 5' | Tamaifo (bp)
X 8 0 1 1
<h 0 0 0 0 22.626.939
2L 2 0 0 0
2Lh 0 0 0 0
R 1 0 0 0 47.815.885
2Rh 0 0 0 0
3L 4 1 0 1
3Lh 2 0 0 0
IR 3 0 1 0 57.521.608
3Rh 0 0 0 0
4 0 0 0 0 1.351.857
Yh 0 0 0 0 347.038
U 1 0 0 1 10.049.037
21 1 2 3 139.712.364

Tabla. 5.2. Relacién de los elementos FB y FB-NOF en el genoma de D. melanogaster.
Segun el script cazaFB.pl. Tamafio de cada cromosoma segun lanzamiento 5.1.

El programa identifico 21 elementos FB, 6 de los cudles contenian secuencias NOF.
Notablemente, ninguno de estos elementos NOF esta completo. Aunque la secuencia de
uno de los presentes en 3L muestre el inicio de sus dos IR, y sea considerado “completo”
en la Tabla 5.2, la parte central del elemento se encuentra ausente. El analisis de todos los
elementos encontrados (ver las secuencias completas en material suplementario) confirma

la validez de nuestra estructura consenso para FB.

Para un elemento tan grande y heterogéneo como FB, no es posible deducir una

secuencia consenso, mas alla de la region no repetitiva y la idealizacion de un bloque de
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repeticiones. Aun asi, se alinearon estas regiones no repetitivas de los IR 5° de todos los
elementos encontrados, para tener una estimacion de la variabilidad de su secuencia y se
observaron frecuentes SNPs (polimorfismos de un solo nucleétido, del inglés Single
Nucleotide Polymorphism), pequeiias deleciones e inserciones, que nos sugirieron que para
FB, quizas es mas importante la estructura que la precisiéon en su secuencia (al fin y al
cabo, no se ha podido detectar ninguna pauta de lectura en sus IR) (ver Fig. 5.13, aunque
esta ampliada con elementos no procedentes de cazaFB.pl). El alineamiento de las
regiones no repetitivas de los IR 3’ no se llevé a cabo, pues nuestro objetivo no era la
cuantificacion de la variabilidad. Una consecuencia de las diferencias de secuencia
observadas entre elementos, es que cazaFB.pl podria no haber reconocido todos los
elementos presentes en el genoma, pues el programa es muy estricto con la secuencia de
referencia (los primeros y los ultimos 27bp de la secuencia del elemento FB en M115, ver

Materiales y métodos).

Afortunadamente, en diciembre de 2002 Joshua S. Kaminker, del grupo de la Dra.
Susan Celniker, publico un estudio sobre la presencia de elementos transponibles en el
tercer lanzamiento de la secuencia genomica de D. melanogaster (Kaminker et al., 2002).
Su andlisis nos sirvid para probar la fiabilidad de cazaFB.pl, enfrentado a las mas

modernas herramientas bioinformaticas.

Kaminker encuentra 32 elementos FB, 11 mas que cazaFB.pl. Sin embargo, la
revision manual de sus secuencias descubre algunos errores, segun nuestro criterio.
Algunas de ellas no pueden considerarse mas que restos de antiguas inserciones, puesto
que guardan solo alguna similitud con la estructura ordenada de FB. Otras son los dos IR
de un mismo elemento, equivocadamente identificados como dos elementos distintos. El
error se deduce de la coincidencia en la localizacion citoldgica y la secuencia de la
duplicacién directa de 9bp generada por la insercion del elemento. Finalmente, so6lo 6
secuencias de las descritas por Kaminker fueron incorporadas en nuestro analisis por tener
polimorfismos en los primeros 27bp e incumplir, asi, con los criterios de busqueda de

cazaFB.pl. Latabla 5.3 muestra la relacion de todos los elementos encontrados.

Con este conjunto de 27 elementos FB, 6 de ellos FB-NOF, pudimos realizar una
comparacion de los contextos genomicos, las secuencias de insercion y estudiar la

integracion de NOF dentro de FB.
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Localiza-

INSERCIONES il::fxl.;iyJ: NOF cién ® Gen mas cercano | Cito.
cazaFB.pl Kaminker FB de base 5|3
AE003423 | FBti0019542 NO x ph-p
AE003426 | FBti0019540 NO X CG4116
AE003428 | FBti0019562 NO Rala
AE003445 | FBti0019607 NO X rdgA X
AE003486 | FBti0019629 NO Ptp10D
AE003512 | FBti0019643+FBti0019645 sf (163bp) X keks
AE003569  |FBti0019675 NO CG32511/CG14579
AE003574 | FBti0019725+FBti0019727 Si (163bp) X CG17600
AE003669 | FBti0019826 NO betalnt-nu
AE003781  |FBti0019846 NO X CG31619
AE003782 | FBti0019853 IR3' G13A NO | x CG3651 2L
AE003783  |FBti0019855 Soado NO X CG5929
AE003787 | FBti0019903 IRS' GI8T NO X Ogt .
AE003839 | FBti0019976 NO X CG14762
AE003481  |FBti0020034 NO X cip4
AE003557_1 | FBti0020064 NO X nmo
AE003557 2 | FBti0020065+FBti0020067 Si (526bp) X nmo
AE003592 | FBti0020180+FBti0020182 Sf (992bp) X Pka-R1 (5"UTR) | 3L
AE003598 | FBti0020208 pade | NO X CG7369

ins IR3' 12T
AE003599 |FBti0020219 IRS' G18T NO X nrm
IR3' C19A

FB3Lhl* |- NO ]
FB3Lh2* |- NO - 3Lh
AE003735 | FBti0020382-+FBti0020384 sf (163bp) E2f
AE003739 | FBti0020385 NO X CG31160 3R
AE003768 | FBti0020392 NO cul5 / CG11873
AE003843 | FBti0020425 IRS' G18T NO X Pur-alpha 4
FBUnl* - Si (234bp) - Un

Tabla 5.3. Los elementos FB y FB-NOF en el genoma de D. melanogaster.
inserciones y/o deleciones

(a) Indel:

(b) Localizacion:

IR5°/IR3’

*)

1 : enun intron
3’ : menos de 5Kb del extremo 3’ del gen mas cercano o UTR 3’

0 :aislado. Mas de 5Kb del gen mas cercano

5': menos de SKb del extremo 5’ del gen mas cercano o UTR 5’

Puesto que FB no codifica ninguna proteina, la notacion 5’ y 3’ solamente indica izquierda
y derecha, segiin se muestra en la secuencia.

Elementos detectados en secuencias heterocromaticas o sin posiciéon cromosomica

asignada. No se dispone de numero de acceso u otra informacion.
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Fig. 5.13. Las regiones no repetitivas 5°. Alineamiento de las regiones no repetitivas de los IR 5° de los
elementos FB gendmicos. La intensidad de color indica el grado de conservacion de la secuencia. El
grafico inferior muestra la secuencia consenso calculada por ClustalW. Los circulos negros muestran
algunos de los cambios de base en los primeros 27bp, los utilizados por cazaFB.pl.

La insercion de FB se produce en contextos de facil acceso

Puesto que disponiamos de la localizacion precisa de los elementos FB y FB-NOF
presentes en las secuencias eucromadticas, investigamos su posicion en relacion a los genes
cercanos para determinar si habia alguna preferencia de insercion. El 54,2% de los

elementos se encuentran en secuencias intronicas, el 20,8% cerca del extremo 5’ de genes
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y el 25% restante se encuentran aislados, lejos del area de influencia de secuencias
codificantes o sus regiones reguladoras. Notablemente, no se encontraron inserciones
cercanas al extremo 3’ de ningin gen (ver Tabla 5.3). En este trabajo definimos como
“area de influencia” de un gen a la region de SKb inmediatamente anterior y posterior a su
inicio de transcripcion y sefial de poliadenilacion, respectivamente. Esta distribucion
coincide con la de otros elementos transponibles y retrovirus, como P, MLV, AAVry HIV-1

(Wu y Burgess, 2004).

En cuanto a la abundancia de elementos FB-NOF por cromosoma, esta no se
corresponde con la descrita para la mayoria de elementos transponibles. Segun Bartolomé
y colaboradores (Bartolome et al., 2002) existe un déficit de inserciones en el cromosoma
X, sobretodo de transposones de clase-II, pero sus resultados ya indicaban que la densidad
de elementos FB-NOF es mayor en el cromosoma X. Sin embargo, su trabajo se hizo con
los datos gendmicos del segundo lanzamiento, que contaba un total de 35 elementos FB(-
NOF), algo sobreestimado segun nuestro presente analisis (de hecho, el tercer lanzamiento
ya solamente contaba 32 elementos, ver Kaminker ef al., 2002). Nuestros resultados sobre
un total de 27 elementos respaldan este sesgo (ver Tabla 5.4), con una densidad de 0,35
elementos por megabase en el cromosoma X, 2,9 veces mayor que en el cromosmoma 2 y
1,8 veces mayor que en el cromosoma 3. En este andlisis no se ha tenido en cuenta los
cromosomas 4 ¢ Y, pues su numero de inserciones no permite calcular una densidad. Asi
pues, a diferencia de la mayoria de transposones, parece que F'B-NOF tiene preferencia por

insertarse en el cromosoma X.

Cromosoma | N° Inserciones | Inserciones/Mb | Tamaiio (bp) | Porcentaje genoma
X 8 0.35 22.626.939 16%
2 6 0.12 47.815.885 34%
3 11 0.19 57.521.608 41%

Tabla 5.4. Distribucién de elementos FB-NOF en el genoma de D. melanogaster.

Otro dato de interés biologico en el andlisis de un elemento transponible es la secuencia
de insercion. Definir una secuencia consenso para la insercion de FB seria, sin duda, un

gran descubrimiento. Sin ningin dato que pudiera servir de pista, asumimos que la
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duplicacion directa de 9bp que genera la insercion de FB es la secuencia de reconocimiento
del transposon, de modo que las comparamos entre todos los elementos gendomicos. El
calculo de frecuencias de cada base en cada posicion reveld que no existen preferencias
(ver Fig. 5.14B), de modo que concluimos que FB no posee un mecanismo de insercion
especifico de secuencia. Sin embargo, al tomar las propiedades de los nucleétidos (Fig.
5.14A), se observa una fuerte tendencia a las interacciones débiles (A/T), excepto en la
primera posicion de la secuencia de reconocimiento que es C/G en el 67% de los casos (en

particular G, en el 48,1% de los casos analizados).

Para reforzar el andlisis de la secuencia de insercion, se buscaron posiciones
conservadas en los alrededores mediante la elaboracién de un logo de secuencia (Fig.
5.14C). Los logos de secuencia proporcionan el valor informativo de cada posicion de una
secuencia de un modo mas preciso que una secuencia consenso o una tabla de frecuencias
como la de la Fig. 5.14B, pues muestra todos los nucle6tidos presentes en cada posicion y
su relevancia en bits de informacion. Cada posicion en una secuencia de DNA contiene 2
bits (para una explicacion mas detallada de los logos de secuencia y su interpretacion, ver
Shaner et al., 1993). En el logo se incorporaron las 20 bases adyacentes a la secuencia de

9bp que constituye la posible secuencia de reconocimiento de FB.

El resultado confirma que no existen posiciones especialmente conservadas en los
puntos de insercion de FB, aunque también se aprecia un sesgo a favor de una composicion
rica en A/T (ver Fig. 5.14C). Las posiciones en las que el logo no muestra ninguna base
son las que tienen un equilibrio entre las cuatro, lo cual resulta en cero bits de informacion

para cada nucleoétido.

La conclusion que se desprende del andlisis de las secuencias del punto de insercion de
los FB y FB-NOF en secuencias gendmicas, es que éstos tienden a insertarse en regiones
potencialmente activas del genoma y, por lo tanto, con una conformacién de la cromatina
accesible durante las fases de movilizacion del transposon. Adicionalmente, prefieren
secuencias “débiles” donde abrir la hebra de DNA y eventualmente cortarla, con mayor

facilidad e insertarse.
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Fig. 5.14. Analisis de la secuencia de insercion de FB. Se muestran las frecuencias nucleotidicas en cada
posicion segun A) interaccion y B) base. C) Logo de secuencia a partir de todas las zonas de insercion y
sus alrededores. La caja resalta los 9bp que forman la duplicacion directa.

La posicion de NOF dentro de FB es especifica de secuencia

Otro de los aspectos no resueltos en la biologia de FB-NOF es la relacion que guardan
entre ellos las dos partes del elemento: FB y NOF. Aunque todos los encontrados en las
secuencias genomicas tienen la parte NOF truncada, podemos comparar la posicion que
ocupa dentro de FB, pues disponemos de sus extremos secuenciados. Esta informacion esta
libre de errores por parte de los algoritmos de ensamblaje, siempre que nos limitemos a

observar la posicion de NOF dentro de un bloque de repeticiones.

Disponemos de 9 secuencias en las que se observa la transicion FB-NOF, los 6
elementos encontrados en secuencias genémicas (una de las cuales, AE003557 2, cuenta

con las transiciones en los dos IR de FB) y nuestra secuencia perteneciente al elemento
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estudiado en la cepa MI115, también con las dos transiciones secuenciadas. Estas
secuencias se alinearon en dos bloques: las directas, llamadas 5’ a falta de una
nomenclatura mas adecuada, y las reversas, llamadas 3°. El resultado del alineamiento se

muestra en la figura 5.15.

AE003512 5 CTCTTAAAACTAAATAATTTCGATTGCCCACCTTTTAAAACTAAATAATTTCGTTTGCCC 60
AE003735_5 CTCTTAAAACTAAATAATTTCGATTGCCCACCTTTTAAAACTAAATAATTTCGTTTGCCC 60
AE003557 2 5 CTCTTAAAACTAAATAATTTCGATTGCCCACCTTTTAAAACTAAATTATTTCTTTTGCCC 60
M115 5 CTCTTAAAACTAAATAATTTCGATTGCCCACCTTTTAAAACTAAATTATTTCTTTTGCCC 60

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR A A A, Ak k kA kkkk ok

AE003512 5 ATCCTAAAATCTTAAGAATAAATAAATTCTATTGCCCACCATATAAACACGTGCCACTTT 120
AE003735_5 ATCCTAAAATCTTAAGAATAAATAAATTCTATTGCCCACCATATAAACACGTGCCACTTT 120
AE003557 2 5 ATCCTAAAATCTTAAGAATAAATAAATTCTATTGCCCACCATATAAACACGTGCCACTTT 120
M115_5 ATCCTAAAATCTTAAGAATAAATGA-TTCTATTGCCCACCATATAARACACGTGCCACTTT 119

dhkk Ak hkhkhkhkhkhkhkhhkhhkhkhkhhkhhkh *  kkkkokkkkkkkokkkkkkkokkkkkhkhkxkhkkkhkxkx

AE003512 5 CCTAGTTTTAGGATCTGCCTACATAACA 148
AE003735_5 CCTAGTTTTAGGATCTGCCTACATAACA 148
AE003557 2 5 CCTAGTTTTAGGATCTGCCTACATAACA 148
M115 5 CCTAGTTTTAAAAACTGCCTACATAACA 147

Kk Kk Kk Kk kK kKK EE S

AE003557 2 3 -CACCTGTGCGTCTGCACGTGTTATGTAGGCAGATCCTAAAACTAGGAAAGTGGCACGTG 59
AE003592 3 ---CCTGTGCGTCTGCACGTGTTATGTAGGCAGATCCTAAAACTAGGAAAGTGGCACGTG 57
AE003574 3 mmmmmmmmmmmmmmm GGCAGATCCTAAAACTAGGAAAGTGGCACGTG 32
MI115 3 e TAAACTAGGAAAGTGGCACGTG 22
FBUnl 3 ACTATTTTGCACTGATTTACACGTTTTACACTGTTGTTTACACTGTAAATGTATAAAG-— 58
* Kk k Kk **x Kk Kx *  x
AE003557 2 3 TTTATATGGTGGGCAATAGAATTTATTTATTCTTAAGATTTTAGGATGGGCAA--AAGAA 117
AE003592 3 TTTATATGGTGGGCAATAGAATTTATTTATTCTTAAGATTTTAGGATGGGCAA--ACGAA 115
AE003574 3 TTTATATGGTGGGCAATAGAATTTATTTATTCTTAAGATTTTAGGATGGAAATTTAGGAA 92
M115_3 TTTATATGGTGGGCAATACAATTTATTTATTCTTAAGATTT TAGGATGGGCAA--AAGAA 80
FBUnl 3 ---GTATGCCTARAGGAAAAATTTATTTATTCTTAAGATTTTAGGATGGGCAA--ACGAA 113
Kk kK Kk kkkhkhkkhkhkhkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkkhkhkhkkkxk * * Kk kx
AE003557 2 3 ATAATTTAGTTTTAAAAGGTGGGCAATCGAAATTATTTAGTTTTAAGAG 166
AE003592 3 ATTATTTAGTTTTAAAAGGTGGGCAATCGAAATTATTTAGTTTTAAGAG 164
AE003574 3 ATTATTTAGTTTTAAAAGGTGGGCAATCGAAATTATTTAGTTTTAAGAG 141
M115 3 ATAATTTAGTTTTAAAAGGTGGGCAATCGAAATTATTTAGTTTTAAGAG 129
FBUnl 3 ATTATTTAGTTTTAAAAGGTGGGCAATCGAAATTATTTAGTTTTAAGAG 162

KKk KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A K Kk

Fig. 5.15. Alineamiento de las transiciones FB-NOF. Las 4 transiciones 5’ y las 5 transiciones 3’ se
alinearon con la herramienta online ClustalW. Resaltado en amarillo se muestran los inicios de bloque. Las
secuencias subrayadas muestran los finales de repeticion (ver Fig. 5.11). Los fragmentos fucsia son
secuencias pertenecientes a NOF.

Sorprendentemente, pues a priori no hubiéramos apostado por ello, todos los
elementos analizados se encontraron perfectamente alineados, posicionados después del
final de una segunda repeticion (TCCT) de un bloque, ya sea por el extremo 5’ como el 3.

De este resultado se desprenden algunas conclusiones muy interesantes.

La posicion de NOF dentro de FB es especifica de secuencia, lo cual sugiere dos

alternativas:
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FB y NOF tienen un mecanismo enzimdtico compartido. Este hipotético sistema
enzimatico catalizaria la introducciéon de NOF entre los IR de FB mediante el
reconocimiento de la secuencia distintiva de una segunda repeticiéon en cada IR y
efectuando dos cortes de doble cadena. Asi conseguiria que la insercion de las
secuencias NOF coincidieran, en los dos IR, con un final de segunda repeticion.
Seglin esta hipoétesis, cualquier fragmento interno de FB, entre los dos puntos
elegidos para el corte, seria eliminado. Esta hipotesis puede explicar un fenomeno
propio y distintivo de FB-NOF la asimetria. Puesto que los bloques de repeticiones
de los IR de FB son esencialmente idénticos, la insercion de NOF podria darse en
cualquier final de segunda repeticion, en cualquier bloque. Si los dos procesos de
corte y empalme fueran independientes, uno para cada extremo de NOF, el nimero
de bloques restantes desde el inicio del IR en 5’ y en 3’ no tendria porqué coincidir.
Esto implicaria que, a la practica, FB y NOF tendrian una relacion de simbiosis en la
que NOF proveeria el sistema enzimatico y FB un sitio de insercion “seguro”. Un
punto débil de esta hipdtesis es la falta de duplicacion directa, u otro rastro, en el
punto de insercion de NOF dentro de FB. Otro punto en contra es la total ausencia de
secuencias ancestrales de FB y NOF autéonomos en el genoma, que podrian
demostrar que ambos elementos fueron independientes en el pasado. Ademas, nunca

se ha descrito la transposicion o escision de secuencias NOF entre elementos FB.

FB-NOF es un solo elemento transponible con unos grandes IR en tres fases. Una
primera regiéon no repetitiva externa, de 470bp. Una segunda region formada por
bloques de repeticiones. Y finalmente, una tercera regién no repetitiva interna, de
326bp. Entre los dos IR se encuentra la zona codificante del elemento. Esta hipotesis
no requiere de la insercion de NOF dentro de FB, explicando porqué no se observa
ningun rastro de la misma en el punto de transicion. Ademas, la unificacion de las
dos secuencias en un solo elemento resolveria el misterio de la transposasa de FB,
que estaria codificada en lo que actualmente llamamos NOF 'y seria la responsable de
la duplicacion directa de 9bp caracteristica de la insercion del elemento. Respalda
esta hipotesis que la tinica movilizacion descrita de un elemento de esta clase, fuera
de un elemento FB-NOF completo y por escision precisa en la duplicacién de 9bp
(Collins y Rubin, 1983). Sin embargo, las diferencias en el nimero de bloques en la
porcion repetitiva del IR deberia explicarse mediante deleciones por recombinacion.

Bajo esta hipotesis, los elementos FB-NOF sin secuencias NOF serian elementos
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estrictamente defectivos. Esta organizacion seria parecida a la descrita en 1997 para
el elemento SoFT del tomate (Lycopersicon esculentum cv. VFNT Cherry)
(Rebatchouk y Narita, 1997).

