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Itaca

Konstantinos Kavafis

Cuando partas hacia Itaca
pide que tu camino sea largo
y rico en aventuras y conocimiento.
A Lestrigones, Ciclopes
y furioso Poseidén no temas,
en tu camino no los encontraras
mientras en alto mantengas tu pensamiento,
mientras una extrafa sensacién
invada tu espiritu y tu cuerpo.
A Lestrigones, Ciclopes
y fiero Poseidén no encontraras
s1 no los llevas en tu alma,
sl no es tu alma que ante ti los pone.

Pide que tu camino sea largo.

Que muchas mananas de verano hayan en tu ruta

cuando con placer, con alegria
arribes a puertos nunca vistos.
Detente en los mercados fenicios
para comprar finos objetos:
madreperla y coral, ambar y ébano,
sensuales perfumes, -tantos como puedas-
y visita numerosas ciudades egipcias
para aprender de sus sabios.
Lleva a Itaca siempre en tu pensamiento,
llegar a ella es tu destino.
No apresures el viaje,
mejor que dure muchos anos
y viejo seas cuando a ella llegues,
rico con lo que has ganado en el camino
sin esperar que Itaca te recompense.

A Ttaca debes el maravilloso viaje.
Sin ella no habrias emprendido el camino
y ahora nada tiene para ofrecerte.
Si pobre la encuentras, Itaca no te engand.
Hoy que eres sabio, y en experiencias rico,
comprendes qué significan las Itacas.
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Resumen

El genoma de los hibridos interespecificos y las especies parentales D.
buzzatii y D. koepferae ha sido estudiado utilizando marcadores moleculares AFLP.
En el genoma de los hibridos segregan de novo marcadores AFLP de inestabilidad
gue no segregan en las especies parentales, sefal de que el genoma hibrido es
inestable. La caracterizacion de los marcadores AFLP de inestabilidad ha revelado
gue un amplio porcentaje, que va desde el 16%, en la primera generacidon de
hibridos, hasta un 90% en las generaciones de hibridos segmentales, estd asociado
a la movilizacién de al menos 34 elementos transponibles de clase | y Il. Las tasas
de transposicidon estimadas en los hibridos y las especies parentales para los
elementos Osvaldo, Helena y Galileo confirman que hay un incremento
estadisticamente significativo de la transposicion del retrotransposon Osvaldo (107
’) en las tres generaciones analizadas, mientras que la tasa de transposicién de
Helena y Galileo se incrementa (107) en la generacién R1 pero decrecen en la
generacién R3 hasta el nivel de la transposicidn basal de las especies parentales D.
buzzatii y D. koepferae (10). Las inserciones de los elementos Osvaldo, Helena y
Galileo observadas por FISH y por transposon display sefialan que la mayor parte
de las inserciones se encuentran en la heterocromatina, region en la que se
encuentran silenciados. La movilizacién de los 34 elementos transponibles en el
genoma de los hibridos evidencia que en estos genomas ocurre una reorganizacion
gendmica inducida por la movilizacién de los elementos transponibles, y pone de
manifiesto que el estrés gendmico generado por la hibridacion inhibe
momentaneamente los mecanismos que controlan la transposicion de los ETs en el
genoma hibrido, permitiendo su movilizacion.
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Abstract

The genomes of the species D. buzzatii and D. koepferae and their
interspecific hybrids have been studied using AFLPs markers. In the hybrids genome
markers that are absent in the parental species have been detected unveiling
genome instability. High amount of AFLP instability markers, ranging from 16 % in
hybrids R1 to 90 % in segmental hybrids, are related to mobilization of at least 34
transposable elements of classes | and Il. Transposition rates of Osvaldo
retrotransposon confirm the increase of transposition in the three generations of
hybridization, however Helena and Galileo transposable elements only increase
transposition in generation R1 (10%), but show transposition rate at the basal level
(10®) in generation R3 as in parental species. Insertions of Osvaldo, Helena and
Galileo observed by FISH and by the transposon display technique indicate that
most of the insertions are located in the heterocromatic regions, where they are
silenced. Mobilization of 34 transposable elements in the hybrid genome bolsters
that a genome reorganization is occurring in the hybrids. This reorganization is
probably induced when hybrid genomic stress inactivates the control mechanisms
of transposable elements mobilization.
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1 INTRODUCCION

1.1 La hibridacién entre especies

El concepto de especie bioldgica propuesto por Dobzhansky (Dobzhansky,
1937) y popularizado por Mayr (Mayr, 1942) considera que todas las especies han
desarrollado mecanismos de aislamiento reproductivo altamente eficaces que
permiten mantener la unidad genética de las mismas evitando introducir variacion
genética externa. Sin embargo, el cruzamiento entre grupos o taxones
genéticamente diferenciados, especies en particular, y la produccién de
descendencia viable parece un hecho cada vez mas comprobado (Mallet, 2005).
Esto sugiere que la hibridacidn natural puede tener un papel importante como
productora de nueva diversidad genética a través de la introgresidn, en primera
instancia, y la formacién posterior de genotipos recombinantes hibridos (Burke &
Arnold, 2001).

El tema de la hibridacién y el de la presencia de hibridos en la naturaleza ha
sido y continlda siendo ampliamente discutido. Asi pues, los eventos de hibridacidon
fueron considerados, durante mucho tiempo, escasos o inexistentes vy
desestimados al ser considerados fendmenos aislados sin importancia evolutiva o
ecolégica. Sin embargo, entre los botadnicos la hibridacién ha sido mejor aceptada
que entre los zodlogos debido a que los primeros dan mayor importancia al
fendmeno de la introgresidn, mientras que los segundos conceptuan la introgresion
como un error reproductivo. Actualmente existen evidencias que suponen que al
menos un 25 % de las especies de plantas y un 10 % de las especies de animales
pueden estar involucradas en eventos de hibridacién en la naturaleza (Mallet,
2005). Sin embargo, el mayor problema de la identificacién de los eventos de
hibridacién radica en la dificultad para diferenciar los hibridos de las especies
parentales, pues en muchos casos pueden no presentar caracteristicas fenotipicas
facilmente distintivas.

La probabilidad de que ocurran sucesos puntuales de hibridacién y de que
se formen hibridos aumenta entre las especies que viven en simpatria y tienen una
divergencia baja, y disminuye cuando las barreras reproductivas estan mejor
desarrolladas entre las especies, lo cual hace que los hibridos presenten
inviabilidad o esterilidad. En este momento conocemos muchos casos de
hibridacién natural en diversos taxones, por ejemplo en microeucariotas (Casteleyn
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et al., 2009), en insectos como Drosophila (Carson et al., 1975), Simullium (Post,
1984) y Anopheles (Torre, 1997), en plantas (Zha et al., 2010) y en animales
vertebrados (Arnold, 2006; Arnold & Hodges, 2007). En algunos casos se ha
comprobado que la hibridacién tiene mucha importancia en la generacién de
biodiversidad pues ha dado lugar a la formacién de nuevas especies de origen
hibrido (Teo et al., 2002; Turelli et al., 2001; Ungerer et al., 1998). Ademas existe
evidencia de que algunos hibridos presentan incremento de la aptitud bioldgica
frente a las especies parentales, lo cual les permitiria ocupar nuevos habitats
diferentes a los de sus parentales (Arnold, 2004).

En plantas existes muchos casos documentados de hibridacidn natural. Uno
de los ejemplos mejor conocidos se presenta en las especies del género Iris, donde
estudios moleculares y citoldgicos junto con observaciones morfoldgicas y del
habitat, confirman que la especie I. nelsonii se origind del cruzamiento entre al
menos tres especies: I. fulva, I. hexagona, y I. brevicaulis. La adaptacion de |.
nelsonii a nuevos habitats, no ocupados por las especies parentales,
probablemente ha influido en el proceso de especiacion (Rieseberg et al., 2003).
Otro ejemplo es la hibridacién entre las especies Pseudopanax crassifolius y P.
lessonii cuyos hibridos aparentemente producen frutos viables (Pollock, 1988) y las
especies Rhodondendron irroratum y R. delavayi, las cuales han originado el taxdn
hibrido R. agastum que Unicamente produce hibridos F1 (Pollock, 1988).

Un ejemplo bien documentado en insectos lo constituye el complejo de
mariposas del género Heliconius, cuyas especies viven en simpatria y forman
hibridos naturales que se caracterizan por tener distorsionado el patrén de
pigmentacion de las alas. Estudios moleculares han confirmado indicios de
introgresion de los genomas en los hibridos entre H. melpomene y H. cydno, evento
gue parece comun entre las especies de este género y que probablemente ha dado
origen, en este caso a la especie H. heurippa (Jiggins et al., 2008). Otro ejemplo en
mariposas es la hibridacidn natural observada entre las especies Papilio glaucus y P.
canadensis, las cuales presenta diferencias a nivel ecolégico fisioldgico y genético
(Putnam et al., 2007; Rockey et al., 1987). En Drosophila los casos de hibridacion
natural mejor conocidos se producen entre las especies hawaianas D. heteroneura
y D. silvestris, y entre D. setosimentum y D. ochrobasis (Carson et al., 1975;
Kaneshiro, 1990).
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En mamiferos ejemplos de hibridacién natural son menos frecuentes, sin
embargo existen varios casos estudiados. Por ejemplo, en el género Artibeus, el
analisis del ADN nuclear y mitocondrial, y la variacién morfométrica entre las
especies A. schwartzi, A. jamaicensis y A. planirostris permitié demostrar que A.
schwartzi tiene un origen hibrido pues su genoma deriva de los genomas de A.
jamaicensis y A. plantirostris, mientras que su ADN mitocondrial viene de un tercer
linaje no caracterizado o extinto. Ademas A. schwartzi presenta diferencias
morfoldgica y aislamiento geografico de las otras especies (Larsen et al., 2010). Los
eventos de hibridacion natural observados tanto en plantas como en animales,
ponen de manifiesto que, en algunos taxones, la hibridacién ha cumplido un papel
un importante como mecanismo de especiacion.

1.2 Lainestabilidad hibrida

Los hibridos presentan con frecuencia inestabilidad genética producto de la
interaccion de los dos genomas parentales divergentes. Esta inestabilidad se
expresa en los hibridos como incompatibilidades genéticas (Johnson, 2010) o
disfunciones genéticas que pueden ser observadas a nivel fenotipico: variaciones
fenotipicas, atrofia de las goénadas (Rahman & Uehara, 2004) y a nivel
cromosdmico: reordenaciones cromosomicas, inversiones, poliploidias, etc.
(Hegarty et al., 2006; Hegarty et al., 2009). A nivel génico y epigenético también se
observan alteraciones como: alta tasa de mutaciones, alteraciones de los patrones
de expresion y regulacion génica, metilacidn, regulacion por via materna (Michalak
& Noor, 2003; Salmon et al., 2005). Todas estas incompatibilidades afectan de
algin modo la viabilidad y la fertilidad de los hibridos disminuyendo su aptitud
biolégica.

En el caso de la hibridacion en plantas, observamos que una de las
principales causas de la inestabilidad del genoma en los hibridos es la poliploidia.
Se ha observado que después de la hibridacién, los hibridos poliploides sufren
rearreglos cromosémicos y reestructuracion de secuencias de ADN. En
alotetraploides de Brassica por ejemplo, la comparacién de los genomas desde la
segunda hasta la quinta generacion de hibridos demostrd la pérdida o ganancia de
segmentos de ADN de origen parental y la formacién de segmentos de origen
nuevo (Pires et al., 2004). En otros casos como por ejemplo en poliploides de
Arabidopsis (Madlung et al., 2005) y Gossypium (Zhao et al., 1998) se ha observado
el incremento de la expresion y/é transposicion de secuencias repetitivas. Las
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poliploidias en algunos casos han sido asociadas a explosiones de transposicion
seguidas de una reestructuracién del genoma y a cambios a nivel epigenético
(Parisod et al., 2009; Parisod et al., 2010). Sin embargo, en hibridos homoploides
también se ha observado reorganizacidn del genoma, por ejemplo la comparacion
de los genomas de la especies Helianthus anomalus, de origen hibrido y las
especies parentales H. petiolaris y H. annus ha revelado que se produjo al menos
tres roturas de cromosomas, tres fusiones y una duplicacién que explican las
diferencias genéticas entre estas especies. Resultados similares se obtuvieron al
reproducir el evento de hibridacién en condiciones de laboratorio (Rieseberg et al.,
1996), en los cuales se obtuvieron linajes de hibridos fértiles después de tan solo
cinco generaciones. Estos resultados indican que la reorganizacién del genoma en
los hibridos puede ser muy rapida y ademas repetible (Fontdevila, 2011).

En el caso de Drosophila, estas incompatibilidades genéticas han sido
estudiadas en hibridos generados en condiciones de laboratorio. Sturtevant fue
uno de los primeros investigadores interesados por el estudio de los hibridos entre
D. melanogaster y D. simulans y probablemente quien reportd la primera
incompatibilidad en los hibridos asociada al cromosoma X. Los estudios de
Sturtevant se vieron limitados debido a que los hibridos F1 eran estériles lo cual
impedia realizar retrocruzamientos (Barbash, 2010). Posteriormente, se descubrio
qgue las hembras de determindas cepas de D. simulans cruzadas con machos de D.
melanogaster producian hembras parcialmente fértiles que prodian producir
progenie en un retrocruzamiento (Davis, 1996). A través de estos hibridos se han
observado diversas incompatibilidades a nivel fenotipico, cambios en la expresion
génica y a nivel conductual. También se han identificado los genes que causan estas
incompatibilidades, las cuales han sido ampliamente descritas y actualmente
siguen siendo estudiadas debido a las diferencias observadas entre las dos especies
en la divergencia a nivel de la heterocromatina, y las diferencias en el contenido de
ADN satélite y elementos transponibles (Barbash, 2010). Otro caso muy estudiado
por Dobzhansky (Dobzhansky, 1936), son los cruces entre las especies D.
pseudoobscura y D. persimilis los cuales producen hembras hibridas fértiles y
machos hibridos infértiles. El estudio de estos hibridos permitié a Dobzhansky
determinar que las incompatibilidades observadas en los hibridos eran producto de
la interacion epistdtica entre los genes de los parentales en el genoma de los
hibridos, lo que conducia a la esterilidad o inviabilidad de los hibridos.
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Un hecho interesante observado en los hibridos de D. melanogaster y D.
simulans es la esterilidad producida por el gen JYalpha (Na+-K+-ATPasa requerida
para la motilidad del esperma), el cual esta localizado en el cromosoma 4 de D.
melanogaster y en el cromosoma 3 de D. simulans. Al parecer un evento de
transposicion, entre los ultimos 0.5-5 millones de afos, condujo al cambio de
posicién de este gen en las dos especies. Los hibridos que presentan homocigosis
del cromosoma 3 de D. melanogaster y el cromosoma 4 de D. simulans carecen de
este gen, por lo tanto son totalmente estériles. Este hecho muestra que la
transposicion de genes con funciones importantes pueden contribuir a un
aislamiento postcigdtico (Lynch & Force, 2000).

Los hibridos de D. buzzatii y D. koepferae constituyen otro modelo en los
cuales se ha observado inestabilidad genética a nivel cromosdmico y fenotipico,
presentando una gran cantidad de nuevos rearreglos cromosémicos (Labrador et
al., 1999; Naveira & Fontdevila, 1985). La inestabilidad genética observada en estos
hibridos ha sido relacionada con el incremento de la transposicion del
retroelemento Osvaldo (Labrador et al., 1999) como se detallard mas adelante.

1.3 Elementos transponibles (ETs)

Los elementos transponibles (ETs) son secuencias de ADN que pueden
moverse hacia diferentes posiciones y multiplicarse dentro del genoma del
organismo hospedador. Fueron descubiertos por Barbara McClintock en la década
de los 40, quien observd que en el maiz la expresidén de ciertos genes podia ser
alterada por la actividad de unos elementos con capacidad de movilizacién en el
genoma. Los ETs se encuentran formando parte integral de casi todos los genomas
en los que se han buscado. Por ejemplo en el genoma humano constituyen el 45 %,
80% en el del maiz, 15-22 % en Drosophila melanogaster, 3-5 % en la levadura
(Biémont & Vieira, 2006), 1 %, en E. coli, 13 % en Mycoplasma mycoides (Gregory &
DeSalle, 2005) y 25% en Enterococcus faecalis (Paulsen et al., 2003). Entre los
escasos ejemplos de genomas carentes de ETs estd el de Plasmodium (Evgen’ev,
2007)

1.3.1 Clasificacion de los elementos transponibles en eucariotas

Finnegan propuso en 1989 la primera clasificacién de los ETs de eucariotas
basada en los mecanismos de transposicion. Asi, los dividid en dos clases: clase |
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(necesitan un RNA intermediario para la transposicion) y clase Il (no necesitan un
intermediario RNA). Debido al incremento en la rapidez y eficiencia en Ia
secuenciacién de genomas, se describen continuamente nuevas secuencias de ETs
y con ello se generan adaptaciones de la clasificacion a los nuevos elementos
emergentes. Asi pues aun cuando se ha mantenido el sistema de clasificacion
original, se han creado nuevos érdenes con superfamilias y familias, en funcién de
las caracteristicas estructurales de los elementos. A continuacién se presenta un
breve resumen de la clasificacidon de los ETs basado en la propuesta de Wicker y
colaboradores (figura 1)(Wicker et al., 2007).

1.3.1.1 Elementos de Clase |

Los elementos transponibles de «clase | se conocen como
retrotransposones, se movilizan usando un RNA transcrito intermediario y un
sistema de transcripcidn inversa e insercion (“copia y pega”), por lo cual tienen la
capacidad de crear nuevas copias cada vez que se movilizan, lo que permite que se
hagan mas abundantes en algunos genomas. Dentro de los retrotransposones se
han creado 5 drdenes: LTR, DIRS, PLE, LINE y SINE en base a su organizaciéony a la
filogenia de su reverso transcriptasa (Wicker et al., 2007).

Los retrotransposones LTR, presentan LTRs (Long Terminal Repeats) en los
extremos del elemento, que se caracterizan por iniciar con 5°-TG-3" y terminar con
5°-CA-3’, y secuencias cortas duplicadas en los extremos: TSDs (target site
duplications) que tienen de 4 a 6 pares de bases (pb). Estructuralmente presentan
un marco abierto de lectura: ORF (Open Reading Frame) que codifica para GAG,
una proteina estructural, y otro para POL, una poliproteina que codifica para una
proteinasa, una reverso transcriptasa, una RNAsaH y una integrasa. En algunos
elementos puede existir un tercer ORF del cual se desconoce su funcién. Los
transposones con LTR son los elementos mas abundantes en plantas y en algunos
insectos como D. melanogaster, pero en muchos animales disminuye su presencia.
En humanos existen numerosas familias pero la mayoria de elementos de esta
clase se encuentran en estado inactivo. Los retrovirus han sido agrupados en este
orden aunque difieren de los retroelementos en la presencia de un ORF llamado
ENV que codifica para una proteina de la envuelta (“envelope protein”) lo cual les
confiere propiedades infecciosas.

Los LINEs (Long Interspersed Elements) se caracterizan por no presentar
LTRs, algunos de ellos son auténomos ya que poseen un ORF para POL que codifica



Introduccidn

para varias proteinas incluida una reverso transcriptasa. Algunas familias presentan
un ORF para GAG, aunque se desconoce su actividad. Algunos presentan una cola
poliadenilada, repeticiones en tdndem 6 una regidn rica en adeninas en el extremo
3’. Su sistema de integracion implica la rotura de la cadena de ADN la misma que es
utilizada como cebador en la transcripcion reversa del RNA transcrito del elemento.

Los SINEs (Short Interspersed elements) carecen de LTRs y no tienen ORFs,
por lo tanto no codifican para ninguna enzima. Sin embargo tienen un promotor
interno de una polimerasa Il lo cual les permite transcribirse utilizando Ia
magquinaria de transcripcion de los elementos LINEs aledafios. En algunos casos
pueden presentar repeticiones en tdndem de adeninas. Las secuencias Alu son los
elementos de tipo SINE mejor conocidos y mds abundantes en el genoma humano.

Los elementos DIRs presentan TIRs (Terminal Inverted Repeats), tienen
ORFs tanto para GAG como para POL, sin embargo en lugar de codificar para una
integrasa, codifican para una tirosin-recombinasa lo cual hace que no presenten
TSDs.

Los elementos de tipo PLE tienen un ORF que codifica para una reverso
transcriptasa que al parecer esta mas relacionada con una telomerasa que con las
reverso transcriptasas de los LTR retrotransposones y también para una
endonucleasa que esta relacionada con la proteina UvrC homdloga a la implicada
en la reparacién del DNA bacteriano. Algunos de estos elementos poseen LTRs que
pueden estar orientadas en forma directa o inversa.

1.3.1.2 Elementos de Clase Il

Los elementos de clase I, llamados también DNA transposones, se
caracterizan por tener un sistema de movilizacion directa a través del DNA
mediante escisiones que se insertan en lugares nuevos (“corta y pega”). Esta clase
se ha subdividido en dos subclases: subclase | y subclase .

Los elementos de la subclase | se han subdividido en dos ordenes: TIR y
Crypton. Los elementos de la subclase TIR, que comprenden el elemento P,
presentan TIRs (regiones invertidas que se repiten en los extremos del elemento) y
la mayoria de ellos tiene un ORF que codifica para una transposasa. En algunos
casos pueden presentar un segundo ORF del cual se desconoce su funcién. El
segundo orden, Crypton, agrupa elementos que tienen la capacidad de codificar
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para una tirosin-recombinasa y no presentan TIRs. Para movilizarse, los elementos
de la subclase | cortan las dos cadenas de ADN.

En la subclase Il se han ubicado elementos que para movilizarse cortan una
sola de las hebras de ADN. En el caso de los elementos del tipo Helitron se replican
a través del mecanismo de circulo rodante. Estos elementos codifican para una Y2-
tirosin-recombinasa y para una proteina de unién de cadena simple, no tienen TIRs.
Estdn presentes en organismos eucariotas, fueron descritos en A. thaliana y se los
ha identificado en Caenorhabditis, vertebrados y en hongos. Los elementos del tipo
Maverick, también conocidos como Polintrons, presentan TIRs y codifican para una
DNA polimerasa B y una integrasa. Para movilizarse cortan el ADN y se replican
extracromosdmicamente y luego vuelven a integrarse. Estos elementos estdn
presentes en animales vertebrados e invertebrados, en hongos y en algunos
eucariotas unicelulares, pero no han sido encontrados en plantas.

Clase/Subclase Orden Superfamilia Estructura
Clase| R Copia —_cAe & e x o —
Gypsy/Bel-Pac —>__ GAG AD NI W 01—
Retrovirus — —>{__GAG AP KT WM _INI_ NV >

uNe — o8 am g —
SINE o o
nu —— )
oS LGS AL
Clasell
sbcael TR o —
Ceypton —=
Subclase Helitron — LA — e
Maverick »—{ o Hoaw — —{or o
Simbolos y atreviaciones.
— Long terminal repeats (LTRs) QAL protema de La capude MLL: helcara
» ¢ T iwerted repeats (TR AP proteines mpartica YR recom®inass thoning
KT reweno tramscriptass Y2. recombinma throuns con modficaciones
-— Repon codficante R RNASS M RPA peotena A de repliacan
INT, integrans CINT integrass de tipo €
—_— N
Region e codiicente [NV proteins ervelope ATE ATPasa de empaguetamieno
— = Raghon gue pusde contener ORFs ORF Open reading lrame CYP proteass Ostena
APL: endoneciensa spourinics POL B DNA polimerina B

- W t odtcant:
PO diagndntica no coddcante INe Soton

Figura 1. Clasificacion de los elementos transponibles en eucariotas. Adaptacion de Wicker
et al. 2007.
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1.4 Los elementos moviles y la evolucion de los genomas

Fue Barbara McClintock quien descubrié la presencia de elementos que se
movilizaban de un lugar a otro en el genoma. Sus estudios, basados en el genoma
del maiz, sugirieron que estos elementos tenian la capacidad para ejercer de
controladores de la expresién de los genes aledanos, y que las modificaciones
producidas en el genoma podrian tener efectos importantes a nivel evolutivo, e
incluso podrian actuar como mecanismos de aislamiento y especiacion (McClintock,
1984).

Después del descubrimiento de los ETs, la discusion se centrd en la funcidn
gue cumplian estos elementos en el genoma. Por un lado se considerd a los ETs
como ADN parasito que no cumplia ninguna funcién importante, debido a que su
Unica funcidn era perpetuarse en el genoma (Hickey, 1982). Esta vision determind
gue se considerase a los ETs como “DNA egoista” y que se desestimara su
importancia en la evolucién de los genomas (Doolittle & Sapienza, 1980). No
obstante, los estudios moleculares han demostrado que, en muchos casos, ha
ocurrido un fendmeno conocido como “domesticacién molecular” en el cual los ETs
han jugado un papel importante en la evoluciéon del genoma del organismo
hospedador influyendo en la evolucién de la regulacion génica y en la evolucion de
las secuencias codificantes de las proteinas (Bowen & Jordan, 2002). La idea de los
ET como reguladores de la expresién génica, que inicialmente fue propuesta por
McClintock, retoma fuerza al demostrarse, en diversos estudios y con la ayuda de
los genomas secuenciados, que los ETs se encuentran formando parte de regiones
codificantes de los genes, actuando como promotores del mismo gen o genes
aledafos y por lo tanto creando variabilidad en la expresiéon génica o creando
nuevos genes con funciones diferentes cuya accién puede influir en la
diversificacion de las especies (Bowen & Jordan, 2002).