La relacion descrita entre FB y NOF es aplicable a cualquier elemento que quiera
analizarse en el futuro. En particular, se observa perfectamente en las secuencias de
Templeton y Potter (1989) y Harden y Ashburner (1990), excluidas del andlisis general
expresamente porque la transicion FB-NOF es una porcidon muy marginal de la secuencia y
dudédbamos de su fiabilidad. Sin embargo, su andlisis a posteriori, muestra total

coincidencia con el modelo propuesto (ver Fig. 5.16).

FB 5 TTGCCCACCTTTTAAAACTAAATAATTTCGTTTGCCCATCCT

NOF 5 AAAATCTTAAGAATAAAT

Templeton 5 TTGCCCACCTTTTATTACTTTATTATTTCTTTTGCCCATCCTTTTATCTTTAGTATATAT
kokkokokkkkkkkkkx  kkk  kk kkkkk kx kA kKK kokokokok kkkkKk kk kxx Kk

FB 3 AGGATGGGCAAAC-GAAATTATTTAGTTTTAAAAGGTGGGCA

NOF 3 ATTTATTCTTAAGATTTT

Templeton 3 AATTATTCTTAAGATTTTAGGATGGGCAAAA-GAAATAATTTAGTTTTAAAAGGTGGGCA

Harden 3 ATTTATTCTTAAGATTTTAGGATGGGCAAAAAGAAATAATTTAGTTTTAAAAGGTGGGCA
Kk Ak kkhkhkkhkhkhkhkhkkhhkkhhkkhkhkkhkhkhkhkhkkhkhkkhkkkkhx Kdhkhkkhkk hhkkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkxkhx

Fig. 5.16. Predicciéon de las transiciones FB-NOF. Las transiciones 5’ y 3’ de los elementos FB-NOF
secuenciados por Templeton (1989) y Harden (1990) alineadas con la secuencia de FB utilizada como
modelo en el trabajo (ver Fig. 5.11) y la de NOF (en fucsia) segun el elemento en M115. Los fragmentos
subrayados corresponden a finales de repeticiones.

Los NOF en las bases de datos estan truncados. ;Lo estan en M115?

La constatacion de que FB y NOF estan intimamente relacionados nos llevo a la
siguiente fase de estudio del elemento: la comparacién de las secuencias gendmicas de
NOF. Sin embargo, como se ha mencionado anteriormente, todos los elementos FB-NOF
encontrados en las secuencias gendmicas estan truncados. Quizas se trate de un artefacto
del proceso de ensamblaje o bien a un defecto de representatividad en el conjunto de
fragmentos que se secuenciaron. Al fin y al cabo, las secuencias NOF se encuentran
aisladas entre los IR de FB, propensos a formar estructuras secundarias que pueden
dificultar su clonacion. Por supuesto, es perfectamente posible que la cepa usada para la
secuenciacion gendmica tenga todos los elementos NOF truncados. Harden y Ashburner
(1990) ya observaron la variabilidad de FB y NOF entre cepas, clasificandolas entre las
que no muestran hibridacion con la sonda de NOF (la cepa salvaje Oregon-R y las
marcadas como [net pr pk cn sp/CyO] y [Sp b pr Coi Pin/Cy0Q]), cepas con alguna

hibridacién débil (CS, [ve se cp e]) y cepas con diversas sefiales de hibridacion (Basc, entre

86



8 y 14 sitios NOF segun procedencia del stock). Sea como fuere, puesto que no
disponemos de la cepa utilizada para la secuenciacion del genoma de D. melanogaster, no
podemos apoyar ninguna de las dos alternativas. Sin embargo, decidimos analizar los
elementos FB-NOF en el genoma de nuestra cepa mutante M 115 para aportar mas datos vy,

adicionalmente, determinar su grado de integridad.

Primero, un sencillo experimento de Southern blot nos sirvid para determinar el
numero de elementos FB y FB-NOF presentes en M115. DNA genomico digerido con la
enzima Sall, que no corta en FB y una sola vez NOF, fue hibridado con las sondas pFB y
pNOF (ver Fig. 5.17A y C). Se esperaban bandas de distinto tamafio para cada elemento,
segun la distancia de las dianas Sal/l externas. El resultado muestra entre 25 y 30 sefiales de
hibridaciéon con la sonda pFB, aunque algunas podrian representar mas de una banda del
mismo tamafio, a juzgar por las diferencias de intensidad de las mismas. Tomando en
cuenta esta consideracion, creemos que una prevision de alrededor de 40 copias seria mas
realista. La hibridacion con la sonda pNOF, por su parte, muestra 6 bandas claras, mas
algunas sombras débiles de las que no podemos estar muy seguros. Esto situa la cepa

M115 en el grupo de contenido medio-alto tanto en B como en NOF.

Para determinar la integridad de estos 6 elementos, se llevo a cabo otro experimento de
Southern blot. En esta ocasion, DNA genomico de M115 fue digerido con la enzima de
restriccion BmgBI, que corta en los dos extremos de FB, aislando cualquier elemento FB o
FB-NOF de su contexto genomico (ver Fig. 5.17C). Asi, ordenamos cada uno de los
elementos presentes en el genoma estrictamente por su tamafio. Evidentemente, aquellos
que tengan el mismo tamafio no se separaran en la electroforesis pero el objetivo del
experimento, en esta ocasion, no es obtener un recuento. Se utilizaron tres sondas: la
hibridacion con la sonda pFB muestra los elementos FB o FB-NOF segun su tamaiflo, la
sonda pNOF5 muestra todos los elementos FB-NOF que contengan la parte 5° de NOF
(entre la primera y segunda Kb) y, finalmente, la hibridacion con la sonda pNOF3 detecta
todos los elementos FB-NOF que contengan la parte 3’ de NOF (de la segunda a la cuarta
Kb). Se espera que aquellos elementos que estén truncados solamente hibriden con la

sonda pFB y una de las pNOF, dependiendo de la region ausente.

Los resultados de la hibridacion con pFB evidencian la naturaleza heterogénea de este
transposon, aunque se pueden distinguir dos grandes grupos: los mayores de 8Kb y los
menores de 6Kb (ver Fig. 5.17B). Todos los del primer grupo hibridan con las dos sondas

de NOF, de modo que son elementos FB-NOF completos. En el segundo grupo, sin
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embargo, la mayoria no contiene secuencias NOF detectables, excepto dos que hibridan
con la sonda pNOF5 pero no con la pNOF3, indicando que la region 3° de NOF esta

ausente.

A) M115 Sall B) M115 BmgBI
pFB  pNOF5 pFB pNOFS5 pNOF3
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Fig. 5.17. La integridad de los elementos FB-NOF en M115. A) Numero de elementos FB y FB-NOF en
la cepa M115. Los dos experimentos no guardan la misma escala B) Integridad de los FB-NOF mediante la
discriminacion de los elementos segiin su hibridacion con las sondas pFB, pNOF5’ y/o pNOF3’. Las
flechas muestran la posicion de los elementos truncados. C) Esquema de FB-NOF con las posiciones de las
sondas y las dianas de restriccion utilizadas. El esquema no esté a escala.

El resultado de estos experimentos muestra que M115 pertenece al grupo de cepas con
un numero elevado de elementos FB-NOF y que la mayoria, por lo menos dos terceras
partes, estdn completos. La cepa utilizada por el Consorcio para la Secuenciacion del
Genoma de Drosophila contiene 27 elementos FB, 6 de los cuales son FB-NOF truncados.
Estos datos concuerdan con los obtenidos por Harden y Ashburner (1990) para cepas con
escasa presencia de NOF (20-30 copias de F'B), pues cepas con 8-14 elementos completos
suelen tener entre 40 y 50 copias de FB. Puesto que en los ultimos esfuerzos de

finalizacion de secuencias gendmicas, en especial en el cuarto y quinto lanzamientos, las

88



secuencias internas de FB han mejorado notablemente, creemos que la ausencia de
elementos NOF enteros podria no ser debida a artefactos de la clonacion y/o secuenciacion

shotgun, sino a la propia naturaleza de la cepa.
NOF tiene entre 1y 3 ORFs que codifican proteinas tnicas

La presencia de diversas copias enteras de FB-NOF en algunas cepas sugiere que el
elemento podria estar activo en la actualidad. Con el fin de comprobarlo, disefiamos
algunos experimentos para evaluar la funcionalidad de NOF, como ya hicieron Templeton
y Potter en 1989. La evaluacion funcional que realizamos constd de dos fases, una

bioinformatica y otra experimental.

Como se describe en la introduccidn, existe cierta discrepancia sobre el numero de
ORFs que contiene NOF. Esto es debido, en gran medida, a que so6lo existen dos
secuencias (casi) completas del elemento, la de Templeton y Potter (1989) y la de Harden y
Ashburner (1990) y discrepan en una pequeia region de 5-6bp. Antes de empezar con
cualquier prediccion bioinformatica con herramientas modernas, decidimos esclarecer esta

discrepancia mediante un sencillo experimento de PCR y secuenciacion.

Una region de 700bp alrededor del punto de discrepancia fue amplificada a partir de
DNA genomico de machos de las cepas CS, M115 y RM115 (ver Fig. 5.18). Como ya pasé
en otras ocasiones, la cepa CS no amplific6 ningiin fragmento de NOF,, aunque justamente
Harden y Ashburner (1990) describieron que su genoma contenia una copia del elemento.
El fragmento de PCR, en las cepas que si amplificaron, fue purificado y secuenciado
directamente, sin clonar, para tener una vision general representativa de todas las copias de
NOF presentes en el genoma de cada cepa. Asi, en el caso que hubiera distintas familias de
elementos, podriamos observar la mezcla reflejada en el cromatograma resultante de la

secuenciacion (Fig. 5.18).

Aunque el cromatograma muestre algunos picos poco definidos, pues la zona a
secuenciar se encuentra muy proxima al cebador NOF2740 utilizado para la secuenciacion,
los picos puros demuestran que no existen discrepancias de secuencia en nuestras cepas
portadoras de NOF. Todos los elementos, o en todo caso la gran mayoria, contienen la

secuencia descrita por Harden y Ashburner (1990): AAACAC.
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Fig. 5.18. Secuenciacion del punto de discrepancia en la secuencia de NOF. A) El fragmento de 700bp
que contiene el punto de discrepancia, en las cepas CS, M115 y RM115. Se muestra la banda de 800bp en
el marcador de peso molecular B) Detalle de los cromatogramas de secuenciacion de M115 y RM115 en el
punto de discrepancia. C) Esquema de FB-NOF con los cebadores utilizados en el experimento y las

alternativas en el punto 2686 de NOF, seglin la bibliografia.

Una vez tuvimos una secuencia firme con la que trabajar, utilizamos las mas modernas
herramientas bioinforméticas para el andlisis de secuencias nucleotidicas y la prediccion
funcional de proteinas para conseguir extraer la mayor cantidad de informacién posible de
la secuencia antes de planear experimentos concretos con los que probar las predicciones.
En particular, nos interesaba poder descartar una de las dos hipotesis de partida sobre el
nimero de ORFs de NOF. Sin embargo, como suele ocurrir, obtuvimos resultados

contradictorios en funcién del software utilizado (ver Fig. 5.19).
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Fig. 5.19. Prediccion de ORFs en la secuencia de NOF. Se muestra el resultado del uso de dos
programas de prediccion de pautas de lectura, ORF finder y GenScan. En el primero, la secuencia de NOF,
en las 6 fases posibles de lectura, se muestra como barras amarillas. Las zonas azules corresponden a los
ORF detectados. Se muestran los puntos de inicio/final y longitud de cada uno. En el segundo, la regla
corresponde a NOF'v la flecha al ORF detectado, con un intron.

Aun analizando los mismos datos, ORF finder predice tres ORFs, mientras que
GenScan apunta a la existencia de solo un gran ORF. Las tres pautas abiertas de lectura
propuestas por ORF finder guardarian un gran parecido con las predicciones de Templeton
y Potter en 1989, con la diferencia que ORF-1 es 110bp mas largo debido al corrimiento de
lectura introducido en la correccion de la secuencia. En este sentido, es interesante notar
que ORF-1 y 2 tendrian un solapamiento de 20bp, algo inusual pero sin efectos,
tedricamente, pues se encuentran en distintas fases. Los ORF-2 y 3 serian exactamente
iguales a los propuestos en 1989, con el ORF-3 en sentido inverso entre los ORF-2 y 1 (ver
Fig. 5.19). GenScan, por su parte, predice un gran ORF de 3078bp, muy parecido al de
Harden y Ashburner (1990), pero con un intrén de 128bp en la zona de transicion entre los

ORF-1 y 2 de las predicciones de ORF finder. Para mantener la homogeneidad de los

nombres, al ORF predicho por GenScan 1o nombramos ORF-O0.

Puesto que no teniamos base para descartar ninguna de las dos alternativas de

prediccion, decidimos pasar al andlisis funcional de todos los ORF predichos. La tabla 5.5
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presenta el resumen de los resultados obtenidos de los distintos programas usados. En el

apartado Anexos se encuentran los informes completos de cada uno de los ORF analizados.

Tamaifio Mayor Dominios S Dominios Soluble/
similitud® (Id, conocidos Logailzlacton transmembran- Transmembra-
bp/aa/KDa Po, P) PROSITE cular ales® na

PMS1_HUMA Anclada/

ORF-0 3078bp/1025aa/117KDa N (1d25%, 0 Intracelular 3 Soluble
P045%, P=0,14)
N4BP3_MOUS Anclada/

ORF-1 2013bp/670aa/76KDa E (1d37%, 0 Extracelular 2 Soluble
P048%, P=0,95)
Q7S6R0O_NEU

CR (1d34%, Intracelular/
ORF-2 1212bp/403aa/46KDa Po51%, 0 Anclada 1 Soluble
P=0,033)

QU4VW2_LEP Transmembra

ORF-3 549bp/182aa/20KDa BJ (1d27%, 0 na/ Nuclear 2 Soluble
Po51%, P=0,76) a/ Nuclea

a) WU-Blast2 (a.a. seq). Id=identidades. Po=positivos. P=probabilidad. b) ProtLoc. ¢) TransMem. d) SOSUI.

Tabla 5.5. Resumen de los resultados del analisis de los ORFs de NOF. Se muestran los datos mas
relevantes sobre cada ORF. La busqueda en Prosite no tuvo en cuenta los motivos mas frecuentes. En el
resultado de ProtLoc, solamente se muestran las dos primeras posiciones. En la prediccion transmembranal se
indica solamente el resultado de TransMem.

El analisis funcional de los ORF fue, a lo sumo, poco revelador. La comparacion de las
secuencias de aminoacidos con la base de datos Swiss Prot no muestra ninguna similitud
relevante con proteinas conocidas. Los mejores resultados para cada ORF se muestran en
la Tabla 5.5. Aunque los porcentajes de positivos alcanzan valores de hasta el 51%, las
identidades son bajas y el valor P de los alineamientos es muy pobre en todos los casos ya
que Blast solo consigue alinear pequefios fragmentos. La busqueda de motivos proteicos
conocidos en las secuencias, almacenados en la base de datos Expasy-Prosite, dio el
mismo resultado, no pudiéndose detectar mas que algunos puntos de fosforilacion y

glicosilacion con poco valor predictivo al analizar un péptido completamente desconocido.

Puesto que las comparaciones de secuencia no dieron informacion util, pasamos a usar
programas mas especificos, aunque también mas arriesgados pues usan modelos
matematicos para predecir las propiedades de los péptidos. Los programas desarrollados
por el grupo del Dr. Querol en la Universitat Autonoma de Barcelona, ProtLoc y
TransMem, fueron los primeros en predecir datos interesantes. ProtLoc, un software de
prediccion de localizacion subcelular mediante el analisis de los porcentajes de cada
aminodcido en el péptido, indicdé que ORF-0, 1 y 2 podrian dar proteinas citosolicas,

ancladas a membrana o, incluso, extracelulares (ver Tabla 5.5). ORF-3, por su parte, podria
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producir una proteina integral de membrana o bien nuclear. Se tuvieron en cuenta las dos
primeras predicciones pues, como describen en su articulo (Cedano ef al., 1997), entre las
dos aciertan en el 91% de los casos. El programa TransMem confirmé dos grandes
dominios potencialmente transmembranales en ORF-3, que reforzaron la idea que pudiera
ser integral de membrana. El resto de ORFs también contienen algunos dominios
potencialmente transmembranales, pero son demasiado cortos (menos de 20aa) para
constituir una hélice transmembrana (ver Anexos). Para confirmar la validez de los
dominios predichos por TransMem, usamos otra herramienta de prediccion: SOSUI. Este
analizé la hidrofobicidad de cada uno de los péptidos, en conjunto, y también de sus
dominios transmembranales y les asign6 un valor en la escala de Kyte y Doolitle (Kyte y
Doolittle, 1982). Seglin esta escala, hélices con valores superiores a 1,75 se consideran
transmembranales. Sin embargo, la mayoria de los dominios potencialmente
transmembranales identificados por TransMem no superaron este umbral, sobretodo
porque SOSUI no tiene en consideracion dominios menores de 20aa. El tinico que si lo
hizo fue el dominio corto (25aa) de ORF-3, con un valor de 1,86. Aun asi, al analizar el

péptido en conjunto SOSUI cambia su prediccidon y ya no lo considera transmembranal.

Puesto que no se encontraron proteinas parecidas a nivel de secuencia ni dominios
funcionales, para finalizar el estudio in silico se buscaron proteinas estructuralmente
parecidas con el software PHYRE. Este predice la probabilidad, para cada regioén de un
péptido, de estructurarse como hélice alfa, lamina beta o giro y busca parecidos con otras
proteinas de estructura y funcion conocidas. Obviamente, PHYRE también tiene en cuenta
la similitud de secuencia como un elemento mas. El supuesto es que la coincidencia
estructural puede significar coincidencia funcional. Adicionalmente, PHYRE genera una
prediccion tridimensional del péptido en el formato Protein Data Bank (.pdb). El resultado
de las comparaciones puede consultarse en el CD que acompana el trabajo. En resumen,
los ORF-0 y 1 tienen parecidos leves con proteinas estructurales de virus y también con
algunas enzimas hidrolasa. ORF-2, por su parte, consigue una puntuacion de E=0,58 y una
precision del 80%, al compararla con la endonucleasa II (EcoO1091) de Escherichia coli.
Ambas predicciones encajan bastante bien con péptidos generados por un elemento
transponible. El producto de ORF-3, sin embargo, resulta en valores muy bajos de
similitud, de modo que consideramos que no existe ninguna proteina similar, a nivel de

secuencia ni estructura, en las bases de datos.
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En conclusién, después del analisis bioinformatico de la secuencia del elemento FB-
NOF, una vez despejada la incertidumbre en las secuencias iniciales, tenemos dos
conclusiones mutuamente excluyentes. En la primera, existiria una sola region codificante
de 3078bp con un pequefio intron, que codifica una proteina de 1025aa, soluble, citosolica
y con un ligero parecido a proteinas virales y a nucleasas. En la segunda, la region
codificante de NOF contendria tres ORFs, dos de los cuales darian lugar a péptidos
solubles, localizados en el citoplasma o anclados a membrana, con cierta similitud a
enzimas hidrolasa y endonucleasa. El tercer ORF, en sentido inverso, codificaria una
pequena proteina soluble que podria ser nuclear y que no muestra ninguna similitud con

otras proteinas conocidas.
NOF podria generar un mRNA dicistronico

La fase experimental de la evaluacion funcional de NOF tuvo como objetivos
comprovar la expresion de los ORF de NOF y determinar cual de las hipdtesis basadas en
las predicciones bioinformaticas se ajusta mas a los datos biologicos recopilados. En
primer lugar investigamos la expresion de NOF a nivel de RNA. En estos experimentos
usamos las cepas M115 y RM115 indistintamente, pues ya comprobamos que ambas
contienen elementos NOF completos (ver Fig. 5.17 para integridad de FB-NOF en M115 y

tomar en consideracion que RM115 proviene de M115).

RNA total de machos, tratado con DNAasa para eliminar falsos positivos, fue
retrotranscrito a cDNA con cebadores especificos para cada ORF, sobre el cual tratamos de
amplificar un fragmento que demostrara su expresion. En la tabla 5.6 se describen los

cebadores, los cDNA tedricos y los ORF que pueden amplificarse.

cDNA PCR/Tamaiio ORF
NORFIr NORFI1fvs. NORF1r 603bp ORF-1
NORFOf vs. NORFO0.2.3r 775bp/647bp (int) ORF-0

NORFO0.2.3r
NORF2.3f vs. NORFO0.2.3r 421bp ORF-2
NORF2.3f NORF2.3f vs. NORF0.2.3r 431bp ORF-3

Tabla 5.6. Cebadores usados para RT-PCR. Se muestran las combinaciones de cebadores que generaron los
cDNAs y las combinaciones utilizadas para las PCR. El tamaiio de la banda NORFOf vs. NORF0.2.3r puede
variar seglin la presencia o ausencia del intron predicho por GenScan. La columna de la derecha muestra el
OREF correspondiente a cada reaccion.
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Fig. 5.20. Expresion de los ORF de NOF. A) RT-PCR especifica de ORF-1 sobre cDNA de CS, M115 y
RM115. B) RT-PCR especificas de ORF-0, 2 y 3. Cada reaccion se hizo sobre cDNA y DNA gendémico, como
control positivo. C) Electroforesis de comprobacion de la integridad del RNA usado y de la ausencia de
contaminacion de DNA (ver Materiales y métodos). D) Esquema de NOF con las predicciones de cada ORF
(flechas de colores en zona superior), los cebadores utilizados, tanto para la retrotranscripcion como la PCR
(flechas negras), los cDNA tedricamente generados (barras de colores inferiores) y sus respectivos amplicones
(barras negras). El esquema no esta dibujado a escala.