Los estudios moleculares han demostrado la capacidad que tienen los ETs
para movilizarse dentro del genoma hospedador convirtiéndolos en fuentes
potenciales e inagotables de variabilidad genética, la cual puede ser introducida
por transposicidn, escision imprecisa y recombinacion homaloga. Por transposicion
se generan nuevas inserciones que, dependiendo del lugar en el que se inserten,
conducirdn a nuevas mutaciones. La escision imprecisa deja una huella genética,
consistente generalmente en unos pocos pares de bases, en el lugar de escision.
Estos fendmenos, en zonas codificantes, pueden conllevar a la inactivacion o el
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cambio de la expresidn de los genes. El ultimo mecanismo, la recombinacion
ectopica, tiene lugar entre dos elementos en posiciones no alélicas, es decir en loci
de diferente posicién en el mismo cromosoma o en cromosomas diferentes.
Cuando esto ocurre se producen rearreglos y pérdidas de fragmentos
cromosémicos.

1.4.1 ”Secuencias de Insercion” en el genoma procariota

Han sido descritos mas de 1500 ETs en el genoma procariota (Siguier et al.,
2006). Los elementos moviles del genoma procariota mds conocidos son las
secuencias de insersion (IS, insertion sequences). En general, el tamafio del genoma
de los organismos procariotas se caracteriza por ser pequefio, el genoma
bacteriano tiene un tamafio promedio de 3.10 + 0.09 Mb (Gregory & DeSalle,
2005). Una de las caracteristicas del genoma procariota es la poca presencia de
regiones de ADN no codificante: elementos moéviles, intrones y seudogenes, lo cual
probablemente influye en el mantenimiento del genoma de tamafio pequefio. En el
genoma bacteriano se considera que la densidad de ETs es menor al 3% (Siguier et
al., 2006), en E. coli por ejemplo, apenas el 1 % corresponde a ETs y en
Mycoplasma mycoides, uno de los procariotas con mayor cantidad de ETs en su
genoma, llega al 13 %, aunque actualmente con la descripcién de los genomas
completos se ha observado que algunos procariotas pueden presentar un
contenido mayor de ETs en su genoma, por ejemplo Enterococcus faecalis posee un
25% de secuencias repetitivas.

El genoma procariota ha evolucionado por mecanismos que incluyen la
reduccion del genoma, rearreglos gendmicos, duplicacion génica, vy
pérdida/ganancia de genes por transferencia horizontal. La importancia de la
presencia de ETs en el genoma procariota radica en las ventajas que genera para el
hospedador a través de su actividad mutagénica y la capacidad de transportar
genes por transferencia horizontal, que en algunos casos pueden conferirle
resistencia a antibidticos (Siguier et al., 2006). Este mecanismo tiene un papel
importante en la evolucion de la diversidad procariota, ya que incluso entre
miembros de la misma especie se han observado diferencias en el contenido de
genes que pueden variar entre el 25 y el 30%. Se podria asumir que estas
variaciones se producen por mecanismos de transferencia horizontal mediados por
ETs y que en el genoma de algunas especies procariotas existen genes no
esenciales para algunas de ellas (Medini et al., 2005). La expansién de los ETs en el
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genoma procariota ha producido rearreglos gendmicos y altos niveles de
inactivacion génica provocando la reduccién del tamafio del genoma. Esto se ha
observado en estudios con miembros de la familia Bordetellae (Parkhill et al., 2003)
y del género Sulfolobus (Parkhill et al., 2003; Siguier et al., 2006) en los cuales la
especie mas antigua posee un tamafio de genoma mas grande y un menor nimero
de IS, mientras que las especies mas recientes presentan un mayor nimero de ISy
su genoma se ha reducido de tamafio. Por otro lado, es posible que después de un
proceso de expansion, los ETs sean eliminados del genoma para conservar el
tamano pequeio del genoma (McDonald, 1993; Wagner, 2006).

1.4.2 Elementos transponibles en el genoma eucariota

El genoma eucariota es de tamafo grande pero tiene poco contenido de
ADN codificante. La duplicacidn génica y los rearreglos cromosémicos constituyen
dos importantes mecanismos de su evolucién, aunque no los Unicos. Los ETs han
jugado también un papel importante creando variabilidad a través, principalmente,
de la recombinacién cromosdmica y molecular y el cambio de los patrones de
expresion génica (McDonald, 1993). En el genoma eucariota, los ETs estan
distribuidos tanto en la eucromatina como en la heterocromatina, sin embargo se
ha observado que una gran proporcion de ellos esta presente mayoritariamente en
la heterocromatina, una region de baja recombinacién. Por lo tanto se podria
considerar que los ETs estan inactivos en estas regiones a nivel de transposicion,
aunque muchos de ellos puedan permanecer estructuralmente activos o ser
lugares importantes para la sintesis de siRNAS implicados en el control de la
transposicion de otros elementos eucromaticos.

En los eucariotas, los genomas de mayor tamano tienden a presentar
mayor proporciéon de ETs. Se ha observado que algunas familias de ETs estan
ausentes en algunos organismos eucariotas, asi como otras familias estan muy
relacionadas con cierto grupo de organismos, esto indicaria que en ciertos casos las
relaciones entre ETs y especies son especie-especificas (Evgen’ev, 2007). Un
ejemplo en este sentido serian las familias de los ETs LOA, Osvaldo y Penelope que
estan presentes en el genoma de Aedes aegypti pero ausentes en Anopheles
gambiae (Nene et al.,, 2007). Un dato interesante es la ausencia de ETs en el
genoma de Plasmodium falciparum vy algunos rotiferos lo cual podria estar
relacionado con la falta de un proceso reproductivo sexual obligatorio (Evgen’ev,
2007). En el genoma de las plantas, cuyo principal mecanismo de incremento de
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ADN son las poliploidias, se ha observado que la diversidad genética obedece a la
expansién diferencial de los ETs, especialmente retrotransposones con LTR y a su
actividad en la creacion de nuevos genes (Bennetzen, 2005). La comparacion de los
genomas de especies con un ancestro en comun muestra que las regiones
intergénicas y el contenido de ETs es muy diferente, en algunos casos hasta un 35
% de los genes ha cambiado de posicidn en el genoma. En el maiz, por ejemplo,
hasta un 80% del genoma estd compuesto por ETs, mientras que en algunas
liliaceas puede llegar hasta el 90% (Evgen’ev, 2007). En el caso del genoma de D.
melanogaster estos elementos representan entre un 15y un 22% y corresponden a
elementos de clase | y Il entre los que se han identificado mas de 100 familias
(Kaminker et al., 2002), pero no se han encontrado elementos de tipo SINE ni MITE
(Evgen’ev, 2007). Las secuencias anotadas de transposones cubren el 7 % de la
eucromatina y alrededor del 75% de la heterocromatina en D. melanogaster.
Ademas el contenido de ETs es muy variable, aunque al parecer se mantienen las
mismas familias, sin embargo los elementos y sus secuencias son especie-
especificos (Clark et al., 2007). Por ejemplo la especie D. simulans tiene apenas un
5% de secuencias repetitivas mientras que su especie hermana D. melanogaster
tiene alrededor de un 15%.

En el genoma humano, el 45% esta compuesto por ETs, de los cuales el 17%
son retrotransposones sin LTR (LINE-1), el 11% corresponden a secuencias de tipo
Alu, un tipo de elementos SINEs, que se encuentran mayoritariamente en regiones
promotoras de genes, el 8% son LTR retrotransposones y tan solo del 2 al 3% del
genoma humano estd compuesto por DNA transposones (lvics & lzsvak, 2010;
Thornburg et al., 2006). El interés del estudio de los ETs en el genoma humano estd
dirigido principalmente a descubrir los patrones de expresidon génica que estan
siendo alterados por efecto de la transposicion, lo cual puede desencadenar una
serie de enfermedades, entre ellas el cancer. Otro punto a elucidar son los
mecanismos a través de los cuales los ETs han intervenido en la evolucién del
genoma.

Los ETs han intervenido activamente en la evolucidon de los genomas
eucariotas, algunos de éstos los han “domesticado” integrandolos como parte de
éste, convirtiéndolos en secuencias promotoras, codificantes o utilizando su
actividad enzimatica para beneficio del hospedador. En humanos por ejemplo, un
estudio de alrededor de 14.000 genes permitié observar que al menos el 4% de los
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genes que codifican proteinas tiene secuencias de retrotransposones (Bowen &
Jordan, 2002; Evgen’ev, 2007). Se ha observado que alrededor del 10% de estas
inserciones estdn presentes en exones, lo que indica que probablemente la mayor
parte de las inserciones de ETs han ocurrido en intrones y luego han sido
integrados a los exones a través del proceso de exonizacion. Por otro lado, también
se ha comprobado que la divergencia entre 100 genes ortdlogos de diferentes
especies se ha producido por la presencia de inserciones de ETs. Otro ejemplo es la
presencia de los elementos HetA y TART, del tipo LINE-like en D. melanogaster, la
cual aprovecha la funcién de reparacién que cumple la telomerasa de los ETs para
matener la integridad de sus teldmeros, ya que esta especie no dispone de una
funcién telomerasa propiamente dicha.

Otro claro ejemplo de dometicacidn de los ETs en donde actian produciendo
recombinacién por transposicién es el complejo proteico RAG1 y RAG2. Estas
proteinas linfoides se expresan Unicamente en las células B y T e interactian con el
sistema de recombinacién V(D)J (variable, diversity, joining) para crear el enorme
repertorio de inmunoglobulinas y receptores de las células T. El sistema de
recombinacién V(D)J son genes que se encuentran formados por varios segmentos
los cuales tienen en sus extremos secuencias sefiales de recombinacidn RSS
(recombination signal sequences). Las proteinas RAG1 y RAG2 tienen actividad
endonucleasa y un dominio proteico similar al de una transposasa, localizan los
RSS, cortan la doble cadena de ADN y juntan los segmentos de ADN. Esta capacidad
de recombinacién se efectia bajo el mismo sistema de “corta y pega” que utilizan
los transposones, de ahi que se proponga que este sistema sea producto de la
integracion de un transposon en el genoma de los vertebrados, el cual ha permitido
ampliar la capacidad del sistema inmunolégico (Santagata et al., 1999). La enorme
cantidad de inmunoglobulinas se debe a la cantidad de segmentos que posee cada
gen V, D, J (125, 25 y 9 respectivamente), los cuales pueden ser recombinados
aleatoriamente (Fontdevila, 2011). La capacidad para producir recombinacién vy
movilizarse que tienen los ETs les permite trasladar segmentos de exones o de
secuencias promotoras hacia nuevos lugares del genoma, incrementando la
recombinacién de segmentos de exones de diferentes genes, este mecanismo se
denomina exdén shuffling (Gilbert, 1987). Andlisis comparativos del genoma de
eucariotas proponen que mads del 20% de exones podrian haberse originado por
este mecanismo (Long et al., 1995). Los ETs participan activamente en estos
mecanismos que han permitido la emergencia de nuevas unidades funcionales y
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gue en algunos casos han evolucionado como nuevos genes con funciones
diferentes (Bennetzen, 2005).

1.5 Mecanismos de activacion de los ETs

Aungque no se conoce con exactitud los mecanismos que regulan la
activacion de los ETs, se ha observado que diversos estimulos como el estrés
ambiental y el estrés gendmico (por ejemplo cruzamientos intra e interespecificos)
pueden desencadenar la movilizacion de los ETs.

1.5.1 Estrés ambiental

Diversos agentes externos como la temperatura, los agentes quimicos o las
radiaciones pueden producir la movilizacién de los ETs en el genoma del
hospedador. Si bien el efecto de estos factores ha sido bien demostrado en plantas,
en el caso de la Drosophila los resultados son contradictorios. Por ejemplo en
poblaciones Africanas y Europeas de D. simulans se han observado clinas
latitudinales, correlacionadas con la temperatura, para el nimero de copias del
elemento 412 (Vieira & Biémont, 1996) y la actividad del elemento mariner (Giraud
& Capy, 1996). En otros experimentos, en los cuales se han sometido diferentes
lineas de Drosophila a choques térmicos en laboratorio, han mostrado resultados
discordantes. Por un lado se ha observado un incremento de la transposicion
(Arnault & Dufournel, 1994; Ratner et al., 1992; Vasilyeva et al., 1999) y por otro
lado no se ha detectado incremento de la movilizacion (Arnault et al., 1991; Arnault
& Dufournel, 1994; Arnault et al., 1997) lo cual podria indicar que hay un
componente del genoma del hospedador que actia como un mecanismo de
defensa para impedir la movilizacién de los ETs.

1.5.2 Estrés genémico

Los eventos mas relacionados, aunque no los Unicos, con el
desencadenamiento de estrés gendmico son los cruzamientos, tanto los
intraespecificos como los interespecificos. A continuacion se describe las
observaciones en cruzamientos de ambos tipos y su efecto sobre la actividad de los
ETs y la estabilidad del genoma de la descendencia y los hibridos.
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1.5.2.1 Cruzamientos intraespecificos

Las primeras observaciones sobre los efectos de la movilizacién de los ETs
se realizaron en cruzamientos intraespecificos entre machos de Drosophila
melanogaster de poblaciones naturales y hembras de cepas mantenidas mucho
tiempo en el laboratorio. La descendencia de estos cruzamientos mostré un alto
grado de anormalidades como alta tasa de mutacion, esterilidad, inviabilidad,
recombinacién en los machos, no disyunciones cromosémicas, y alteraciones a
nivel fenotipico, por ejemplo atrofia de las gonadas, este conjunto de efectos se
denomind disgénesis hibrida. La progenie del cruzamiento reciproco en cambio no
mostré este sindrome (Kidwell & Kidwell, 1976). En posteriores estudios se
determind que la disgénesis era causada por la movilizacion del elemento P en la
linea germinal. Cuando los machos que contiene el elemento P son cruzados con
hembras que no lo portan se produce disgénesis por la activacidn del elemento.
Este sistema es conocido como sistema P-M, adicionalmente es muy conocido el
sistema |-M el cual también produce disgénesis hibrida por la movilizacién del
elemento I, un retrotransposon sin LTR (Engels & Preston, 1979; Kidwell, 1983;
Sved, 1979). Posteriormente, en cruzamientos de cepas de D. virilis se detectd la
movilizacion de cuatro ETs: Helena, Paris, Penelope, Ulysses (Petrov et al., 1995;
Vieira et al., 1998). En este ultimo caso se ha detectado la movilizacién de uno o
mas ETs asociada a la disgénesis y se asume que la movilizacién de uno de ellos
podria relajar los sistemas de represién permitiendo la movilizaciéon de los demds
(Petrov et al., 1995).

1.5.2.2 Cruzamientos interespecificos

Diversos estudios han demostrado que en los hibridos interespecificos se
produce un incremento de la actividad de algun ET. En plantas el nimero de casos
es mayor, asi en hibridos de Arabidopsis se ha observado la movilizacion del
elemento ATHILA (Michalak, 2009), mientras que en hibridos intergenéricos del
arroz (cultivo Matzumae y Zaizania latifolia) se observé la movilizacién de dos
elementos del tipo MITE: wPing y Pong. Otro ejemplo lo observamos en el caso de
las especies: Helianthus anomalus, H, deserticola y H. paradoxus que tienen origen
hibrido (parentales H. petiolaris y H. annus) (Ungerer et al., 2006; Shan et al., 2005)
en donde se ha observado que tanto los hibridos como las especies parentales
tienen el mismo numero diploide de cromosomas, sin embargo los hibridos tienen
un tamafio de genoma mayor (mas del 50%). Este incremento en el tamafio del
genoma se debe a la proliferacién de los retrotransposones Ty3/gypsy-like y
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Ty1/copia-like en los hibridos (Kawakami et al., 2010; Ungerer et al., 2006; Ungerer
et al., 2009)

En el reino animal también se han observado hibridos en cuyos genomas el
incremento de la tasa de mutacién estaba acompafiada por un incremento de la
actividad de los elementos moviles. Estudios basados en un hibrido de las especies
Wallabia bicolor y Macropus rufogriseus mostraron un incremento de alrededor del
20 % en la expresidon del retroelemento KERV-1 (kangaroo endogenous retroviral
element- 1) y niveles muy bajos de metilacion comparados con las especies
parentales (O'Neill et al., 1998). También en hibridos entre las especies Macropus
rufogriseus x Macropus agilis se observd un incremento de la actividad del
retroelemento KERV-1 que ha sido asociada a la inestabilidad en la regién
centromérica de los hibridos (Metcalfe et al., 2007).

Si nos referimos al género Drosophila, se ha detectado una alta tasa de
mutaciones (Sturtevant, 1920), un aumento de rearreglos cromosémicos (Naveira
& Fontdevila, 1985) y la movilizacién del retrotransposon Osvaldo en los hibridos
interespecificos entre D. buzzatii x D. koepferae, sugiriendo que la transposicion
puede ser un mecanismo que influya en la presencia de incompatibilidades en el
genoma de los hibridos (Labrador et al., 1999).

1.5.3  Transposicion espontdnea y eventos poblacionales

En cepas de laboratorio de Drosophila se han observado explosiones de
transposicion espontanea de elementos como Doc, copia (Gerasimova et al., 1990)
6 P (Biémont et al., 1990). Por otro lado, también se ha observado el incremento
del nimero de copias del elemento 412 en poblaciones naturales de D. simulans en
una poblacién de Camberra (Vieira & Biémont, 1997). Las causas que producen
estas explosiones de transposicion son desconocidas. En el caso de las lineas de
laboratorio no se ha comprobado si el efecto de la consanguinidad puede alterar la
movilizacion de los ETs y en el caso de las poblaciones naturales se ha observado
gue después de estas explosiones se produce un periodo de estabilidad en el
genoma el cual podria favorecer la adaptacion de la poblaciéon a los nuevos
cambios producidos durante la transposicion (Garcia Guerreiro, 2011).

Por otro lado estudios comparativos entre poblacionas originales
(Argentina) y poblaciones colonizadoras (Espafia y Australia) de D. buzzatii han
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mostrado que el elemento Osvaldo presenta baja ocupacidn por posicidn
cromosdmica, mientras las poblaciones colonizadoras presentan alta ocupacion.
Este incremento del nimero de copias por sitio en las poblaciones colonizadoras
puede explicarse por deriva seguida de un efecto fundador o por un incremento de
la tasa de transposicion en determinadas posiciones (Garcia Guerreiro &
Fontdevila, 2011). El proceso de colonizacidn, por tanto, puede ser un factor que
actue movilizando a los ETs en el genoma de las poblaciones colonizadoras como
respuesta al estrés gendmico y/é ambiental al que se enfrentan en el nuevo
habitat.

1.6 Mecanismos de control de los ETs: control epigenético

Los ETs tienen capacidad de movilizarse dentro del genoma hospedador y
producir mutaciones que pueden alterar negativamente, en algunos casos, el
desarrollo de los organismos. Frente a esta capacidad, el genoma hospedador ha
desarrollado mecanismos epigenéticos capaces de controlar la proliferacién de los
ETs y mantener el equilibrio del genoma. Estos mecanismos epigenéticos, que
incluyen la modificacién de ADN vy las histonas, la metilacién y la produccion de
RNAs de interferencia (RNAI) especificos de los ETs, actlian a nivel transcripcional
y/6 postranscripcional.

1.6.1 Metilacién del ADN y modificacion de las histonas

La metilacién del ADN supone la unién de un grupo metilo a las bases del
ADN. En los eucariotas ésta se produce principalmente en las citosinas a través de
una DNA metiltransferasa. Este no es un mecanismo presente en todos los
eucariotas, y en aquellos en que esta presente, se ha observado diferentes niveles
de metilaciéon del ADN, existiendo incluso organismos en los cuales no se ha
detectado metilacion como S. cerevisiae, C. elegans, Tribolium castaneum vy
Oikopleura dioica (un tunicado). En el genoma de Drosophila tampoco se han
detectado altos niveles de metilacion del ADN. En plantas y mamiferos los residuos
de citosina del ADN pueden estar metilados de forma simétrica (CpG) y esta
metilacidon puede ser copiada a la nueva cadena de ADN lo cual lo convierte en un
mecanismo que puede ser heredado para mantener los ETs silenciados (Zemach et
al., 2010).
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Las observaciones de la actividad de tres transposones: Activator (Ac),
Suppressor-mutator (Spm) y Mutator (Mu) en el genoma del maiz permitieron
relacionar la inactivacién de estos elementos con la metilaciéon del ADN. Cuando Ac
y Spm estaban activos el promotor presentaba hipometilacién, mientras que Mu
permanecia silenciado, debido a que su promotor estaba metilado. Posteriormente
en Arabidopsis (Lister et al., 2008), en humanos y en el ratdn se ha observado que
las regiones con secuencias repetitivas son las que mayores niveles de metilacion
presentan, lo mismo sucede en el genoma de las plantas (Zemach et al., 2010) lo
cual indicaria que los ETs se encuentran silenciados en estas regiones.

La metilacion de las histonas a través de una histona-metiltranferasa, es
otro mecanismo de control que mantiene silenciados los ETs ubicados en la
heterocromatina pericentromérica. Los nucleosomas que estan asociados con ETs
tienen metilada la histona H3 en la lisina 9 (H3K9), estas modificaciones en el grupo
amino terminal de las histonas impide la unidn de los factores de transcripcién lo
cual reprime la transcripcidn e inactiva la cromatina. Mutaciones en los genes que
actuan en la modificacidn de la H3K9 producen un incremento de la transcripcién
de los ETs. En Arabidopsis (Ebbs & Bender, 2006) y en el arroz (Ding et al., 2007) se
ha observado que mutaciones en los genes de la histona metiltransferasa reducen
la metilacidn y producen la activacién de ETs. De la misma forma, la desacetilacion
de las histonas participa como un sistema de silenciamiento de los ETs. Estas
modificaciones tiene el objetivo de condensar la cromatina para evitar su
transcripcion.

1.6.2 Silenciamiento de los ETs a través de pequeios RNAs

Los pequefios RNA incluyen los RNAs de interferencia (RNAi), moléculas de
RNA de longitud entre 21 y 35 nucledtidos que se encuentran presentes en el
genoma de los eucariotas. El primer pequefio RNA observado, en C. elegans, fue un
transcrito de 21 nucledtidos de una regién no codificante del gen /in-4 que reprimia
el mRNA de lin-14 al unirse, por complementariedad, al extremo 3" UTR (Lee et al.,
1993). Los pequefios RNAs mejor conocidos son: los pequefios RNA de interferencia
(siRNA), los microRNA (miRNA) y los piwiRNA (piRNA), todos ellos interactiian con
proteinas de la familia Argonauta formando un complejo inductor de
silenciamiento RISC (RNA-induced silencing complex) para cumplir su funcién.
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Las proteinas que interactian con los pequeifios RNA pertenecen a la
familia Argonauta de la cual se conocen dos subfamilias: AGO y PIWI, estas
presentan varios dominios entre los cuales hay uno con funcién de endonucleasa.
En Drosophila se conocen dos proteinas de la familia AGO que se expresan en todos
los tejidos: AGO1 y AGO2 y tres proteinas de la subfamilia PIWI que se expresan
Unicamente en células germinales: AGO3, Aubergine (Aub) y piwi (Malone et al.,
2009).

Los miRNAs presentan entre 20 y 22 nucleétidos, tienen origen enddgeno y
se originan a partir de RNAs de cadena simple que presentan complementariedad
entre si produciendo moléculas de doble cadena procesados por las endonucleasas
Dicer. Estan presentes en plantas y animales y participan en el silenciamiento de
algunos genes y ETs durante estrés ambiental.

Los siRNAs tienen de 24 a 27 nucledtidos, su secuencia corresponde a
transposones u otras secuencias repetitivas que se encuentran presentes tanto en
plantas como en animales. Participan en el silenciamiento transcripcional de los ETs
y de algunos genes en células somaticas, dirigiendo a las metiltransferasas para que
realicen la metilacién del ADN vy posteriormente la formacion de Ia
heterocromatina. La biogénesis de los siRNA requiere de la presencia de un RNA de
cadena doble y de las proteinas Dicer que cortan el RNA de cadena doble, las
cadenas sentido y antisentido cortadas se unen al complejo RISC para producir el
silenciamiento. En Drosophila los siRNA se asocian a la proteina AGO2, y se
encuentran presentes tanto en tejidos somdticos como en células germinales y en
algunos casos parecerian ser controladores especificos de cierto tipo de elementos.
Por ejemplo el elemento Penelope de D. virilis es fuertemente controlado por un
siRNA en las gonadas aulin a concentraciones piRNAs muy bajas.

Los piRNAs son los pequefios RNAs mas largos (24-31 nucledtidos), tienen
un mecanismo de biogénesis Dicer independiente conocido como ciclo “ping-pong”
(figura 2), y se originan a partir de transcritos de DNA repetitivo o
retrotransposones. En el ciclo ping-pong los piRNA asociados a AGO3 estan
formados por cadenas sentido, estos piRNA se unen a una cadena antisentido
complementaria y la cortan dejando una U en el extremo 5 el cual es preferido
para formar piRNA asociados con piwi 6 Aub (Aubergine). A su vez, estos piRNA
antisentido asociados a piwi 6 Aub se unen a cadenas con sentido y las cortan

21



22 | Introduccidn

produciendo el extremo 5" en la cadena sentido al que se une AGO3. La funcién de
los piRNAs esta asociada al silenciamiento de DNA repetitivo (Saito et al., 2006).