Como puede observarse en la figura 5.20, los resultados muestran amplificacion a

partir de los cDNAs de ORF-1, ORF-0 y ORF-2. No conseguimos detectar la presencia de
cDNA correspondiente al ORF-3.

Este resultado parece respaldar la hipotesis que la region codificante de NOF' esta
formada por un solo ORF grande, pues el cDNA generado desde ORF-2 se extiende hasta
ORF-1, con lo cual el inicio de transcripcion debe de ser compartido. Sin embargo, la

prediccion de GenScan incluia un intron estratégico (128bp) en ORF-0, cuyo procesado
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eliminaria la region que contiene el codon stop y la sefial de poliadenilacion
correspondiente al ORF-1, asi como la metionina inicial de ORF-2. Por lo tanto, sin ese
intron la region codificante de NOF tiene que estar partida en dos ORF solapados y en
fases de lectura diferentes. En nuestros resultados no se observa rastro del intron en la
amplificacion NORFOf vs. NORF0.2.3r, contando con resoluciéon para ello en el gel de
agarosa (Fig. 5.20), de modo que nos encontramos en una situacion intermedia entre las
distintas predicciones bioinformaticas. Este es un resultado interesante, pues podria
implicar la generacion de un mRNA con dos ORF distintos, es decir, un mRNA
dicistronico. Dada la longitud de ORF-1, la traducciéon de ORF-2 deberia iniciarse a partir

de un IRES (Internal Ribosome Entry Site), presuntamente situado al inicio de ORF-2.

Los mRNA policistronicos son caracteristicos de los procariotas (como el operon /ac,
de E. coli), pero no lo son en eucariotas (Blumenthal, 2004). En los ultimos afios se han
identificado una serie de posibles candidatos en especies tan alejadas como Caenorhabditis
elegans (Spieth et al., 1993), D. melanogaster (Misra et al., 2002) y Homo sapiens (Lee,
1991), aunque algunos autores consideran que las evidencias no son concluyentes y que los
métodos de identificacion de este tipo de mRNA podrian no ser adecuados (Kozak, 2005).
Sea como fuere, nuestros experimentos apuntan a la existencia de un RNA portador de los
dos ORF predichos. Evidentemente nuestros datos no pueden distinguir si este RNA es una
forma intermedia no procesada de ORF-0, o un producto no maduro (pre-poliadenilacion)
de ORF-1, o bien una expresion residual frente a una mayoria de mRNA monocistronico
de ORF-1y 2. La resolucion de la hipdtesis del mRNA dicistronico requeriria el analisis de
todas las formas posibles de mRNA derivadas de NOF, para descartar la presencia de
mRNAs monocistronicos. Adicionalmente, requeriria acotar la presunta secuencia IRES de
ORF-2 y demostrar que puede expresar el CDS 3’ en un plasmido dicistronico, sin tener
capacidad promotora intrinseca. Seria, sin duda, una comprobacion muy interesante, pero

cae fuera del objetivo del presente trabajo.
La expresion de los ORF respalda las predicciones

Paralelamente a los andlisis bioinformaticos y de transcripcidon, se construyeron tres
vectores con distintas combinaciones de ORF, para comprobar experimentalmente la
localizacién subcelular de las proteinas de NOF. En todos los casos se us6 pPL18 como
vector de expresion (ver seccion Materiales y métodos para una descripcion detallada de la

creacion de los vectores). Los tres vectores son:
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e pPOG: Portador de los ORF-1 y 2 en la forma nativa en la que se encuentran en
NOF, fusionados en fase con la proteina fluoescente eGFP (verde).

Amplificados a partir de los cebadores ORF1fy ORF2r.

e pPl1Y: Portador del ORF-1, fusionado en fase con la proteina fluorescente eYFP
(amarillo). Amplificado a partir de los cebadores ORF1fy ORF1r.

e pP2C: Portador del ORF-2, fusionado en fase con la proteina fluorescente eCFP
(cian). Amplificado a partir de los cebadores ORF2fy ORF2r.
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Fig. 5.21. Los vectores de transfeccién. A) Esquema de las reacciones de PCR sobre NOF que se clonaron en
el vector de expresion. No estd a escala. B) Comprobacion de los amplicones en gel de agarosa. C) Esquema
del vector de expresion pPL18. D) comprobacion de los clones pP1Y, pP2C y pPOG en gel de agarosa. El
tamafio de las bandas EcoRI y Sall confirman la orientacion.

Los pasos intermedios en la generacion de los vectores se muestran graficamente en la
figura 5.21. Puesto que estos vectores se disefiaron y generaron en paralelo con los analisis

bioinformaticos, pP1Y contiene la secuencia ORF-1 descrita por Templeton y Potter
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(1989) y no la version corregida derivada de nuestros andlisis. Esta secuencia es 113bp
mas corta debido a un error de secuenciacion en el trabajo original, pero puesto que en sus
experimentos demostraron que este fragmento es capaz de generar una proteina parecida a
la nativa y dado que las regiones importantes para el destino de una proteina en la célula se
encuentran en la zona N-terminal, creimos innecesario repetir los experimentos de

localizacion subcelular con una version actualizada de ORF-1.

Los tres vectores se introdujeron por transfeccion transitoria en células de la linea
Schneider-2 (S2) de D. melanogaster. La localizacion subcelular de las proteinas se
comprobd a partir de las imagenes de microscopia de fluorescencia de distintos
experimentos. Aunque cada uno de los vectores exprese una version distinta de proteina
fluorescente, con maximos de emision ligeramente distintos, observamos que el filtro FITC
usado en nuestras instalaciones detectaba porciones significativas del espectro de cada una

de ellas, de modo que todas las imagenes se presentan bajo este filtro.

DAPI FITC MEZCLA

ORF-0
pPOG

ORF-1
pPlY

ORF-2
pP2C

CONTROL
NEGATIVO

Fig. 5.22. Transfeccion de los vectores con los ORFs de NOF en células S2. Células S2 transfectadas
transitoriamente con los vectores de expresion pPOG, pP1Y y pP2C. Se incluye un control negativo, sin DNA
externo, para estimar la fluorescencia propia de la célula. DAPI muestra la cromatina (nucleo) y FITC el canal
verde. El color de la mezcla de las dos imagenes no es real.



Los resultados de las transfecciones muestran que tanto ORF-1 como ORF-2 localizan
mayoritariamente en el citoplasma, como ya indicaban las predicciones informaticas (ver
Fig. 5.22). Las células transfectadas con ORF-0, la version mas parecida a la realidad de
NOF, solo pueden mostrar la localizacion del péptido generado por ORF-2, pues es el que
genera la fusion con eGFP en este plasmido. Los resultados de la transfeccion con ORF-0
coinciden con los de ORF-2, de modo que no parece que la presencia de los dos péptidos

en la célula modifique la localizacion de la proteina ORF-2.
Discusion general sobre el elemento transponible FB-NOF

Por primera vez se han secuenciado los dos IR de un elemento completo FB-NOF, de
forma fiable. Esto nos ha permitido renovar el esquema general de la estructura del
elemento establecido a finales de los afios 80. Aunque su estructura repetitiva y ordenada
ya se conocia, nuestra propuesta de bloques y repeticiones con conectores CTC es mas
sencilla y esquematica. Esto facilita el analisis rapido de cualquier elemento, mas alla de
las pequefias variaciones de secuencia frecuentemente observadas. A falta de conocer si
estos IR, inusualmente largos y modulares, funcionan como diana de alguna proteina,
propia o celular, parece que el objetivo de la secuencia de FB sea el mantenimiento de una
estructura secundaria especifica. En este caso, las pequenias diferencias de secuencia

observadas entre IRs no serian de gran importancia funcional.

La posibilidad de un andlisis estructural facilita la busqueda de otros elementos de su
clase en secuencias genomicas, pues las herramientas basadas unicamente en la secuencia
tienden a cometer errores de identificacion. Una simple revision manual de los resultados
de un programa tan sencillo como cazaFB.pl, nos ha permitido corregir el listado
publicado de elementos en el genoma de la cepa secuenciada de D. melanogaster,

reduciendo el nimero de elementos anotados de 32 a 27 en el tercer lanzamiento.

En lo referente a FB-NOF como un todo, cabe destacar el hecho de que la parte NOF se
encuentre en una posicion predeterminada dentro de FB, como es un final de segunda
repeticion. Tradicionalmente las dos partes del elemento se describen por separado (ver,
por ejemplo, listados de transposones en Kaminker et al., 2002; Bartolome et al., 2002),
pero nuestros analisis demuestran su vinculacion y proponemos dos hipdtesis que pueden
explicar la organizacion de FB-NOF, ambas con pruebas a favor y en contra. Ya tengan
una relacion simbidtica o sean un solo elemento transponible, proponemos que en adelante

FB-NOF sea tratado como una Unica entidad.
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La mayoria de los elementos analizados en este trabajo se encuentran en zonas
eucromaticas, donde se sitian en las proximidades 5° de genes, o en intrones. Esto es
notable, pues las teorias mas aceptadas sobre distribucion de transposones (modelo de
intercambio ectépico y modelo de insercion mutacional) predicen que éstos deberian
encontrarse mayoritariamente en heterocromatina y en regiones pobres en genes
(Bartolome et al., 2002). Asi, se minimizarian las posibilidades de producir efectos
deletéreos sobre el individuo que pudieran ser objeto de seleccion. Sin embargo, se sabe
que otros transposones y retrotransposones también tienen preferencia para la insercion en
las proximidades de secuencias codificantes (Wu y Burgess, 2004), de modo que la
seleccion natural es un factor importante en el analisis de la distribucion de transposones.
El hecho de que todos los elementos FB-NOF encontrados en el genoma de la cepa
secuenciada estén incompletos, puede indicar que se trata de inserciones antiguas que ya
sufrieron un proceso de seleccion natural (Bartolome et al., 2002). Sin embargo, es
chocante que las secuencias NOF sean mas sensibles a la seleccion que las secuencias FB,
pues éstas se mantienen en el punto de insercion aun teniendo una demostrada capacidad
recombinogénica. Posiblemente la capacidad de expresion de NOF 'y su interferencia sobre

genes cercanos, por siRNA, tenga un papel importante en su seleccion negativa.

Contrasta con lo encontrado en las secuencias genomicas, el hecho de que existan
cepas con un elevado nimero de elementos completos, como nuestra cepa MI115.
Significaria que estas movilizaciones han sido recientes, en términos evolutivos, de modo
que el elemento FB-NOF podria continuar activo en un subconjunto de cepas de D.
melanogaster. Al fin y al cabo, FB-NOF expresa sus ORF en estas cepas, como
demuestran nuestros experimentos de RT-PCR. El hecho de que muchas cepas con
elementos completos muestren inestabilidad (Harden y Ashburner, 1990) refuerza la
hipotesis que FB-NOF continua activo en la actualidad. De nuevo, nuestra cepa M115 y su
revertiente fenotipica RM115 son un buen ejemplo de la relacion entre un elevado ntimero

de elementos FB-NOF completos e inestabilidad.

La biologia de FB-NOF no sera completa hasta que sepamos qué expresa su secuencia
codificante. En nuestro trabajo hemos detectado la expresion en adultos de dos de los tres
posibles ORFs y demostrado que generan péptidos con localizacion citoplasmatica. No
parece muy loégico, pues en general deberian ejercer su funcién en el nucleo si fueran
enzimas con actividad transposasa y/o resolvasa, como uno esperaria en un elemento

transponible. Ademas, el parecido mas proximo con otras proteinas es con endonucleasas,
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que normalmente son nucleares. Existe la posibilidad de que este resultado sea un artefacto
experimental, pues podria requerirse la interaccion con algin factor, ausente en la fase
adulta, para su translocacion efectiva al nucleo. Igualmente, la sobreexpresion de estas
proteinas podria alterar su patron de distribucion y estar observando, en las imagenes de
microscopia, el efecto de la acumulacion de proteina en el citoplasma que podria ocultar

una fraccion correctamente localizada.

Nunca fue objetivo de nuestro trabajo responder a todas las preguntas abiertas sobre el
desconocido elemento FB-NOF de D. melanogaster, pero estamos convencidos de que

nuestros descubrimientos significan un avance importante en su completa caracterizacion.
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CONCLUSIONES

Teniendo en cuenta los objetivos fijados para el presente trabajo de investigacion y a la

luz de los resultados obtenidos en las diversas estrategias experimentales, concluimos que:

1. El fenotipo zeste ampliado en los machos de las cepas M115 y w™' es

consecuencia de la duplicacion completa del gen white en estas cepas,

portadoras del alelo zeste'.

2. Tanto la cepa M115 como RM115 son mutantes insercionales de un elemento
transponible FB-NOF en la posicion -5655, segun las coordenadas de Levis. La
insercion descrita anteriormente en la cepa w™* de Rasmuson-Lestander y por

., + .
extension la de w™?, se encuentra exactamente en el mismo punto.

3. La insercion en M115 y la reversion en RM115 son distintas a las descritas en
w %y wR pese a coincidir el transposén implicado y el punto exacto de

insercion.

4. Lareversion fenotipica en RM115 se debe a la delecion de una de las copias del

gen white duplicadas en M115.

5. La estructuracion de los IR de FB en bloques formados por cinco repeticiones
no idénticas y delimitados por el trinucleétido CTC, facilita el analisis

bioinformatico y molecular del elemento transponible FB-NOF.

6. La posicion de las secuencias NOF entre los IR de FB es especifica de
secuencia. Se encuentran siempre después del final de una segunda repeticion,

por los dos extremos.

7. La distribucion de FB-NOF en el genoma no es homogénea. Se aprecia un

sesgo a favor de las inserciones en el cromosoma X.

8. La insercion del elemento transponible FB-NOF no es especifica de secuencia.
Sin embargo, tiene preferencia por secuencias ricas en A/T situadas en las

proximidades 5’ de genes, o en intrones.
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9. La integridad de los elementos FB-NOF en MI115 es muy elevada, en
comparacion con la integridad de los elementos encontrados en la cepa utilizada

para la secuenciacion del genoma de D. melanogaster.

10. La secuencia de los elementos FB-NOF presentes en las cepas M115 y RM115
en la posicion +2686 de NOF, coincide con la descrita por Harden y Ashburner

en 1990: AAACAC.

11. La secuencia codificante de FB-NOF contiene dos ORFs solapados por 20bp

que podrian expresarse en un mismo mRNA dicistronico.

12. Las proteinas codificadas en los dos ORFs tienen localizacion citoplasmatica en

las condiciones del estudio.
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7.1- TECNICAS in vivo e in vitro

7.1.1- CEPAS DE Drosophila melanogaster

En el presente trabajo se han usado distintas cepas de Drosophila melanogaster. Para la

estabulacion general de las cepas, se ha mantenido una temperatura constante de 25°C, con

una humedad relativa alrededor del 60% y con un ciclo luz/oscuridad de 12h/12h. Las

poblaciones desarrollan su ciclo vital en frascos de cristal con medio nutritivo estandar

suplementado con ampicilina, cambiandose a frascos con medio fresco cada 15 dias.

CEPAS CONTROL:

o Canton-S (CS): Cepa silvestre de referencia.

o Zeste-1 (z'): Cepa de referencia de la mutacion z'.

o Inestable Zeste (UZ): Cepa de referencia de la mutacién w™*

amablemente cedida por la Dra. Asa Rasmuson-Lestander (Rasmuson-

Lestander y Ekstrom, 1996).
CEPAS DE MANTENIMIENTO:

o BASC (In(1) s¢®™* s¢®® +8, s¢“’ s¢® w* B): Cepa portadora de una
inversion en el cromosoma X que impide la recombinacidon con su homdlogo.
Usada para generar cepas homocigotas para el cromosoma X a partir de un solo

macho.

o X unidos (C(1) DX, y f /Y): Los cromosomas X de estas hembras
siempre segregan juntos. Puesto que individuos X"*X/X no eclosionan o son, si
lo consiguen, estériles, las hembras de la cepa son genotipicamente X"X/Y.
Con estas hembras se pueden conseguir lineas en las que un cromosoma X
mutante se transmita de padres a hijos machos continuamente, ahorrandose

embarazosos eventos de recombinacion en el cromosoma X.

CEPAS MUTANTES:

o MII15 (sc, z', f): Cepa de machos mutantes que presentan el fenotipo
zeste'. Se mantienen rutinariamente con hembras de la cepa de X unidos debido

a la inestabilidad de las hembras homocigotas para el cromosoma X mutante.
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o RMI15 (sc, z', f): Cepa establecida a raiz de un macho M115 cuyo

fenotipo revirti6 a una tonalidad de ojos silvestre.

7.1.2- EXTRACCION DE DNA

7.1.2.1- Extraccion de DNA genémico de Drosophila melanogaster

El procedimiento usado es una modificacion del descrito por el Dr. Jaume Pifiol (Pifiol

et al., 1988).

Homogeneizar en Tampon A (100mM NaCl; 10mM EDTA; 0,5% Triton X-100; 20mM
Tris'HCI1 pH 7,5) alrededor de 0,3g de moscas previamente anestesiadas. Separar los nucleos
del resto de cubiertas celulares mediante filtracion a través de una malla de nailon (150 mesh).
Realizar dos lavados mediante centrifugacion a 4000RPM durante 10 minutos y resuspender en
Tampoén B (100mM NaCl; 10mM EDTA; 20mM Tris-HCI pH 7,5). Para la lisis nuclear, afiadir
NaClO4 4M y 4% SDS. Estas condiciones favorecen la disociacion de las proteinas unidas al
DNA y la eliminaciéon de pigmentos. Desproteinizar con un paso de fenol y dos de
cloroformo/alcohol isoamilico (24:1 v/v). Limpiar de sales la fase acuosa, con el DNA
purificado y desproteinizado, mediante precipitacion del DNA con etanol absoluto. Lavar e

hidratar con etanol 70% y disolver en agua destilada.

7.1.2.2- Extraccion de DNA plasmidico de Escherichia coli: Miniprep.

Las extracciones de DNA de plasmidos clonados en cepas de Escherichia coli se han
realizado usando el kit Ql4Aprep ® Spin Miniprep Kit (QIAGEN, EE.UU.) segln el
protocolo propuesto en el manual. Se toma como material de partida 3mL de cultivo
crecido en medio LB durante aproximadamente 16 horas, a 37°C y agitacidon constante a
300 RPM. La base del procedimiento es la lisis alcalina de las células y la precipitacion del
DNA genomico junto con los restos celulares. E1 DNA plasmidico, que no sedimenta junto
con el gendmico, se captura en una membrana por afinidad de carga, se limpia con una
solucion a base de etanol y se eluye con agua destilada a una concentracion alrededor de

los 200ng/pL.

7.1.3- EXTRACCION DE RNA

Para la extraccion de RNA de D. melanogaster se ha usado el sistema basado en

TRIzol® (Invitrogen, EE.UU.). Este es una solucion monofasica de fenol e isotiocianato de
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guanidina que estabiliza las cadenas de RNA durante el homogeneizado de la muestra. La
adicion de cloroformo separa la mezcla en una fase organica, donde se encuentran las
proteinas, una interfase que contiene el DNA gendmico y una fase acuosa con el RNA. De
la fase acuosa se puede obtener el RNA precipitandolo con isopropanol. Adicionalmente,
se puede recuperar el DNA de la interfase por precipitacion con etanol y las proteinas de la
fase organica mediante precipitacion con isopropanol. E1 RNA se disuelve en agua libre de
RNAasas y se trata con DNA-free™ (Ambion, EE.UU.) para eliminar cualquier

contaminacion de DNA gendmico.

El RNA es muy sensible a la degradacion, ya que las enzimas RNAasa son ubicuas y
muy persistentes. Por eso, todo el trabajo con RNA se ha llevado a cabo con material
especialmente tratado para estar libre de RN Aasas: los recipientes de vidrio se sometieron
a 180°C de calor seco. El agua y el material de plastico (puntas de pipeta y tubos
eppendorf) se autoclavaron durante 1h a 120°C de calor humedo, en recipientes de vidrio
previamente tratados. Todas las soluciones se prepararon con agua tratada y sales
especialmente reservadas para el uso con RNA. El material de electroforesis fue tratado
con NaOH 2M durante un minimo de 30’ antes de entar en contacto con las muestras y

aclarado con agua libre de RNAasas.

7.1.4- PCR: REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA

Los experimentos de PCR se han realizado en distintos termocicladores:

e PTC-100 ™ Programable Thermal Controller (MJ Research Inc. / BIO-RAD,
EE.UU.) De efecto Peltier con tapa termoregulable. Uso con tubos de 0,6mL.

o iCycler ™ Thermal Cycler (BIO-RAD Laboratories Inc., EE.UU.). De efecto

Peltier con tapa termoregulable. Uso con tubos de 0,2mL.

o Light Cycler (Roche Diagnostics GmbH, Alemania). Termociclador disefiado
especificamente para experimentos de PCR a tiempo real. Uso con capilares de

20uL

Todas las reacciones de PCR se preparan en campana de flujo laminar, previamente
irradiada con luz UV durante 10-15 minutos, con el objetivo de degradar posibles
contaminantes de DNA que podrian servir de molde alternativo en las reacciones.
Asimismo, durante la mezcla de los componentes siempre se han usado puntas de pipeta

equipadas con filtro anti-aerosoles.
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A lo largo del trabajo se han usado distintas enzimas DNA polimerasa termoestables

adaptadas a estrategias de PCR particulares:

Taqg DNA Polymerase (Invitrogen Corp., EE.UU.): Enzima DNA polimerasa
clasica de Thermus aquaticus, usada en reacciones de productos cortos de

secuencia no compleja.

ELONGASE ® Enzyme Mix (Invitrogen Corp., EE.UU.): Mezcla de Tag DNA
pol. y Pyrococcus sp. GB-D DNA pol. con actividad correctora 3’-5’
exonucleasa (proofreading). Capaz de amplificar fragmentos de hasta 20Kb, se

ha usado principalmente para experimentos de PCR de largo alcance.

Expand Long Template PCR System (Roche Molecular Systems Inc.,
Alemania): Mezcla de Tag DNA pol. y Tgo DNA pol. Con capacidad correctora

3°-5’ exonucleasa. Se ha usado para reacciones de PCR de largo alcance.

Fail Safe ™ PCR System; Fail Safe ™ PCR Premix Selection Kit (Epicentre ®
Biotechnologies, EE.UU.): Sistema integral de PCR que proporciona una
mezcla de enzimas, una de ellas con actividad correctora para mayor fidelidad y
procesividad, junto con una bateria de tampones con distintas concentraciones
de sales (en particular MgCl,) y cosolventes (en particular betaina) que
comprenden un amplio abanico de posibilidades para conseguir u optimizar el
resultado de reacciones de PCR de fragmentos ricos en GC o con estructuras

secundarias.

7.1.4.1- Real Time PCR (PCR a Tiempo Real)

En los experimentos de PCR a tiempo real se ha usado el termociclador LightCycler.

Este aparato estd especialmente disefiado para PCR a tiempo real, con lo cual incorpora un

sensor Optico para la precisa cuantificacion de la fluorescencia en las muestras. La reaccion

se efectia en capilares de cristal de 20uL de capacidad, sometidos a las diferentes

temperaturas programadas en el ciclo de PCR mediante un sistema de flujos de aire

caliente/frio (ver Fig. 7.1). A diferencia de los termocicladores estandar de PCR,

LightCycler no mantiene la temperatura fija en cada paso del programa, sino que esta es

regulada de forma dindmica. Esto se debe a la brevedad de cada uno de los pasos de los

ciclos de PCR, de apenas unos segundos de duracion, lo cual es posible por el reducido

volumen de los capilares y su gran superficie de contacto con la muestra, que facilita un

intercambio casi instantaneo de temperatura.
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Fig. 7.1. Termociclador LightCycler para PCR a tiempo real. A) Esquema del funcionamiento de
LightCycler. Se muestran los componentes basicos y el flujo de aire que controla la temperatura. B) Disefio
exterior del aparato. C) Detalle de los capilares usados en las reacciones.

Para la reaccion de PCR se ha usado el kit LightCycler DNA Master SYBR Green [
(Roche, Alemania), consistente en una mezcla de PCR ya preparada a la que solo debe
afadirsele el DNA molde y los cebadores. Uno de los componentes de la mezcla es el
SYBR Green I, un compuesto fluorescente con gran afinidad para el DNA de doble cadena
(ver Fig. 7.2). La asociacion DNA-SYBR Green [ incrementa significativamente la emision
fluorescente de esta ultima molécula, con lo cual puede cuantificarse, con gran exactitud, el
incremento de amplicones después de cada ciclo de PCR. Para esta tarea se emplea el
programa proporcionado con el termociclador LightCycler segun se indica en el manual del

usuario.
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Fig. 7.2. Incorporacion de SYBR Green I. Durante la reaccion de PCR, el SYBR Green I se incorpora al
DNA de doble cadena después de cada ciclo de renaturalizacion.

El programa de PCR usado en este trabajo es basicamente el propuesto en el manual del
kit, modificado Unicamente por las temperaturas de apareamiento de los cebadores

especificos de nuestras reacciones.

113



7.1.4.2- RT-PCR

La RT-PCR es una reaccion de amplificacion a partir de un molde de cDNA. Para eso,
hace falta retrotranscribir el RNA diana con una enzima transcriptasa reversa y un solo
cebador de DNA complementario a la cadena codificante. Las reacciones de
retrotranscripcion se hicieron con la enzima Superscript™ II RNase H RT (Invitrogen,
EE.UU.), siguiendo los pasos especificados en el manual del fabricante. Obviamente, todo
el material de plastico y el agua para las diluciones de los cebadores y dNTPs fue tratado

para estar libre de RN Aasas.

Una vez conseguido el molde de cDNA, ya no es necesario tomar las exigentes

precauciones del trabajo con RNA, de modo que se usaron los protocolos estandar de PCR.
7.1.4.3- Cebadores utilizados

La siguiente tabla muestra el nombre, la secuencia 5°-3°, la temperatura de fusion (Tm)
y el porcentaje de G/C de todos lor cebadores utilizados a lo largo del trabajo. La Tm de
los cebadores con colas 5’ (sombreadas en la secuencia del cebador), usados para el
clonaje de secuencias NOF en los vectores de expresion (seccion 7.1.10.3), no es valida
para los primeros ciclos de amplificacion, pues las “colas” no hibridan con la secuencia

molde.

NOMBRE/USO SECUENCIA 5°-3° Tm °C | %G/C

Insercion elemento FB

FB TTT TGA AGA GGT GGG CTA ACG A 58,4 45,5
G5 CAG TGG GAC AAA GTG CGC TAA 59,8 52,4
G5r TTA GCG CAC TTT GTC CCA CTG 59,8 52,4
G3 CGC AGT GTA GGA CCT ATC AGG T 62,1 54,5
FBs CAC AAA AAC TGG ACG TGG GC 59,4 55,0
G3s CGA CAC AAG GGG CAG AAC TTC 61,8 57,1

PCR tiempo real

7f AAC ACA TCA ACA GCC TCC T 54,5 474
Zr TTC ATT GTC AGC TCC TCG A 54,5 47,4
wZBf GAC AGG CGA GTG ACA ATA A 54,5 47,4
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WwZBr GAT CTA GCG ACA GAC AAC AA 55,3 45,0
wBCf GAT CAG GAG CTA TTA ATT CGC 55,9 42,9
wBCr GCT ACC AGA ATA ATC TGT TTC G 56,5 40,9
wKEf CGT AAT CAG TTC TTA TCG CG 55,3 45,0
wKEr CCT TTT TAT GTA CCT ACG CGT 55,9 42,9
wCGf AAT TCT GCA ACT GCA AGA TG 51,5 40,0
wCGr ATG CCA GGC TAA TCA GAA TC 524 45,0
Clones IR de FB
NOF5 AGG TGG GCG ATG TCA AGT CG 62,1 60,0
NOF3 GGC ACT AGT ATC CAG CTIG TTG 55,4 52,4

Zona de discrepancia de NOF

NOF2040 GCT TTA ATG AGT GTA GGA TT 473 35,0
NOF2740 AGC GGA TAA ATT CGT GGT GC 55,8 50,0
RT-PCR
NORF1f CCC AGA ACC GAG TTA CAT AC 51,4 50,0
NORF1r AGG TGG GCG ATG TCA AGT CG 62,1 60,0
NORFOf GGA CCA GGA GGA AAT TGA CG 55,6 55,0
NORF2.3f AAC TGA GCC GCG ATG AAA CGC 60,9 57,1
NORF0.2.3r CCG TTT GAC TCT CTA GTG GA 53,5 50,0

Vectores de expresion

ORF1f AAG GTA CCA AGT GTT ACT GTC AGG ATG CC 66,7* 48,3
ORF1r TAC CCG GGT GTC CAA AAA TTT AAA TCC TIG | 64,0% 40,0
ORF2f AAG GTA CCA ACT GAG CCG CGA TGA AAC GC 69,5* 55,2
ORF2r TAC C€CG GGC ACT TTT AAA CAA GGC TTA 63,4% 44.4

7.1.5- CLONACION DE DNA

A lo largo de este trabajo, se han clonado gran cantidad de fragmentos de DNA en

vectores plasmidicos, bien para secuenciacion, bien para su uso como sondas. La
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procedencia de dichos fragmentos es diversa, si bien en general provienen de amplicones
de PCR o de fragmentos de restriccion de otros clones. A modo de vectores se han usado,

mayoritariamente, tres tipos de plasmidos:

e  pBluescript SK+ (Promega, EE.UU.): Vector de elevado nimero de copias por
célula, incorpora el cassette de resistencia a ampicilina y la posibilidad de
identificar clones recombinantes por diferencia de color azul/blanco gracias a la

a-complementacion del cistron Z en el operon Lac.

e  pTZ18U: Muy similar al pBluescript SK+, por conferir resistencia a ampicilina y
la seleccion por color. Tiene la ventaja de ser algo mas pequefio e incorporar las
secuencias de los cebadores universales T7 y M13 -20 muy cerca del sitio de

clonaciodn, lo cual hace del pTZ18U un excelente vector para secuenciacion.

e  pCR-TOPO (Invitrogen Corp., EE.UU.): El sistema TOPO Cloning ® de
Invitrogen ha sido usado extensamente a lo largo del trabajo para la clonacion
directa de fragmentos generados por PCR, ya sea mediante 7ag DNA polimerasa
(TOPO-TA Cloning System) como por mezclas de enzimas con actividad
correctora (Zero Blunt TOPO Cloning, pues estas corrigen automaticamente las

adeninas adicionales que la Tag incorpora al disociarse de la cadena molde).

Los vectores pCR-TOPO se adquieren linealizados y con los extremos asociados
covalentemente a la topoisomerasa I del virus vaccinia. Esta enzima captura los extremos
OH libres del producto de PCR, los une al vector y se libera, dejando el plasmido
recircularizado, sin necesidad de un aporte externo de energia, lo cual permite la ligacion

vector-inserto a temperatura ambiente y en escasos minutos.

Confiere resistencia a ampicilina y/o kanamicina y la seleccion de los clones

recombinantes se realiza mediante la disrupcion del gen letal ccdB de E. coli.

DESFOSFORILACION DE VECTORES: Cuindo se debe clonar en pBSK o
pTZ18U y se dispone de poca cantidad de inserto, es muy recomendable desfosforilar el
vector para evitar la recircularizacion del mismo sin incorporar el fragmento de DNA que
nos interesa.

A partir de 2ug de DNA del vector linealizado (méximo 44uL), afadir SuL de tampén de
desfosforilacion 10X, 2ul de fosfatasa alcalina y H,O hasta un volumen de reaccion de 50pL.

Incubar 30 minutos a 37°C. Detener la reaccion con Syl de EDTA 0,2M pH 8 e inactivar la

enzima a 75°C durante 10 minutos. Para evitar interferencias con los procesos subsiguientes de
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clonacion, purificar el DNA desfosforilado con el kit Nucleospin Extracts (Macherey-Nagel

GmbH, Alemania).

LIGACION: Excepto cuando se usa el sistema TOPO Cloning®, es necesario ligar el
vector digerido y desfosforilado con el inserto de DNA, digerido con la misma enzima que

el vector (o0 una que dé extremos compatibles), usando la Ligasa del bacteriofago T4.

Mezclar el DNA inserto con el vector en una relacion 3:1 para favorecer el encuentro entre
los dos. Mantener 5 minutos a 65°C para romper las posibles uniones débiles en regiones
complementarias y afiadir 1uL de Tampon de ligacion 10X, 1uL de T4 DNA Ligasa (Roche,

Alemania) y H,O hasta 10uL. Mantener durante toda la noche a una temperatura de 15-16°C.

OBTENCION DE CELULAS COMPETENTES: Salvo en los casos en los que se ha
usado un kit de clonacion, como el PCR TOPO Cloning System que incorpora sus propias
células competentes. Estas se han preparado mediante la permeabilizacion con CaCl,. La
cepa de E. coli usada para este fin ha sido DH5a (SupE44 Alac U169 (®80 lacZAM15)
hsdR17 recAl endAl gyrA96 thy-1 relAl).

Partir de 0,2mL de un cultivo de noche en LB, e inocular 20mL de medio de cultivo 2xYT.
Dejar crecer el cultivo hasta una ODsso de 0,6 (fase exponencial de crecimiento) y repartir en
dos tubos de 10mL. Centrifugar a 4°C (5000 RPM, 5 minutos) y resuspender las células en
SmL de CaCl, 50mM frio y estéril. Incubar las células durante 45-60 minutos en hielo,
centrifugar de nuevo y resuspender en 2mL de CaCl, SOmM. Incubar una hora mas en hielo,
afiadir 15% de glicerol estéril y alicuotar en criotubos a razén de 100-150uL por tubo.

Congelar inmediatamente por inmersion en nitrégeno liquido.

TRANSFORMACION: Todas las transformaciones se han realizado por el

procedimiento del choque térmico.

Mezclar suavemente el DNA resultante de la ligacion (de 1 a SuL) con una alicuota, recién
descongelada en hielo, de células competentes. Incubar 20 minutos en hielo. Durante este
tiempo, el DNA forma complejos hidroxilo-calcio fosfato con el CaCl, y forma un precipitado
fino que se adhiere a las paredes celulares de las células competentes. Someter las células a un
choque térmico de un minuto a 42°C y afiadir inmediatamente 0,5mL de LB precalentado a
37°C. Este proceso permite la entrada del DNA en la célula. Incubar durante una hora a 37°C
con agitacion (200 RPM) y sembrar en placas con LB-agar suplementadas con el antibiotico
apropiado y X-Gal si se van a identificar los clones recombinantes por la a-complementacion

en el oper6n lac.
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7.1.6- MARCADO NO RADIOACTIVO DE SONDAS

Las sondas usadas en el trabajo, exceptuando las destinadas a FISH, han sido marcadas
no radioactivamente con digoxigenina mediante el método de Random Primer usando el
DIG DNA Labeling and Detection Kit (Roche, Alemania), segiin las especificaciones del

fabricante.

Después de la reaccion de marcado, el DNA se purifica con Nucleospin Extracts
(Macherey-Nagel GmbH, Alemania) para limpiar la sonda de nucle6tidos no incorporados,

con el fin de evitar que saturen la membrana y evitar ruido de fondo.

7.1.7- TECNICA DE SOUTHERN BLOT

ELECTROFORESIS: De 2 a 5ug de DNA, digerido con la enzima de restriccion
apropiada, se sometieron a electroforesis durante aproximadamente 15 horas a bajo voltaje
(~35V). En estas condiciones se consigue una migracion electroforética uniforme y una
muy buena resolucion de los fragmentos de DNA. Para conseguir una mayor precision en
el calculo de los tamafios de los fragmentos de restriccion, en la mayoria de los casos se
han usado geles de 18cm de longitud. Segun la conveniencia de cada experimento, se han
usado concentraciones de agarosa entre 0,6% (Agarose D-1 Low EEQO, Pronadisa, Espafia)

y 0,3% (SeaKem ® Gold Agarose, Cambrex, EE.UU.).

TRANSFERENCIA: Los fragmentos de restriccion separados electroforéticamente se
transfirieron a membranas de nailon cargadas positivamente (Nylon Membranes positively
charged, Roche, Alemania) mediante transferencia por vacio usando el dispositivo
VacuGene XL (GE Healthcare, Reino Unido), especialmente disefiado para tal uso. Este
tipo de transferencia supone una ventaja respecto al método tradicional de capilaridad,
pues permite acortar el tiempo de todos los pasos del proceso. Esto es especialmente
importante durante la neutralizacion y la transferencia, pues se disminuye la posibilidad de
renaturalizacién espontanea del DNA, un factor muy dependiente del tiempo,
enriqueciendo la fraccidon de cadenas desnaturalizadas que se transfieren a la membrana de
nailon. El VacuGene XL se ha utilizado segin las recomendaciones del fabricante, aunque
aumentando ligeramente los tiempos de cada paso, pues temiamos que los fragmentos de
muy elevado peso molecular con los que lididbamos pudieran tardar algo mas de tiempo en

transferir. El proceso entero se resume como: 10 minutos de Despurinizacion (0,25M
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HCI), 15 minutos Desnaturalizacion (1,5M NaCl; 0,5M NaOH; pH > 11), 15 minutos
Neutralizacion (1M Tris'HCI pH 8; 1,5M NaCl), 1 hora Transferencia (20xSSC pH 7).

Al finalizar la transferencia, la membrana se seca entre dos hojas de papel absorbente y
el DNA se fija covalentemente al nailon mediante la exposicion de la membrana a luz

ultravioleta durante 3 minutos.

HIBRIDACION: La hibridacion de la sonda con el DNA fijado en la membrana se
realiza en una solucion tampoén a base de Na,HPO,4 0,25M pH 7,5; agente bloqueador 1%
(puede usarse leche desnatada en polvo); EDTA ImM; SDS 10%. Este método no requiere
prehibridacion y se efectua a una temperatura de entre 65 y 68°C, segun la restrictividad

que deseemos en la hibridacion, durante 15 horas, aproximadamente.

Al término de la incubacidn, se realizan dos lavados de 15 minutos a la misma
temperatura de hibridacion con una solucion de baja fuerza ionica (Na,HPO4 20mM pH
7,5; EDTA 1mM; SDS 1%) para lavar los restos de sonda de la membrana y restringir la

hibridacion a los fragmentos especificos.

Tanto la hibridacion como los lavados de restriccion posteriores se llevaron a cabo en
el interior de tubos de hibridacion herméticos, en un horno de hibridacién (Ecogen

Hybridiation Oven, Ecogen, Espana).

DETECCION: La detecciéon de la sonda hibridada se realiza segtin los métodos no
radioactivos de precipitacion de color o de quimioluminiscencia. Ambos comparten un

procedimiento comUn aunque cambia el sustrato final y el método de revelado.

Incubar la membrana recién hibridada durante 15 minutos en solucién de lavado (acido
maleico 0,1M; NaCl 0,15M; Tween-20 0,3% v/v; pH 7,5). Bloquear durante 30 minutos en una
solucion con agente bloqueante (acido maleico 0,1M; NaCl 0,15M; leche desnatada en polvo
1%; Tween 20 0,3% v/v; pH 7,5). Incubar 30 minutos con una dilucién 1:10* o 2:10* de un
anticuerpo contra la digoxigenina, conjugado a la enzima fosfatasa alcalina (Anti-Digoxigenin-
AP FAB Fragments, Roche, Alemania) en solucion con agente bloqueante. Realizar dos
lavados de 15 minutos con solucion de lavado. Equilibrar la membrana a pH 9,5 mediante la
inmersion en solucion de equilibrado (Tris*HCI pH 9,5; NaCl 0,1M; MgCI2 50mM) durante 10
minutos, para conseguir unas condiciones de funcionamiento optimas para la fosfatasa alcalina.

Finalmente, incubar con un sustrato adecuado.

En este trabajo se ha usado bien CDP-Star (Roche, Alemania), bien una mezcla de
NBT/BCIP (NBT/BCIP Stock Solution, Roche, Alemania). El CDP-Star es un sustrato

quimioluminiscente que, en su reaccion de catélisis por la fosfatasa alcalina, libera un
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foton. La exposicion de una pelicula fotografica a la membrana empapada en solucion de
CDP-Star permite detectar las zonas de hibridacion de la sonda. En el método de
precipitacién de color, sin embargo, la membrana se incuba a oscuras sumergida en la
soluciéon con NBT/BCIP. La reaccion del sustrato con la fosfatasa alcalina forma un fino

precipitado marrén-azulado sobre la membrana en las zonas de hibridacion.

7.1.7.1- Sondas Utilizadas

PBSWKK: Region 3’ adyacente al gen white. Comprende el fragmento de restriccion

entre Kpnl [-4282] - Kpnl [-7502], segun las coordenadas de Levis.

VECTOR: pBluescript SK+ INSERTO: 3,2Kb
CLONADO EN: Kpnl OBTENIDA POR: Anna Portela

pBSD5’_6B/pNOF5: Sonda de NOF 5, entre EcoRI [1011] y el cebador de PCR

MTINOFS5 [2151]. No contiene secuencias FB. Contiene 6bp correspondientes al vector
pCR-BluntlI-TOPO, entre MTINOFS y EcoRI.