ETs 6 locus piRNA
cadena . 5 cadena
antisentido RNA "‘M sentido
Corlania cadern X\

Formacein del
con suuwu/ _\\ Pl sirg-tom,
pequenos RNA \
“ . pIRNA

consentido
Unidn a una
LecuRnCia homaioga
Union a una
SOCUNNCI homdalogn
piRNAs
antisentido
_. ‘ Corta lo cadena
pequenos RNA
—_—
Formacion del ——
compiejo RISC ——

Figura 2. Ciclo “ping pong” de biogénesis de los piRNA

En Drosophila los piRNAs se expresan en células germinales y en el tejido
somatico correspondiente a las células foliculares que rodean los ovarios y son
factores importantes en el mantenimiento de la integridad de la linea germinal y la
fertilidad de hembras y machos (Lin & Spradling, 1997). Estudios con ratones,
Drosophila y pez cebra indican que los piRNA son cruciales para el desarrollo de la
linea germinal y que las proteinas asociadas a los piRNA también estan implicadas
en el control de la expresién de genes en células somdticas (Grimaud et al., 2006;
Pal-Bhadra et al., 2002). Esto indica que los piRNA pueden tener un gran impacto
en muchos procesos bioldgicos.



Introduccidn

1.7 D. buzzatiiy D. koepferae y sus hibridos interespecificos

El género Drosophila es uno de los mas diversos y mejor conocidos debido
a su amplia distribucion geografica y a que muchas de las especies de este género
son modelos de estudio en diversas areas bioldgicas. Se agrupa en 15 subgéneros
con mas de 2000 especies (O'Grady & Markow, 2009) que se han reunido en
grupos de especies clasificadas de acuerdo a sus caracteristicas bioldgicas vy
ecoldgicas.

El grupo repleta (Wasserman, 1982) se compone de especies neotropicales y
nedrticas que en su gran mayoria estan adaptadas a hdbitats desérticos vy
semidesérticos con presencia de cactdceas pues su fuente de alimentacion son sus
frutos y tejidos en descomposicion (Barker, 1981; Fontdevila & Wasserman, 1982).
Dentro de este grupo se incluyen 6 subgrupos: fasciola, hydei, mercatorum, mulleri,
repleta e inca (Diniz & Sene, 2004; Moran & Fontdevila, 2005; Rafael & Arcos, 1989;
Vilela, 1983; Wasserman, 1982). El subgrupo mulleri (Patterson & Stone, 1952)
comprende varios complejos entre los cuales esta incluido el complejo buzzatii, que
estd dividido en 3 clusters: stalkeri, martensis y buzzatii (Fontdevila et al., 1988;
Ruiz & Wasserman, 1993; Tidon-Sklorz, 1995). Las especies D. buzzatii y D.
koepferae, consideradas en este trabajo, son dos especies sinmorficas que
pertenecen al subgrupo mulleri, complejo buzzatii y cluster buzzatii del grupo
repleta de Drosophila.

D. buzzatii es una especie originaria del Noroeste de Argentina y Bolivia
gue se ha expandido por el planeta colonizando la cuenca mediterranea de Europa,
las Islas Canarias y Madeira, partes de la zona ecuatorial de Africa y Australia
(Barker, 1981; Carson & Wasserman, 1965; Fontdevila & Wasserman, 1982;
Fontdevila, 1982).

D. koepferae fue considerada como una raza cromosémica de D. serido
pero posteriormente fue descrita como una especie del grupo repleta (Fontdevila
et al., 1988) en base no solo a las diferencias observadas en su distribucion
geografica (D. koepferae estd distribuida en Bolivia y el norte de Argentina,
mientras que D. serido se encuentra en Brasil), sino también a las diferencias en la
morfologia de la genitalia, el polimorfismo cromosémico, el polimorfismo de
alozimas y el aislamiento reproductivo pre y postcigdtico. Esto ha sido corroborado
en posteriores analisis filogenéticos del cluster buzzatii que concuerdan con los
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estudios anteriores sefialando que existe divergencia significativa entre D.
koepferae y D. serido (Rodriguez-Trelles et al., 2000). D. buzzatii emerge
mayoritariamente de cactus del género Opuntia, y con menos frecuencia de cactus
columnares del género Cereus y Trichocereus, lo opuesto ocurre con D. koepferae
(Fanara et al., 1999; Fontdevila et al., 1988). Las dos especies comparten algunas
areas de distribucién al noroeste de Argentina, donde se encuentran en simpatria
(Carreira et al., 2008; Hasson et al., 1992). Este hecho ha conducido a que cada
especie se adapte a explotar diferencialmente los recursos disponibles en el
espacio y el tiempo (Fanara et al., 1999).

El contenido de ADN repetitivo presente en el genoma de D. buzzatii
representa entre un 19 y un 26 % y en el genoma de D. koepferae entre el 27 y el
32% (Marin et al., 1992). En la base de datos de Drosophila, se han reportado 28
elementos transponibles presentes en el genoma de D. buzzatii:, 412 (Cizeron et
al., 1998) Gypsy, Gandalf, R1, R2, micropia, Baril, copia (Biémont & Cizeron, 1999),
bilbo (Blesa et al., 2001), blanco (Garcia Guerreiro & Fontdevila, 2001) Osvaldo
(Labrador & Fontdevila, 1994; Labrador et al., 1999), ISBu2, BuT1, BuT2, BuT3,
BuT4, BuT5, BuT6, INE-1, Newton, Paris, Kepler, Galileo (Caceres et al., 2001),
Minos (de Almeida & Carareto, 2005), Isis (Garcia Guerreiro & Fontdevila, 2007)
ISBu3, ISBu4, ISBu5 (http://flybase.org/reports). En el genoma de D. koepferae en
cambio se han reportado 6 elementos: copia (Francino & Cabre, 1993) Gandalf,
Gypsy (Marin & Fontdevila, 1996), Osvaldo (Labrador & Fontdevila, 1994), micropia
(de Almeida & Carareto, 2004), Minos (de Almeida & Carareto, 2005).

Estas dos especies sinmdrficas tienen la capacidad de producir hibridos en
condiciones experimentales cuando se cruzan hembras de D. koepferae con
machos de D. buzzatii, sin embargo, el cruzamiento reciproco no produce
descendencia. Los hibridos de la F1 se caracterizan por tener la fertilidad
disminuida en el caso de las hembras y esterilidad total en el caso de los machos.
En anteriores estudios los hibridos mostraron una alta tasa de rearreglos
cromosémicos lo que sugeria inestabilidad en su genoma (Naveira & Fontdevila,
1985). Esta inestabilidad tenia cierto paralelismo con el modelo de disgénesis P-M
de D. melanogaster por lo que se contempld la posibilidad de que los elementos
transponibles fueran los causantes de dicha inestabilidad. Esta idea fue confirmada
con las estimas de la tasa de transposicién del elemento Osvaldo en hibridos de D.
buzzattii x D. koepferae, que mostré un incremento claro de la tasa de
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transposicion en los hibridos (107) con respecto a las especies parentales (107).
Ademas se observé que la movilizacion se producia por explosiones de
transposicion que ocurrian en determinados individuos hibridos y que su
incremento no estaba afectado por la consanguinidad de las lineas parentales ni
tampoco por el grado de introgresién cromosémica de D. koepferae en D. buzzatii.
(Labrador & Fontdevila, 1994; Labrador et al., 1999).

Los datos de los que disponemos, hasta el momento, sobre los hibridos
interespecificos de D. buzzatii y D. koepferae y su genoma apoyan que la
hibridacién podria ser un mecanismo importante en promover la movilizacién de
los ETs en Drosophila, lo cual incrementaria la inestabilidad en el genoma de los
hibridos. Sin embargo estos estudios estan limitados al elemento Osvaldo en el
genoma de los hibridos y, por el momento, se desconoce el impacto de la
hibridacién en el conjunto total de ETs del genoma.

1.8 Caracteristicas de los marcadores moleculares AFLP

La técnica de AFLPs (Amplified Fragment Length Polimorphisms) (Vos et al.,
1995) es una de las mas ampliamente utilizadas en el estudio de la variabilidad
genética en diferentes organismos. Esta técnica estd basada en la digestién del
ADN con enzimas de restriccion; por lo que permite observar los cambios en el
mapa de restriccidn a través de las diferencias en el patrén de tamafio y nimero de
bandas por electroforesis. Estos diferentes patrones de restriccidén son el producto
de las mutaciones: inserciones, deleciones y sustituciones nucleotidicas en las
dianas de restriccion y también las inserciones o deleciones de fragmentos de ADN.
La resolucién del patron de bandas depende principalmente de la complejidad del
genoma analizado y su contenido de GC, y ademds del nimero de nucledtidos
selectivos utilizados en la combinacion de cebadores AFLP (Lin et al., 1996).

Frente a otros marcadores moleculares, los AFLP presentan caracteristicas
gue pueden ser ventajosas:

-Son marcadores dominantes
-Son altamente reproducibles

-No necesitan informacién previa del genoma analizado
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-Requieren muy poco ADN de inicio.

-Permiten observar un alto nivel de variabilidad porque generan un gran
numero de marcadores.

-Presenta facilidades para su analisis, por ejemplo el uso de electroforesis
por capilaridad.

Los marcadores AFLP han demostrado ser una herramienta potente en la
caracterizacion del genoma completo de diversos organismos (Savelkoul et al.,
1999). En sus inicios se utilizaron principalmente en el estudio de plantas y mas
recientemente en el estudio de animales, hongos y bacterias (Bensch & Akesson,
2005; Bonin et al., 2005; Stakenborg et al., 2006). Estos marcadores son una
herramienta de gran utilidad en diversas dreas como la Genética, la Evoluciéon o la
Ecologia pues pueden ser aplicados para estimar diversos parametros
poblacionales como: diversidad genética, tasas de migracion, distancias genéticas y
para crear mapas de ligamiento (Chenuil, 2006; Mueller & Wolfenbarger, 1999;
Winter & Porter, 2010). También han sido utilizados para inferir relaciones
filogenéticas entre especies o taxones emparentados (Despres et al., 2003;
Mendelson & Shaw, 2005; Mendelson & Shaw, 2005), para desvelar las diferencias
gendmicas entre los hibridos interespecificos y las especies parentales (Divakaran
et al., 2006; Liu et al., 2007) y para la identificacidon de cepas y cultivos vegetales
(Althoff et al., 2007; Goldman et al., 2004; Larsen et al., 2010; Rogers et al., 2001).

Los marcadores AFLP se originan basicamente por dos procesos:

- Mutaciones puntuales que producen cambios en el sitio de restriccion de la
enzima, en un sitio adyacente, 6 dentro de la banda/marcador. Esto
produciria la creacidn o desaparicion de un sitio de restriccién y como
consecuencia el incremento y/é disminucion del ndmero de bandas
amplificadas.

- Lainsercién/delecién de fragmentos de ADN en una banda/marcador, que
se traduciria en la formacién de una nueva banda de tamafio diferente. Si
ocurre una insercién, la nueva banda tendrd un tamano mas grande,
mientras que si hay una delecion la nueva banda serd de menor tamafio
qgue la banda original. En este caso las dianas de restriccién permanecen
inalteradas.
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1.9 Objetivos

Hasta ahora existen datos contrastados de episodios de inestabilidad
gendmica centrados en determinados ETs, como es el caso de Osvaldo en
Drosophila, pero carecemos de una visidén global de la movilizacién gendmica de
todos los ETs. Debido a la importancia que la inestabilidad gendmica hibrida esta
adquiriendo como mecanismo de reorganizacién del genoma que en algunos casos
ha conducido a procesos evolutivos, se justifica el desarrollo de esta tesis. Se
pretende iniciar un proceso experimental para conocer el perfil de episodios de
inestabilidad a una escala gendmica global, utilizando el caso contrastado de Ia
inestabilidad gendmica observada en hibridos entre D. buzzatii y D. koepfereae, y
los AFLPs como marcadores gendmicos. Ademas, se ha intentado cuantificar las
tasas de transposicion para un ET de cada clase (retrotransposones con y sin LTR y
transposones de clase Il). Nuestros resultados abren una ventana al genoma global
visionando el comportamiento inestable de todos los ETs. La evaluacion cualitativa
y cuantitativa de los ETs descritos muestra su importancia relativa en los
fendmenos de inestabilidad frente a otros posibles factores de naturaleza todavia
no conocida.

1.9.1 Objetivos generales

- Determinar y comparar el nivel de inestabilidad gendmica en los
hibridos interespecificos y las especies parentales D. buzzatii y D. koepferae a
través del estudio de los genomas usando marcadores moleculares AFLP.

- Estudiar los marcadores de transposicién y la frecuencia relativa de
las diferentes familias de elementos presentes. Este es un estudio cuantitativo y
cualitativo a la vez.

- Cuantificar el nivel de transposicidén/reorganizacion gendmica de
una muestra representativa de elementos contenidos en los marcadores AFLP, en
los genomas de los hibridos y las especies parentales.
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1.9.2 Objetivos especificos

-Obtener hibridos interespecificos entre las especies D. buzzatii y D.
koepferae hasta la tercera generacién de retrocruzamientos.

-Obtener progenie de cruzamientos intraespecificos de las especies D.
buzzatiiy de D. koepferae como control.

-Observar los patrones de bandeo producido en 40 combinaciones de
cebadores AFLP segregados en el genoma de los hibridos y de las especies
parentales.

-Seleccionar los marcadores AFLP indicadores de inestabilidad en los
genomas de los hibridos y en las especies parentales.

-Caracterizar por secuenciacion y estudios bioinformdaticos los marcadores
AFLP de inestabilidad y determinar cual es el porcentaje de inestabilidad originado
por transposicion.

-Cuantificar el nimero de inserciones de los elementos Osvaldo, Helena y
Galileo en los hibridos y especies parentales, a través de la técnica del transposon
display.

-Cuantificar el nivel de transposicion de los elementos Osvaldo, Helena
(clase 1) y Galileo (clase Il) en los hibridos y especies parentales realizando una
estima de las tasas de transposicidon/reorganizacidén gendmica.
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2 MATERIALES Y METODOS

2.1 Material biolégico

En este estudio se utilizd la cepa BU28 de D. buzzatii, que se origina de la
union de las cepas LN 13, LN 19, LN 31 y LN33. Estas cepas fueron colectadas en la
localidad de Los Negros, Bolivia en 1982 por miembros de nuestro grupo de
investigacion. La constitucién cromosémica de esta especie es: Xabc 2abmnz’ 3b 4
5g 6.

Se utilizd la cepa KO2 de D. koepferae proveniente de una captura en la
Sierra San Luis, Argentina en 1979. La informacién citoldgica disponible de esta
cepa indica que tiene las inversiones: Xabc 2abmnz’j’ 3b 4 5 6 y ademas las
inversiones polimérficas 21°m”.

Las cepas fueron mantenidas a 25 2C, las cepas e informacidn adicional de
cada una se encuentran disponibles en el cepario del Departamento de Genética y
Microbiologia de la Universidad Auténoma de Barcelona.

2.2 Cruzamientos

Se establecieron cruzamientos interespecificos y posteriormente tres
retrocruzamientos con el fin de obtener familias en las cuales se pudieran observar
la descendencia durante tres generaciones. Cada familia estd compuesta por los
individuos parentales del cruzamiento interespecifico (P), los hibridos F1 (HF1),
hibridos del retrocruzamiento 1 (HR1), del retrocruzamiento 2 (HR2) y del
retrocruzamiento 3 (HR3).

Por otro lado, también se establecieron 10 cruzamientos intraespecificos de
cada una las especies parentales D. buzzatii y D. koepferae. Estos servirdn como
control para establecer, en los diferentes experimentos, si los marcadores
especificos de los patrones moleculares observados en los hibridos estaban
presentes en las especies parentales y también para calcular las tasas de
transposicion de las especies originales.

En los cruzamientos intraespecificos, interespecificos y retrocruzamientos se
siguid idéntica metodologia que consistié en: seleccionar, aislar hembras y machos
inmediatamente después de su eclosién y mantenerlos aislados por 3-4 dias hasta
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que alcanzaran la madurez sexual. Una vez establecido el cruzamiento se realizé el
cambio de medio de cultivo cada 3 dias, el noveno dia del cruzamiento se aislaron
los parentales en tubos y se guardaron a -80°C hasta el momento de ser analizados.

2.2.1 Cruzamientos interespecificos

De las cepas BU28 de D. buzzatii y KO2 de D. koepferae se aislaron machos
y hembras virgenes. Se establecieron 50 cruzamientos interespecificos cruzando
dos machos D. buzzatii con una hembra D. koepferae. Unicamente se realizaron
cruzamientos en este sentido ya que los cruzamientos reciprocos no producen
descendencia. Los cruzamientos fueron numerados del 1 al 50. Cada cruzamiento,
gue obtuvo descendencia, dio lugar a la formacidn de una familia que fue
identificada con el nimero del cruzamiento interespecifico inicial: Familia 1, Familia
10, Familia 13, etc.

2.2.1.1 Retrocruzamiento 1 (R1)

Debido al escaso niumero de descendientes hibridos en la generacién F1
(HF1) y para incrementar la probabilidad de fecundacidn de las hembras hibridas, el
retrocruzamiento 1 se realizd de forma masal. Por lo tanto, dependiendo del
nuimero de hembras HF1 eclosionadas en cada familia, se retrocruzaron 1, 2 6 3
hembras HF1 de la misma familia (el mismo cruzamiento interespecifico inicial) con
igual numero de machos D. buzzatii (1, 2 6 3 machos).

2.2.1.2 Retrocruzamientos 2y 3 (R2y R3)

El retrocruzamiento 2 se hizo, cruzando individualmente cada una de las
hembras hibridas HR1 obtenidas con un macho de D. buzzatii. Este retrocruce R2
produjo como descendencia hembras hibridas HR2 (que fueron aisladas para el
siguiente retrocruzamiento) y machos HR2 que fueron guardados a -802C

De la misma manera, en el retrocruzamiento R3 se hicieron cruzamientos
individuales de cada una de las hembras hibridas HR2 con un macho de D. buzzatii.
En este retrocruzamiento (R3) se retrocruzaron ademads los machos hibridos HR2 de
forma individual con una hembra de D. buzzatii. Tanto los machos como las
hembras HR3 obtenidas del retrocruzamiento R3 se guardaron a -80°C.

Para diferenciar los cruzamientos hermanos de cada familia, en cada
generacion, se los denominé conservando el nimero del cruzamiento inicial y en
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cada generaciéon se adiciond un numero correspondiente al numero de

cruzamientos hermanos. Por ejemplo:

Cruzamiento interespecifico
Retrocruzamiento R1
Retrocruzamiento R2

Retrocruzamiento R3

10
10.1, 10.2, 10.3, etc...
101.1, 101.2, etc...

1011.1, 1011.2, etc...

El sistema de cruzamientos interespecificos y retrocruzamientos R1, R2 y

R3 se muestra en la figura 3.

Cruzamiento
interespecifico

|

Retrocruzamiento 1 (masal)

|

Retrocruzamiento 2 (individual)

|

Retrocruzamiento 3 (individual)

|

Hibridos HR3

. KO2 BU28
D. koepferae X  D. buzzatii

.~ Hibridos HF1 X - D. buzzatii

~ Hibridos HR1 X -~ D. buzzatii

|

~ Hibridos HR2Z X " D. buzzatii

v

~ Hibridos HR3

Figura 3. Sistema de retrocruzamientos interespecificos
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2.2.2 Hibridos segmentales e hibridos HR3 externos

Los hibridos segmentales son hibridos que se obtienen a partir de un
cruzamiento interespecifico manteniendo por seleccidn citolégica la linea con el
fragmento introgresado a través de retrocruzamientos individuales sucesivos en los
cuales se cruzan las hembras hibridas con machos de D. buzzatii. En cada
generacién de retrocruzamientos se analizan los cromosomas politénicos de las
larvas de tercer estadio con el fin de comprobar citolédgicamente la introgresién del
fragmento de interés, en este caso el fragmento F3-F4 del cromosoma 4. lLa
introgresion se determina por la observacién de una asinapsis en la regién
cromosomica introgresada (figura 4). Para mantener la linea se seleccionan y se
retrocruzan las hembras de aquellos cruzamientos en los cuales la introgresion se
conservé sin alteraciones. Dado que en el laboratorio disponiamos de lineas de
hibridos segmentales, obtenidas en experimentos anteriores (Moran, 2009), se
analizd la linea F3-F4 del cromosoma 4, lo que significa que estos hibridos tienen la
region cromosdmica F3-F4 del cromosoma 4 de D. koepferae introgresada en el
genoma de D. buzzatii.
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Figura 4. Asinapsis en el cromosoma 4, region F3-F4, en hibridos segmentales.

Los hibridos denominados hibridos HR3 externos, provienen del mismo
experimento que los hibridos segmentales y se han aprovechado para localizar los
marcadores AFLP de inestabilidad. Estos marcadores fueron analizados junto con
los marcadores de inestabilidad de los hibridos segmentales (en un experimento
previo a los hibridos HR1, HR2 y HR3) para hacer una prospeccién del origen de los
marcadores que segregaban solo en los hibridos (bandas H).
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2.2.3 Cruzamientos intraespecificos (controles)

Se establecieron 10 cruzamientos individuales intraespecificos de cada una
de las especies parentales D. buzzatii y D. koepferae durante 4 generaciones. Los
cruzamientos de D. buzzatii se nombraron B1, B2,... hasta B10. Los cruzamientos de
D. koepferae se nombraron K1, K2,... hasta K10. La figura 5 esquematiza el sistema
de estos cruzamientos.

- BuU28 BU28 . K02 KO2
D. buzzatli X D buzzoth D. koepferae X D koepferce
. Descendencia Fil X D. buzzatii . Descendencla .|:1 X - D koepferae
. DescendenciaF2 X D. buzzatii - Descendenciaf2 X - D. koepferce
. DescendenciaF3 X D. buzzatii DescendenciaF3 X - D. koepferoe
. Descendencia F4 . Descendencia F4

Figura 5. Sistema de cruzamientos intraespecificos (controles)

2.3 Extraccion de ADN individual

Las moscas se mantuvieron congeladas a -802 C hidratandolas 15 minutos
antes de la extraccion con Buffer A (NaCl 100 mM, EDTA 10 mM, Triton X-100 0,5%,
Tris-HCI 20 mM pH 7,5). El ADN fue extraido utilizando el método descrito por Pifol
(Pifiol et al., 1988) a partir de cada uno de los individuos hibridos y parentales.
Posteriormente se procedié al etiquetado seglin una numeracién que adiciona un
numero (identificativo del cruzamiento) en cada generacién para su posterior
andlisis.
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2.4 Seleccion de hibridos para la obtencion de marcadores AFLP

Para la obtencién de los marcadores AFLP, en la generacidon R1, se tomaron
en cuenta todos los cruzamientos interespecificos en los cuales se obtuvo
descendencia de hibridos HR1 (excepto la familia 4). Con el propdsito de incluir
también a los hibridos HF1 en el analisis, se junté el ADN de los individuos
procedentes de una misma familia y mismo retrocruce, analizando luego la mezcla
como una sola muestra. Los hibridos HF1 y HR1 analizados se detallan en la tabla 1.

Para el seguimiento de los AFLP en las generaciones R2 y R3 se continud
con los hibridos de tres familias: familia 10, 13 y 40. De cada familia se
seleccionaron 12 hembras hibridas HR2 (6 fértiles y 6 infértiles) y del
retrocruzamiento R3 se analizaron 6 hembras HR3 y 6 machos HR3. Los hibridos
analizados en cada familia fueron los numerados en la tabla 2.

En el caso de los hibridos segmentales, el experimento se basé en 14
hibridos segmentales de la regién F3-F4 del cromosoma 4 numerados: 1, 2, 3,..
hasta 14.

Los hibridos HR3 externos analizados fueron: 1. 1; 1.2; 1.3; 1.4 y 3.2 (el
numero entero identifica la familia y el decimal identifica al individuo).
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Tabla 1. Hibridos HF1 y HR1 analizados par obtener los marcadores AFLP

Familias Cruce interespecifico Retrocruzamientos R1
Parentales Parentales R1 Hibridos HR1
33Db Q Dk 33Db Q9 HF1 Q9HR1
Familia 1 1 1 1.1A 1.1A 11.1
1 1.1B 1.1B
1.1C 1.1C
Familia 7 7 7 7.1A 7.1A 711
7 7.1B 7.1B
7.1C 7.1C
Familia 10 10 10 10.3A 10.3A 103.1
10.3B 10.3B
Familia 12 12 12 12.1A 12.1A 1211
12 12.1B 12.1B 121.2
Familia 13 13 13 13.1A 13.1A 131.1
13 13.1B 13.1B 131.2
13.1C 13.1C 131.3
13.2A 13.2A 132.1
13.2B 13.2B 132.2
132.3
Familia 23 23 23 231A 23.1A 231.1
23 23.1B 23.1B 231.2
23.1C 23.1C 231.3
2314
2315
Familia 34 34 34 34.1 341 341.1
34
Familia 39 39 39 39.1A 39.1A 391.2
39 39.1B 39.1B
39.1C 39.1C
Familia 40 40 40 40.1A 40.1A 401.1
40.1B 40.1B 401.2
40.1C 40.1C 401.3
401.4
40.2A 40.2A 402.1
40.2B 402.2
402.3
402.4
Familia 46 46 46 46.2A 46.2A 462.1
46 46.2B 46.2B 462.2
46.2C 46.2C
46.3A 46.3A 463.1
46.3B 46.3B 463.2

46.3C 46.3C 463.3
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Tabla 2. Hibridos HR2 y HR3 analizados para la obtencién de los marcadores AFLP

Familia 10 Familia 13 Familia 40
@ HR2 ? HR3 4 HR3 ? HR2 ? HR3 4 HR3 ? HR2 Q HR3 4 HR3
1031.3 103171 10317.8 13234 132321.2 132321.8 40131 4013151 401315.8
1031.4 10317.2 10317.10 13236  132321.3 132321.9 4013.3  401315.2 401315.9

1031.5 10317.3 10317.11 1323.8 132321.4 132321.10 40134  401315.3 401315.10
1031.6 10317.4 10317.12 1323.9 1323215 132321.11 4013.5 4013154 401315.11
1031.7 10317.5 10317.13 1323.10  132321.6 132321.12 4013.6  401315.5 401315.12
1031.8 10317.6 10317.14 132313 132321.7 132321.13 4013.7  401315.7 401315.13

1031.11 1323.15 4013.8
1031.12 1323.16 4013.9
1031.13 1323.21 4013.11
1031.14 1323.30 4013.12
1031.15 1323.40 4013.13
1031.18 1323.45 4013.15

2.5 Seleccion de individuos de cruces intraespecificos (controles)
para obtener los marcadores AFLP

En ambas especies parentales se analizaron los hibridos de la generacion F4,
la cual corresponde a la generacidn de los hibridos analizados (R3). La identificacion
de los individuos analizados se muestra en la tabla 3.