VECTOR: pBluescript SK+ INSERTO: 1,1Kb
CLONADO EN: EcoRI OBTENIDA POR: Marti Badal

pTZD5’_1: Sonda de FB entre [227] y la diana EcoRI [1011] de NOF. No contiene

DNA gendmico adyacente a la insercion del elemento. La interferencia de la secuencias

NOF en la sonda es minima, pues no existe ningin elemento NOF no asociado a FB.

VECTOR: pTZ18U INSERTO: 3Kb
CLONADO EN: EcoRI-Romo OBTENIDA POR: Marti Badal

PNOF3: Sonda NOF3’, entre cebadores de PCR situados en [2040] y [4041] del
elemento transponible. No contiene secuencias de FB ni de DNA genomico adyacente.

VECTOR: pCR4-TOPO INSERTO: 2Kb

CLONADO EN: TOPO (liberar con EcoRI)  OBTENIDA POR: Anna Portela

pBSWKE*: Sonda de la region 3’ adyacente al gen white, inmediatamente anterior a
la insercion del elemento FB-NOF en nuestras cepas mutante y revertiente. Comprende el
fragmento de restriccion Kpnl [-4282] hasta la diana EcoRI artificial, presente en la
secuencia del plasmido pWP2 (Walter Gerhing, Universidad de Basilea, Suiza),

correspondiente a [-5348] segun las coordenadas de Levis. Esta sonda estd incluida en la

region de reconocimiento de la sonda pBSWKK.
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VECTOR: pBluescript SK+
CLONADO EN: Kpnl — EcoRI

INSERTO: 1,1Kb
OBTENIDA POR: Marti Badal

PTZWEK: Sonda de la region genémica inmediatamente posterior a la insercion de

FB-NOF en las cepas mutante y revertiente. Comprende el fragmento de restriccion EcoRI

[-6265] — Kpnl [-7502], subclonado a partir de la sonda pBSWKK y, por lo tanto, incluido

en su region de reconocimiento.

VECTOR: pTZ18U
CLONADO EN: EcoRI — Kpnl

INSERTO: 1,2Kb
OBTENIDA POR: Marti Badal

PCw25: Sonda de la region 5° de white, moderadamente alejada del inicio del gen.

Comprende la region entre los cebadores de PCR w20 [+20Kb] — w25 [+25Kb] segtn las

coordenadas de Levis.

VECTOR: pCR4-TOPO

INSERTO: 5Kb

CLONADO EN: TOPO (Liberar con EcoRI) OBTENIDA POR: Marti Badal

pWBaBa: Sonda que comprende el fragmento de restriccion BamHI [4438] — BamHI

[1383] del gen white, seglin las coordenadas de Levis. El fragmento fue subclonado a partir

del plasmido pWP2.

VECTOR: pBluescript SK+
CLONADO EN: BamHI

INSERTO: 3Kb
OBTENIDA POR: Anna Portela

PWXK: Sonda que comprende el fragmento de restriccion Xbal [442] — Kpnl [-4282]

del gen white, segln las coordenadas de Levis. Subclonado a partir del plasmido pWP2.

VECTOR: pTZ18U
CLONADO EN: Xbal — Kpnl

INSERTO: 4,4Kb
OBTENIDA POR: No registrado
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7.1.8- FISH: Hibridacion in situ fluorescente

La técnica de FISH se aplicd sobre preparaciones de cromosomas politénicos. Para
ello, glandulas salivales de larvas de tercer estadio de las cepas a analizar fueron
microdiseccionadas y fijadas sobre portaobjetos previamente tratados con soluciéon SSC
Denhart (Montgomery et al., 1987). So6lo las mejores preparaciones se usaron,
posteriormente, para la FISH. La técnica se basa en la hibridacion de sondas especificas
con los cromosomas politénicos fijados en la preparacion. Dichas sondas, marcadas con
biotina o digoxigenina, se detectan mediante el uso de anticuerpos o estreptavidina,
respectivamente, conjugados con moléculas fluorescentes que podremos visualizar con un

microscopio de fluorescencia equipado con los filtros apropiados.

La sonda y la preparacion se desnaturalizan por separado. Usar 30pL de sonda por cada
porta e incubar durante un minimo de 14 horas a 37°C, en una camara humeda. Lavar a 37°C
con 2xSSC, equilibrar con 1xPBS, bloquear con solucion de bloqueo al 4% y pasar al revelado
de la hibridacion. Anadir 100pL de una solucion formada por una dilucion 1:100 de
estreptavidina conjugada con el fluorocromo Alexa 488 (verde) y 1:100 de un anticuerpo anti-
digoxigenina conjugado con rodamina (rojo) e incubar 20 minutos a temperatura ambiente.
Lavar 10 minutos con 4xSSC; 0,05% Tween-20 a 42°C y equilibrar con 1xPBS a temperatura
ambiente. Montar las preparaciones con solucion de montaje suplementada con DAPI y
compuestos que eviten la pérdida de fluorescencia (antifade). Guardar las preparaciones en la

oscuridad hasta su observacion al microscopio.

En este trabajo se ha usado un microscopio Olympus BX-FLA equipado con los
siguientes filtros:

HQ FITC - excitacion HQ480/40; emision HQ535/50; beamsplitter Q505LP

NARROW X HQ TRITC - excitacion HQ545/30; emision HQ610/75; beamsplitter QS65LP

DAPI U-MNU - excitacion 360; emision 420; beamsplitter 400
TRIPLE DAPI/FITC/TRITC - excitacion D/F/R X; emision D/F/R M; beamsplitter D/F/R BS

7.1.9- SECUENCIACION DE DNA

En el transcurso del trabajo se han secuenciado gran cantidad de fragmentos de DNA,
generalmente clonados en vectores plasmidicos, aunque en ocasiones se ha secuenciado los

amplicones de PCR directamente. Todas las sondas usadas en las hibridaciones fueron
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comprobadas mediante secuenciacion de sus extremos y comparacion con los datos

genomicos, de disponibilidad publica.

La secuenciaciéon de DNA se ha realizado en las instalaciones del Servei de sintesi
d’acids nucleics i de microarrays de la Universitat Autonoma de Barcelona, por técnicos
especializados y usando un secuenciador automatico Applied Biosystems 373 A, equipado

con el Upgrade Stretch Kit y controlado por ordenador.

Todas las secuencias obtenidas fueron cuidadosamente analizadas y corregidas en caso

de error evidente, o repetidas en caso de ambigiiedad.

7.1.9.1- Generacion y secuenciacion de clones solapados obtenidos mediante

exonucleasa Bal31.

La secuenciacion de insertos internamente repetitivos puede conseguirse mediante la
generacion de una serie de clones con deleciones terminales solapadas, que permitan el uso
de un cebador externo para la reaccién de secuenciacion. La mejor manera de conseguir

dichos clones es mediante el uso de la enzima Ba/31 (Roche, Alemania).

Bal31 es una exonucleasa 5’-3’ que degrada los dos extremos de hebras lineales de
DNA de doble cadena. Este proceso de degradacion es constante, con lo cual controlando
el tiempo de reaccion, se puede controlar, grosso modo, el alcance de la digestion. La
cinética Bal31 se ha llevado a cabo segun lo descrito en Sambrook et al, 1989,
concretamente:

Linealizar 40pL (aprox. 15pg) del plasmido original con la enzima de restriccion
adecuada, en una reaccion de S0uL. Usar 23,5uL de la digestion para la cinética Ba/31: afadir
25uL de Buffer Bal31 2x y 1,5uL Bal31 e incubar a 30°C durante el tiempo que se estime
oportuno, normalmente 5, 10, 15 y 20 minutos en reacciones seriadas. Detener la reaccion
inmediatamente después del tiempo de digestion con 1pL EGTA 0,2M e incubar a 65°C
durante 5 minutos.

Finalizada la cinética, los extremos digeridos del vector son imperfectamente romos,
con lo cual se aconseja cortar con una enzima de restriccion el extremo que no deseamos

secuenciar, para contar con un extremo cohesivo que facilite la posterior clonacion.

Cada uno de los clones conseguidos puede usarse, con la debida planificacion, para
nuevas rondas de digestion con Bal/31, consiguiéndose, asi, una coleccion de clones con

deleciones anidadas de un fragmento de DNA original (ver Fig. 7.3).
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La secuenciacion de la coleccion de clones con el cebador M13 -20, presente en el
vector pTZ18U, permite la obtencion de secuencias solapadas y, por lo tanto, alineables,

cada vez mas internas en el fragmento de DNA original.
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Fig. 7.3. La reaccion de Bal31. Esquema general de la reaccion de Bal31 y los pasos de digestion y clonacion
asociados. En los plasmidos, la barra negra representa la region que deseamos secuenciar.

7.1.10- CULTIVO CELULAR DE LA LINEA S2 DE Drosophila melanogaster

A lo largo de los experimentos de cultivo celular, en todo momento se han usado
células Schneider-2 (Invitrogen Corp., EE.UU.) procedentes del mismo stock congelado.
Para la descongelacion, mantenimiento y congelacion de las células se han seguido los

protocolos y precauciones sugeridas por Invitrogen.

El cultivo de las células se ha realizado en Schneider’s insect medium (Sigma-Aldrich,
EE.UU.), preparado segtn el manual de Sigma, suplementado con 10% Suero Fetal Bovino

(FBS) inactivado, 50U Penicilina-G/mL y 50ug Estreptomicina/mL.

Los cultivos se mantienen a oscuras a 25°C en un incubador sin sistema de CO, (J.P.

Selecta S.A., Espaia).
7.1.10.1- Transfeccion Transitoria de S2

La transfeccion transitoria de células de la linea S2 se ha realizado con el kit comercial
FuGene® 6 Transfection Reagent (Roche, Alemania) siguiendo las especificaciones del

protocolo propuesto. Se ha usado una proporcion 3:1 de FuGene®:DNA. Este kit se basa
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en la formacion de complejos entre el DNA que deseamos introducir en las células y una
mezcla de lipidos. El resultado es la formacion de liposomas: mintsculas burbujas lipidicas
con un lumen interno rico en nuestro DNA recombinante. Estos liposomas son
virtualmente inocuos para las células, lo que facilita la optimizacion de la técnica y permite
trabajar con menos cantidad de material. Puesto que los lipidos son capaces de fusionarse
con la célula sin casi intermediarios, la eficiencia de transfeccion resultante es muy
elevada. Las células son capaces de captar y expresar este DNA durante un periodo corto
de tiempo (2 o 3 dias) en ausencia de presion selectiva. En nuestros experimentos, la
expresion de las construcciones recombinantes se ha comprobado el segundo dia después

de la transfeccion.
7.1.10.2- Localizacion subcelular de proteinas de fusion con GFP

La localizacion subcelular de las proteinas de fusion expresadas en las células
transfectadas se ha efectuado por observacion directa de la fluorescencia de eGFP, eYFP y
eCFP, en un microscopio de fluorescencia Olympus BX50 (Japén) equipado con una
camara digital Leica DC350F (Alemania). El protocolo abreviado es el siguiente:

TRATAMIENTO DE LOS CUBREOBJETOS: Cubrir una de las caras de un

cubreobjetos con una fina lamina de Poli-L-lisina 0,1%. Dejar a temperatura ambiente durante

5 minutos. Enjuagar dos veces los cubreobjetos con agua destilada y secarlos 1h a 65°C.

ADHESION DE LAS CELULAS: Centrifugar 5 minutos a 1000RPM, de 2 a 3mL de
células de un cultivo a un 80-90% de confluencia. Lavar las células dos veces con 1mL de
1xPBS. Resuspenderlas en 400-600uL de 1xPBS. Cubrir con 100uL de células la cara tratada

con Poli-L-lisina de un cubreobjetos. Dejar a temperatura ambiente durante 30-40 minutos.

MONTAUJE: Succionar el PBS de los cubreobjetos (las células se mantienen adheridas).
Anadir 25uL de solucion de montaje con DAPI 0,2pg/mL y solucion antifade para prevenir la
pérdida de fluorescencia a corto plazo. Poner el cubreobjetos en un portaobjetos, retirar el

exceso de solucion de montaje y sellar. Observar al microscopio de fluorescencia.
7.1.10.3- Vectores de transfeccion

Los tres vectores de transfeccion usados en este trabajo se construyeron sobre el vector
de expresion pPL18, creado en nuestro laboratorio como una variaciéon de pPL17
(amablemente cedido por la Dra. Marie-Lou Pardue del Massachussets Institute of
Technology en Cambridge, MA, EE.UU.). pPL17 es, a su vez, una modificacion del vector
pEGFP-N1 (Invitrogen, EE.UU.), al que se le reemplazo6 el promotor virico CMV por el

del gen armadillo de D. melanogaster (datos no publicados). Adicionalmente, el casette
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eGFP fue reemplazado por eYFP y eCFP para dar lugar a tres versiones del vector pPL17

con tres proteinas fluorescentes distintas.

El clonaje direccional de los amplicones de cada ORF se llevé a cabo mediante el uso
de cebadores portadores de colas 5’ con dianas de restriccion. Los cebadores 5° (ORF1fy
ORF2f) tienen la secuencia de reconocimiento de la enzima Kpnl (GGTACC), mientras que
los cebadores 3’ (ORF1r y ORF2r) tienen la secuencia de Xmal (CCCGGG). Por supuesto,
ninguna de las dos enzimas tiene dianas de restriccion en la secuencia de NOF. La
digestion de los productos de amplificacion y de los vectores con estas enzimas de
restriccion, da lugar a fragmentos compatibles Kpnl-Xmal que solo pueden ligarse en una
orientacion. Puesto que Kpnl ocupa una posicion 5’ respecto a Xmal en el MCS de pPL18,
el resultado de la clonacion es la insercion de cada ORF en direccion 5°-3° respecto al
promotor armadillo y a la proteina fluorescente (ver Fig. 7.4). Aunque la planificacion del
experimento fue bastante cuidadosa, la fase de la zona de fusion entre cada ORF y su
respectiva proteina fluorescente se asegurdé mediante secuenciacion desde el cebador

EGFP_N propuesto en el manual del vector original pEGFP_N1 (Invitrogen, EE.UU.).
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Fig. 7.4. Los vectores de Transfeccion. El esquema superior muestra el MCS de pPL18. Debajo, esquemas
de los vectores de transfeccion con la secuencia de transicion entre el ORF de NOF y la proteina
fluorescente.
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7.2- TECNICAS in silico

7.2.1- BUSQUEDA Y ALINEAMIENTO DE SECUENCIAS DE DNA

Las secuencias de los genes white y zeste, y de sus productos de expresion, asi como
las anotaciones historicas de los elementos FB y NOF, fueron obtenidas mediante
busquedas por palabra clave en las bases de datos publicos Medline y FlyBase
(http://www.pubmed.gov y http://flybase.bio.indiana.edu respectivamente). Las regiones
genOmicas adyacentes a los genes o elementos estudiados se han obtenido mediante
alineamientos con la base de datos usando la herramienta Blast propia de FlyBase
(http://flybase.bio.indiana.edu/blast/) y restringiendo la busqueda a solo las secuencias
anotadas por el consorcio para la secuenciacion del genoma de D. melanogaster. Para la
comparacion de secuencias se han producido alineamientos “a  pares”
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seq/wblast2.cgi) y alineamientos multiples con la

herramienta ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/), aunque sin desprender de los

resultados ninguna relacion evolutiva.

7.2.2- PREDICCION DE PAUTAS DE LECTURA

La secuencia del elemento transponible FB-NOF fue analizada mediante los siguientes

programas informaticos:
e Analisis de secuencias codificantes
o GenScan (MIT) http://genes.mit.edu/GENSCAN.html
o ORF Finder (NCBI) http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/gorf/
e Prediccion funcional de los péptidos predichos
o ProtLoc (UAB) http://bioinf.uab.es/cgi-bin/trsdb/protloc.cgi
o TransMem (UAB) http://bioinf.uab.es/cgi-bin/trsdb/transmem.cgi

o SOSUI (Nagoya University) http://bp.nuap.nagoya-u.ac.jp/~sosui/

sosui_submit.html

o PHYRE (Imperial College London) http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre/

127



ProtLoc es una herramienta que predice la localizacién subcelular de un péptido,
basdndose en la composicion de aminoécidos (Cedano et al., 1997). TransMem busca
dominios potencialmente transmembranales (Aloy et al, 1997). SOSUI calcula la
hidrofobicidad media de un péptido y de sus dominios potencialmente transmembranales.
Predice si se trata de una proteina soluble (citosolica) o si, por el contrario, contiene hélices
potencialmente transmembranales (Hirokawa er al, 1998). Si las predice, muestra
graficamente la localizacion de las hélices y su estructuracion en una membrana celular.
PHYRE es un predictor de la estructura terciaria de un péptido (PHYRE es una evolucion
de 3D-PSSM, ver Kelley et al., 2000). Mediante calculos biofisicos, predice la forma
tridimensional de una proteina a partir de su secuencia. Ademas, compara la homologia
estructural con otros péptidos de estructura conocida, en una especie de alineamiento
funcional. PHYRE genera coordenadas en formato “.pdb” que pueden visualizarse con el
programa de acceso libre DeepView - Swiss-PdbViewer (http://expasy.org/spdbv/) (Guex y
Peitsch, 1997).

7.2.3- GENERACION E INTERPRETACION DE LOGOS DE SECUENCIA

Los logos de secuencia son formas graficas de visualizar la informacién de una
secuencia de DNA, RNA o proteina. Los programas que generan logos de secuencia usan,
para ello, los conceptos basicos de la teoria de la informacion de Claude Shannon. El logo
muestra la frecuencia y la conservacion de cada base en cada posicion de la secuencia
analizada, asi como su relevancia, reflejada en forma de los bits de informacion que
contiene (Shaner et al., 1993). En este trabajo se ha utilizado, para la generacion de logos

de secuencia, la herramienta en linea Weblogo (http://weblogo.berkeley.edu).

7.24- CREACION DE UN PROGRAMA SIMPLE DE BUSQUEDA
AUTOMATIZADA

El lenguaje de programacion perl es, posiblemente, el mas utilizado por los bidlogos
para la creacion de pequefios programas que, aunque simples, agilizan algunas tareas que
pueden consumir gran cantidad de tiempo. Tales son el formateo de secuencias, la
busqueda de patrones o la descarga de informacion de las bases de datos publicas en base a
criterios especificos. Cualquier entrada de base de datos, ya sea una secuencia de DNA,

RNA o aminoacidica, es susceptible de poder ser procesada, pues la principal conveniencia
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de perl para los bidlogos moleculares es la facilidad con la que puede manejar archivos de

texto.

En este trabajo se ha usado la version de per/ PXPerl 5.8.7-6 para crear el programa

cazaFB.pl, un sencillo script para encontrar elementos FB en secuencias genomicas.

Para empezar, el usuario de cazaFB.pl debia proporcionar un listado con los
nimeros de acceso a secuencias que puedan contener un elemento FB. Esta lista se
elaboraba a partir de un alineamiento de los primeros 120bp de FB con la base de datos de
FlyBase, usando la herramienta Blast y seleccionando la opcidon de buscar unicamente en
secuencias derivadas del proyecto de secuenciacion gendmica. Conseguiamos, asi, los
accesos a las secuencias muy largas (~150Kb) de los contigs usados para el ensamblaje de
la secuencia completa del genoma de D. melanogaster, que mostraban regiones de

similitud con FB.

El script cazaFB.pl memorizaba los numeros de acceso de cada una de las
secuencias, se conectaba con la base de datos GenBank y descargaba cada uno de los
archivos de secuencia, con toda la informacion suplementaria proporcionada. A partir de
cada uno de los archivos, cazaFB.pl separaba la secuencia completa del resto de
informacion e identificaba como un elemento FB cualquier secuencia que empezase con
los primeros 27bp de FB y terminara con los tltimos 27bp de FB (iguales que los primeros,

pero invertidos y complementarios).

Debido a los cambios de disefio en la base de datos FlyBase, cazaFB.pl debid ser
modificado. A partir de septiembre de 2006, todas las secuencias gendémicas de D.
melanogaster se refieren al mismo numero de secuencia, pues finalmente se unieron todos
los fragmentos del genoma en un solo archivo para cada brazo cromosémico. En
consecuencia, la estrategia basada en Blast de cazaFB.pl quedo inutilizada, de modo
que decidimos descargar las secuencias genomicas enteras y adaptar el script para trabajar

localmente.

En el método de reconocimiento de F'B se ha tenido en cuenta la posibilidad de que
hubiera mas de un elemento FB en una sola secuencia. En este caso, cazaFB.pl
identifica cada una por separado e informa al usuario del numero de FB encontrados. El
programa también analiza los 9bp anteriores y posteriores de cada FB e informa de si son
idénticos, como cabria esperar pues FB genera duplicaciones directas de 9bp en sus sitios

de insercién, o bien si son distintos, caso de recombinacion no homoéloga entre dos
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elementos. Otras informaciones presentadas para cada elemento son su localizacion
citologica, segun lo indicado por GenBank, su longitud en pares de bases y los distintos

identificadores de acceso a la secuencia.

El siguiente paso del programa consiste en analizar cada una de las secuencias de FB
encontradas y buscar elementos NOF en su interior. Para eso, se ha usado un
procedimiento andlogo a la biisqueda del mismo FB, con la identificacion como NOF de
cualquier region interna de FB que se inicie con los primeros 17bp de NOF y termine con
los mismos en reverso complementario. La tltima version de cazaFB.pl, ademas, exige
que la secuencia NOF esté situada en finales de segunda repeticion de bloque de FB por
cada extremo para evitar falsos positivos (ver descripcion general de FB-NOF en el
apartado 5.2). Frente a la posibilidad de encontrar elementos NOF truncados, en el caso de
no encontrar un NOF completo cazaFB.pl comprueba si existe por lo menos uno de los
extremos de NOF (primero el 5’ y después el 3’) informando, en caso afirmativo, de la

presencia de un elemento NOF truncado en ese FB.

La salida del programa cazaFB.pl resulta en la creacién de tres archivos de texto

con toda la informacién extraida por el algoritmo:

Localizacion citologica

Numero total de F'Bs en secuencia

FBout(Cr).txt | Secuencia entera de cada elemento FB con su duplicacion directa y
valoracion de la misma

Presencia o ausencia de NOF'y su integridad

Formato FASTA de cada secuencia de FB encontrada. El encabezado
esta formado por la localizacion citologica, el nimero de F'B para esa
secuencia y el tamafio. Listo para ser procesado por el programa de
alineamiento multiple ClustalW

FBclust(Cr).txt

Numero total de secuencias analizadas

Numero total de /B encontrados

Informe(Cr).tXt | Numero total de NOF encontrados y su integridad

Tamafios medios de FB segun presencia o ausencia de elementos NOF
en su interior
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EXTREMO 5’ FB-NOF M115 [DOWNSTREAM white - NOF]

CAGTGGGACAAAGTGCGCTAAATTTGGATATATAATAAATCCAAAACCAAAAAGAAAACAA
AAAAGGGTAAAATATTTTACTGTTGTTAAAATTCGATCATTCATTATTCACTGATATTAAA
TATAGTAGATATAATCGATTTAAATTCTTTGCACTTCATGTTCATCGTTTTCGATTTAAAT
TATAATTACAATTATCTGTTGAATATCTCGGTTGAGCAGTGTGCAGGGTGGCGAATTGCTT
TACTTCGCATGCAAAACACCGCCTCAACTTTGACCCACTGTGCGGCCAAGGCTTTTCGCTT
TTCGCTTTTATACACTATACTATATACTTTATATTTGTTTTGAGCGCGGCTTCGCAGCGAG
TGGAAGTGGAAGAGAAATCGCTTGCATTGGCGCGCTTTTGAACGCTCACAAATGTGAGCTC
AAAGAAGCTGGGGTCGGAAAAATCGAATTTTTGAAATTTGAAAGCTGGAATCGTTTGCCCA
TTTTTTGCCCATGTTTGCCCACCAATTAGTTTTTTTTGCCCACGTCCAGTTTTTGAGATAT
GAATTTTCGAAAAAGTTCGAAAATTTTCGAAAATCAAAAATTTCGCTTTTTCCAAAATTTT
TTTTTTTAAATCGCAATAACATCGTTTGCCCACGTTTGCCCACCCTTTAGAATTTTGAAAA
AATTTATACTTTAGAAAATATAAGGCTTTTAAGTTTACCTCGGTCTAATCAGAGAGTAAAT
CGTTTGCCCATCTCTTAAAACCAAATATTATCAACAAAAAACGTTTGCCCAACCATTATTA
CTAGTTTTTATCGTTTGCCCACCCTTTAAAAAACCTTTAACAAAAATTTTTTTTCGATTGC
CCACATTTAAAATACACCCAATTTCGTTAGCCCACCTCTTTAAAATAAAAATTTCCAATAA
AAAACGTTTGCCCACCATTTAAAACTAAATAATTTCGTTTGCCCATCCTTTAAAATTCATT
TTTAACGTTTGCCCACCCTTTAAAAATAAATTATTTCGTTTGCCCACCCTTTAAAATTTGT
TTTTTTCGTTTGCCCACTCTTAAAACTAAATAATTTCGATTGCCCACCTTTTAAAACTAAA
TAATTTCGCTTGCCCATCCTTTAAAATTCATTTTTAACGTTTGCCCACCCTTTAAAAATAA
ATTATTTCGTTTGCCCACCCTTTAAAATTTGTTTTTTTCGTTTGCCCACTCTTAAAACTAA
ATAATTTCGATTGCCCACCTTTTAAAACTAAATAATTTCGTTTGCCCATCCTTTAAAATTC
ATTTTTAACGTTTGCCCACCCTTTAAAAATAAATTATTTCGTTTGCCCACCCTTTAAAATT
TGTTTTTTTCGTTTGCCCACTCTTAAAACTAAATAATTTCGATTGCCCACCTTTTAAAACT
AAATAATTTCGTTTGCCCATCCTTTAAAATTCATTTTTAACGTTTGCCCACCCTTTAAAAA
TAAATTATTTCGTTTGCCCACCCTTTAAAATTTGTTTTTTTCGTTTGCCCACTCTTAAAAC
TAAATAATTTCGATTGCCCACCTTTTAAAACTAAATAATTTCGTTTGCCCACCCTTTAAAA
ATAAATTATTTCGTTTGCCCACCCTTTAAAATTTGTTTTTTTCGTTTGCCCACTCTTAAAA
CTAAATAATTTCGATTGCCCACCTTTTAAAACTAAATAATTTCGTTTGCCCATCCTTTAAA
ATTCATTTTTAACGTTTGCCCACCCTTTAAAAATAAATTATTTCGTTTGCCCACCCTTTAA
AATTTGTTTTTTTCGTTTGCCCACTCTTAAAACTAAATAATTTCGATTGCCCACCTTTTAA
AACTAAATAATTTCGTTTGCCCATCCTTTAAAATTCATTTTTAACGTTTGCCCACCCTTTA
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AAAATAAATTATTTCGTTTGCCCACCCTTTAAAATTTGTTTTTTTCGTTTGCCCACTCTTA
AAACTAAATAATTTCGATTGCCCACCTTTTAAAACTAAATAATTTCGTTTGCCCATCCTTT
AAAATTCATTTTTAACGTTTGCCCACCCTTTAAAAATAAATTATTTCGTTTGCCCACCCTT
TAAAATTTGTTTTTTTCGTTTGCCCACTCTTAAAACTAAATAATTTCGATTGCCCACCTTT
TAAAACTAAATAATTTCGTTTGCCCATCCTTTAAAATTCATTTTTAACGTTTGCCCACCCT
TTAAAATAAATTATTTCGTTTGCCCACCCTTTAAAATTTGTTTTTTTCGTTTGCCCACTCT
TAAAACTAAATAATTTCGATTACCCACCTTTTAAAACTAAATAATTTCGTTTGCCCATCCT
TTAAAATTCATTTTTAACGTTTGCCCACCCTTTAAAAATAAATTATTTCGTTTGCCCACCC
TTTAAAATTTGTTTTTTTCGTTTGACCACTCTTAAAACTAAATAATTTCGATTGCCCACCT
TTTAAAACTAAATTATTTCTTTTGCCCATCCTAAAATCTTAAGAATAAATGATTCTATTGC

CCACCATATAAACACGTGCCACTTTCCTAGTTTTAAAAACTGCCTACATAACACGTGCAGA
CGCACAGGTGTTTCTGGGTTTATATAGACCAAAAATTGGTTCCGATTGCCAATCTTGTTAT
TTACAGTTTACC

Total: 2635 bp

1..422: Secuencia gendémica downstream
423..2472: FB 5’ Inverted Repeat

2472 ..2635: NOF Inverted Repeat
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EXTREMO 3’ FB-NOF M115 [NOF > DOWNSTREAM white]

TAAACTAGGAAAGTGGCACGTGTTTATATGGTGGGCAATACAATTTATTTATTCTTAAGAT
TTTAGGATGGGCAAAAGAAATAATTTAGTTTTAAAAGGTGGGCAATCGAAATTATTTAGTT
TTAAGAGTGGGCAAACGAAAAAAACAAATTTTAAAGGGTGGGCAAACGAAATAATTTATTT
TTAAAGGGTGGGCAAACGTTAAAAATGAATTTTAAAGGATGGGCAAACGAAATTATTTAGT
TTTAAAAGGTGGGCAATCGAAATTATTTAGTTTTAAGAGTGGGCAAACGAAAAAAACAAAT
TTTAAAGGGTGGGCAAACGAAATAATTTATTTTAAAGGGTGGGCAAACGTTAAAAATGAAT
TTTAAAGGATGGGCAAACGAAATTATTTAGTTTTAAAAGGTGGGCAATCGAAATTATTTAG
TTTTAAGAGTGGGCGAACGAAAAATCCAATTTTAAAGGGTGGGCAAACGAAATAATTTATT
TTTAAAGGGTGGGCAAACGTTAAAAATGAATTTTAAAGGATGGGCAAACGAAATTATTTAG
TTTTAAAAGGTGGGCAATCGAAATTATTTAGTTTTAAGAGTGGGCAAACGAAAAAAACAAA
TTTTAAAGGGTGGGCAAACGAAATAATTTATTTTTAAAGGGTGGGCAAACGTTAAAAATGA
ATTTTAAAGGATGGGCAAACGAAATTATTTAGTTTTAAAAGGTGGGCAATCGAAATTATTT
AGTTTTAAGAGTGGGCAAACGAAAAAAACAAATTTTAAAGGGTGGGCAAACGAAATAATTT
ATTTTTAAAGGGTGGGCAAACGTTAAAAATGAATTTTAAAGGATGGGCAAACGAAATTATT
TAGTTTTAAAAGGTGGGCAATCGAAATTATTTAGTTTTAAGAGTGGGCAAACGAAAAAAAC
AAATTTTAAAGGGTGGGCAAACGAAATAATTTATTTTTAAAGGGTGGGCAAACGTTAAAAA
TGAATTTTAAAGGATGGGCAAACGAAATTATTTAGTTTTAAAAGGTGGGCAATCGAAATTA
TTTAGTTTTAAGAGTGGGCAAACGAAAAAAACAAATTTTAAAGGGTGGGCAAACGAAATAA
TTTATTTTTAAAGGGTGGGCAAACGAAATTATTTAGTTTTAAAAGGTGGGCAATCGAAATT
ATTTAGTTTTAAGAGTGGGCAAACGAAAAAAACAAATTTTAAAGGGTGGGCAAACGAAATA
ATTTATTTTTAAAGGGTGGGCAAACGTTAAAAATGAATTTTAAAGGATGGGCAAACGAAAT
TATTTAGTTTTAAAAGGTGGGCAATCGAAATTATTTAGTTTTAAGAGTGGGCAAACGAAAA
AAACAAATTTTAAAGGGTGGGCAAACGAAATAATTTATTTTTAAAGGGTGGGCAAACGTTA
AAAATGAATTTTAAAGGATGGGCAAACGAAATTATTTAGTTTTAAAAGGTGGGCAATCGAA
ATTATTTAGTTTTAAGAGTGGGCAAACGAAAAAAACAAATTTTAAAGGGTGGGCAAACGAA
ATAATTTATTTTTAAAGGGTGGGCAAACGTTAAAAATGAATTTTAAAGGATGGGCAAACGA
AATTATTTAGTTTTAAAAGGTGGGCAATCGAAATTATTTAGTTTTAAGAGTGGGCAAACGA
AAAAAACAAATTTTAAAGGGTGGGCANACGAAATAATTTATTTTAAAGGGTGGGCAAACGT
TAAAAATGAATTTTAAAGGATGGGCAAACGAAATTATTTAGTTTTAAATGGTGGGCAAACG
TTTTTTATTGGAAATTTTTATTTTAAAGAGGTGGGCTAACGAAATTGGGTGTATTTTAAAT
GTGGGCAATCGAAAAAAAATTTTTGTTAAAGGTTTTTTAAAGGGTGGGCAAACGATAGAAA
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CTAATAATAATGGTTGGGCAAACGTTTTTTGTTGATAATATTTGGTTTTAAGAGATGGGCA
AACGATTTACTCTCTGATTAGACCGAGGTAAACTTAAAAGCCTTATATTTTCTAAAGTATA
AATTTTTTCAAAATTCTAAAGGGTGGGCAAACGTGGGCAAACGATGTTATTGCGATTTAAA
AAAAAAAATTTTGGAAAAAGCGAATTTTTTGATTTTCGAAAATTTTCGAACTTTTTCGAAA
ATTCATATCTCAAAAACTGGACGTGGGCAAAAAAAACTAATTGGTGGGCAAACATGGGCAA
AAAATGGGCAAACGGTTCCAGCTTTCAAATTTCAAAAATTCGATTTTTCCGACCCCAGCTT
CTTTGAGCTACAAATGTGGGGTATACAAATCACATAAATAGCAGGCTGCGCAATGATGAAA
CATCAGAGATTCCTTAACACTTTTGTTGAGACCTTTCGTTTGTTTGATAGCTGGCCGGCTA
ATCTTCAATTCCCTATTCATACTATCTATGTATGTTTGAAGTTCTGCCCCTTGTGTCGCGT
GTTTGGCGTCACATTGCAACCGTTTGCTGAACCCTGCGAACCCGTGGAACGCGCATTC

Total: 2498 bp

1..64: NOF Inverted Repeat
65..2266: FB 3’ Inverted Repeat
2268..2275: 9bp Duplicacidédn directa

2276..2498: Secuencia gendémica downstream
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SECUENCIA NOF DE TEMPLETON Y POTTER, 1989

>gi| 7962 |emb|X15469.1 | DMFBTRAN Drosophila melanogaster DNA
for complete foldback (FB) transposable element

TTTATCTTTAGTATATATATATTCTATTGCCCACCATATAAA
CACGTGCCACTTTCCTAGTTTTAGGATCTGCCTACATAACACGTGCAGACGCACAGGTG
TTTCTGGGTTTATATAGACCAAAAATTGGTTCCGATTGCCAATCTTGTAATTTACAGTT
TACCAGGTAATTACATAATTTTCAAACCTCACTTTATGATAGGGTCCAATTTTTTACCT
GTGACAAAGTGTTAAATTTTTTAAGAATGGGTTTTTCATGGCAGGTCAGAATCCTCTAT
AAAATCTAAAACACTTGTCGGTATTTGAAARATCGCTCTCCTCCTTGATTCTCATATTAG
GTGTAAAAGATAAATCCGGAACTCATAATTAAAATATTTTTTATGTGAAAAAGTTGTGC
GCGATTTTAACTACGCTTACCCAGTGCTGGAAAAGTTAAAGTTGTTTTGTTTTTCAAAG
AAAGTGAAAGTTGCTAAGCACGAACTTAAGAAATCTGAGTGATTGTGTTAAATTTATTT
GAATCCTTGTGAATTTTGTTGACAGTCTTTTTAAAGACTTGCAAAATTTTCATATTATT
CGGTTCTTGCTTTTATTTTTATACAACGCGTTTTTCCTTTAGGCATACCTTTATACATT
TACAGTGTAAACAACAGTGTAAAACGTGTAAATCAGTGCAAAATAGTTTTTTTTATTTA
CTCCATAAAAAATAAGTGTTACTGTCAGGATGCCGGCCAAACCGCAAGTCGATGGTCAC
ACCTTAGTGGATGCATTTTGCTGCGCGAATATTTTTACGGAGAC TGS T TAAGCC
AAGAAGCGATAAAGTTTGGATGGATATAAGCAACCAATTGAAAGGAGCGATCAGCGCGA
AGACGCTTAATTTCTACGCCAGAATCAATAGGAATAACATGATAACTGTGGTTAAAGAA
CGATGTGGAATTCAACAGETEGATACTAGTGCCAATTTAACTTTAAATAGCACATTTCC
TGATGATGACCCGGAGTTCCAGATCACCCHMEGMCAAAAAATGGACCATTGCCTATTT
TGTACTTTAACCTGGAGTTGGACCTGGAATTGTGGAGATCAATTGCCCCCAAAAAGGAT
CAAAAAACTGAAAAACTGCAACCTAACTGGACGGATACTATGGCAAAGTTGATATACAA
AAAAGTTCCTCTTCCGTGTGCATTTAATTTTAGAAAAGCTAAACTTTCCGACARAGTGG
ATAATATTTGGCTACGAATTGAAGGCTATTGCAATGACTGCAGCTCAATTTTAAAGGGA
CATTGCCTTGTGAAACCCGATGAACAATGCGGCATAATGATATCTGTTTCAGTACCGGA
CACACGAGGTATACCTCATAATAAAAAACGACGGTGCACTGGATCGAGACGACTTGAAA
TTGGGAACGAGTTGATTTTAAAAAAAGCTGCATTGTGGAGGAAGGAAGCCACCGACAAC
ATGAATGATGACGACCCAGAACCGAGTTACATACCAAATTTACCAACCCTTCGGAAACT
TCGTGAAGAGGCAACTAACAGACACCTAGGAATTACCAAGGATCCHENNSEAGTTTCAT
CATTATACCTTAAAAAGTATGAGGGTGAATTGGCTGGATGCATTCTTGACATTGGATTG
GATGAATTTTTCTGCATATACTGCACAGGAACCCAAGTAAAAACATATGCATCAAGGAT
AAAAACTATTAGAAAGATTTCTATTGACGCAACTGGAAGCGTGGTGTTACCCATCCAAA
AACCAAACGGTGACTCTAGTTATGTTTTTCTGTACCAAATTGTAATGGAGGGTGACGAC
AGTATATTTCCAGTTTTTCAGATGCTGTCGGCTAAACATGACACAGCCAGCATACAGTT
TTGGTTAAGCAGATTTATATCAAAGTCGGGGCATTTTCCACTGGAGGTTGTATCTGATT
TTTCCTTGGCATTGCTAAATGGAAT NGOG T A2 TGAGTGTAGGATTGCGACG
TATATAAAAAAATGTTTCCACAGCCTTTTGATGGAGGAACGGACGGATCTGCCACCCTG
CTATATTCGACTTGACATCGCCCACCTAATTAAAATGATATGCCGGAAGAACGTCTTCA
AAAGTAAATTACCGAACCTCAAGGATTTTTATACTAGATGTATTGGTCTTGCAACAACG
TGTGAGACAAAGGACAGTTTTGCGGAATTAATTAAATCAGTACTGATTGTCGCACTGAG
CCAATCCTCAGGGGAAGATGAAAAAGGAGACATTCTTTCAAGTTACAGGAATGAAAAGT
ATCTGCTCGCCAGAATAGCTACATTTACTGCCCCGGATCACAAGGAGACCATTGAGGAC
AACTGCATACCAGAGGACCAGGAGGAAATTGACGAGGATGTTACGGACTTTATCTCTAA
TATTAAAATCGCTGCCGAAGAAGAAGCGTTAAATTGCAATTCGGTCAACTGTCGGCCAA
ATCCGTATTTCCTACCTGAGCTAATGCCACCATTAATTAAGTTGTGCAARATATTTTGTT
TTATGGACAAACGTGATGAAGGAAAAGTTGTGTTCCAAATATGATGTCGGCTCTTCGGC
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TCTTGTGGAAGCCTATTTCAAGGATTTAAATTTTTGGACATGAGCATATTCCACCGACC
AGTGAGAGCGGATAAATTCGTGGTGCAACATATCCGATGCATCGAAGCTGTTTGCTTGC
TGGAACTGAGCCGCGATGAAACGCAAGACCGTTAAAACTCCCAGCTTTATAAAAGAAAA
CGCTCCTAAGAAAATGTGCAGTAAGGAAACCAAGGGATTTCTGGAGGAAATACTTGAAG
AAAGCGAAGTGGAATACCTTTTACAAGAAGAAAACTGGAAGGTGAAGAATAAAACAATA
AAGCCCACGGAAGGAAATGATGCTGAAGACAACGACACTGATGATGAAAACAAGGAAAT
GGATTTAAGTGAACAGCCCAAAGAAAAACCAAGGGGAAAATATCTCAAAAAATGCCCCA
ATGTGGAGTTATTATACAATCGACCACATCGAAGGAAACAGGACGAAATTTTGCATAAT
GGTGGATCAATGGGACCCGTCTGGATTGGCAAACAATTATTGCAATTCAAAAATACTTG
TCCGTTTGACTCTCTAGTGGAAATATTGTCGACCGCATACATAGACAATTTTTATTACA
AAAGCCTATTGGATGATTTCTACACTGACAACTTGACGATAGAATTGGTGAAAAAGTAT
GCCGTCGAGGGAGTTTCGTCCAGTCTCTACTGCGACAGAGGTCTGGTCCTAAAAAGTTT
TTTTGATGAAAAACACCAGATTATAAAATGCGACGCAAATATTGGGTCTTTTATTGAAA
AAGCGCTGAATGGAGTACCCAGTGCGTCAAGTCATCGGACCCATATAAAAAACAACCAT
GATTGCAGGAACCAAAAATATATCCACCATCGGCTGGAGGTTATAGATGTCGAAAAAGT
TGGCCACCTCGACGTCCAGGAGGTAGTGATCCCCTTTATTGATGAGTTTTTTGCAAGAA
CTGATGGAGAATGTAAAATATGCGGTGGACAACAGATCCTTGAAAGGCAGCCAGGACCG
CATGTCATACTTGATATAGAATTTGCAATGGATGCTTTTCATCAAATTCATCATAACGG
TTTACCAGGAACGACCACTTTACTTCAAGTGCCGGGAGGAAATTTTAATACAGGAAAAG
AAATATATTTTAAGTGGTGCCATCGAATATGTTCCTGCGATGGGAGGGGAAATTGGACA
TTACATTGCATATTGCCGCAGAGTCATTGGATCTTGGGAAGTGCACAACGATATGTGCA
GGCAATGGAAAAAGTTCTCAGCTCTAAATACCAAAATGACACTCCACATTTTGATATAC
ACCCGGAAAAATTAATGTTTATTTTTAAGCCTTGTTTAAAAGTGTAAAAAATATTTGTT
GTTAAAAATTACAATCTTAAGTCCTTTGCAAACGTTGTTTAAAAATAAAATTAAATTAA
TTATTTTACAAAACTTAACCCTTTTTCACTTTTATACCTAATATAAAGAGGTCCGTAAA
GTATCAAGGAGGAGAGCGATTTTCAAATACCGACAAGTGTTTTAGATTTTATAGAGGAT
TCTGACCTGCCATGAAAAACCCATTCTTAAAAAATTTAACACTTTGTCACAGGTAAAAA
ATTGGACCCTATCATAAAGTGAGGTTTGAAAATTATGTAATTACCTGGTAAACTGTAAA
TTACAAGATTGGCAATCGGAACCAATTTTTGGTCTATATAAACCCAGAAACACCTGTGC
GTCTGCACGTGTTATGTAGGCAGATCCTAAAACTAGGAAAGTGGCACGTGTTTATATGG
TGGGCAATAGAATATAATTATTCTTAAGATTTT