Tabla 3. Individuos de los cruces intraespecificos (controles) analizados para obtener los

AFLP
D. buzzatii D. koepferae

g d Q J

4.1 4.9 9.1 9.9
4.2 410 9.2 9.10
4.3 4.11 9.3 9.11
4.4 412 9.4 9.12
4.5 413 9.5 9.13
4.6 4.14 9.6 9.14
4.7 415 9.7 9.15

4.8 9.8
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2.6 Obtencion de marcadores moleculares AFLP (Amplified
Fragments Length Polymorphism)

La técnica de los AFLPs (Vos et al., 1995) se basa en la digestién del ADN con
dos enzimas de restriccion, la ligacion de los fragmentos a adaptadores
(oligonucleédtidos) especificos para cada enzima. Luego se realizan dos
amplificaciones utilizando cebadores complementarios a los adaptadores, a los
cuales se afiade nucleétidos en el extremo 3° para seleccionar los fragmentos
amplificados. En este estudio fueron utilizadas 2 enzimas de restriccién: EcoR/ (una
enzima de corte frecuente que reconoce la diana de restriccidon de 6 nucledtidos
(G/AATTC)) y Msel (una enzima de corte bastante frecuente que reconoce una
diana de restriccion de 4 nucledtidos (T/TAA)).

La primera amplificaciéon 6 PCR preselectiva utiliza el producto de digestion-
ligacién diluido (1/20) como ADN molde y los cebadores tiene un nucledtido
adicional en el extremo 3’. La segunda amplificacion 6 PCR selectiva es una
amplificacidon anidada que utiliza el producto de la primera amplificacién diluido
(1/20) como ADN molde y los cebadores de EcoRlI mas dos nucledtidos adicionales
y los cebadores de Msel mas tres nucledtidos adicionales en el extremo 3" (figura
6).

Las enzimas de restriccion fueron adquiridas a New England Biolabs y los
adaptadores y cebadores fueron fabricados por Sigma-Aldrich. Se utilizaron las
polimerasas EcoTag DNA Polimerasa (Ecogen) y KapaTap DNA Polimerasa
(Kapabiosystem) ambas de caracteristicas similares. Para la amplificacién se
utilizaron los termocicladores modelo PTC-100 (MJ Research, Inc.).

2.6.1 Reaccion de Digestion-Ligacion

Para obtener los marcadores AFLPs se realizo la digestion del ADN con las
enzimas de restriccién EcoR/ y Msel y simultdneamente, en la misma reaccion, se
ligaron los adaptadores de cada enzima a los fragmentos de restriccidon obtenidos.
La concentracidn de los reactivos se muestra a continuacion:
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Reactivos Concentracion final Volumen final (11 pl)
T4 Lig buffer/ATP 10x 1x 0.6 ul
NaCl 0,5 M 0.05M 0.6 ul
BSA 100x 1x 0.06 ul
ATP 10 mM 0.1 mM 0.06 ul
EcoRIl Adaptador 5 uM 0.5 uM 0.6 ul
Msel Adaptador 50 uM 5uM 0.6 ul
Enzimas
EcoRI 20 U/ul 5U 0.25 ul
Msel 10 U/pl 1U 0.1ul
T4 DNA Ligasa 10 U/l 1U 0.1l
H,O 2.19 ul
ADN 50-300 ng/pul 5l
ADN
DIGESTION *

UNION ADAPTADORES +

5'fcoR feok) 3 S Eeon Msel 3 S My Muei 3

™ P -
- -
PCR PRESELECTIVA *
5 Ecotl Msel 3
AT -
- . T——
PCR SELECTIVA +
3 fcoRl Aiel 3
-AG
GTc

Figura 6. Esquema del desarrollo de la técnica AFLP para la obtencion de marcadores
moleculares de transposicion
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2.6.2 Preparacion de los adaptadores

Adaptadores para la enzima EcoRl :

EcoRl adaptador A: 5’ -CTC GTA GAC TGC GTA CC- 3’
EcoRl adaptador B: 3’ -CAT CTG ACG CAT GGT TAA- 5’
Adaptadores par la enzima Msel:

Msel adaptador A: 5 -GAC GATGAGTCCTGAG-3
Msel adaptador B: 3’ -CTA CTC AGG ACT CAT- 5’

Se realiza la mezcla de los adaptadores de cada enzima y se procede a su
desnaturalizacidon en el termociclador con el programa: 5 minutos a 95°C, 25
segundos 952C y 1 minuto 202C C. Se retiran las muestras del termociclador y se
dejan en hielo, posteriormente se guardan a -20°C.

2.6.3 PCR preselectiva

Para la reaccion de PCR preselectiva se disefiaron cebadores
complementarios a los adaptadores de cada una de las enzimas, a los que se
adiciond un nucleétido selectivo en el extremo 3.

La reaccion de PCR selectiva se muestra a continuacion:

Reactivos Concentracion inal Volumen final (20 ul)
H20 6.2 ul

PCR buffer 10x 1x 2ul

MgCl, 50 mM 1.5 uM 0.6 ul

DNTPs 2 uM 0.2 uM 2ul

Cebador EcoRl 2.75 uM 0.275 uM 2ul

Cebador Msel 2.75 uM 0.275 uM 2ul

DNA polimerasa 5U 1U 0.2 ul

Producto digestidn-ligacion 5ul

El programa del termociclador utilizado para esta reaccién: 2 min 729C; 20
ciclos de [20 seg 949C, 30 seg 56 2C, 1 min 72 2C]; 20 seg 94 2C, 2 min 72 2C, 30 min
60 2C, 4 °C.
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2.6.4 PCR selectiva

En la reaccidén de PCR selectiva se utilizaron cebadores que contenian 2
nucledtidos selectivos adicionales, en el caso de EcoRl, y 3 en el caso de Msel. La
reaccion se detalla a continuacién:

Reactivos Concentracion final Volumen final (20 ul)
H20 6.2 pl

PCR buffer 10x 1x 2ul

MgCl, 50 mM 1.5uM 0.6 ul

DNTPs 2 pM 0.2 uM 2 ul

Cebador EcoRl 2.75 uM 0.275 uM 2ul

Cebador Msel 2.75 uM 0.275 uM 2ul

DNA polimerasa 5U 1U 0.2 ul

Producto PCR preselectiva 5ul

El programa de amplificacidn selectiva fue: 2 min 94 2C, 20 seg 94 °C, 30 seg
66 2C, 1 min 72 °C; 9 ciclos de [20 seg 94 2C, 30 min 66 2C - 1 2C/ciclo, 1 min 72 oC];
20 seg 94 2C; 20 ciclos de [20 seg 94 °C, 30 seg 56 2C, 1 min 72 2C]; 20 seg 94 °C, 30
min 60 2C, 4 °C.

2.7 Combinaciones de cebadores EcoRl y Msel utilizadas para
obtener los AFLP

En los hibridos HR1, HR2 y HR3 se analizaron los AFLP de 40 combinaciones
de cebadores EcoRl y Msel. Debido a que algunas de las combinaciones producian
patrones de bandas muy complejos, fueron eliminadas en los analisis de las
siguientes generaciones remplazandose por otras combinaciones nuevas. Las
combinaciones de cebadores en las PCRs preselectiva y selectiva en cada
generacién de hibridos HR1, HR2 y HR3 se detallan en la tabla 4. En los hibridos
segmentales se analizaron los AFLPs de 27 combinaciones de cebadores que se
indican en la tabla 5.

El experimento del cual fueron seleccionados los hibridos HR3 externos,
analizd los AFLP de 50 combinaciones de cebadores en cuatro familias de hibridos
(Moran, 2009).
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Tabla 4. Combinaciones de cebadores AFLP usados en las PCRs preselectiva y selectiva

PCR Preselectiva PCR Selectiva Hibridos
Cebador Cebador Cebador Cebador HR1 HR2 HR3
EcoRlI Msel EcoRlI Msel

T G TG GCG + + +
T G TG GCC + + +
T G TG GCA + + +
T G TG GAT + + +
T G TG GGG + + +
T C TG Cccc + + +
T C TG CGG + + +
T C TG CTC + + +
T A TG ATT + + +
T A TG AGT - * *
T A TC AGT - * *
T A 1T ATT - - +
T A 1T AGT - - +
T T TG TCG + + +
T T TG TAG - - +
T T TG TAC - + +
T T TC TCG - + +
T T T TCG - + +
T T 1T TAG - - +
T T 1T TAC - - +
C G CA GCA + + +
C G CA GAT + + +
C G CA GCG + + +
C G CA GGG + - +
C G CG GCA + + +
C G CG GAT + + +
C G CG GCG + + +
C G CG GCC + - +
C G CG GGG + + +
C G cc GCA + + +
C G cc GAT + + +
C G cc GCG + + +
C G cc GCC + + +
C G cc GGG + - +
G G GG GGG - - +
G G GG GCC - + +
G G GT GCG - + +
G G GT GGG - + +
G G GT GCC + + +
C A CG AGT + - +
G C GT CTC + + -
G C GT CAT + - -
G C GT CGG + + -
G C GG CTC + + -
G C GG CAT + - -
G C GG CGG + + -
G A GG AGT + + -
G A GG ATT + + -
G A GC AGT + + -
G A GC ATT + + -
C C CA CTC + - -
C C CA CAT + - -
C C CG Cccc + + -
C C CcC CCC + + -

Total combinaciones selectivas 40 40 40

+ combinacion analizada, — combinacion no analizada en cada generacion de hibridos
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Tabla 5. Combinaciones de cebadores AFLP analizadas en los hibridos segmentales F3-F4

PCR preselectiva PCR selectiva
Cebador Cebador Cebador Cebador
EcoRlI Msel EcoRl Msel
A T AG TCG
A A AG AGT
A A AG ATT
A C AG CTC
A C AG CAT
A G AG GAT
T T TG TCG
T T TG TAT
T A TG AGT
T A TG ATT
T C TG CTC
T C TG CAT
T G TG GCA
T G TG GAT
C T CG TCG
C T CG TAT
C T CA TCG
C T CA TAT
C A CG AGT
C C CG CTC
C C CG CAT
C C CA CTC
C C CA CAT
C G CA GCA
C G CG GCA
C G CA GAT
C G CG GAT
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2.8 Electroforesis en geles de poliacrilamida

Los fragmentos amplificados en la PCR selectiva, fueron separados mediante
electroforesis vertical en geles no denaturalizantes o “natural PAGE”
(Polyacrylamide Gel Electrophoresis) al 8%. Las cantidades de cada reactivo para la
preparacion de un gel (120 ml) se describen a continuacion:

Reactivos Volumen (120 ml)
Acrilamida-bisacrilamida 30% 32 ml

Tampdn TBE 10X pH 8.3 10 ml

APS 10% (Amonio persulfato) 1ml

TEMED 40 pl

H,0 77 ml

La electroforesis se efectio con el sistema PROTEAN Il xi cell (BIORAD)
utilizando TBE 1X (Tris Borato-EDTA) para separar las bandas y tifiendo los geles
con bromuro de etidio (0.5 pg/ml) durante 40 minutos. El tiempo de electroforesis
fue de 8 horas a 100 voltios utilizando el marcador de peso molecular Tracklt 50 bp
DNA Ladder (Invitrogen), que permitié la discriminaciéon de bandas de un rango
entre 50 y 2000 pb.

2.9 Seleccion de marcadores AFLPs de inestabilidad en los hibridos

Los marcadores AFLP fueron seleccionados y analizados en los hibridos HR1,
HR2 y HR3, hibridos HR3 externos, hibridos segmentales y en la descendencia F4 de
los cruzamientos intraespecificos de D. buzzatii y D. koepferae, usados como
controles.

El patron de bandas AFLP observadas en los geles, descritos en el apartado
anterior, permitid la identificacion de 4 tipos de bandas en los hibridos como se
muestra en la figura 7:

®* Bandas Db: bandas presentes en D. buzzatii y en los hibridos.
®* Bandas Dk: bandas presentes en D. koepferae y en los hibridos.

= Bandas Db/Dk: bandas presentes en las dos especies parentales, D. buzzatii
y D. koepferae, y en los hibridos.
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* Bandas H: bandas presentes Unicamente en los hibridos por ser producto
de los cambios genéticos que generan inestabilidad en éstos.

Cruce Retrocruce
Inmraspacilies H1

| 11 |
MPM Db Dk Db HF1 HR1

2652 ph -ggggﬂ

BO0 pb a
Banda Db/Dk
I.'_'Fuli:: =

—
—
—
3%0ph - - o2
— — T J BandasH
— - . Banda Db

S0pb -

Figura 7. Tipos de bandas AFLP encontradas en el genoma de los hibridos

Del patron de bandas totales observadas para cada combinacion de
cebadores AFLP, se localizaron y seleccionaron las bandas H de los hibridos. Estas
bandas se denominaron marcadores de inestabilidad ya que nos muestran los
cambios en el genoma experimentados en los hibridos cuando los comparamos con
las especies parentales. Estas bandas fueron luego aisladas del gel para su
clonacién y posterior secuenciacién

En la identificacion de cada uno de los marcadores de inestabilidad
utilizamos como nomenclatura la combinacién de cebadores y un numero
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compuesto por dos digitos. Por ejemplo el marcador CGATT21 seria uno de los
marcadores obtenidos con la combinacion de cebadores EcoRI CGy Msel ATT.

2.10 Clonacion de marcadores AFLP de inestabilidad

Para clonar los marcadores AFLPs se utilizd el Kit comercial pGEM®-T Easy
Vector System (Promega Corporation). En la reaccién de ligacion se mezclaron los
componentes del kit utilizando los volimenes abajo sefialados e incubando toda la
noche a 4°C:

Reactivos Volumen (10ul)
2x buffer T4 DNA Ligasa 5ul
pPGEM-T Easy vector 1ul
T4 DNA Ligasa 1ul
DNA 3ul

El producto de la ligacién (10 ul) se inocula a una alicuota (100 pl) de
células de E. coli (cepa DH5a) competentes y se deja reposar 20 minutos en hielo.
Posteriormente se realiza un choque térmico a 422C durante un minuto y medio,
se anade medio de cultivo 2xYT (500 pl) y se deja en crecimiento con agitacién una
hora. Después del periodo de crecimiento, las células DH5a fueron sembradas en
placas LB-agar con Ampicilina y X-Gal a una concentracién de 25 mg/ml cada una
dejandolas en crecimiento a 372C toda la noche. Como resultado, se obtendrdn
colonias de color azul (contienen Unicamente pldsmido) y otras de color blanco
(contienen el pldasmido con el inserto), que son las que nos interesan.

2.10.1 Seleccion de colonias positivas

Para cada marcador AFLP se seleccionaron al azar 50 colonias blancas, las
cuales fueron picadas e inoculadas en medio LB liquido provisto de Ampilicina a
una concentracion de 25mg/ml. Posteriormente fueron puestas en crecimiento
toda la noche a 379C, sirviendo de suministro de ADN cebador para una posterior
PCR. Asi amplificaremos y comprobaremos el fragmento insertado en el plasmido
mediante el uso de los mismos cebadores (la misma combinacién de cebadores
EcoRl y Msel) de la PCR selectiva del marcador AFLP. Por lo tanto hacemos 50
reacciones de PCR de colonias (1 por cada colonia) para cada marcador AFLP,
utilizando el mismo programa de amplificacion que para la amplificacion selectiva.
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A continuacion se muestra la reaccion de PCR de colonias:

PCR de colonias
Reactivos Concentracion final Volumen final (20 pl)
H,0 9.2 ul
PCR buffer 10x 1x 2 ul
MgCl2 50 mM 1.5uM 0.6 ul
DNTPs 2 uM 0.2 uM 2ul
Cebador EcoRI 2.75 uM 0.275 uM 2ul
Cebador Msel 2.75 uM 0.275 uM 2ul
DNA polimerasa 5U 1U 0.2 ul
cultivo bacteriano 2ul

Para la comprobacién de esta PCR de colonias se cargan 2 pl del producto de
cada PCR de colonias en gel de poliacrilamida, junto con una muestra de la PCR
selectiva del hibrido (6 del individuo) del cual proviene el marcador AFLP. El patrén
de bandas del hibrido sirve como referencia para identificar el marcador que
estamos clonando y diferenciarlo de otras bandas que puedan tener tamafios
similares. Las colonias que contienen el marcador AFLP buscado son seleccionadas
para el aislamiento del pldasmido mediante el Kit QIAprep®Spin Miniprep (QIAGEN).
De estas colonias positivas se guarda paralelamente una alicuota en 15 % de
glicerol a -70 oC.
2.11 Secuenciacion y analisis bioinformatico

La secuenciacion nucleotidica de los marcadores AFLP fue realizada a través
del servicio de secuenciacion de Macrogen Inc. (Corea) utilizando los siguientes
cebadores universales:
T7 directo: 5" GTAATACGACTCACTATAGGGC 3°

M13/pUC reverso: 5" GAGCGGATAACAATTTCACACAGG 3°

De cada marcador AFLP se secuenciaron cinco clones con el fin de descartar
posibles bandas que mostraran polimorfismo en el tamafio del marcador. El primer
analisis de estas secuencias nucleotidicas se realizd con la ayuda del programa
BioEdit (http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/page2.html). Posteriormente, para
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determinar el origen de los marcadores de inestabilidad, se realizaron
alineamientos de dichos marcadores en diversas bases de datos buscando
homologias con ADN de Drosophila y/6 ADN repetitivo.

Las principales bases de datos y sistemas de busqueda utilizados fueron:

-Flybase (http://www.flybase.org), es una base de datos especifica que
alberga el genoma de las 12 especies de Drosophila secuenciadas hasta el
momento. En esta base se utilizé la herramienta BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) para buscar homologias con el genoma de las especies de Drosophila,
con énfasis en las especies D. mojavensis (genoma de referencia para la especies
del grupo repleta), D. melanogaster (especie modelo cuyo genoma es el mejor
descrito) y D. virilis (miembro del grupo virilis, filogenéticamente relacionado con el
grupo repleta) (Throckmorton, 1975).

-UCSC (http://genome.cse.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat), es la base de datos del
Genome Bioinformatics Group, University of de California Santa Cruz, en donde se
utilizé la herramienta Blat para buscar similitud sobre el ensamble del genoma de
D. mojavensis.

En el caso de la busqueda sobre secuencias anotadas en el GenBank,
utilizamos los algoritmos del Blastn y Blastx en los cuales |la busqueda se basé sobre
similitudes nucleotidicas en el primer caso y similitudes en los productos de
transcripcion en el segundo caso.

Para la busqueda de homologia con ADN repetitivo se utilizé la base de datos
Repbase del Genetics Information Research Institute ( http://www.girinst.org/) a

través de la herramienta CENSOR. Los alineamientos se realizaron contra ADN
repetitivo y ETs del genoma de Drosophila especificamente, utilizando las
diferentes opciones de alineamiento: productos transcritos, secuencias idénticas,
repeticiones simples o seudogenes enmascarados.

2.12 FISH (Fluorescent In situ Hybridization)

2.12.1 Preparaciéon de cromosomas politénicos

Se realizaron preparaciones cromdémicas de cromosomas politénicos de
glandulas salivares mediante su diseccidn a partir de larvas de tercer estadio en
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una solucién salina (NaCl 0,8%). Inmediatamente fueron trasladadas a una gota de
acido acético al 45% durante un minuto y posteriormente a una solucion de fijacion
1:2:3 (acido lactico, H,0, acido acético) sobre un cubreobjetos durante 7 minutos.
Con un portaobjetos se procede a recoger el cubreobjetos con las gldndulas y a
realizar el aplastado de los cromosomas mediante una prensa mecdnica. Se deja a
4°C toda la noche retirando al cabo de 24h el cubreobjetos y sumergiendo la
preparacidn en nitrégeno liquido unos segundos. A continuacion se sumergen las
preparaciones en etanol absoluto frio 2 horas y 30 minutos. Para finalizar el
proceso, se retiran las preparaciones del etanol y se dejan secar a temperatura
ambiente para ser luego conservadas a 42C hasta el momento de su uso.

2.12.2 Prehibridacion

Para eliminar las proteinas bdsicas se sumergen las preparaciones
cromosdmicas en una solucién de 2xSSC a 652C durante 30 minutos. La
deshidratacién de los cromosomas se realiza sumergiendo las preparaciones en
una serie de etanoles durante 10 minutos en cada uno: etanol al 70%, a 652C, al
70% a 352C y al 95% a 352C. Se dejan secar y se guardan a 42C.

2.12.3 Hibridacion

Para la hibridacion se procede a una desnaturalizacién previa de los
cromosomas sumergiendo las preparaciones en una solucién 0.1 N de NaOH
durante 90 segundos y luego lavando tres veces en 2xSSC durante 1 minuto cada
vez. Se continda con la deshidratacién de los cromosomas sumergiendo las
preparaciones en soluciones de etanol al 30%, 50%, 70 % y 95 % durante 5 minutos
en cada una de ellas. Posteriormente se deja secar el exceso de etanol y se marca
el drea donde se encuentran los cromosomas para localizarlos con mas facilidad.

2.12.4 Marcaje de la sonda con fluoresceina

El marcaje directo de la sonda con fluoresceina se realiza mediante una PCR
para la que se utiliza el Alexa Fluore 488 Signal Amplification kit for Fluorescein and
Oregon Greene Dye Conjugated Probes (Roche Farma S.A.). Este kit permite la
amplificacion de la sefial de hibridacién a través de una reacciéon de inmuno-
deteccion del fluorocromo. La reaccion de PCR debe realizarse evitando la
exposicion a la luz. Para el retrotransposon Osvaldo se utilizé una sonda de 6000 pb
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gue corresponde a la regidn interna del elemento, la sonda de Helena es de 440 pb
que corresponden a la endo-exonucleasa de este y para Galileo la sonda tuvo un
tamanio de 1150 pb de la transposasa. El programa de amplificacién de esta PCR es:
4 min 959C, 30 ciclos de [45 seg 952C, 1 min 602C, 2 min 729C], 5 min 72°C, 42C. Los
reactivos y voliumenes utilizados son los siguientes:

Reactivos Concentracion final Volumen final (25 pl)
PCR buffer 10x 1x 2.5 ul

MgCl, 25 mM 4mM 4l

PCR fluorescein labeling mix 2 mM  200uM dNTP 2.5 ul

Cebador EcoRI 2.75 uM 0.3 uM 2.5 ul

Cebador Msel 2.75 uM 0.3 uM 2.5 ul

Taq DNA Polymerase 5U 2U 0.4 ul

ADN 10 pg 1ul

H,O0 bidestilada 9.6 ul

2.12.5 Desnaturalizacion y aplicacion de la sonda

La solucién de hibridacidn se prepara minutos antes de ser utilizada con los
compuestos descritos desnaturalizdndola posteriormente a 722C durante 2 horas y
30 minutos. A continuacidn se mantiene en hielo para evitar que se renaturalice. La
preparacion de la solucidn de hibridacién, que contiene la sonda, se realiza de la
siguiente manera:

Reactivos Concentracion final Volumen (20 pl)
Formamida 50% 10wl

SDS 10% 0.1% 0.2 ul

20x SSC 5x SSC 5ul

ADN (sonda marcada) 20 ng/preparacion -

Agua bidestilada Hasta 20 pl

Para aplicar la sonda se depositan 20 pul de la solucién de hibridacién sobre
un cubreobjetos recogiendo con el portaobjetos la preparacién cromosémica de
manera que la solucidn de hibridacién cubra toda el drea donde se encuentran los
cromosomas y evitando que se formen burbujas. Posteriormente las preparaciones
con la sonda se ponen en una cdmara himeda, que debe estar protegida de la
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exposicidn a la luz, y se dejan incubando a 379C toda la noche.

2.12.6 Posthibridacion y Revelado

Todos los pasos que se mencionan a continuacién, se realizan en un cuarto
oscuro para evitar que la sonda pierda la fluorescencia. Primero se procede al
retirado del cubreojetos de las preparaciones y el lavado en una solucion de 2x SSC
a 37°C durante 5 minutos, luego dos veces a temperatura ambiente. A
continuacién se lavan las preparaciones dos veces en 1x PBS durante 5 minutos.