Colores de letra:
- ->FB IRs
- - Azul -> NOF IR 5’
- - Rojo =->NOF IR 3’
Resaltado (principales dianas de restriccidn)
- - Amarillo -> Sall GTCGAC
- - Verde -> PvuIl CAGCTG
Turquesa -> EcoRI GAATTC
-> HindIII AAGCTT
-> BamHI GGATCC
-> Sacl GAGCTC
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SECUENCIA NOF HARDEN Y ASHBURNER, 1990

>gi]8297|emb|X51937.1|DMNOFFB Drosophila melanogaster NOF-
FB transposable element
GAATTCAACAGETEGATACTAGTGCCAATTTAACTTTAAATAGCACATTTCCTGATGAT
GACCCGGAGTTCCAGATCACCGHMEEIMNCAAAAAATGGACCATTGCCTATTTTGTACTT
TAACCTGGAGTTGGACCTGGAATTGTGGAGATCAATTGCCCCCAAAAAGGATCAAAAAA
CTGAAAAACTGCAACCTAACTGGACGGATACTATGGCAAAGTTGATATACAAAAAAGTT
CCTCTTCCGTGTGCATTTAATTTTAGAAAAGCTAAACTTTCCGACAAAGTGGATAATAT
TTGGCTACGAATTGAAGGCTATTGCAATGACTGCAGCTCAATTTTAAAGGGACATTGCC
TTGTGAAACCCGATGAACAATGCGGCATAATGATATCTGTTTCAGTACCGGACACACGA
GGTATACCTCATAATAAAAAACGACGGTGCACTGGATCGAGACGACTTGAAATTGGGAA
CGAGTTGATTTTAAAAAAAGCTGCATTGTGGAGGAAGGAAGCCACCGACAACATGAATG
ATGACGACCCAGAACCGAGTTACATACCAAATTTACCAACCCTTCGGAAACTTCGTGAA
GAGGCAACTAACAGACACCTAGGAATTACCAAGGATCCESNNSEAGTTTCATCATTATA
CCTTAAAAAGTATGAGGGTGAATTGGCTGGATGCATTCTTGACATTGGATTGGATGAAT
TTTTCTGCATATACTGCACAGGAACCCAAGTAAAAACATATGCATCAAGGATAAAAACT
ATTAGAAAGATTTCTATTGACGCAACTGGAAGCGTGGTGTTACCCATCCAAAAACCAAA
CGGTGACTCTAGTTATGTTTTTCTGTACCAAATTGTAATGGAGGGTGACGACAGTATAT
TTCCAGTTTTTCAGATGCTGTCGGCTAAACATGACACAGCCAGCATACAGTTTTGGTTA
AGCAGATTTATATCAAAGTCGGGGCATTTTCCACTGGAGGTTGTATCTGATTTTTCCTT
GGCATTGCTAAATGGAA T HNCCIMNAGOIN T2 ATGAGT GTAGGATTGCGACGTATATAA
AAAAATGTTTCCACAGCCTTTTGATGGAGGAACGGACGGATCTGCCACCCTGCTATATT
CGACTTGACATCGCCCACCTAATTAAAATGATATGCCGGAAGAACGTCTTCAAAAGTAA
ATTACCGAACCTCAAGGATTTTTATACTAGATGTATTGGTCTTGCAACAACGTGTGAGA
CAAAGGACAGTTTTGCGGAATTAATTAAATCAGTACTGATTGTCGCACTGAGCCAATCC
TCAGGGGAAGATGAAAAAGGAGACATTCTTTCAAGTTACAGGAATGAAAAGTATCTGCT
CGCCAGAATAGCTACATTTACTGCCCCGGATCACAAGGAGACCATTGAGGACAACTGCA
TACCAGAGGACCAGGAGGAAATTGACGAGGATGTTACGGACTTTATCTCTAATATTAAA
ATCGCTGCCGAAGAAGAAGCGTTAAATTGCAATTCGGTCAACTGTCGGCCARATCCGTA
TTTCCTACCTGAGCTAATGCCACCATTAATTAAGTTGTGCAAATATTTTGTTTTATGGA
CAAACGTGATGAAGGAAAAGTTCTGTTCCAAATATGATGTCGGCTCTTCGGCTCTTGTG
GAAGCCTATTTCAAGGATTTAAAAAACACGGACATGAGCATATTCCACCGACCAGTGAG
AGCGGATAAATTCGTGGTGCAACATATCCGATGCATCGAAGCTGTTTGCAAGCTGGAAC
GAGCCGCGATGAAACGCAAGACCGTTAAAACTCCCAGCTTTATAAAAGAAAACGCTCCT
AAGAAAATGTGCAGTAAGGAAACCAAGGGATTTCTGGAGGAAATACTTGAAGAAAGCGA
AGTGGAATACCTTTTACAAGAAGAAAACTGGAAGGTGAAGAATAAAACAATAAAGCCCA
CGGAAGGARAATGATGCTGAAGACAACGACACTGATGATGAAAACAAGGAAATGGATTTA
AGTGAACAGCCCAAAGAAAAACCAAGGGGAAAATATCTCAAAAAATGCCCCAATGTGGA
GTTATTATACAATCGACCACATCGAAGGAAACAGGACGAAATTTTGCATAATGGTGGAT
CAATGGGACCCGTCTGGATTGGCAAACAATTATTGCAATTCAAAAATACTTGTCCGTTT
GACTCTCTAGTGGAAATATTGTCGACCGCATACATAGACAATTTTTATTACAAAAGCCT
ATTGGATGATTTCTACACTGACAACTTGACGATAGAATTGGTGAAAAAGTATGCCGTCG
AGGGAGTTTCGTCCAGTCTCTACTGCGACAGAGGTCTGGTCCTAAAAAGTTTTTTTGAT
GAAAAACACCAGATTATAAAATGCGACGCAAATATTGGGTCTTTTATTGAAAAAGCGCT
GAATGGAGTACCCAGTGCGTCAAGTCATCGGACCCATATAAAAAACAACCATGATTGCA
GGAACCAAAAATATATCCACCATCGGCTGGAGGTTATAGATGTCGAAAAAGTTGGCCAC
CTCGACGTCCAGGAGGTAGTGATCCCCTTTATTGATGAGTTTTTTGCAAGAACTGATGG
AGAATGTAAAATATGCGGTGGACAACAGATCCTTGAAAGGCAGCCAGGACCGCATGTCA
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ANEXOS

TACTTGATATAGAATTTGCAATGGATGCTTTTCATCAAATTCATCATAACGGTTTACCA
GGAACGACCACTTTACTTCAAGTGCCGGAGGAAATTTTAATACAGGAAAAGAAATATAT
TTTAAGTGGTGCCATCGAATATGTTCCTGCGATGGGAGGGGAAATTGGACATTACATTG
CATATTGCCGCAGAGTCATTGGATCTTGGGAAGTGCACAACGATATGTGCAGGCAATGG
AAAAAGTTCTCAGCTCTAAATACCAAAATGACACTCCACATTTTGATATACACCCGGAA
AAATTAATGTTTATTTTTAAGCCTTGTTTAAAAGTGTAAAAAATATTTGTTGTTAAAAA
TTACAATCTTAAGTCCTTTGCAAACGTTGTTTAAAAATAAAATTAAATTAATTATTTTA
CAAAACTTAACCCTTTTTCACTTTTATACCTAATATAAAGAGGTCCGTAAAGTATCAAG
GAGGAGAGCGATTTTCAAATACCGACAAGTGTTTTAGATTTTATAGAGGATTCTGACCT
GCCATGAAAAACCCATTCTTAAAAAATTTAACACTTTGTCACAGGTAAAAAATTGGACC
CTATCATAAAGTGAGGTTTGAAAATTATGTAATTACCTGGTAAACTGTAAATTACAAGA
TTGGCAATCGGAACCAATTTTTGGTCTATATAAACCCAGAAACACCTGTGCGTCTGCAC
GTGTTATGTAGGCAGATCCTAAAACTAGGAAAGTGGCACGTGTTTATATGGTGGGCAAT
AGAATTTATTTATTCTTAAGATTTTAGGATGGGCAAAAAGAAATAATTTAGTTTTAAAA
GGTGGGCAATCGAACTTTTCGAAATTATTTAGTTTAAGAGTGGGCAAACGAAAAAAACA
AATTTTAAAGGGTGGGCAAACCAAATAATTTATTTTTAAAGGGTGGGCAAACCTTAAAA
ATGAATTTTAAAGGATGGGCAAACGAAATTATTTAGTTTAAAGGTGGGCAA

Colores de letra:

- - Turgquesa ->FB IRs

- - Rojo ->NOF IR 3’
Resaltado (principales dianas de restriccidn)

- - Amarillo -> Sall GTCGAC
-> PvulIl CAGCTG
-> EcoRI GAATTC
-> HindIII AAGCTT
-> BamHI GGATCC
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NOF ORF-0

’Resultados GenScan

GENSCAN 1.0 Date run: 22-Feb-107 Time: 04:51:27
Sequence NOF: 4383 bp : 37.99% C+G : Isochore 1 ( 0 - 43 C+G%)
Parameter matrix: HumanIso.smat

Predicted genes/exons:

Gn.Ex Type S .Begin ...End .Len Fr Ph I/Ac Do/T CodRg P.... Tscr..
1.01 Init + 721 2640 1920 0 O 84 44 1300 0.889 112.74
1.02 Term + 2768 3925 1158 1 0 -29 42 644 0.824 38.98
1.03 PlyA + 3981 3986 6 1.05

Explanation

Gn.Ex : gene number, exon number (for reference)

Type : Init = Initial exon (ATG to 5' splice site)
Intr = Internal exon (3' splice site to 5' splice site)
Term = Terminal exon (3' splice site to stop codon)
Sngl = Single-exon gene (ATG to stop)
Prom = Promoter (TATA box / initation site)
PlyA = poly-A signal (consensus: AATAAA)

S : DNA strand (+ = input strand; - = opposite strand)

Begin : beginning of exon or signal (numbered on input strand)

End : end point of exon or signal (numbered on input strand)

Len : length of exon or signal (bp)

Fr : reading frame (a forward strand codon ending at x has frame x mod
3)

Ph : net phase of exon (exon length modulo 3)

I/Ac : initiation signal or 3' splice site score (tenth bit units)
Do/T : 5' splice site or termination signal score (tenth bit units)
CodRg : coding region score (tenth bit units)

P : probability of exon (sum over all parses containing exon)
Tscr : exon score (depends on length, I/Ac, Do/T and CodRg scores)

ATGCCGGCCAAACCGCAAGTCGATGGTCACACCTTAGTGGATGCATTTTGCTGCGCGAATATTTTTACGGAGA
CTGGAGCTCTTAAGCCAAGAAGCGATAAAGTTTGGATGGATATAAGCAACCAATTGAAAGGAGCGATCAGCGC
GAAGACGCTTAATTTCTACGCCAGAATCAATAGGAATAACATGATAACTGTGGTTAAAGAACGATGTGGAATT
CAACAGCTGGATACTAGTGCCAATTTAACTTTAAATAGCACATTTCCTGATGATGACCCGGAGTTCCAGATCA
CCGAAGCTTCAAAAAATGGACCATTGCCTATTTTGTACTTTAACCTGGAGTTGGACCTGGAATTGTGGAGATC
AATTGCCCCCAAAAAGGATCAAAAAACTGAAAAACTGCAACCTAACTGGACGGATACTATGGCAAAGTTGATA
TACAAAAAAGTTCCTCTTCCGTGTGCATTTAATTTTAGAAAAGCTAAACTTTCCGACAAAGTGGATAATATTT
GGCTACGAATTGAAGGCTATTGCAATGACTGCAGCTCAATTTTAAAGGGACATTGCCTTGTGAAACCCGATGA
ACAATGCGGCATAATGATATCTGTTTCAGTACCGGACACACGAGGTATACCTCATAATAAAAAACGACGGTGC
ACTGGATCGAGACGACTTGAAATTGGGAACGAGTTGATTTTAAAAAAAGCTGCATTGTGGAGGAAGGAAGCCA
CCGACAACATGAATGATGACGACCCAGAACCGAGTTACATACCAAATTTACCAACCCTTCGGAAACTTCGTGA
AGAGGCAACTAACAGACACCTAGGAATTACCAAGGATCGGGATCCAGTTTCATCATTATACCTTAAAAAGTAT
GAGGGTGAATTGGCTGGATGCATTCTTGACATTGGATTGGATGAATTTTTCTGCATATACTGCACAGGAACCC
AAGTAAAAACATATGCATCAAGGATAAAAACTATTAGAAAGATTTCTATTGACGCAACTGGAAGCGTGGTGTT
ACCCATCCAAAAACCAAACGGTGACTCTAGTTATGTTTTTCTGTACCAAATTGTAATGGAGGGTGACGACAGT
ATATTTCCAGTTTTTCAGATGCTGTCGGCTAAACATGACACAGCCAGCATACAGTTTTGGTTAAGCAGATTTA
TATCAAAGTCGGGGCATTTTCCACTGGAGGTTGTATCTGATTTTTCCTTGGCATTGCTAAATGGAATAAGCTT
AAGCTTTAATGAGTGTAGGATTGCGACGTATATAAAAAAATGTTTCCACAGCCTTTTGATGGAGGAACGGACG
GATCTGCCACCCTGCTATATTCGACTTGACATCGCCCACCTAATTAAAATGATATGCCGGAAGAACGTCTTCA
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AAAGTAAATTACCGAACCTCAAGGATTTTTATACTAGATGTATTGGTCTTGCAACAACGTGTGAGACAAAGGA
CAGTTTTGCGGAATTAATTAAATCAGTACTGATTGTCGCACTGAGCCAATCCTCAGGGGAAGATGAAAAAGGA
GACATTCTTTCAAGTTACAGGAATGAAAAGTATCTGCTCGCCAGAATAGCTACATTTACTGCCCCGGATCACA
AGGAGACCATTGAGGACAACTGCATACCAGAGGACCAGGAGGAAATTGACGAGGATGTTACGGACTTTATCTC
TAATATTAAAATCGCTGCCGAAGAAGAAGCGTTAAATTGCAATTCGGTCAACTGTCGGCCAAATCCGTATTTC
CTACCTGAGCTAATGCCACCATTAATTAAGTTGTGCAAATATTTTGTTTTATGGACAAACGTGATGAAGGAAA
AGTTGTGTTCCAAATATGATGTCGGCTCTTCGGCTCTTGTGGAAGCCTATTTCAAGGATTTAARAaaacacGGA
CATGAGCATATTCCACCGACCAGTGAGAGCGGATAAATTCGTGGTGCAACATATCCGATGCATCGAAGCTGTT
TGCTTGCTGGAACTGAGCCGCGATGAAACGCAAGACCGTTAAAACTCCCAGCTTTATAAAAGAAAACGCTCCT
AAGAAAATGTGCAGTAAGGAAACCAAGGGATTTCTGGAGGAAATACTTGAAGAAAGCGAAGTGGAATACCTTT
TACAAGAAGAAAACTGGAAGGTGAAGAATAAAACAATAAAGCCCACGGAAGGAAATGATGCTGAAGACAACGA
CACTGATGATGAAAACAAGGAAATGGATTTAAGTGAACAGCCCAAAGAAAAACCAAGGGGAAAATATCTCAAA
AAATGCCCCAATGTGGAGTTATTATACAATCGACCACATCGAAGGAAACAGGACGAAATTTTGCATAATGGTG
GATCAATGGGACCCGTCTGGATTGGCAAACAATTATTGCAATTCAAAAATACTTGTCCGTTTGACTCTCTAGT
GGAAATATTGTCGACCGCATACATAGACAATTTTTATTACAAAAGCCTATTGGATGATTTCTACACTGACAAC
TTGACGATAGAATTGGTGAAAAAGTATGCCGTCGAGGGAGTTTCGTCCAGTCTCTACTGCGACAGAGGTCTGG
TCCTAAAAAGTTTTTTTGATGAAAAACACCAGATTATAAAATGCGACGCAAATATTGGGTCTTTTATTGAAAA
AGCGCTGAATGGAGTACCCAGTGCGTCAAGTCATCGGACCCATATAAAAAACAACCATGATTGCAGGAACCAA
AAATATATCCACCATCGGCTGGAGGTTATAGATGTCGAAAAAGTTGGCCACCTCGACGTCCAGGAGGTAGTGA
TCCCCTTTATTGATGAGTTTTTTGCAAGAACTGATGGAGAATGTAAAATATGCGGTGGACAACAGATCCTTGA
AAGGCAGCCAGGACCGCATGTCATACTTGATATAGAATTTGCAATGGATGCTTTTCATCAAATTCATCATAAC
GGTTTACCAGGAACGACCACTTTACTTCAAGTGCCGGGAGGAAATTTTAATACAGGAAAAGAAATATATTTTA
AGTGGTGCCATCGAATATGTTCCTGCGATGGGAGGGGAAATTGGACATTACATTGCATATTGCCGCAGAGTCA
TTGGATCTTGGGAAGTGCACAACGATATGTGCAGGCAATGGAAAAAGTTCTCAGCTCTAAATACCAAAATGAC
ACTCCACATTTTGATATACACCCGGAAAAATTAATGTTTATTTTTAAGCCTTGTTTAAAAGTGTAA

Predicted peptide sequence(s):

>NOF | GENSCAN predicted peptide 1]1025 aa
MPAKPQVDGHTLVDAFCCANIFTETGALKPRSDKVWMDISNQLKGAISAKTLNEFYARINR
NNMITVVKERCGIQQLDTSANLTLNSTFPDDDPEFQITEASKNGPLPILYFNLELDLELW
RSTIAPKKDQKTEKLOPNWTDTMAKLIYKKVPLPCAFNFRKAKLSDKVDNIWLRIEGYCND
CSSILKGHCLVKPDEQCGIMISVSVPDTRGIPHNKKRRCTGSRRLEIGNELILKKAALWR
KEATDNMNDDDPEPSYIPNLPTLRKLREEATNRHLGITKDRDPVSSLYLKKYEGELAGCI
LDIGLDEFFCIYCTGTQVKTYASRIKTIRKISIDATGSVVLPIQKPNGDSSYVFLYQIVM
EGDDSIFPVFQMLSAKHDTASIQFWLSRFISKSGHFPLEVVSDFSLALLNGISLSENECR
IATYIKKCFHSLLMEERTDLPPCYIRLDIAHLIKMICRKNVEFKSKLPNLKDFYTRCIGLA
TTCETKDSFAELIKSVLIVALSQSSGEDEKGDILSSYRNEKYLLARIATFTAPDHKETIE
DNCIPEDQEEIDEDVTDFISNIKIAAEEEALNCNSVNCRPNPYFLPELMPPLIKLCKYEV
LWTNVMKEKLCSKYDVGSSALVEAYFKDLKNTDMS IFHRPKMCSKETKGFLEEILEESEV
EYLLOEENWKVKNKTIKPTEGNDAEDNDTDDENKEMDLSEQPKEKPRGKYLKKCPNVELL
YNRPHRRKODEILHNGGSMGPVWIGKQLLQFKNTCPFDSLVEILSTAYIDNFYYKSLLDD
FYTDNLTIELVKKYAVEGVSSSLYCDRGLVLKSEFEFDEKHQIIKCDANIGSFIEKALNGVP
SASSHRTHIKNNHDCRNQKYTHHRLEVIDVEKVGHLDVQEVVIPFIDEFFARTDGECKIC
GGOQILERQPGPHVILDIEFAMDAFHQIHHNGLPGTTTLLOVPGGNFNTGKEIYFKWCHR
ICSCDGRGNWTLHCILPQSHWILGSAQRYVQAMEKVLSSKYQONDTPHFDIHPEKLMEFIFK
PCLKV*

Resultados ProtLoc

Anchored =>5.70753098987889
Intracellular => 6.08770294179993
Extracellular => 6.51277820857436
Membrane => 8.09030603173045
Nuclear => 8.3970961994759
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ANEXOS

‘Resultados TransMem |

TM : EVVSDFSLALLNGI | 398 => 412
TM : LIKSVLIVA | 491 => 500
TM : SLVEILSTA | 758 => 767

Resultados DAS Transmemebrane predictor

"DAS" TH-segment prediction
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= T T T T T
0 200 400 &0 fulu) (Aululi} 1200
Query sequence
leoae cuteff ...
strict cutoff
Resultados SOSUI

Total length : 1025 A. A.
Average of hydrophobicity : -0.380878
This amino acid sequence is of a SOLUBLE PROTEIN.

Hits for all PROSITE (release 20.6) motifs on sequence ORF-0 :

no hit!
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NOF ORF-1

’Resultados OREF Finder

ATGCCGGCCAAACCGCAAGTCGATGGTCACACCTTAGTGGATGCATTTTGCTGCGCGAATATTTTTACGGAGA
CTGGAGCTCTTAAGCCAAGAAGCGATAAAGTTTGGATGGATATAAGCAACCAATTGAAAGGAGCGATCAGCGC
GAAGACGCTTAATTTCTACGCCAGAATCAATAGGAATAACATGATAACTGTGGTTAAAGAACGATGTGGAATT
CAACAGCTGGATACTAGTGCCAATTTAACTTTAAATAGCACATTTCCTGATGATGACCCGGAGTTCCAGATCA
CCGAAGCTTCAAAAAATGGACCATTGCCTATTTTGTACTTTAACCTGGAGTTGGACCTGGAATTGTGGAGATC
AATTGCCCCCAAAAAGGATCAAAAAACTGAAAAACTGCAACCTAACTGGACGGATACTATGGCAAAGTTGATA
TACAAAAAAGTTCCTCTTCCGTGTGCATTTAATTTTAGAAAAGCTAAACTTTCCGACAAAGTGGATAATATTT
GGCTACGAATTGAAGGCTATTGCAATGACTGCAGCTCAATTTTAAAGGGACATTGCCTTGTGAAACCCGATGA
ACAATGCGGCATAATGATATCTGTTTCAGTACCGGACACACGAGGTATACCTCATAATAAAAAACGACGGTGC
ACTGGATCGAGACGACTTGAAATTGGGAACGAGTTGATTTTAAAAAAAGCTGCATTGTGGAGGAAGGAAGCCA
CCGACAACATGAATGATGACGACCCAGAACCGAGTTACATACCAAATTTACCAACCCTTCGGAAACTTCGTGA
AGAGGCAACTAACAGACACCTAGGAATTACCAAGGATCGGGATCCAGTTTCATCATTATACCTTAAAAAGTAT
GAGGGTGAATTGGCTGGATGCATTCTTGACATTGGATTGGATGAATTTTTCTGCATATACTGCACAGGAACCC
AAGTAAAAACATATGCATCAAGGATAAAAACTATTAGAAAGATTTCTATTGACGCAACTGGAAGCGTGGTGTT
ACCCATCCAAAAACCAAACGGTGACTCTAGTTATGTTTTTCTGTACCAAATTGTAATGGAGGGTGACGACAGT
ATATTTCCAGTTTTTCAGATGCTGTCGGCTAAACATGACACAGCCAGCATACAGTTTTGGTTAAGCAGATTTA
TATCAAAGTCGGGGCATTTTCCACTGGAGGTTGTATCTGATTTTTCCTTGGCATTGCTAAATGGAATAAGCTT
AAGCTTTAATGAGTGTAGGATTGCGACGTATATAAAAAAATGTTTCCACAGCCTTTTGATGGAGGAACGGACG
GATCTGCCACCCTGCTATATTCGACTTGACATCGCCCACCTAATTAAAATGATATGCCGGAAGAACGTCTTCA
AAAGTAAATTACCGAACCTCAAGGATTTTTATACTAGATGTATTGGTCTTGCAACAACGTGTGAGACAAAGGA
CAGTTTTGCGGAATTAATTAAATCAGTACTGATTGTCGCACTGAGCCAATCCTCAGGGGAAGATGAAAAAGGA
GACATTCTTTCAAGTTACAGGAATGAAAAGTATCTGCTCGCCAGAATAGCTACATTTACTGCCCCGGATCACA
AGGAGACCATTGAGGACAACTGCATACCAGAGGACCAGGAGGAAATTGACGAGGATGTTACGGACTTTATCTC
TAATATTAAAATCGCTGCCGAAGAAGAAGCGTTAAATTGCAATTCGGTCAACTGTCGGCCAAATCCGTATTTC
CTACCTGAGCTAATGCCACCATTAATTAAGTTGTGCAAATATTTTGTTTTATGGACAAACGTGATGAAGGAAA
AGTTGTGTTCCAAATATGATGTCGGCTCTTCGGCTCTTGTGGAAGCCTATTTCAAGGATTTAAAaaacacGGA
CATGAGCATATTCCACCGACCAGTGAGAGCGGATAAATTCGTGGTGCAACATATCCGATGCATCGAAGCTGTT
TGCTTGCTGGAACTGAGCCGCGATGAAACGCAAGACCGTTAA

>NOF ORF1
MPAKPQVDGHTLVDAFCCANIFTETGALKPRSDKVWMDISNQLKGAISAKTLNEFYARINR
NNMITVVKERCGIQQLDTSANLTLNSTFPDDDPEFQITEASKNGPLPILYFNLELDLELW
RSIAPKKDQKTEKLOPNWTDTMAKLIYKKVPLPCAFNFRKAKLSDKVDNIWLRIEGYCND
CSSILKGHCLVKPDEQCGIMISVSVPDTRGIPHNKKRRCTGSRRLEIGNELILKKAALWR
KEATDNMNDDDPEPSYIPNLPTLRKLREEATNRHLGITKDRDPVSSLYLKKYEGELAGCI
LDIGLDEFFCIYCTGTQVKTYASRIKTIRKISIDATGSVVLPIQKPNGDSSYVFLYQIVM
EGDDSIFPVFOMLSAKHDTASIQFWLSREFISKSGHFPLEVVSDEFSLALLNGISLSEFNECR
IATYIKKCFHSLLMEERTDLPPCYIRLDIAHLIKMICRKNVFKSKLPNLKDFYTRCIGLA
TTCETKDSFAELIKSVLIVALSQSSGEDEKGDILSSYRNEKYLLARIATFTAPDHKETIE
DNCIPEDQEEIDEDVTDFISNIKIAAEEEALNCNSVNCRPNPYFLPELMPPLIKLCKYFEV
LWTNVMKEKLCSKYDVGSSALVEAYFKDLKNTDMSIFHRPVRADKFVVQHIRCIEAVCLL
ELSRDETQDR*

Resultados ProtLoc

Anchored => 6.99728008732301
Extracellular => 7.79062709992656
Intracellular => 7.87563313870295
Membrane => 8.73210303489131
Nuclear =>9.54870086489336
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ANEXOS

‘Resultados TransMem |

TM : EVVSDFSLALLNGI | 398 => 412
TM : LIKSVLIVA | 491 => 500

Resultados DAS transmembrane prediction server

"DAST TH=segment prediction

aroxs atrJyoexd JEvd.

- T T T T T T
1] LoD 200 J00 40 200 00 Too

Query saqgquenss

loose cutoff

stricet cutoff

’Resultados SOSUI

Query title : None

Total length : 670 A. A.

Average of hydrophobicity : -0.272835

This amino acid sequence is of a SOLUBLE PROTEIN.

Hits for all PROSITE (release 20.6) motifs on sequence ORF-1 :

no hit!
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NOF ORF-2

‘Resultados ORFinder

ATGAAACGCAAGACCGTTAAAACTCCCAGCTTTATAAAAGAAAACGCTCCTAAGAAAATGT
GCAGTAAGGAAACCAAGGGATTTCTGGAGGAAATACTTGAAGAAAGCGAAGTGGAATACCT
TTTACAAGAAGAAAACTGGAAGGTGAAGAATAAAACAATAAAGCCCACGGAAGGAAATGAT
GCTGAAGACAACGACACTGATGATGAAAACAAGGAAATGGATTTAAGTGAACAGCCCAAAG
AAAAACCAAGGGGAAAATATCTCAAAAAATGCCCCAATGTGGAGTTATTATACAATCGACC
ACATCGAAGGAAACAGGACGAAATTTTGCATAATGGTGGATCAATGGGACCCGTCTGGATT
GGCAAACAATTATTGCAATTCAAAAATACTTGTCCGTTTGACTCTCTAGTGGAAATATTGT
CGACCGCATACATAGACAATTTTTATTACAAAAGCCTATTGGATGATTTCTACACTGACAA
CTTGACGATAGAATTGGTGAAAAAGTATGCCGTCGAGGGAGTTTCGTCCAGTCTCTACTGC
GACAGAGGTCTGGTCCTAAAAAGTTTTTTTGATGAAAAACACCAGATTATAAAATGCGACG
CAAATATTGGGTCTTTTATTGAAAAAGCGCTGAATGGAGTACCCAGTGCGTCAAGTCATCG
GACCCATATAAAAAACAACCATGATTGCAGGAACCAAAAATATATCCACCATCGGCTGGAG
GTTATAGATGTCGAAAAAGTTGGCCACCTCGACGTCCAGGAGGTAGTGATCCCCTTTATTG
ATGAGTTTTTTGCAAGAACTGATGGAGAATGTAAAATATGCGGTGGACAACAGATCCTTGA
AAGGCAGCCAGGACCGCATGTCATACTTGATATAGAATTTGCAATGGATGCTTTTCATCAA
ATTCATCATAACGGTTTACCAGGAACGACCACTTTACTTCAAGTGCCGGGAGGAAATTTTA
ATACAGGAAAAGAAATATATTTTAAGTGGTGCCATCGAATATGTTCCTGCGATGGGAGGGG
AAATTGGACATTACATTGCATATTGCCGCAGAGTCATTGGATCTTGGGAAGTGCACAACGA
TATGTGCAGGCAATGGAAAAAGTTCTCAGCTCTAAATACCAAAATGACACTCCACATTTTG
ATATACACCCGGAAAAATTAATGTTTATTTTTAAGCCTTGTTTAAAAGTGTAA

>NOF ORF2
MKRKTVKTPSFIKENAPKKMCSKETKGFLEEILEESEVEYLLOQEENWKVKNKTIKPTEGN
DAEDNDTDDENKEMDLSEQPKEKPRGKYLKKCPNVELLYNRPHRRKQDEILHNGGSMGPV
WIGKQLLOQFKNTCPFDSLVEILSTAYIDNEFYYKSLLDDEFYTDNLTIELVKKYAVEGVSSS
LYCDRGLVLKSFFDEKHQITIKCDANIGSFIEKALNGVPSASSHRTHIKNNHDCRNQKY IH
HRLEVIDVEKVGHLDVQEVVIPFIDEFFARTDGECKICGGQQILERQPGPHVILDIEFAM
DAFHQIHHNGLPGTTTLLQVPGGNENTGKEIYFKWCHRICSCDGRGNWTLHCILPQSHWI
LGSAQRYVQAMEKVLSSKYQONDTPHFDIHPEKLMFIFKPCLKV*

‘Resultados ProtLoc

Intracellular => 8.76403568034248
Anchored => 9.54436905501773
Extracellular => 10.7493593002534
Nuclear =>12.4693550935535
Membrane => 13.1065868066115

Resultados TransMem

TM : SLVEILSTA | 136 => 145
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ANEXOS

‘Resultados DAS transmembrane prediction server |

"DAS" TM-sagmant prediction
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’Resultados SOSUI

Query title: None

Total length: 403 A. A.

Average of hydrophobicity: -0.582630

This amino acid sequence is of a SOLUBLE PROTEIN.

Hits for all PROSITE (release 20.6) motifs on sequence ORF-2 :

no hit!
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NOF ORF-3

|Resultad0s ORFinder

ATGTATGCGGTCGACAATATTTCCACTAGAGAGTCAAACGGACAAGTATTTTTGAATTGCAATAATTGTT
TGCCAATCCAGACGGGTCCCATTGATCCACCATTATGCAAAATTTCGTCCTGTTTCCTTCGATGTGGTCG
ATTGTATAATAACTCCACATTGGGGCATTTTTTGAGATATTTTCCCCTTGGTTTTTCTTTGGGCTGTTCA
CTTAAATCCATTTCCTTGTTTTCATCATCAGTGTCGTTGTCTTCAGCATCATTTCCTTCCGTGGGCTTTA
TTGTTTTATTCTTCACCTTCCAGTTTTCTTCTTGTAAAAGGTATTCCACTTCGCTTTCTTCAAGTATTTC
CTCCAGAAATCCCTTGGTTTCCTTACTGCACATTTTCTTAGGAGCGTTTTCTTTTATAAAGCTGGGAGTT
TTAACGGTCTTGCGTTTCATCGCGGCTCAGTTCCAGCAAGCAAACAGCTTCGATGCATCGGATATGTTGC
ACCACGAATTTATCCGCTCTCACTGGTCGGTGGAATATGCTCATGTCCGTGTTTTTTAA

>NOF ORF 3
MYAVDNISTRESNGQVEFLNCNNCLPIQTGPIDPPLCKISSCFLRCGRLYNNSTLGHFLRYFPLGESLGCS
LKSISLESSSVSLSSASFPSVGFIVLFFTFQFSSCKRYSTSLSSSISSRNPLVSLLHIFLGAFSEFIKLGV
LTVLRFIAAQFQQANSFDASDMLHHEFIRSHWSVEYAHVRVE*

Resultados ProtLoc

Membrane => 35.7967065703774
Nuclear => 38.4716796664314
Anchored => 38.7163065563758
Extracellular => 43.4930395121461
Intracellular => 46.1784341075808

Resultados TransMem

TM : GFSLGCSLKSISLFSSSVSLSSASFPSVGFIVLFFTF | 63 => 100
TM : LVSLLHIFLGAFSFIKLGVLTVLRF | 121 => 146
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ANEXOS

’Resultados DAS transmembrane prediction server |

“DAS" TH-segment prediction

#3coE STV 0Ad L5¥.
L

= T T T T T T T T T
L] 20 40 &0 B0 10D 120 L40 L&0 1RO 200

Query segquence

lasas cutaff ..
strict cutolf

’Resultados SOSUI

Query title : None

Total length : 182 A. A.

Average of hydrophobicity : 0.366484

This amino acid sequence is of a SOLUBLE PROTEIN.

Hits for all PROSITE (release 20.6) motifs on sequence ORF-3 :

no hit!
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#!/usr/bin/perl

use LWP::Simple;

no warnings 'uninitialized';

Print "*************************************\n",-

Print " /2 A A S 4 T *\I’l",‘
print "* | [ /o | | *\n";
print "* | -1 7/ 1=l [== I-- *\n";
print "* O T A | [ | *\n";
print " *\1’1",‘

print "*Badal,M.Portela,A.Xamena,N.Cabre,O.*\n";
print "*************************************\n";

sleep 1;

@cytos = ('X','Xh','2L','2Lh','2R','2Rh','3L','3Lh',"'3R',"3Rh','4",'Yh','U");
foreach S$cromo (@cytos) {

SnumFB=0; S$sum=0; $seqid=""; $seqg=""; Scontrol=""; S$seqgline="";$llargada=0; @FBtotal=();S$difer=0;
open FILE, "SequenceS$Scromo.html" or die "Can’t open file\n" ;
while (<FILE>) {

if (/7.+<div class="header">>(.+)<.div>$/) { #save ID numbers in a variable $seqid
$seqid=s$1;
print "$seqgid\n";

}
if (/".+<div class="sequence">(\wt)<.div>$/g) { #read each line of sequence in the file...

$seqline=$1;
$seq .= " ".$segline; #...and append it into $seqgline

}
}
close FILE;
$seq =~ s/ (\W|\d) //g;
while (Sseq=~ /(.{9}AGCTCAAAGAAGCTGGGGTCGGAAAAA.+?TTTTTCCGACCCCAGCTTCTTTGAGCT. {9})/9) {

push @FBtotal, $1; #find any FB and save each in an array
SnumFB ++; S$SnumFBtotal ++; #count the FB in this particular sequence

}

open OUT, ">FBout$cromo.txt"; #Copy everything in a text file 'FBRout.txt'

open CLUSTALW, ">FBclust$cromo.txt";
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print OUT "Location Chromosome $cromo\n";
print OUT "Total FB in sequence: $numFB\n";

# Should any sequence have more than one FB, each would be in different fields in the @FBtotal array
# thus, we retrieve the FB ordered and numbered thanks to the 'conditional' wvariable S$Scontrol{S$sum};
# we seize this opportunity to calculate the sequence's length, and add it to its description,

# and also to compare the direct repeats flanking the FB insertion.

until ($Ssum == $numFB) {
Scontrol{$sum} = $FBtotal[$sum];
if (SnumFB != 0){

if (Scontrol{ssum}=~ /EEHORNEREEENEN (

Sdupl="$1 / $2";
if ($1 eq $2) {
Sigualtat= "IDENTICAL";

} else {

$igualtat = "DIFFERENT !!!";

Sdifer ++;

}
}
$llargada = length S$control{$sum};
print OUT "FB number ",$sum+l,"; $llargada bp :\nScontrol{$sum} \nDDuplication: $dupl ... S$igualtat\n";
print CLUSTALW "\n\n\>$cromo (",$sum+l,") , FB ",$sum+l," of $numFB. $llargada bp.\n$control{$sum}\n";

} else { print OUT "No FB found\n"; 1}

# The next step is to search for NOF elements into the identified FB. First we look for entire elements.
# If none is found, then we try to identify 5' or 3' fragments. Any NOF found is counted and their lengths
# are processed.
if (Scontrol{$sum}=~ /HCCTARAATCTTAACAATARALFATTTATTCOTAACATITTACCA/) {
print OUT "**one entire NOF!**\n"; $NOFsencer ++;
} elsif (Scontrol{S$Ssum}=~ ) {
print OUT "**one 3' truncated NOF**\n"; SNOFtr3 ++; $longFBNOF3
$1ongFBNOF3Q = $1ongFBNOF3Q + $llargada**2;
} elsif (Scontrol{S$sum}=~ ) {
print OUT "**one 5' truncated NOF**\n"; SNOFtr5 ++; $1ongFBNOF5
$1ongFBNOF5Q = $1ongFBNOF5Q + $llargada**2;
} else {
print OUT "**no NOF found**\n"; $capNOF ++; $longFBnoNOF = $longFBnoNOF + $llargada;
$1ongFBnoNOFQ = $1ongFBnoNOFQ + $llargada**2;

$1ongFBNOF3 + $llargada;

$1ongFBNOF5 + $llargada;
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}
Ssum ++;

}
close OUT;
close CLUSTALW;
}
# Calculate the total number of elements of each type, its average length and standard deviation.
# this are the SD expressions. The program is aware that if no NOF is found, we should we should get an error.

unless (SNOFtr3 == 0) {
$sDtrun3 = sqrt(($1ongFBNOF30Q- ( ($1ongFBNOF3**2) /SNOFtr3)) /SNOFtr3) ;
}
unless (SNOFtr5 == 0) {
$SDtrunb = sqrt(($1ongFBNOF5Q- ( ($1ongFBNOF5**2) /SNOFtr5))/SNOFtr5) ;
}
unless ($capNOF == 0) {
S$SSDFBnoNOF = sqrt(($1ongFBnoNOFQ- (($1ongFBnoNOF**2) /ScapNOF) ) /$capNOF) ;
}

open INFO, ">informe.txt";

print INFO "\nNum.of analysed sequences: $y\n";

print INFO "Num of FB found: $numFBtotal\nNum of NOF found: ", $SNOFsencer+$NOFtr3+S$NOFtr5 ,"\n\nentire NOFs:
SNOFsencer\n3' truncated NOFs: $NOFtr3\n5' truncated NOFs: S$SNOFtr5\nSequences without NOF: $capNOF\n\n";
print INFO "Unequal direct duplications: $difer\n\n";

unless (SNOFtr3 == 0) {

print INFO "Average length of 3' truncated FB+NOF: ", int ($longFBNOF3 / S$NOFtr3) ," bp +/- ", int $SDtrun3,"
bp\n";

}
unless (SNOFtr3 == 0) {

print INFO "Average length of 5' truncated FB+NOF: ", int ($longFBNOF5 / S$NOFtr5) ," bp +/- ", int $SDtrun5,"
bp\n";

}
unless ($capNOF == 0) {

print INFO "Average length of FB with no NOF: ", int ($longFBnoNOF / $capNOF) ," bp +/- ", int $SDFBnoNOF," bp\n";
}

close INFO;
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