En el revelado de la hibridacién se lavan las preparaciones dos veces en 4x
SSC durante 3 minutos cada lavado. Las preparaciones se colocan en posicién
horizontal en una bandeja y se aifade la solucidn del agente bloqueante al 0.5% en
4x SSC. Se incuban las preparaciones durante 30 minutos con agitacidon suave.
Después se lavan en una solucion de 4x SSC-Tween20 durante 5 minutos. Se
escurre el exceso de liquido y se afiaden los anticuerpos, primero el anticuerpo
Alexa fluor 488 conejo antifluoresceina (solucién al 1.25% de anticuerpo en 4x SSC)
y se incuba 30 minutos, luego el anticuerpo Alexa fluor 488 cabra anti-conejo
(solucién al 0.7% de anticuerpo en 4x SSC) y se incuba otros 30 minutos a
temperatura ambiente. De cada solucion del anticuerpo se afiaden 100 pul a cada
preparacion cubriendo el area de los cromosomas sin formar burbujas. Después de
la incubacidn con cada anticuerpo, se realizan tres lavados con 4x SSC-Tween20
durante 5 minutos cada uno. Posteriormente se realizan lavados con agitacién, uno
con 1x PBS durante 30 segundos y tres con etanoles al 70%, 90% y 100% durante 2
minutos cada uno. Finalmente se montan las preparaciones utilizando 25 ul de la
solucion de montaje (DAPI 0.8% en antifade).

Notas sobre la hibridacion FISH:

Los portaobjetos utilizados son sometidos previamente a un tratamiento en
una solucidn SSC/Denhardt’s a 652C durante 2 horas y 30 minutos y seguidamente
en una solucion de etanol/acético 3:1 a temperatura ambiente durante 20 minutos.
Los cubreobjetos son tratados con una solucion de Repel-Silane durante 10
segundos, lavados en H,0 y secados al aire.
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2.13 Observacion de las senales de hibridacion

Las observaciones de las preparaciones hibridadas se realizaron en un
microscopio Zeiss Axio Imager Al (Jena, Germany) a 100x aumentos. Las fotografias
fueron capturadas con una camara Axio Cam MRc5 incorporada al microscopio y
visualizadas y editadas con el software Axio Vision ACRel 4.5. Posteriormente se
procedio a la localizacidn de las sefiales de hibridacién utilizando el mapa estandar
de las especies del grupo repleta (Wharton, 1942).

2.14 Transposon display

La técnica del transposon display (Waugh et al., 1997; Zampicinini, 2004) se
basa en la digestion del ADN con una enzima de restriccidn y la amplificacion de un
extremo del elemento utilizando cebadores especificos de esa regién del elemento.
Para desarrollar esta técnica hay detalles importantes a tener en cuenta. El primero
es el andlisis del mapa de restriccion del elemento y la seleccidén de una enzima que
no corte el elemento en el extremo que serd analizado. El segundo es el disefio de
dos cebadores especificos, uno externo y otro interno, que permitan la
amplificacion del extremo del elemento. El cebador externo debe amplificar
alrededor de 300 pb del extremo y el cebador interno debe amplificar no mas de
200 pb, este tamaio puede variar en funcidn de la posicion de la primera diana de
restriccion de la enzima (Waugh et al., 1997). En algunos casos puntuales el
fragmento sobre el que se disefian los cebadores puede ser menor de 150 pb. El
tercer punto es el marcaje del cebador interno con un fluorocromo que permita la
diferenciacién de los fragmentos del elemento de aquellos que corresponden a
ADN gendmico de la especie (figura 8).

Una vez seleccionada la enzima, se realiza la digestién y a continuacion la
ligacion de los fragmentos con adaptadores especificos de la enzima utilizada en la
digestion. El producto de la reaccion digestion-ligacion se utiliza como ADN molde
en la primera amplificacién externa, en la cual se utiliza el cebador externo del
elemento y un cebador complementario a los adaptadores de la enzima. El
producto de la amplificacidén externa se diluye 1/20 veces para ser luego utilizado
como ADN molde de la segunda amplificacion interna en la cual se usa el cebador
interno marcado con el fluorocromo y el cebador complementario a los
adaptadores de la enzima. El producto de la amplificacion interna se analiza
mediante electroforesis por capilaridad.
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En el caso del retrotransposon Osvaldo y el transposon Galileo hemos
analizado el extremo 5" y el ADN fue digerido con la enzima Hpall, en el caso del
retroposon Helena, debido a que este elemento presenta deleciones frecuentes en
5’, analizamos el extremo 3’y en la digestion del ADN se utilizé la enzima Msel.

ADN

DIGESTION ¢ UNION ADAPTADORES
5" Afzpl Aipl 5 gl sl T

AMPLIFICACION EXTERNA
5' Mgl << [N Mipl 37

>
AMPLIFICACION INTERNA i

5" Mgl << -
- T -
-

>

PRODUCTO FINAL MARCADO l

5 Mspl

SET Cebador Marcado
- e

Figura 8. Esquema de la técnica del transposon display
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2.14.1 Reaccion de digestion del ADN

La técnica del transposon display utiliza una sola enzima para digerir el
ADN. La reaccion de digestion se muestra a continuacién:

Reactivos Concentracion final Volumen final (20 pl)
Buffer Enzima 10x 1x 2ul

Enzima 1U 1U 1l

H,0 12 ul

DNA 5 pl

El tiempo de reaccién de digestion con Hpall y Msel es entre unay 4 horas
a37eC.

2.14.2 Ligacion de los adaptadores

Se prepara una mezcla de los adaptadores de la siguiente manera:

Adaptador Volumen final
Adaptador+ 10 uM 10wl
Adaptador- 10 uM 0ul
H,0 80 ul

Esta mezcla se somete a ebullicibn durante 10 minutos y a una
renaturalizacidn a temperatura ambiente durante 10 minutos.

Los adaptadores ligados a los fragmentos de restriccion de la enzima Hpall

fueron:
AdaptadorHhal+ 5'AACAGCTGGACGATGAGTCCTGAGATACG 3°
AdaptadorHpall- 5'CGCGTATCTCAGGAGTGTA 3"

Los adaptadores ligados a los fragmentos de restriccion de la enzima Msel
fueron:

AdaptadorMsel+ 5"’AAAAGCTGGACGATGAGTCCTGAGA 3°

Adaptador Msel- 5'TATCTCAGGAGTGTA 3°
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La reaccion de ligacidn se detalla a continuacidn:
Reactivos Concentracion final Volumen final (42 pl)
Buffer Ligasa 5x 1x 8 ul
T4 DNA ligasa 1U 25U 2.5 ul
Mix Adaptadores 0.2 uM 0.8 ul
H,0 10.7 pl
Producto digestion 20 pl

Las reaccidnes de ligacion tanto para Hpall como para Msel se incuban a
242C una hora.

2.14.3 Amplificacion externa

Para la amplificacién externa, de cada elemento, se utilizaron los siguientes
cebadores:

Elemento transponible Cebador externo  Secuencia

Osvaldo OsvExt200 5’AGCCCATTTGCTGACACTTTA3"
Helena HelExt4333 5 TGTTGTTGTCATGGTGCTGA 3°
Galileo GalExt240 5'CATGGGGCAGAAAGAGAAAG3®

La reaccion de amplificacion externa fue la siguiente:

Reactivos Concentracion final Volumen final (25 pl)
Buffer 10x 1x 2.5 ul

dNTPs 10 mM 0.2 uM 0.5 ul

Cebador Msel 10 uM 0.4 uM 1u

Cebador EXTERNO 20 uM 2 UM 1u

DNA Polimerasa 5U 0.625 U 0.125 pl

H,0 17.875 pl

Producto Digestidn-Ligacion 2ul
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Para la amplificacién externa se programo el termociclador con el siguiente
programa: 2 min 942C, 25 ciclos de [1 min 942C, 1 min 582C, 1 min 722C], 4 min
72°C. El producto de la amplificacion externa se diluye 1/20 afiadiendo H,0 mQ.

2.14.4 Amplificacion interna

La amplificacion interna es una reacciéon anidada que utiliza como ADN
molde el producto de la amplificacién externa diluido 1/20. Los cebadores internos
para cada elemento fueron marcados con el fluorocromo 4, 7, 2', 4', 5', 7'-
hexachloro-6-carboxyfluorescein (HEX) y son los siguientes:

Elemento transponible Cebador interno Secuencia

Osvaldo OsvNes152 5'CTCTCTGACCCTTCCAGTCG3®

Helena HelNes4390 5'GAATTCAGCCCTCAGCTCAA3®
Galileo GalNes186 5" TTTGGAAAATCGACCGTCAC3®

La reaccion de amplificacion interna es la siguiente:

Reactivos Concentracion final Volumen final (20 pl)
Buffer 10x 1X 2ul

dNTPs 10 mM 0.2uM 0.5 ul

Cebador Msel 10 uM 0.2uM 0.4 ul

Cebador INTERNO 20 uM 0.25 uM 0.25 ul

DNA Polimerasa 5U 1.25U 0.25 ul

H,0 15.1 ul

Producto amplificacién 1.5ul

El programa para la reaccion de amplificacion interna es: 1 min 94, 35 ciclos
de [45 seg 9429C, 45 seg 582C, 45 seg 729C], 3 min 729C.

El tamafio minimo de los fragmentos amplificados en la amplificacién interna
es de 152 pb para Osvaldo, 107 pb para Helena y 186 pb para Galileo.
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2.15 Seleccion de hibridos para el analisis del transposon display

En el experimento del transposon display se analizaron los hibridos HR1, HR2
y HR3 de las familias 10, 13 y 40 (las mismas analizadas con la técnica de los AFLP).
Ademas de estas tres familias se incluyd una familia mas, la familia 1 (obtenida de
otro grupo de cruzamientos interespecificos en las mismas condiciones que los de
las familias 10, 13 y 40). Los hibridos de la familia 1 que fueron incluidos en el
experimento del transposon display fueron los detallados en la tabla 6. Con la
técnica del transposon display fueron analizadas un total de 263 moscas.

2.16 Seleccion de individuos de cruces intraespecificos (controles)
para el andlisis del transposon display

En el experimento del transposon display fueron analizadas dos familias de
cruzamientos intraespecificos para D. buzzatii: B4 y B8. De la misma manera se
analizaron dos familias de cruzamientos intraespecificos de D. koepferae: K3 y K9.
Las familias B4 de D. buzzatii y la familia K9 de D. koepferae fueron las previamente
analizadas también con la técnica de AFLP. De cada una de estas familias se
analizaron 7 6 8 hembras y 7 machos (14 6 15 individuos en total), excepto en la
familia K3 en la cual se analizaron 4 machos y por lo tanto 11 individuos en total.

A continuacién se muestran todos los individuos de los cruzamientos
intraespecificos de D. buzzatii y D. koepferae analizados con la técnica del
transposon display.

2.17 Secuenciacion del ADN por electroforesis capilar

Los fragmentos producidos en la amplificacion interna del transposon display
fueron secuenciados por electroforesis capilar en el servicio de Secuenciacion de
Biofidal (http://www.biofidal.com/) en Lyon (Francia). Los resultados fueron

devueltos en archivos con formato .fsa los cuales fueron visualizados utilizando el
software Peak Scanner v 4.0 (Applied Biosystems, Foster City, CA). Para el analisis
de los resultados de la secuenciacién se introdujeron en el software los siguientes
parametros de andlisis:

Peak detection
- Peak smoothing Smoothing: None
- Range Analyses: Full range


http://www.biofidal.com/
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- Peak characteristics: default
- Sizing calling method: local
- Baseling window size: 51
- Minimum peak heights: Green
Quality flags
- Sizing quality Pass range: from, 0.75 to 1.0
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Tabla 6. Individuos de la familia 1 analizados en el experimento del transposon display

O Dk 7 Db O HF1 O HR1 O HR2 O HR3 7 HR3
1 1 T1A A 11 RRER] 1.2
1.1B 1.2 112 111.2 111.23
1.1 114 1114 1111.24

1.2 115 1115 1111.25

1.3 1116 111.6 1111.26

14 117 117 111.27

1.5 118 111.8 1111.28

119 111.9 1111.29

111.10 1111.10 1111.30

11.11 11111 1111.31

11.12 111.12 1111.32

1113 111.13 1111.33

11.14 111.14 1111.34

11115 111.15 1111.35

111.16 1111.16 1111.36

1147 1M11.17 1111.37

111.18 1111.18 1111.38

111.19 111.19 1111.39

1111.20 1111.40

111.21 1111.41

HF1: hibridos F1, HR1, HR2 y HR3: hibridos de retrocruzamiento 1, 2 y 3 respectivamente

Tabla 7. Individuos de los cruces intraespecificos (controles) analizados con la técnica del
transposon display

D. buzzatii D. koepferae

Familia B4 Familia B8 Familia K3 Familia K9

? d ? 3 ? 3 ? 3
4.1 4.9 8.1 8.10 3.2 3.10 9.1 9.9
4.2 4.10 8.2 8.11 33 3.1 9.2 9.10
43 4.11 8.3 8.12 34 3.12 9.3 9.11
4.4 412 8.4 8.14 35 3.13 94 9.12
45 413 8.6 8.16 3.7 9.5 9.13
46 414 8.7 8.17 3.8 9.6 9.14
47 4.15 8.9 8.18 3.9 9.7 9.15

4.8 9.8
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La seleccion de los fragmentos amplificados se realiza individuo por
individuo utilizando el electroferograma de los datos, que muestra en el eje de la X
el tamafio de los fragmentos en pares de bases (pb) y en el eje de las Y la altitud de
los picos de fluorescencia. Los fragmentos positivos presentan picos de
fluorescencia definidos y no solapantes. Cuando 2 o mas picos de fluorescencia se
solapan es necesario observar los picos de todos los individuos analizados para
determinar cual es el pico que indica el tamafio real del fragmento.

Los datos seleccionados a través del electroferograma (figura 9) se
organizan en una matriz de datos en la cual el 1 indica presencia y el 0 ausencia del
fragmento en cada individuo analizado. La matriz de datos permite visualizar y
comparar con facilidad todos los individuos y los fragmentos que segregan en cada
uno de ellos.

=) E=x) 8 | #5553 ]

Figura 9. Visualizacion de un electroferograma en el programa Peak Scanner
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2.18 Calculo de las Tasas de Transposicion

La tasa de transposicion gendmica ha sido calculada como el nimero de
transposiciones nuevas por genoma, elemento y generacién tomando como
referencia los célculos realizados por (Labrador et al., 1999) para el elemento
Osvaldo. Para el célculo de las tasas de transposicion de los elementos implicados
en este estudio (Osvaldo, Helena y Galileo) se ha considerado que cada individuo
analizado contiene dos genomas (uno de cada parental), el nimero de individuos
analizados y el nimero de inserciones originales en los parentales. Por lo tanto la
tasa de transposicion serd el cociente del nimero de copias de las nuevas
inserciones dividido para el nUmero de genomas parentales, por el nimero de
inserciones originales, por el nimero de individuos analizados siguiendo la
siguiente férmula:

T=Ni/2N.A
Donde:

T=Tasa de transposicion

N; = Numero de bandas nuevas

2 = Numero de genomas

N= numero de individuos analizados
A= Numero de bandas originales.

El nimero de individuos analizados corresponde a los hibridos efectivos, es
decir aquellos de los cuales se obtuvo resultados en la electroforesis capilar. Las
inserciones originales corresponden al total de inserciones observadas en los
parentales. Estas estimas de tasas de transposicién/reorganizacién gendmica
fueron calculadas en los hibridos interespecificos y las especies parentales D.
buzzatii y D. koepferae, para cada familia y cada generacioén.
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2.19 Aislamiento de ARN y RT-PCR (Reverso transcriptasa PCR)

El ARN de las especies parentales D. buzzatii y D. koepferae fue aislado
usando el protocolo para extraccién de RNA de tejido animal del RNeasy mini kit
(Quiagen) y luego tratado con DNAsa | del kit DNA free kit (Ambion) para descartar
contaminacién con ADN.

A partir del ARN aislado se sintetizd6 cDNA usando el Transcriptor First Strand
cDNA Sinthesis Kit (Roche) como se indica en la reaccién siguiente:

Reactivos Concentracion Volumen final
5x Reverso transcriptasa buffer 1x 4 ul

Protector de RNasa inhibidor 40 U 20U 0.5 ul

dNTPs Mix 10 mM 1mM 2ul
Transcriptor Reverso Transcriptasa 20U 10 U/ul 0.5 ul
Cebadores Oligos (dT);s 50pmol 2.5 uM 1l

RNA 1lpg X

H20 Y

Para comprobar la expresion de los ARN mensajeros (mRNA) de los ETs:
Osvaldo, Helena y Galileo se realizd la amplificacion de regiones codificantes de
cada uno de los elementos. Los cebadores utilizados fueron:

ETs Region Cebador Secuencia
Osvaldo  Gen Pol Osvaldo RT1 5'GAGGCACGAACTGGAGAAAT 3°
Osvaldo RT3 5'ACTCCCATTTGACGCCCTTT 3°
Helena Exoendonucleasa Helena F1 5'CGACATACTCGCTTCCTGTG 3°
Helena R1 5'CAATGCAAGAGGGAGTGTGA 3°
Galileo Transposasa GTransposasa 1F 5" TTGACACTCAACTTCCGAACC 3°

GTransposasa 3R 5'TTTCAAACCCCTGAATCTCG 3°
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La reaccion de PCR para amplificar el cDNA de los ETs fue:

Reactivos Concentracion final Volumen final (25 pl)
PCR buffer 10x 1x 2.5 ul

MgCl, 25 mM 0.8 mM 0.83 ul

dNTPs 2 mM 0.2 uM 2.5l

Cebador 1 10 uM 0.8 uM 2ul

Cebador 2 10 uM 0.8 uM 2ul

Taq DNA Polymerase 5U 1.2 U 0.24 pl

cDNA 10 pg 1ul

H,0 bidestilada 13.9 ul
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3 RESULTADOS

3.1 Descendencia obtenida de los cruzamientos interespecificos

De los 50 cruzamientos realizados obtuvimos descendencia de hibridos HF1
en 20 familias (familias 1, 4, 6, 7, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 19, 23, 32, 33, 34, 39, 40, 43,
45, 46), lo que representa el 40 % del total. De estas 20 familias, se obtuvo
descendencia de hibridos HR1 en 10 familias (familias 1, 4, 7, 10, 12, 13, 23, 34, 39,
40). A partir de estas familias se obtuvo descendencia de hibridos HR2 en 4 familias
(10, 13, 40, 46) y de éstas produjeron descendencia de hibridos HR3 Unicamente 3:
familia 3, 10 y 40. Un resumen del nimero de descendientes en cada familia y
generacién se muestra en la tabla 8.

Las familias analizadas para obtener los AFLP fueron las familias 10, 13 y
40. En el experimento del transposon display se afiadié la familia 1 que procede de
una serie de cruzamientos posteriores. La descendencia obtenida en estas cuatro
familias se detalla en la tabla 9.

3.2 Descendencia obtenida de los cruzamientos intraespecificos

Se realizaron cruzamientos intraespecificos de D. buzzatii y D. koepferae
hasta la generacion F4, los cuales fueron utilizados como controles. En los
cruzamientos de D. buzzatii se obtuvo descendencia, hasta la generacién F4, en
cinco familias, y en D. koepferae en tres familias (tabla 10).

En el experimento de AFLPs se analizaron las familias B4 y K9, mientras que
en el experimento del transposon display se analizaron las familias B4 y B8, como
controles de D. buzzatii, y K3 y K9 como controles de D. koepferae.
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Tabla 8. Moscas eclosionadas en los cruzamientos interespecificos y retrocruzamientos
efectivos

Familia HF1 HR1 HR2 HR3

? J ? d ? d ? ]
1 3 2 2 0 0 0 0 0
4 5 0 1 0 0 0 0
6 5 2 0 0 0 0 0 0
7 3 4 1 0 0 0 0 0
9 4 3 0 0 0 0 0 0
10 8 4 2 2 18 1" 159 150
1 2 0 0 0 0 0 0
12 3 4 2 0 0 0 0 0
13 5 4 6 4 62 33 861 "7
14 1 3 0 0 0 0 0 0
19 1 1 0 0 0 0 0 0
23 2 4 5 0 0 0 0 0
32 2 1 0 0 0 0 0 0
33 1 5 0 0 0 0 0 0
34 1 1 1 0 0 0 0
39 6 2 2 2 0 0 0 0
40 4 8 8 3 27 22 321 383
43 4 1 4 0 0 0 0
45 1 3 0 0 0 0 0 0
46 9 2 5 7 5 1 0 0

El andlisis de los AFLPs estan basado en los hibridos de las familias 10, 13 y 40, sefialados en negrita

Tabla 9. Descendencia producida en cada generacion de retrocruzamiento en las familias
1,10,13y40

Hibrido Cruce Familia1 Cruce Familia 10 Cruce Familia13 Cruce Familia 40
efectivo Q d  efectivo Q d efecivo Q@  J efectivo @ &
HF1 1 3 3 1 8 4 1 5 4 1 4 8
HR1 2 5 4 2 2 2 2 6 4 2 8 3
HR2 2 15 4 1 18 11 2 62 33 5 27 22
HR3 15 65 61 12 159 150 45 861 77 15 321 383

Cruce efectivo: cruces que producen descendencia.
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Tabla 10. Moscas eclosionadas en los cruzamientos intraespecificos

Cruzamientos intraespecificos de D. buzzatii

Numero de F1 F2 F3 F4
cruzamiento e 4 Q 4 Q 3 Q 3
B1 8 3 6 8 6 4 6 8
B2 0 0 0 0 0 0 0 0
B3 8 10 9 12 9 7 8 7
B4 9 8 14 12 7 6 9 7
B5 7 7 9 7 8 8 10 8
B6 7 6 13 10 10 8 0 0
B7 8 9 9 9 6 14 0 0
B8 1 14 8 12 9 8 7 7
B9 5 6 9 8 4 11 0 0
B10 14 16 0 0 0 0 0 0
Cruzamientos intraespecificos de D. koepferae
K1 3 2 0 0 0 0 0 0
K2 2 0 4 7 6 6 0 0
K3 6 2 2 5 8 10 7 4
K4 0 0 0 0 0 0 0 0
K5 8 6 5 7 3 0 0 0
K6 3 4 3 6 8 5 5 3
K7 5 4 4 9 4 6 0 0
K8 6 7 0 0 0 0 0 0
K9 3 4 6 3 7 8 8 7
K10 0 0 0 0 0 0 0 0

La descendencia de los cruzamientos B4, B8, K3 y K9 fue analizada con el transposon display

3.3 Marcadores AFLP de inestabilidad hibrida en los hibridos HR1,
HR2 y HR3

De las 40 combinaciones de AFLP analizadas en los hibridos HR1, HR2 y HR3,
solo algunas de ellas fueron combinaciones efectivas. Entendemos por
combinacion efectiva aquella que produce un patréon de bandas claro y ademas uno
o varios hibridos presentan uno o mas marcadores de inestabilidad (bandas H)
(véase figura 6 y punto 2.9).

En los hibridos HF1 se observaron 27 combinaciones AFLP efectivas de las
cuales fueron contabilizados 57 marcadores de inestabilidad. Estos marcadores no
fueron objeto de posteriores andlisis debido a que gran parte de esta inestabilidad
podria corresponder a cambios a nivel somdtico dado que no era observada
posteriormente en los hibridos HR1. Sin embargo se presenta un resumen del



70

Resultados

numero de marcadores de inestabilidad observados en esta generacion y las
familias en las cuales fueron detectados en la tabla 11.

En los hibridos HR1 se observaron 19 combinaciones AFLP efectivas y en
éstas se detectaron 30 marcadores de inestabilidad (tabla 12). Cinco marcadores
de inestabilidad presentaban homologia tanto con ADN de Drosophila como con
algun ET, 16 marcadores tenian homologia Unicamente con ADN de D. mojavensis,
7 de los cuales estan identificados como genes que producen algun transcrito
aunque se desconoce su funcién. Ocho marcadores tenian homologia con ADN
exodgeno y un marcador no tienia homologia significativa.

En la generacién de hibridos HR2 se observaron 14 combinaciones
efectivas y 17 marcadores de inestabilidad (tabla 13), cinco de los cuales tienen
homologia con elementos transponibles, cuatro con ADN de D. mojavensis, 6 con
ADN exdgeno bacteriano y 2 son secuencias raras que no presentan homologia con
Drosophila ni con bacterias.

En la generacion de hibridos HR3 fueron 12 las combinaciones de AFLP
efectivas, permitiendo detectar 25 marcadores de inestabilidad. Algunos de estos
marcadores fueron observados como una sola banda en el gel, aunque en el
analisis de los diferentes clones se detectd un polimorfismo de tamafio con una
diferencia no mayor a 50 pb entre los marcadores, lo cual explica la dificultad de
discriminacién en geles de agarosa. Trece de estos marcadores tienen homologia
con elementos transponibles, cuatro de ellos presentan homologia con mas de un
elemento transponible (tabla 14). Otros diez marcadores tienen homologia con
ADN de Drosophila y otros dos presentan homologia con ADN exdgeno relacionado
con bacterias.
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Tabla 11. Combinaciones de cebadores AFLP en las que se detectaron marcadores de
inestabilidad en los hibridos HF1

Cebador Cebador Combinacion Numero de marcadores Familia
EcoRl Msel AFLP de inestabilidad

CG GCA CGGCA 5 13,23,1,7, 34
CG GGG CGGGG 2 40, 10, 39,1,7, 34
CG GAT CGGAT 2 10,1,7
CG GCG CGGCG 3 1,7,12, 13, 23,34, 39, 40, 46
cC GAT CCGAT 1 46
cC GCA CCGCA 1 1,7,10, 12, 13, 39, 40, 46
GG GAT GGGAT 2 13,40
GT CGG GTCGG 3 7,13, 34, 39, 40
GG CTC GGCTC 3 7,10, 23,34, 39, 46
GG CGG GGCGG 1 1,39
CA GCA CAGCA 1 7
CA GCG CAGCG 3 7,40, 46
CA GGG CAGGG 6 1,10, 23, 40, 46
TG GGG TGGGG 2 7,10
TG GCA TGGCA 1 13
TG GCC TGGCC 1 40
TG GCG TGGCG 1 40
TG GAT TGGAT 2 39,40
GC AGT GCAGT 1 7
CG CCC CGCCC 3 1,7, 10, 12, 13, 23, 34, 39, 40, 46
CcC CAT CCCAT 2 40, 46
CG CAT CGCAT 3 7,10, 39
cC CCC Cccce 1 12
CG CTC CGCTC 2 13, 23, 39
cC CTC CCCTC 1 40
CG CGG CGCGG 1 46
TG TCG TGTCG 3 1,10, 12, 13,34, 39, 40, 46




Tabla 12. Marcadores de inestabilidad en los hibridos HR1
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Marcadores de inestabilidad que tienen homologia con ADN repetitivo (inestabilidad por transposicion)

Marcador ~ Tamafio Clon Familia Hibrido ADN Drosophila Elementos Transponibles
GGCTC21 647 bp 164 13 131.1 D. moj sc 6680 MINI-ME
CAGCA21  491bp 236 34 3411 D. moj sc 6540 Gypsy1
GGATT21 450 bp 138 13 132.1 D. moj sc 6540 Bel_1
CCCCC21 647 bp 162 40 402.1 MINI-ME
CCCCC22 540 bp 165 40 402.1 D. buzz inv 2j MINI-ME, Gypsy1
Marcadores de inestabilidad que tienen homologia con el genoma de Drosophila

CGGCA21 544 bp 85 10 103.1 D. moj gen GI19666

CGGGG21  165bp 316, 318 40-39  402.1/391.1 D. moj gen GI21441

GTCTC21 179 bp 33 23 2311 D. moj gen GI17838

GGCTC22 638 bp 149 10, 1 103.1/11.1 D. moj gen GI16412

CAGCG21  519bp 26 10 103.1 D. moj gen G110323

GCATT21 724 bp 127 7 7.1 D. moj gen GI15870

CGCCC22 267 bp 152 40 402.1 D. moj gen GI112991

CGGAT21 518 bp 36 7 7.1 D. moj sc 6482

CGGCG21 261 bp 49 10 103.1 D. moj sc 6540

GTCGG21 721 bp 130 13 131.1 D. moj sc 6540

GGCGG21  148bp 59 13 132.1 D. moj sc 6496

GGAGT21  192bp 296, 298, 299 23 2311 D. moj sc 6496

GCATT22 258 bp 41, 66 12 1211 D. moj sc 6540

GCAGT21 199 bp 6 40 402.1 D. moj sc 6500




Tabla 12 continuacion. Marcadores de inestabilidad en los hibridos HR1

Marcadores de inestabilidad que tienen homologia con el genoma de Drosophila

Marcador ~ Tamafio Clon Familia Hibrido ADN Drosophila Elementos
CCCCeC23 207 bp 142 10 103.1 D. moj sc 6496
Cccce22 520 bp 169, 170 39 391.1 D. moj sc 6482
Marcadores de inestabilidad que tienen homologia con ADN exégeno
CGGCA22  447bp 133, 138 10 103.1 Burkhoderia
CGGAT22 225 bp 214,219 7 711 Staphylococcus
CAGAT21 444 bp 529 39 391.1 Yersinia
TGGAT21 610 bp 252, 260, 266 39 391.1 Salmonella
TGTCG25 253 bp 27 13 1311 Nitrosococcus
TGTCG26 196 bp 7 13 131.1 Geobacter
CGCCC21 450 bp 10, 29 13 1321 Dinoroseobacter
CAGCG22 222 bp 210 40 402.1 Solanum
GGCTC23  445bp 13, 36 1,10 103.1/11.1 no hay homologia
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74

Marcadores de inestabilidad por Transposicion

Marcador Tamafio Clon Familia Hibrido DNA Drosophila Elementos Transponibles
TGTCG27 441 pb 136, 146, 160, 174 40 4013.4 Helena
CAGCG23 447 pb 95 40, 13 1323.6/1323.13/4013.1 LSU-rRNA_Hsa
TGATT25 442 pb 106 13 1323.6/1323.13 Homo6
TCAGT21 347 pb 4,23, 35 13 1323.21 D moj sc 6500 Homo6
TCAGT22 306 pb 18 13 1323.21 MINI-ME
Marcadores de inestabilidad que tienen homologia con el genoma de Drosophila
CAGCG24 430 pb 97, 119 13 1323.6/1323.13 D. moj gen GI11106
CGGAT23 440 pb 56, 78, 80 10 1031.6/1031.11/1031.5 D. moj sc 6473
CGGCG22 166 pb 93, 99, 115, 116, 119 13 1323.13 D. moj sc 6500
CGCCC24 181 pb 18 13 1323.6/1323.13 D. moj sc 6496
Marcadores de inestabilidad que tienen homologia con ADN exégeno
TGGGG21 393 pb 70, 73,77, 80 40, 13 1323.13/4013.1 Acetobacter
TGGCG23 181 pb 96, 100, 111, 121 13 1323.4/1323.6/1323.8/1323.13 Lactobacillus
TGGCA22 215 pb 48, 72, 80, 86 10 1031.6/1031.13/1031.5 Zebrafish
TGGAT22 285 pb 5,11, 25, 29, 33 10 1031.6/1031.11/1031.5 Brassica
TGCGG22 204 pb 139, 141, 160, 172, 176 13 1323.13 Streptomyces
CGCCC23 178 pb 140, 143, 146, 168 10 1031.11/1031.14/1031.4 Dickeya
TTTCG21 345 pb 2,4,30, 34,35 13 1323.13 no hay homologia
GTGCC22 82 pb 48, 55, 61 13 1323.13 no hay homologia




Tabla 14. Marcadores de inestabilidad en los hibridos HR3

Marcadores de Inestabilidad por Transposicion

Marcador Tamafio Clon Familia Hibrido ADN Drosophila Elementos Transponibles

TGCGG21 145 pb 88 40 401315.4/401315.11 D. moj gen GI15709 Helitron-2

TGATT21 554 pb 15 10 10317.18 D. moj sc 6540, D. buz inv 2j Gypsy-LTR

TGATT24 530 pb 16 10 10317.18 D. moj sc 6498 Osvaldo

TGATT25 513 pb 17 10 10317.18 D. moj sc 6500 UHU

TGATT26 505 pb 22 10 10317.18 D. moj sc 6500 Gypsy8

TGATT22 408 pb 59 40A 4013A.12 D. moj sc 6540, D. buz inv 2j Galileo

TGATT27 441 pb 75 40A 4013A.12 D. moj sc 6541 Homo6, Galileo

TCTCG21 218 pb 143 40A 4013A.9 D. moj sc 6500, gen GI18285 TART

CGGGG22 172 pb 97 13 132321.11 D. moj sc 6500 Galileo

CCGAT21 309 pb 167 13 132321.7 D. moj sc 3062 Penelope, Gypsy1, Homo6

CCGAT22 264 pb 170 13 132321.7 D. moj sc 3695 Helitron-1N1, Gypsy1, Homo6

CCGAT23 303 pb 171 13 132321.7 D. moj sc 6491 Gypsy1, Gupsy9, Homo6

CCGAT24 320 pb 174 13 132321.7 D. moj sc 6344, D. buz inv 2j Homo6
Marcadores de Inestabilidad que tienen homologia con el genoma de Drosophila

TGATT23 280 pb 95 40A 4013A.12 D. moj sc 6680

TGATT28 238 pb 107 40A 4013A.12 D. moj sc 6680

TTTCG21 452 pb 124 40, 40A 401315.11/4013A.13 D. moj sc 6540

TTTCG22 366 pb 129 40, 40A 401315.11/4013A.13 D. moj sc 6680

TGGCC21 166 pb 9 40A 4013A.5/4013A.12/4013A.13 D. moj sc 6540

CAGAT21 643 pb 144 13 132321.6 D. moj sc 6680, gen GI13155
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Tabla 15 continuacion. Marcadores de inestabilidad en los hibridos HR3

Marcadores de Inestabilidad que tienen homologia con el genoma de Drosophila
Marcador Tamafio Clon Familia Hibrido ADN Drosophila Elementos Transponibles
CAGAT22 530 pb 168 13 132321.6 D. moj sc 6540, gen GI23020
TGTAC21 67 pb 52 40 401315.1/401315.2/401315.3/ D. moj sc 6496
401315.4/401315.5/401315.7
GGGCG21 313 pb 24 10 10317.18 D. moj sc 6680
GGGCG22 351 pb 29 10 10317.18 D. moj sc 6540
Marcadores de Inestabilidad que tienen homologia con ADN exégeno
CGGGG21 348 pb 51 10 10317.18 Acetobacter

GGGCC21 294 pb 180, 182 10 10317.18 Rhodococcus
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3.4 Marcadores de inestabilidad hibrida en los hibridos
segmentales F3-F4 e hibridos HR3 externos

El analisis de los AFLP de los hibridos segmentales F3-F4 se basd en 28
combinaciones de cebadores AFLP, de las cuales 7 fueron combinaciones efectivas.
Se detectaron 11 marcadores de inestabilidad de los cuales 10 presentaban
homologia con ADN de Drosophila y con algin ET. Seis marcadores tienen
homologia con dos ETs y cuatro con un ET (tabla 15), ademds un marcador de
inestabilidad presentd homologia con ADN de D. melanogaster.

En el caso de los hibridos HR3 externos, se detectaron 10 marcadores de
inestabilidad en 8 combinaciones efectivas (de 50 combinaciones
analizadas)(Moran, 2009). Tres marcadores presentaron homologia con un ET y
otros tres con dos ETs. Tres marcadores presentaron homologia con ADN exdgeno
y un marcador no presenté homologia (tabla 15).



Tabla 16. Marcadores de inestabilidad en los hibridos segmentales F3-F4 y en los hibridos HR3 externos
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Marcador Tamafo Clon Familia Hibrido ADN Drosophila Elementos Transponibles
TGTCG21 377 pb 70 F3-F4 D. melcr2R Baggins1, Gypsy8
TGTCG22 443 pb 629, 631 F3-F4 D. moj sc 6680 Helena, BS
TGTCG23 415pb 83 F3-F4 D. moj sc 6500, gen GA13976 TRIM, DIVER-I, Gypsy10
CACTC22 500 pb 272 F3-F4 D. moj sc 4316 MAX, BATUMI
CAGCA22 359 pb 37 F3-F4 D. moj sc 6473, gen GE15159 Transib1
CGAGT21 707 pb 107 F3-F4 D. moj sc 6496, gen SdhB Gypsy3
CACAT21 153 pb 14 F3-F4 D. moj sc 6540 Frogger
CACTC21 529 pb 93 F3-F4 D. mel cr 3L Circe, HETA
TGATT26 519 pb 29 F3-F4 D. moj sc 6540 ZAM, Osvaldo
CGGCA21 1231 pb 76 D5-F1 D. moj sc 6500 Gypsy12
CACTC23 600 pb 205 F3-F4 D. mel

Marcadores de inestabilidad en los Hibridos HR3 externos
Marcador Tamaiio Clon Familia Hibrido ADN DrosophilalADN exégeno Elementos Transponibles
TGCCC21 94 pb 5 1 1.1 D. vir sc 12731 R2B, Gypsy10
TGCCC22 112 pb 51 1 1.3 D. moj sc 6540 Transib1
TGGCG21 159 pb 107 3 3.2 D. moj 6680 HMSBEAGLE, Gypsy6
TGGCG22 156 pb 119 3 3.2 D. moj sc 6500 BATUMI
GGGGG21 169 pb 10 1 1.1 no hay homologia TART-B1, DIVER2
GGGCC21 132 pb 31 1 1.1 D. moj sc 6500 Helena
TGCGG21 51 pb 51 1 1.2 no hay homologia
TGCTC21 359 pb 4 1 1.1 Nitrosomonas
CGGCC21 55 pb 34 1 1.4 Lactobacillus
GTGCC21 82 pb 64 1 1.4 Aspergillus
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3.5 Marcadores de inestabilidad en las especies parentales D.
buzzatiiy D. koepferae

El analisis de los marcadores AFLP de la generacion F4 de la familia B4 de D.
buzzatii y familia K3 de D. koepferae permitié observar 6 marcadores de
inestabilidad en la especie D. buzzatii y 4 marcadores en la especie D. koepferae
(tabla 16).

Tabla 17. Marcadores de inestabilidad en las especies parentales D. buzzatiiy D.
koepferae

Marcadores de inestabilidad en D. buzzatii

Marcador Tamafio  Clon  Familia Individu  ADN Drosophila/ADN ETs

TTTCG41 360 pb 69 B4 4.6 D. moj gen GI13169
TTTCG42 140 pb 45, 47 B4 4.6 D. moj sc 6308
TGGGG41 296 pb 48 B4 4.5 no hay homologia
TGCGG41 143 pb 126 B4 4.15 D. moj gen GI18105
TGTCG41 441 pb 134 B4 4.4 D. moj sc 6540 Helena
GTGGG41 150 pb B4 44,45 region no codificante
Marcadores de inestabilidad en D.koepferae
TCAGT51 315pb 3 K9 9.2 D. moj sc 6541
GGAGT51 273 pb 50 K9 9.7,9.11 D. moj sc 6500
GCAGT51 278 pb 13 K9 9.7 D. moj sc 6496, gen 21021
GTGGG51 245 pb 29 K9 9.2 Lactobacillus

ETs: elementos transponibles D. moj: D. mojavensis; sc: scaffold

Se contabilizaron un total de 1570 bandas AFLP que segregan en el genoma
de hibridos y especies parentales. En la figura 10 se muestra su distribucion en cada
generacién de hibridos y en las especies parentales, destacando las bandas ¢
marcadores de inestabilidad.
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Figura 10. Cantidad de marcadores AFLP segregados en cada generacion, se resalta aquellos que
son marcadores de inestabilidad

3.6 Marcadores AFLP de inestabilidad por transposicion vy
elementos transponibles detectados en hibridos
interespecificos y especies parentales

Una vez se conocid el nimero y la naturaleza de los marcadores de
inestabilidad, que presentaban homologia con ETs (marcadores de transposicion),
en los hibridos y las especies parentales, se procedié a la caracterizacion de éstos.
Para ello se llevaron a cabo una serie de analisis bioinformaticos de las secuencias
nucleotidicas y de los productos proteicos, buscando con mayor detalle la
homologia entre estos marcadores y ETs del genoma de Drosophila. Los resultados
mostraron que los marcadores de transposicion, ademdas de tener homologia con
regiones codificantes de uno o varios ETs, mostraban homologia con varias
regiones del genoma de Drosophila. Esto podria ser un indicativo del caracter
repetitivo de las secuencias del marcador y de la movilizacidon de los ETs en el
genoma de los hibridos. Se ha observado que hasta un 90% de la inestabilidad
detectada en los hibridos corresponde a inestabilidad por transposicién. La
caracterizacién de los marcadores de transposicién ha permitido detectar la
presencia de 34 elementos transponibles de Drosophila en el genoma de los
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hibridos e indirectamente en el genoma de las especies parentales D. buzzatii y D.
koepferae.

La deteccién de los ETs se realizd con la ayuda de la herramienta de
busqueda CENSOR segun se detalla en el apartado 2.11 de Material y Métodos. Los
resultados aparecen en forma de gradfico ademas de los valores de varios
parametros que nos permiten valorar el grado de similitud entre la secuencia
enmascarada del marcador y el ET. Estos parametros son: la clasificacién del ET; el
inicio y final de la regidn enmascarada (tanto en la secuencia problema (marcador
AFLP) como en el ET); la orientacién (Dir) de la secuencia nucleotidica (d: directa, c:
complementaria) del marcador AFLP; la similitud (Sim) entre las dos secuencias
alineadas; la proporciéon de bases positivas (Pos) en el alineamiento, lo que
indicaria la calidad de la proteina traducida; y el score que indica las bases positivas
en el Blast. Estos datos han sido detallados para cada uno de los marcadores AFLP
de transposicion de los hibridos (tablas 17, 18 y 19) y las especies parentales (tabla
20) mostrandose los ETs con los cuales se ha detectado homologia.

En cada generacién de retrocruzamiento se identificaron 5, 5 y 13
marcadores de transposicion en los hibridos HR1, HR2 y HR3 respectivamente
(tabla 17 y figura 11) y un seudogén en los hibridos HR2. En la especie parental D.
buzzatii se detectd un Unico ET.

3.6.1 Marcadores de transposicion detectados en los hibridos HR1

En los hibridos HR1 se observaron 5 marcadores de transposicion que
ademas de tener homologia con el DNA de Drosophila tienen homologia con ETs
(tablas 17 y 19). El analisis de estos marcadores ha permitido identificar los
siguientes ETs: MINI-ME, gypsy1, Bel_1. El marcador CCCCC22 presenta homologia
con MINI-ME en las primeras 380 pb desde el extremo 5 y la homologia con
Gypsy1 a partir de base 350 hacia el extremo 3°. Estos 5 marcadores corresponden
al 16 % de los 30 marcadores de inestabilidad.

3.6.2 Marcadores de transposicion en los hibridos HR2

En los hibridos HR2 también se observaron 5 marcadores de transposicion
(tablas 17 y 19) cuyo analisis permitié identificar los ETs Helena, Homo6, MINI-ME
y el seudogén LSU-tRNA_Hsa de eucariotas. Estos 5 marcadores de transposicion
constituyen el 29 % de los 17 marcadores de inestabilidad en los hibridos HR2.
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3.6.3 Marcadores de Transposicion en los hibridos HR3

En los hibridos HR3 observamos 13 marcadores de transposicion, algunos
de estos marcadores mostraron homologia con mas de un ETs entre los que se
identificaron los ETs: Helitron-2, Gypsyl, Osvaldo, UHU, Gypsy8, Galileo, TART,
Penelope, Helitron-1N1, Gypsy9, y Homoé6 (tablas 17 y 19). Estos trece marcadores
son el 52 % del total de 25 marcadores de inestabilidad en los hibridos HR3.



Tabla 18. Caracterizacion de los marcadores de inestabilidad por transposicion en los hibridos HR1, HR2 y HR3

Marcadores de inestabilidad por Transposicion en los hibridos HR1

Marcador Tamafio Clon Inicio Final ETs Inicio Final Dir Sim Pos Score
GGCTC21 647 bp 164 60 278 MINI-ME 230 424 d 0.46 0.58 106
CAGCA21 491 bp 236 355 471 Gypsy1 8243 8398 o 0.70 0.83 108
GGATT21 450 bp 138 175 203 Bel_1 1755 1783 d 0.93 0.93 224
ccccee21 647 bp 162 96, 163, 315 153, 245, 382 MINI-ME 346 427 d 0.71 0.71 280
CCCcCcc22 540 pb 165 355 413 Gypsy1 8332 8390 c 0.83 0.83 331
Marcadores de inestabilidad por Transposicion en los hibridos HR2
TGTCG27 441 pb 136, 146 3 437 Helena 1828 2261 d 0.76 0.80 560
CAGCG23 447 pb 95, 96, 99 162 443 LSU-rRNA_Hsa 2032 2331 d 0.31 0.42 86
TGATT25 442 pb 106 140 429 Homo6 409 713 d 0.50 0.62 183
TCAGT21 347 pb 4,23,35 118 166 Homo6 1057 1097 o 0.88 0.88 272
TCAGT22 306 pb 18 3 185 MINI-ME 204 392 c 0.62 0.71 181
Marcadores de inestabilidad por Transposicion en los hibridos HR3
TGCGG21 145 pb 88 17 97 Helitron-2 1426 1500 c 0.46 0.77 68
TGATT21 554 pb 15 325 519 Gypsy1 16 225 o 0.34 0.52 67
TGATT24 530 pb 16 1 81 Osvaldo 1174 1254 d 0.51 0.63 85
TGATT25 513 pb 17 27 512 UHU 615 1097 c 0.52 0.66 420
TGATT26 505 pb 22 89 191 Gypsy8 6584 6676 c 0.7 0.7 249
TGATT22 408 pb 59 384 405 Galileo 49 70 d 0.1 0.99 41
TGATT27 441 pb 75 165 429 Homo6 419 713 d 0.58 0.68 186
TGATT27 441 pb 75 204 415 Galileo 4902 4691 c 0.32 0.87 181
TCTCG21 218 pb 143 17 217 TART 11373 11573 d 0.29 0.55 79
CGGGG22 172 pb 97 5 170 Galileo 361 526 c 0.60 0.75 175
CCGAT21 309 pb 167 74 116 Penelope 132 173 c 0.13 0.91 57
CCGAT21 309 pb 167 112 238 Gypsy1 8241 8394 c 0.82 0.82 498
CCGAT21 309 pb 167 107 173 Homo6 1151 1217 c 0.81 0.89 87
CCGAT22 264 pb 170 48 75 Helitron-1N1 3 30 c 0.92 0.92 219
CCGAT22 264 pb 170 76 130 Homo6 1150 1204 c 0.94 0.94 458
CCGAT22 264 pb 170 157 192 Gypsy1 8242 8286 c 0.64 0.72 24
CCGAT23 303 pb 171 22 91 Gypsy1 8326 8395 c 0.80 0.90 98
CCGAT23 303 pb 171 134 283 Gypsy9 3479 3625 c 0.38 0.48 74
CCGAT23 303 pb 171 25 85 Homo6 1151 1211 c 0.91 0.91 469
CCGAT24 320 pb 174 25 79 Homo6 1150 1204 c 0.94 0.94 79

ETs: Elementos transponibles; Dir: orientacién de la secuencia nucleotidica, d: directa, ¢: complementaria; Sim: similitud; Pos: proporcion de bases positivas; Score: bases homélogas

83



84

Resultados

3.6.4 Marcadores de transposicion en los hibridos segmentales F3-F4

En los hibridos segmentales se detectaron 10 marcadores de transposicion
(Tablas 18 y 19) a través de los cuales se determind la presencia de los ETs:
Baggins1, Gypsy8, Helena, Bs, TRIM, Diver, Gypsyl0, TART, MAX, BATUMI,
Transibl, Gypsy3, Frogger, CIRCE, HETA, ZAM, Osvaldo, Gypsy12, Helitron-2. Estos
diez marcadores corresponden al 90 % del total de 11 marcadores de inestabilidad
en los hibridos segmentales.

3.6.5 Marcadores de transposicion en los hibridos HR3 externos

El andlisis de los hibridos HR3 externos permitié observar 6 marcadores de
transposicion (tabla 18 y 19) y determinar la presencia de los ETs: R2B, Gypsy10,
Transibl, HMSBEAGLE, Gypsy6, BATUMI, TART-B1, DIVER2, Helena. Tres de estos
marcadores (TGCCC21, TGGCG21, GGGGG21) presentan homologia con dos ETs.
Los seis marcadores de transposicion observados corresponden al 60 % del total de
10 marcadores de inestabilidad.

3.6.6 Marcadores de transposicion en las especies parentales: D. buzzatii y D.
koepferae

En los cruzamientos intraespecificos de las especies parentales D. buzzatii y
D. koepferae se observé un nivel menor de inestabilidad genética. Los marcadores
de inestabilidad observados indican que tan solo el marcador TGTCG41 de D.
buzzatii tiene homologia con una regién de la endonucleasa del elemento Helena
de D. simulans. Los demas marcadores corresponden a ADN gendmico de las
especies parentales (tabla 20).

En la figura 11 se muestran graficamente la distribucion de los marcadores
de inestabilidad e inestabilidad por transposicidon en cada una de las generaciones
de hibridos y en las especies parentales.



Tabla 19. Caracterizacion de los marcadores de inestabilidad por transposicion en los hibridos segmentales F3-F4 y los hibridos HR3 externos

Marcadores de inestabilidad por Transposicién en los Hibridos Segmentales

Marcador Tamaiio Clon Inicio Final ETs Inicio Final Dir Sim Pos Score

TGTCG21 377 pb 70 57 227 Baggins1 3507 3653 d 0.38 0.52 60
70 67 351 Gypsy8 2819 3070 d 0.32 0.45 54
TGTCG22 443 pb 629 2 441 Helena 2350 2788 d 0.62 0.76 493
631 2 402 BS 2807 3207 o 0.62 0.71 208

TGTCG23 415 pb 83 26 97 TRIM 508 579 d 0.41 0.58 52
83 16 105 DIVER 1827 1916 o 0.33 0.63 50

83 340 380 Gypsy10 1638 1679 o 0.64 0.71 45

83 318 413 TART 11586 11675 o 0.41 0.55 52
CACTC22 500 pb 272 12 413 MAX 2550 3116 d 0.50 0.66 252
272 257 497 BATUMI 2935 3174 d 0.60 0.60 312

CAGCA22 359 pb 37 254 338 Transib 1 1980 2024 d 0.60 0.73 51
CGAGT21 707 pb 107 16 306 Gypsy3 2781 3080 o 0.27 0.45 68
CACAT21 153 pb 14 55 144 Frogger 240 338 d 0.41 0.61 55
CACTC21 529 pb 93 12 95 CIRCE 4054 4137 c 0.55 0.62 71
93 245 406 HETA 1972 2130 d 0.31 0.41 63

TGATT26 519 pb 29 369 503 ZAM 5430 5561 d 0.35 0.58 64
29 111 227 Osvaldo 5917 6054 c 0.46 0.56 67

CGGCA21 1231 pb 76 3 1228 Gypsy12 3622 4860 d 0.47 0.60 864
47 819 1067 Helitron-2 16 231 c 0.51 0.62 153

Marcadores de inestabilidad por Transposicién en los Hibridos HR3 externos

TGCCC21 94 pb 5 13 84 R2B 738 818 d 0.52 0.64 51
5 14 73 Gypsy10 3418 3477 c 0.45 0.55 44

TGCCC22 112 pb 51 13 69 Transib1 1260 1316 d 0.47 0.68 48
TGGCG21 159 pb 107 33 155 HMSBEAGLE 4370 4495 c 0.38 0.50 49
107 45 158 Gypsy6 4378 4491 d 0.36 0.53 49

TGGCG22 156 pb 119 5 121 BATUMI 6291 6401 d 0.42 0.53 48
GGGGG21 169 pb 10 34 162 TART-B1 6705 6818 d 0.40 0.53 47
10 83 169 DIVER?2 626 709 d 0.37 0.62 51

GGGCC21 132 pb 31 39 113 Helena 396 470 d 0.60 0.72 74

ETs: Elementos transponibles; Dir: orientacién de la secuencia nucleotidica, d: directa, ¢: complementaria; Sim: similitud; Pos: proporcion de bases positivas; Score: bases homologas
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Tabla 20. Elementos transponibles detectados a través de los marcadores AFLP en el genoma de los hibridos

ETs Especie Clase Familia Marcador Hibrido Regidon homologa del ET
Bagqins1 D. melanogaster retrotransposon sin LTR Loa TGTCG21 HS reversotranscriptasa y RNAsa
BATUMI D. melanogaster retrotransposon LTR BEL CACTC22 HS poliproteina
BATUMI D. melanogaster retrotransposon LTR BEL TGGCG22 HR3 EXT region interna

Bel_1 D. willistoni retrotransposon LTR BEL GGATT21 HR1 region interna
BS D. melanogaster retrotransposon sin LTR Jockey TGTCG22 HS region interna
CIRCE D. melanogaster retrotransposon LTR CIRCE CACTC21 HS region interna
DIVER D. melanogaster retrotransposon LTR BEL TGTCG23 HS endonucleasalintegrasa
DIVER2 D. melanogaster retrotransposon LTR BEL GGGGG21 HR3 EXT poliproteina/gag
Frogger D. melanogaster retrotransposon LTR Copia CACAT21 HS region interna
Galileo D. buzzatii transposon DNA P TGATT22 HR3 region interna
Galileo D. buzzatii transposon DNA P CGGGG22 HR3 region interna
Gypsy1 D. mojavensis retrotransposon LTR Gypsy CAGCA21 HR1 region interna
Gypsy1 D. mojavensis retrotransposon LTR Gypsy Ccccce22 HR1 region interna
Gypsy1 D. mojavensis retrotransposon LTR Gypsy CCGAT22 HR3 region interna
Gypsy1 D. mojavensis retrotransposon LTR Gypsy TGATT21 HR3 LTR
Gypsy3 D. melanogaster retrotransposon LTR Gypsy CGAGT21 HS poliproteina
Gypsy6 D. melanogaster retrotransposon LTR Gypsy TGGCG21 HR3 EXT poliproteina/env
Gypsy8 D. melanogaster retrotransposon LTR Gypsy TGTCG21 HS region interna
Gypsy8 D. pseudoobsura retrotransposon LTR Gypsy TGATT26 HR3 poliproteina
Gypsy9 D. pseudoobsura retrotransposon LTR Gypsy CCGAT23 HR3 region interna
Gypsy10 D. melanogaster retrotransposon LTR Gypsy TGTCG23 HS region interna
Gypsy10 D. willistoni retrotransposon LTR Gypsy TGCCC21 HR3 EXT region interna
Gypsy12 D. willistoni retrotransposon LTR Gypsy CGGCA21 HS region interna
Helena D. simulans retrotransposon sin LTR Jockey TGTCG22 HS ORF2/endonucleasa
Helena D. virilis retrotransposon sin LTR Jockey GGGCC21 HR3 EXT reversotranscriptasa
Helena D. virilis retrotransposon sin LTR Jockey TGTCG27 HR2 reversotranscriptasa
Helitron-2 D. virilis transposon DNA Helitron TGCGG21 HR3 region interna
Helitron-1N1 D. virilis transposon DNA Helitron CCGAT22 HR3 region interna
Helitron-2 D. virilis transposon DNA Helitron CGGCA21 HS extremo 5°
HETA D. melanogaster retrotransposon sin LTR Jockey CACTC21 HS region interna
HMSBEAGLE D. melanogaster retrotransposon LTR Gypsy TGGCG21 HR3 EXT poliproteina/pol

HR1: Hibrido de retrocruzamiento 1, HR2: hibrido de retrocruzamiento 2; HR3: hibrido de retrocruzamiento 3; HS: hibrido segmental; HR3 EXT: hibrido de

retrocruzamiento 3 del experimento externo.



Tabla 19 continuacién. Elementos Transponibles detectados a través de los marcadores AFLP en los hibridos

ETs Especie Clase Familia Marcador Hibrido Regidon homologa del ET
Homo6 D. mojavensis transposon DNA hAT TGATT25 HR2 region interna
Homo6 D. mojavensis transposon DNA hAT TCAGT21 HR2 region interna
Homo6 D. mojavensis transposon DNA hAT TGATT27 HR3 region interna
Homo6 D. mojavensis transposon DNA hAT CCGAT22 HR3 region interna

LSU-rRNA_Hsa Metazoa/Eucariota Pseudogen rRNA CAGCG23 HR2 Locus HSU13369

MAX D. melanogaster retrotransposon LTR BEL-PAO CACTC22 HS poliproteina

MINI-ME D. nigrodunni retroposon Mini-me GGCTC21 HR1 region interna
MINI-ME D. nigrodunni retroposon Mini-me cceee21 HR1 region interna
MINI-ME D. nigrodunni retroposon Mini-me TCAGT21 HR2 region interna
Osvaldo D. buzzatii retrotransposon LTR Gypsy TGATT24 HR3 region interna
Osvaldo D. buzzatii retrotransposon LTR Gypsy TGATT26 HS region interna
Penelope grupo virilis retrotransposon sin LTR R2 CCGAT21 HR3 region interna

R2B D. mercatorum retrotransposon sin LTR R2 TGCCC21 HR3 EXT region interna

TART D. melanogaster retrotransposon sin LTR Jockey TGTCG23 HS poliproteina

TART D. virilis retrotransposon sin LTR Jockey TCTCG21 HR3 poliproteina

TART-B1 D. melanogaster retrotransposon sin LTR Jockey GGGGG21 HR3 RXT region interna
Transib1 D. melanogaster transposon DNA Transib TGCCC22 HR3 EXT transposasa
Transib1 D. pseudoobsura transposon DNA Transib CAGCA22 HS transposasa

TRIM D. miranda retrotransposon sin LTR TRIM TGTCG23 HS region interna

UHU D. heteroneura transposon DNA Mariner TGATT25 HR3 region interna

ZAM D. melanogaster retrotransposon LTR Gypsy TGATT26 HS region interna

HR1: Hibrido de retrocruzamiento 1, HR2: hibrido de retrocruzamiento 2; HR3: hibrido de retrocruzamiento 3; HS: hibrido segmental; HR3 EXT: hibrido de
retrocruzamiento 3 del experimento externo.

Tabla 21. Marcador de inestabilidad por transposicion en D. buzzatii

Marcador Tamaiio Clon |Inicio Final ETs Inicio Final Dir Sim Pos Score Regién homologa del ET
TGTCG41 441 pb 134 1 439  Helena-Ds 2350 2788 ¢ 0.67 0.78 510 ORF2/endonucleasa

ETs: Elementos transponibles; Dir: orientacion de la secuencia nuclectidica, d: directa, ¢: complementaria; Sim: similitud; Pos: radio positivo; Score: bases homélogas
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Figura 11. Marcadores AFLP de inestabilidad por transposiciéon

3.7 Prueba de Mann-Whithey y de Kruskal-Wallis para Ila
inestabilidad

La prueba de Mann-Whitney y de Kruskal-Wallis son pruebas no
paramétricas, la primera permite comparar dos grupos y la segunda tres o mas.
Para determinar si el numero de marcadores de inestabilidad observado era
diferente entre hibridos y especies parentales realizamos la prueba de Mann-
Whitney. La comparacion se basdé en el total de hibridos frente las especies
parentales y cada familia de hibridos frente a las especies parentales. Los grupos
comparados estan constituidos asi:

- Hibridos: conformado por todos los hibridos interespecificos de las tres
familias analizadas en la generacidon HR3.

- Familias: hibridos HR3 de cada familia analizada.

- Parentales (control): formado por la descendencia F4 de los cruces
intraespecificos de las dos especies parentales D. buzzatii y D. koepferae.
Las observaciones de las dos especies fue analizada como un solo grupo.



Resultados

La Hyp supone que no existen diferencias entre los grupos analizados por
tanto la inestabilidad seria homogénea en ambos grupos. Los resultados de la
prueba Mann-Whitney entre los hibridos HR3 y los parentales muestra un valor de
P = 0,045 lo que indica que existen diferencias significativas entre hibridos vy
especies parentales, por tanto podemos asumir que el nivel de inestabilidad por
transposicion en los hibridos HR3 es mayor que en las especies parentales. La
comparacion entre cada familia de hibridos y las especies parentales en cambio
sefiala que solo la familia 40 es significativamente diferente (P = 0,035) a los
parentales (tabla 21).

Tabla 22. Prueba de Mann-Whitney para comparar la inestabilidad inducida por
transposicion en los hibridos y las especies parentales

Inestabilidad N Mann-Whitney
por transposicion Hibridos Parentales U Z P exacta
Hibridos HR3 vs. Parentales 40 30 513,500 -1,859 0,045*
Familia 10 vs. Parentales 12 30 170,500 -0,717 0,286
Familia 13 vs. Parentales 12 30 155,500 -0,150 0,134
Familia 40 vs. Parentales 16 30 187,500 -2,240 0.035%*

N: tamafio de la muestra, U: valor estadistico, Z: aproximacion a la media, P exacta: probabilidad
exacta,* P< 0,05

Para determinar si existen diferencias entre las familias de hibridos HR3 en
cuanto a la inestabilidad total y la inestabilidad inducida por transposicion
realizamos la prueba de Kruskal-Wallis. La Hy supone que no existen diferencias en
la inestabilidad observada entre las tres familias. La comparacién de la inestabilidad
total muestra que entre las tres familias existen diferencias altamente significativas
(P = 0,010), sin embargo al comparar la inestabilidad debida Unicamente a
transposicion no detecta diferencias entre las familias analizadas (tabla 22).
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Tabla 23. Prueba de Kruskal-Wallis para comparar la inestabilidad entre las familias de
hibridos

Inestabilidad N Kruskal - Wallis
entre familias Familia Familia Familia X gl P
hibridos HR3 10 13 40 exacta
12 12 16
Inestabilidad total 8,761 2 0,010%**
Inestabilidad por transposicion 0,97 2 0,653

N: tamafio de la muestra, X: chi cuadrado, gl: grados de libertad, P exacta: probabilidad
exacta, ** P< 0,01

3.8 La transposicion/reorganizacion genémica de Osvaldo, Helena
y Galileo estudiada mediante transposon display

Mediante la técnica del transposon display se hizo una estima cuantitativa
de las tasas de transposicion/reorganizacion genémica de tres ETs (Osvaldo, Helena
y Galileo). Esta técnica nos permite la identificacion del nimero de inserciones de
cada elemento en el genoma y compararlos en los diferentes cruces. Asi pues, dos
inserciones se consideraran idénticas si equivalen a una banda de igual tamafio en
diferentes individuos. Dado que las diferentes inserciones del genoma tendrdn un
ADN flanqueante diferente, el corte con enzimas de restriccion nos dara un patrén
distinto. Con esta técnica se analizaron los hibridos interespecificos HR1, HR2 y HR3
de 4 familias: 1, 10, 13 y 40 estudiando las inserciones nuevas que segregaban en
cada una de las generaciones. Paralelamente se analizaron dos familias de los
cruzamientos intraespecificos (controles) de cada especie parental, las familias B4 y
B8 de D. buzzatii y las familias K3 y K9 de D. koepferae. En este Ultimo caso se
analizaron los descendientes de la generacién F4 contabilizando las nuevas
inserciones observadas en esa generacion.

En ambos casos se asume que las nuevas inserciones observadas en los
hibridos HR3 y en los individuos F4 se han producido a partir del cruzamiento inicial
y han sido acumuladas 6 fijadas a lo largo de las generaciones.



Resultados

3.8.1 Resultados del transposon display del retrotransposon Osvaldo

Mediante el transposon display se han visualizado inserciones del elemento
Osvaldo que varian en un rango de 171 a 1171 pb en las cuales se incluye el tamafio
minimo del extremo del elemento (152 pb para Osvaldo) mas la region
flanqueante. El numero total de inserciones del retrotransposon Osvaldo en los
hibridos varia en las familias analizadas en un rango que va desde 34, en la
generacion R1 de la familia 40, hasta un maximo de 54 inserciones, en la
generaciéon R3 de la familia 10. Se observa una tendencia a segregar un mayor
numero de inserciones en la generacién R3, en la cual se ha observado el mayor
numero de inserciones nuevas (tabla 23). El nimero de nuevas inserciones también
oscila entre generaciones: 0 copias, en la generacion R1 de la familia 40, hasta 11
en la generacidn R3 de las familias 13 y 40.

En las especies parentales, el nimero total de inserciones de Osvaldo es
menor que en los hibridos (tabla 23) observandose tan solo una nueva insercion
del retrotransposon Osvaldo en la familia B8 de D. buzzatii. Las matrices de datos
de la cual se extrajeron estas puntualizaciones se encuentran adjuntas en los
anexos 2 a 13.

3.8.2 Resultados del transposon display del elemento Helena

En el caso del elemento Helena, analizamos el extremo 3" ya que se conoce
qgue el extremo 5'de este elemento se encuentra a menudo delecionado en D.
simulans. El transposon display muestra inserciones de tamafios que van desde 110
hasta 630 pb, siendo 107 pb el tamafio minimo esperado en la amplificacidn del
elemento. El nimero total de inserciones observadas del elemento Helena en los
hibridos interespecificos va desde 15, en la generacion R1, hasta 25 en la
generacién R3 (tabla 22). Al igual que para Osvaldo hay una tendencia, aunque mds
sutil, a incrementar el nimero de inserciones en la generacion R3. Ademas cabe
sefialar que en todas las familias se ha observado al menos una nueva insercién en
alguna de las generaciones.

En las especies parentales solo se ha observado actividad del elemento
Helena en la familia B4 de D. buzzatii en la cual se observé una nueva insercion
(tabla 24). Las matrices de datos del transposon display para Helena estan adjuntas
en los anexos 14 a 25.
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3.8.3 Resultados del transposon display del transposon Galileo

El tamafio de las inserciones del elemento Galileo amplificadas en el
transposon display van desde 191 hasta 866 pb. La cantidad de inserciones totales
del elemento Galileo en los hibridos interespecificos es tambien muy variable entre
familias, oscilando entre 25, en la generacion R1 de la familia 1 y 56 inserciones, en
la generacidn R3 de la familia 40. En cuanto a las nuevas inserciones se observa un
numero en general bajo que oscila entre 0 y 10. Cabe destacar la familia 10 que no
presenta inserciones nuevas de este elemento en ninguna de las generacidnes
estudiadas (tabla 25).

En el caso de las especies parentales se observa un promedio de 41
inserciones en D. buzzatii y 44 en D. koepferae, no observdndose ninguna insercion
nueva al cabo de las 4 generaciones en estudio. Las matrices de datos del
transposon display para Galileo estan adjuntas en los anexos 26 a 37.



Tabla 24. Inserciones del elemento Osvaldo en los hibridos interespecificos y las especies parentales

Generacion R1 R2 R3
Nimero  NUmerode Tamafio NUmero Nimero  Numerode Tamafio NUmero Nimero  Numerode Tamafio NUmero
totalde  inserciones Insercion de copias por  totalde  inserciones Insercién de copias por  totalde  inserciones Insercion de copias por
Familias _inserciones  nuevas (pb) insercion __inserciones  nuevas (pb) insercion __inserciones  nuevas (pb) insercion
Familia 1 37 3 581 5 39 3 296 3 46 7 382 1
666 2 989 2 408 1
131 2 1056 2 527 9
638 2
756 10
848 16
1155 14
Familia 10 38 1 930 1 48 9 256 3 54 10 339 10
307 2 428 9
385 7 468 8
494 1 494 8
646 6 539 5
694 1 630 2
734 7 694 4
838 2 830 1
942 1 883 1
942 3
Familia 13 38 1 175 1 38 1 302 2 48 1 360 4
365 1
an 4
412 2
445 1
564 1
608 1
702 1
™ 1
997 2
1071 4
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Tabla 23 continuacién. Inserciones del elemento Osvaldo en los hibridos interespecificos y las especies parentales

Generacion R1 R2 R3
Nimero  NUmerode Tamafio NUmero Nimero  NUmerode Tamafio Namero Nimero  Nimerode Tamafio NUmero
totalde  inserscones Insercion de copias por  totalde inserciones Insercion de copias por  totalde inserciones Insercién de copias por
Familias inserciones  nuevas (pb) insercion __inserciones  nuevas (pb) insercion __inserciones  nuevas (pb) insercion
Familia 40 34 0 37 5 185 2 50 1 201 2
309 1 369 6
334 2 444 14
428 2 510 4
797 3 750 2
857 6
938 2
966 5
1003 1
1090 3
1129 1
Generacion F4
D. buzzatii
Familia B4 40 0 0
Familia B8 35 1 376 3
D. koepferae
Familia K3 39 0

Familia K9 34 0 0




Tabla 25. Inserciones del elemento Helena en los hibridos interespecificos y las especies parentales

Generacion R1 R2 R3
Nimero  NUmerode Tamafio NUmero Nimero  Numerode Tamafio NUmero Nimero  Numerode Tamafio NUmero
totalde  inserciones Insercion de copias por  totalde  inserciones Insercién de copias por  totalde  inserciones Insercion de copias por
Familias  inserciones  nuevas (pb) insercion  inserciones  nuevas (pb) insercion  inserciones  nuevas (pb) insercion
Familia 1 18 0 23 3 257 6 22 2 315 4
340 4 480 10
406 1
Familia 10 15 0 21 2 571 2 25 1 302 4
549 3
Familia 13 15 1 489 1 22 0 24 1 505 6
Familia 40 21 0 24 1 388 2 25 1 322 3
Generacion F4
D. buzzatii
Familia B4 27 1 360 6
Familia B8 28 0 0 0
D. koepferae
Familia K3 25 0 0
Familia K9 22 0 0
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Tabla 26. Inserciones del elemento Galileo en los hibridos interespecificos y especies parentales

Generacion R1 R2 R3
Nimero  NUmerode Tamafio Numero Nimero  Numero de Tamario NUmero Nimero ~ NUmerode Tamafio NUmero
total de  inserciones Insercion de copias por  totalde  inserciones Insercion de copias por  totalde inserciones Insercion de copias por
Familias inserciones  nuevas (pb) insercion  inserciones  nuevas (pb) insercion inserciones  nuevas (pb) insercion
Familia 1 25 1 215 5 30 0 32 2 309 2
465 23
Familia 10 35 39 0 40 0
Familia 13 48 47 0 49 1 556 4
Familia 40 52 2 740 5 55 2 447 5 56 0
838 701 12
Generacion F4
D. buzzatii
Familia B4 40 0 0
Familia B8 43 0 0
D. koepferae
Familia K3 42 0 0

Familia K9 45 0 0




Resultados

3.9 Tasas de transposicion

Se han calculado las tasas de transposicion/reorganizacion gendémica de los 3
elementos, citados en el apartado anterior. Cada uno de los cuales pertenece a una
clase diferente: Osvaldo es un retrotransposon, Helena un retroposon y Galileo un
transposon. Para cada uno de ellos se ha calculado la tasa de transposicidn tanto
en los hibridos interespecificos como en las especies parentales D. buzzatii y D.
koepferae. La tasa de transposicion de los hibridos se realizé a cada generaciodn,
para las familias 1, 10, 13 y 40, dado que a nivel practico esto facilitaba el cdlculo.
En el caso de las especies parentales D. buzzatii y D. koepferae, las tasas de
transposicion se basaron en los individuos obtenidos en la generacidon F4 de los
cruzamientos intraespecificos B4 y B8 de D. buzzatiiy, K3 y K9 de D. koepferae.

3.9.1 Tasas de transposicion del elemento Osvaldo

La tasa de transposicion del retransposon Osvaldo estimada para los
hibridos HR1, HR2 y HR3 y las especies parentales indica que en los hibridos hay un
incremento de la transposicién de un orden de magnitud (107?) frente a las especies
parentales (10°). Este incremento es de un orden de magnitud y similar en todas
las familias analizadas. La tasa de transposicién basal de Osvaldo en D. buzzatii es
de 107 mientras que en D. koepferae es 0 (<10°)debido a que no se observaron
nuevas inserciones en esta Ultima especie (tabla 24). En las tres generaciones de
hibridos el elemento Osvaldo mantiene alta su transposicién y algunas de las
nuevas inserciones permanecen en el genoma de la siguiente generacién (tabla 26).

3.9.2 Tasas de transposicion del elemento Helena

Las estimas de la tasa de transposicion del elemento Helena en los hibridos
en la generacidn R3 y en las especies parentales en la generacion F4 son del orden
de 102 por lo tanto no hay un incremento en la transposicién en esta generacion,
sin embargo, en la generacion R1 y R2 hay dos familias en las que la tasa de
transposicion se incrementa hasta 107 (tabla 27). Los mecanismos que controlan a
este elemento parece que se restablecen rapidamente después del estrés
gendmico.
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3.9.3 Tasas de transposicion del elemento Galileo

Los datos obtenidos para el elemento Galileo muestran grandes variaciones
en las tasas de transposicidn dentro de las familias de hibridos analizadas. En la
familia 10 no se observd movilizacion del elemento, mientras que en la generacion
R1 en las familias 1 y 40 se observa un incremento de un orden de 10 y en la
generacién R3 hay una disminucién de la transposicén, en la familia 1 la tasa de
transposicion es de 10 y en la familia 13 es de 10°.La tasa de transposicién basal
de D. buzzatiiy D. koepferae es 0 (<107°)(tabla 28).

3.9.4 Prueba de Mann-Whitney para las tasas de transposicion

Con el fin de determinar si en los hibridos se produce un incremento
significativo de la transposicidon, hemos realizado la prueba de Mann-Whitney para
comparar las tasas de transposicion estimadas en las familias de hibridos y especies
parentales. Para el retrotransposon Osvaldo el valor de P = 0,014 a un nivel de
significacién del 0,05 permite rechazar Hy lo cual indica que hay diferencias
significativas entre la transposicion observada en los hibridos y las especies
parentales, siendo los hibridos quienes presentan un incremento estadisticamente
significativo de la tasa de transposicién de Osvaldo.

En el caso del retroposon Helena (P = 0,157) y el transposon Galileo (P =
0,214) la prueba estadistica indica que no hay diferencias significativas entre la
transposicion de los hibridos y las especies parentales en ambos casos (tabla 29).

Las comparaciones de las tasas de transposicion estan basadas en la
transposicion observada en la generacién HR3 de las familias de hibridos
interespecificos y en la generacidn F4 de las familias de cruces intraespecificos de
las especies parentales.
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Tabla 27. Calculo de las tasas de transposicién de Osvaldo en los hibridos y en las especies parentales

Generacion R1 R2 R3
Osvaldo Ni 2 N A TTR1 Ni 2 N A TTR2 Ni 2 N A TTR3
Hibridos
Familia 1 12 2 7 35 2,45x102 7 2 18 37 5,2x103 53 2 40 41 1,6x102
Familia 10 1 2 2 37 6,76x10° 30 2 18 39 2,1x102 60 2 25 49 2,4x102
Familia 13 1 2 2 36 6,94x10°3 2 2 15 37 1,8x103 22 2 36 37 8,2x103
Familia 40 0 2 5 34 0 10 2 14 35 1,2x102 46 2 18 40 3,1x102
D. buzzatii
Familia B4 0 2 15 40 0
Familia B8 3 2 13 34 3,3x103
D. koepferae
Familia K3 0 2 11 39 0
Familia K9 0 2 13 34 0

N1: nuevas inserciones; N: individuos analizados; A: inserciones originales; TT: Tasas de transposicion



Tabla 28. Calculo de las tasas de transposicion de Helena en los hibridos y en las especies parentales

Generacion R1 R2 R3
Helena Ni 2 N A TTR1 Ni 2 N A TTR2 Ni 2 N A TTR3
Hibridos
Familia 1 0 2 7 18 0 1 2 17 20 1,6x102 14 2 40 20 8,7x103
Familia 10 2 2 2 15 3,33x102 5 2 19 20 6,5x103 4 2 33 24 2,5x103
Familia 13 2 2 3 15 2,22x102 0 2 16 22 0 6 2 38 23 3,4x103
Familia 40 0 2 5 21 0 2 2 13 23 3,3x103 3 2 16 24 3,9x103
D. buzzatii
Familia B4 6 14 26 8,2x103
Familia B8 0 2 14 28 0
D. koepferae
Familia K3 0 2 5 25 0
Familia K9 0 2 14 22 0

N1: nuevas inserciones; N: individuos analizados; A: inserciones originales; TT: Tasas de transposicién
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Tabla 29. Calculo de las tasas de transposicién de Galileo en los hibridos y las especies parentales

Generacion R1 R2 R3
Galileo Ni 2 N A TTR1 Ni 2 N A TTR2 Ni 2 N A TTR3
Hibridos
Familia 1 5 2 7 24 1,49x102 0 2 18 30 0 2 2 40 31 8,06x10+4
Familia 10 0 2 2 35 0 0 2 17 39 0 0 2 30 40 0
Familia 13 0 2 3 48 0 0 2 1 47 0 4 2 32 48 1,3x103
Familia 40 7 2 5 52 1,35x102 5 2 14 55 3,1x103 0 2 24 56 0
D. buzzatii
Familia B4 0 2 15 40 0
Familia B8 0 2 11 43 0
D. koepferae
Familia K3 0 2 11 42 0
Familia K9 0 2 13 45 0

N1: nuevas inserciones; N: individuos analizados; A: inserciones originales; TT: Tasas de transposicion
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Tabla 30. Prueba de Mann-Whitney para las tasas de transposicion de hibridos y

parentales
Tasas de N Mann-Whitney
Transposicion Hibridos Parentales V] z P exacta
Osvaldo 4 4 0,0 -2,360 0,014*
Helena 4 4 3,5 -1,340 0,157
Galileo 4 4 4,0 -1,510 0,214

N: tamafio de la muestra, U: valor estadistico, Z: aproximacion a la media, P exacta: probabilidad

exacta, * significativo al 0,05

3.10 Localizacion cromosémica de los elementos Osvaldo, Helena y
Galileo en la cepas parentales mediante FISH (fluorescent in

situ hybridization)

Mediante la técnica de FISH fueron mapeadas las inserciones eucromaticas

de los elementos Osvaldo, Helena y Galileo en los cromosomas politénicos de las

especies parentales D. buzzatii y D. koepferae. En la figura 12 se ilustra a modo de

ejemplo los resultados de la hibridacion del elemento Helena en el cromosoma 5

de los hibridos segmentales y las especies parentales. En los hibridos se observan 3

posiciones eucromaticas (2E3, 3F4, 5G1) que solo estan presentes sus cromosomas.

En la tabla 30 se resumen las inserciones observaciones para los tres elementos.

Tabla 31. Inserciones de los elementos Osvaldo, Helena y Galileo en los cromosomas

politénicos de D. buzzatii y D. koepferae

Elemento/Especie Cromosomas Total
X 2 3 4 5 sefales

Osvaldo

D. buzzatii G2,H E4, D4 D1,H H H 4

D. koepferae H H H H H 0
Helena

D. buzzatii A2 E2 G1,H T A5, D2 5

D. koepferae A2, F3, G2 B2, E2, F1 D4,G2 C4,C4,C5 F2 12

Hibridos segmentales A2, H E2,E3 F4, H A5, D2, G1 7
Galileo

D. buzzatii E3 1

D. koepferae G1 1

H: hibridacion centromérica; T: hibridacion telomérica
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Figura 12. Hibridacién FISH del elemento Helena en el cromosoma 5 de A: D. buzzatii, B: D.
koepferae y C: los hibridos segmentales, G1: nueva insercion

3.11 Expresion de los Elementos Osvaldo Helena y Galileo

Con el fin de determinar el nivel de actividad auténoma de los elementos
estudiados y poder interpretar los resultados obtenidos, se realizé un estudio de la
actividad de cada elemento a través del analisis de su expresidén en las especies
parentales. Este analisis se realizé por amplificacidn, por RT-PCR, de las regiones de
la reverso transcriptasa, endonucleasa y transposasa de Osvaldo, Helena y Galileo
respectivamente siguiendo las pautas detalladas en la seccién 2.19 de material y
métodos. Los resultados mostraron la expresién de los elementos Osvaldo y Helena
(figura 13) tanto en D. buzzatii como en D. koepferae. Sin embargo el elemento
Galileo no se expresa en ninguna de las dos especies parentales.
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Figura 13. Amplificacion por RT-PCR de los elementos Osvaldo Helena y Galileo en las especies parentales

A: 1-4: Expresion de Helena en D. buzzatii, 1:3 linea somatica, 3:3 linea germinal; 2 y 4 controles; 5-8: D. koepferae, 5: Q linea somatica;
7: Q linea germinal; 6 y 8 controles, 9: ADN gendmico; 10: control negativo de Helena

B: 1-4: Expresidn de Galileo en D. buzzatii: 1: &' linea somatica, 2: & linea germinal, 3: Q linea somatica, 4: Q linea germinal, 5, 6, 7, 8:
controles negativos de Galileo, 9: MPM VI, 10- 13: Expresién de Osvaldo en D. buzzatii, 10: 3 linea somatica, 11: & linea germinal, 12:
linea somatica, 13: ¢ linea germinal, 14, 15, 16: controles negativos de Osvaldo
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4 DISCUSION

4.1 Lainestabilidad hibrida detectada por AFLPs

La técnica de los AFLP, en sus inicios, fue implementada principalmente para
el estudio del genoma de plantas y posteriormente se ha convertido en una
excelente herramienta en el estudio genético de vertebrados e invertebrados. En
este trabajo hemos aprovechado las caracteristicas de estos marcadores para
obtener un genotipado uniforme y aleatorio de todo el genoma de las especies
parentales y los hibridos. Esta técnica nos ha permitido obtener patrones de
bandeo claros, con bandas facilmente discriminables (con excepciones puntuales),
gracias a la variedad de nucleétidos selectivos para cada enzima. La poca cantidad
de ADN extraido de algunas muestras no fue un factor limitante ya que para
obtener los AFLP no se requiere de gran cantidad de ADN. Uno de los puntos clave
para la clonacién, secuenciacién y analisis de los marcadores de inestablilidad fue el
alto grado de reproductibilidad de los AFLP, una gran ventaja frente a otros
marcadores moleculares, por ejemplo los RFLP cuyos patrones no son repetibles.
Ademas la gran cantidad de informacién obtenida a partir de los marcadores AFLP
ha permitido que sean utilizados y que su eficacia haya sido ratificada en diversos
estudios evolutivos, ecolégicos, medioambientales, etc. (Savelkoul et al., 1999;
Winter & Porter, 2010; Zeid et al., 2004).

En la mayoria de estudios con hibridos interespecificos, en los cuales se han
analizado los genomas con marcadores AFLP, se ha observado que una parte de la
inestabilidad gendmica estd generada por marcadores especie-especificos lo cual
indicaria que dichos marcadores proceden de alguna de las especies parentales
(Divakaran et al., 2006; Jones, 1995; Teo et al., 2002). Estos marcadores especie-
especificos han demostrado ser altamente resolutivos para identificar la especie de
la cual proceden. Ademas de los marcadores especie-especificos mencionados,
encontramos marcadores AFLP originados de novo en el genoma de los hibridos
(especificos del genoma hibrido), los cuales serian indicadores de inestabilidad
gendmica que se produce en el genoma de los hibridos y por lo tanto no estan
presentes en las especies parentales. Estos marcadores AFLP originados de novo en
el genoma de los hibridos han sido denominados: marcadores AFLP de
inestabilidad hibrida.
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Conocemos que la inestabilidad genética producida en los hibridos, por la
interaccion de los genomas parentales, se presenta en forma de rearreglos
cromosdémicos y rearreglos gendmicos (Hegarty et al., 2009; Johnson, 2010;
Michalak & Noor, 2003). En los hibridos interespecificos de D. koepferae y D.
buzzatii, se han observado con anterioridad altos niveles de rearreglos
cromosdémicos e incremento de las mutaciones (Naveira & Fontdevila, 1985).
Acorde con estas observaciones, el andlisis de los AFLP en los hibridos y especies
parentales ha permitido visualizar un ndmero mayor de marcadores de
inestabilidad gendmica en los hibridos. La potencia resolutiva de estos marcadores
ha sido aprovechada en este estudio para seleccionar marcadores AFLP de
inestabilidad hibrida, para cuantificar la inestabilidad en el genoma de las especies
D. buzzatii y D. koepferae y los hibridos interespecificos de éstas, y para determinar
el origen de los marcadores observados y por tanto de la inestabilidad observada
en cada genoma.

El genotipado de las especies parentales y los hibridos con 40 combinaciones
de AFLP permitié observar un alto numero de marcadores de inestabilidad en el
genoma de los hibridos (72 marcadores de inestabilidad) frente a las especies
parentales (4 marcadores en D. koepferae y 6 en D. buzzatii). Estos datos se basan
en las observaciones de los hibridos HR1, HR2 y HR3. Debido a que este estudio se
enfoca en la inestabilidad producida en las células germinales y que por tanto
podria ser observada en las siguientes generaciones, se omitio el analisis de los
marcadores en los hibridos HF1, ya que gran de estos marcadores segregaron en
familias que no produjeron hibridos HR1 y existia la probabilidad de que esta
inestabilidad fuera generada en las células somaticas, por tanto no permitian su
seguimiento.

El origen de los marcadores AFLP se debe a mutaciones puntuales en las
dianas de restriccion, recombinacion y a inserciones o deleciones de fragmentos de
ADN como se ha explicado anteriormente. Entre los marcadores AFLP de
inestabilidad hibrida identificamos alguno que mostraron homologia Unicamente
con ADN de D. mojavensis, otros con ADN repetitivo y un pequefio nimero con
ADN exodgeno, especialmente ADN bacteriano.

Aguellos marcadores de inestabilidad que tuvieron homologia con ADN de
Drosophila, son fragmento de ADN que proceden de las especies parentales,
probablemente se originaron por una mutacién puntual que afiadié o suprimié una
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diana de restriccién en el genoma de los hibridos. Estos marcadores tienen
homologia con regiones de genes 6 regiones de scaffolds del genoma de
Drosophila, especificamente de la especie D. mojavensis, con una excepcion en la
cual la referencia es D. melanogaster. La gran mayoria de genes detectados a
través de estos marcadores de inestabilidad producen algun transcrito, sin
embargo se desconoce la funcidn de la mayoria de ellos. En el caso de los scaffolds,
estos no han sido asignados a ninglin cromosoma de D. mojavensis por lo tanto se
desconoce su localizacidn cromosdmica. En los hibridos HR1, HR2 y HR3 se
observaron 40 marcadores (de un total de 72 marcadores de inestabilidad) que
tienen homologia con ADN de Drosophila. Sin embargo en los hibridos segmentales
e hibridos HR3 externos se observéd un marcador y ninguno respectivamente. En las
especies parentales, en cambio, la mayor parte de marcadores de inestabilidad
tuvieron homologia con ADN de Drosophila, por ejemplo en D. buzzatii 4

marcadores (de un total de 6) y en D. koepferae 3 marcadores (de un total de 4).

La presencia de marcadores de inestabilidad que tuvieron homologia con
ETs se explica por la capacidad de movilizacion de los ETs, lo cual les permite dar
origen a nuevas bandas o patrones de bandeo de AFLP ya sea por insercion o
escision. Cuando un ET se moviliza, la nueva insercion puede originar una nueva
banda de mayor tamafio, si en cambio se produce una excisién del elemento, el
tamafio de la banda serd menor y en ambos casos los sitios de restriccion se
mantendrian intactos. Del total de marcadores de inestabilidad (72 marcadores), el
32% corresponde a marcadores de transposicidon en las tres generaciones de
hibridos, mientras que en los hibridos segmentales y los hibridos HR3 externos
representan el 90% y 60% respectivamente. Este alto porcentaje de inestabilidad
asociada a ETs observada en los hibridos contrasta con lo observado en las especies
parentales, en las cuales tan solo un 16% estaria asociada a ETs en D. buzzatii,
mientras que D. koepferae no presentd marcadores de inestabilidad asociados a
ETs. Los altos porcentajes de inestabilidad asociada a ETs en los hibridos, frente a la
baja presencia de estos marcadores en las especies parentales sugieren que en el
genoma de los hibridos la movilizaciéon de los ETs genera una reorganizacion de
estos genomas.

Nuestros resultados concuerdan con los obtenidos en un estudio sobre la
inestabilidad de los hibridos naturales del género Amaranthus usando AFLPs, en
dicho estudio también se detectaron marcadores AFLP Unicos del genoma de los

109



110

Discusion

hibridos y ausentes en los parentales. Al igual que en el presente estudio, los
marcadores especificos de los hibridos de Amaranthus presentaron homologia con
ETs y la inestabilidad generada en los hibridos ha sido asignada a la movilizacion de
ADN repetitivo (Steinau et al., 2003).

La posibilidad de detectar nuevas inserciones a través de los marcadores
AFLP convierte a esta técnica en una herramienta eficaz para comparar los
genomas y detectar eventos de transposicidon, esta caracteristica de los AFLP ha
sido comprobada y explotada en este estudio. Los resultados sobre la aplicacién de
los AFLPs en la deteccion de eventos de transposicion y en la identificacion de ETs
fue objeto de una publicacion cientifica (anexo 50)(Vela et al., 2011).

Por otro lado, cabe mencionar un estudio previo realizado por Moran
(Moran, 2009) con marcadores AFLP en hibridos interespecificos de D. buzzatii y D.
koepferae el cual tenia como objetivo localizar factores genéticos que estuvieran
relacionados con la fertilidad. Este estudio se centré en el andlisis de los
marcadores especie-especificos de D. koepferae introgresados en el genoma
hibrido. Demostré que ningin marcador procedente del genoma de D. koepferae
(32 marcadores) tuvo homologia con secuencias de ADN repetitivo. Este hecho da
mayor relevancia a los resultados de esta tesis, pues confirman que los ETs estdn
asociados especificamente con la inestabilidad originada de novo (bandas H) en el
genoma de los hibridos y es una caracteristica del genoma hibrido

La comparacidon de la inestabilidad inducida por transposicion entre los
hibridos y en las especies parentales. evidencia que existen diferencias
significativas entre ambos grupos, por tanto el alto nimero de marcadores AFLP de
inestabilidad por transposiciéon observados en el genoma de los hibridos indicaria
gue hay un incremento de la inestabilidad por efecto de la movilizacidn de los ET
en el genoma hibridos y que este incremento es estadisticamente significativo (P =
0,045). Sin embargo pareceria que la inestabilidad se incrementa de forma mas
evidente en unas familias mdas que en otras, siendo la familia 40 la que presenta
diferencias significativas respecto a las especies parentales. Este incremento
diferencial de la inestabilidad por transposicion en las familias puede deberse a que
los marcadores de inestabilidad segregan en determinados hibridos y no estan
distribuidos uniformemente lo cual puede ser comparable a lo observado en las
explosiones de transposicion, las cuales ocurren solo en determinados individuos,
como se ha observado anteriormente con el elemento Osvaldo en el genoma de los
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hibridos interespecificos de estas mismas especies (Labrador et al., 1999). Todo
esto indica que el incremento de la inestabilidad en los hibridos podria generar una
reorganizacion del genoma en algunos hibridos por efecto de la movilizacién de los
ETs.

4.2 Inestabilidad hibrida inducida por transposicion

El estudio de los hibridos, sobretodo en plantas, pero también en algunos
insectos y mamiferos ha producido mucha informacién en la que se asocia la
actividad de los ETs a la inestabilidad generada en los hibridos apoyando la idea de
qgue los ETs tienen un papel fundamental en los procesos bioldgicos. Sin embargo
algunos estudios han cuestionado esta relevancia de los ETs debido a los resultados
negativos de diversos experimentos (Coyne, 1986; Coyne, 1989) en los que no se
observd la movilizacién de los ETs en el genoma de los hibridos. Sin embargo,
evidencia indirecta de la activacién de los ETs ha sido revelada en diversos estudios
con poliploides, en los que se han mostrado alteraciones en la metilacion,
incremento de la transcripcion de algunos ETs, silenciamiento de genes y activacién
de ETs por efecto de la desmetilacién (Fontdevila, 2011). Los primeros indicios que
asociaban la inestabilidad de los hibridos con la actividad de los ETs se reportaron
en hibridos de Chironomus, los cuales presentaron un fendmeno similar a la
disgénesis hibrida (Engels & Preston, 1979; Sved, 1979) causada por elementos Cla
(Schmidt, 1984). Sin embargo, el primer estudio que aportd datos cuantitativos
sobre el incremento de la transposicion en los hibridos se realizé con hibridos entre
D. buzzatii y D. koepferae en los que la tasa de transposicidn del retrotransposén
Osvaldo (10?) fue un grado de magnitud mas alta en los hibridos que en las
especies parentales (Labrador et al., 1999).

A estos datos se han afiadido paulatinamente observaciones con hibridos
sintéticos (Madlung et al., 2005) e hibridos naturales (Salmon et al., 2005), las
cuales corroboran que en el genoma de los hibridos se produce movilizacién de los
ETs. En el presente estudio de inestabilidad gendmica de los hibridos entre D.
buzzatii y D. koepferae se muestra que un porcentaje representativo de los
marcadores de inestabilidad en los hibridos (un 16 % en los hibridos HR1 y hasta 90
% en los hibridos segmentales) estd asociada a ETs, observandose un mayor
incremento en la tercera generacién y en los hibridos segmentales. En las especies
parentales, en cambio apenas un solo marcador fue asociado al elemento Helena.
Un total de 39 marcadores de inestabilidad hibrida (tabla 19) permitio la
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identificacion de 34 ETs que se movilizan generando inestabilidad en el genoma de
los hibridos. Estos elementos son representantes de 14 familias o superfamilias de
ETs tanto de clase | como de clase Il. Los ETs de clase | pertenecen a 9 familias o
superfamilias: LOA, BEL-PAO, jockey, circe, copia, gypsy, Mini-me, R2 y TRIM. Entre
los seis ETs de clase Il identificamos miembros de 5 familias: P, helitron, hAT,
Transib y mariner.

La inestabilidad inducida por ETs en los hibridos de D. buzzatii y D. koepferae
sugiere que hay una movilizacidn de los ETs en las generaciones tempranas, lo que
concuerda con las observaciones en Arabidopsis (Madlung et al., 2005). Nuestros
resultados muestran que en la primera generacion de retrocruzamiento (HR1) el
choque vy la introgresion de los genomas parentales genera el nivel mds alto de
inestabilidad en los hibridos. En los siguientes retrocruzamientos (HR2 y HR3) se
introduce gradualmente genoma de D. buzzatii a través del macho parental,
produciendo una disminucién de la introgresion y probablemente de la
inestabilidad generada en la linea somatica. Esta purga de marcadores de
inestabilidad de la linea somatica permite visualizar en la generacién HR3 |la
inestabilidad producida por la movilizacién de ETs (13 marcadores de inestabilidad
por transposicion) en la linea germinal, la cual probablemente ha sido fijada en el
genoma de los hibridos.

Las cepas BU28 de D. buzzatii y KO2 de D. koepferae, son cepas que han sido
mantenidas durante afios en las mismas condiciones de crecimiento (humedad,
temperatura, fotoperiodo y alimentacién), no han sido expuestas a estimulos de
estrés externos o ambientales, ademds son cepas homocigdticas y por tanto
presentan homogeneidad genética. La consanguinidad de las cepas no tiene efecto
sobre la movilizacion de ETs, como se ha comprobado en anteriores estudios con el
retrotransposon Osvaldo (Labrador & Fontdevila, 1994; Labrador et al., 1999). Una
vez descartados todos los estimulos que pudieran alterar la estabilidad gendmica
en los hibridos, los resultados observados con los marcadores de inestabilidad
indican que la inestabilidad hibrida es desencadenada como consecuencia del
estrés gendmico en los cruzamientos interespecificos, es decir como consecuencia
de la hibridacién.

La inestabilidad cromosémica observada anteriormente junto con la
inestabilidad gendmica observada en este estudio, muestran una visién general de
la inestabilidad que se genera en el genoma hibrido debida a la hibridacién y
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confirman que uno de los factores productores de la inestabilidad observada es la
movilizacion ETs. A diferencia de los estudios anteriores, en los cuales la
inestabilidad hibrida fue asociada a un elemento transponible, los resultados del
presente estudio sacan a la luz 34 ETs que se movilizan en el genoma hibrido
debido al estrés gendmico. Es probable que la cifra de elementos que se movilizan
sea mayor, sin embargo la cantidad de elementos que se han identificado en este
estudio podrian constituir una muestra importante (14 familias) de los elementos
gue estarian integrando el genoma de D. buzzatii y D. koepferae.

4.3 Transposicion de los elementos Osvaldo, Helena y Galileo en los
hibridos interespecificos

La técnica de hibridacion in situ, usada tradicionalmente en el estudio de las
tasas de transposicion (Labrador & Fontdevila, 1994; Vieira & Biémont, 1997)
permite localizar precisamente copias eucromdticas en los brazos de los
cromosomas politénicos de Drosophila y ademds no permite distinguir copias
insertas a nivel de la misma banda cromosdmica. Sin embargo, el estudio de la
transposicion a través de la técnica del transposon display presenta la ventaja de
permitir cuantificar las inserciones presentes en todo el genoma, tanto
eucromaticas como heterocromaticas asi como la discriminacién de inserciones
localizadas dentro de la misma regidon cromosdmica. Por tanto, las tasas de
transposicion de los elementos Osvaldo, Helena y Galileo, estimadas con el
transposon display son mds precisas porque permiten cuantificar la movilizacion en
el conjunto de las regiones del genoma.

Ya que los ETs pueden crear nuevas inserciones por transposicién y por
recombinacién ectdpica, es posible que alguna de las nuevas insersiones sea
originada por este uUltimo mecanismo que también genera inestabilidad en el
genoma de Drosophila. El efecto de la recombinacidn ectdpica ha sido puesto de
manifiesto en experimentos de laboratorio de D. melanogaster que presentan el
cromosoma X inestable, donde la recombinacidon ectdpica del elemento hobo
producia rearreglos cromosémicos y gran cantidad de mutaciones recurrentes
(Sheen et al., 1993). En la especie D. buzzatii se determind que algunas inversiones
naturales se habian formado tras la recombinacion ectdpica del elemento Galileo
(Casals et al., 2003; Caceres et al., 1999). En el presente estudio hemos asumido
que las nuevas inserciones observadas por el transposon display obedecen a
nuevas copias originadas por la movilizacion de cada uno de los elementos
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analizados (Osvaldo, Helena y Galileo). Si el efecto de la recombinacidn ectdpica
fuese importante deberiamos observar sus efectos también en las especies
parentales. Sin embargo, en estas especies observamos que el patrén de bandas es
bastante constante. Ademads D. koepferae no presenta copias del elemento Osvaldo
en los brazos cromosdmicos mediante hibridacidn in situ y sin embargo parece ser
el elemento que mas se moviliza en los hibridos. Sin embargo no podemos
descartar la posibilidad de que alguna de las nuevas inserciones sea originada por
recombinacién y no por transposicién. Por otro lado, la comparacién de los datos
obtenidos por FISH y por el transposon display, permitieron deducir que la mayor
parte de las inserciones de Osvaldo Helena y Galileo se encuentran en la
heterocromatina, regién en la que hay baja frecuencia de recombinacién ectdpica.
Por tanto las posiblibilidaes de que las nuevas inserciones ocurran por este
mencanismo son menores.

El incremento de las tasas de transposicion en los hibridos es un indicio mas
de que el estrés gendmico induce a la movilizacion de los ETs, nuestras
observaciones indican que los tres ETs se movilizan a una tasa de transposicion de
10 en la primera generacion y va decreciendo en las siguientes generaciones
(excepto en Osvaldo) a medida que los mecanismos de control del hospedero son
activados para mantener silenciados a los ETs, una vez pasado el shock gendmico
de la hibridacidn. En este estudio observamos que algunas familias de hibridos
alcanzan tasas de transposicion de 10, mientras que en D. buzzatii y D. koepferae
presentan tasas de transposicion de 10° y cero respectivamente. En otros
experimentos con poblaciones naturales, las tasas de transposicion espontdnea
estimadas para varios ETs de Drosophila estan en el rango de 10™ (Suh et al., 1995)
y las tasas de insercién y escisién estan en un rango de 10° y 10° respectivamente.
Por tanto, las tasas de transposicion observadas en este estudio son anormalmente
altas, corroborando que hay incremento de la movilizacién de los ETs, lo cual seria
una causa directa del incremento de la inestabilidad observada en el genoma de los
hibridos.

4.3.1 Transposicion del retrotransposon Osvaldo

Estudios previos realizados mediante hibridacion in situ del elemento
Osvaldo, reportaron en D. buzzatii ocho inserciones eucromdticas y cuatro en D.
koepferae, asi como sefales de hibridacion centroméricas en ambas especies
(Labrador & Fontdevila, 1994). Nuestros resultados de hibridacidn FISH muestran la
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presencia de cuatro inserciones eucromaticas en la cepa Bu28 de D. buzzatii y
ninguna en la cepa KO2 de D. koepferae. En el genoma de los hibridos Ia
movilizacion de Osvaldo ha sido observada tanto a través de los marcadores AFLP
como por el transposon display. Los resultados del transposon display indican, la
presencia de 35 a 40 inserciones de este elemento en D. buzzatii y de 34 a 39
inserciones en D. koepferae. En las familias de hibridos interespecificos las
inserciones de Osvaldo visualizadas oscilan entre 37 y 49, dependiendo de la
familia. El alto nimero de inserciones observadas por el transposon display en
ambas especies parentales contrasta con las pocas inserciones eucromaticas
observadas en los brazos de los cromosomas politénicos, de ello se deduce que la
mayor parte de las inserciones de Osvaldo se encuentran en la heterocromatina.

La tasa de transposicidon de Osvaldo estimadas para cada una de las familias
de hibridos en la generacion HR3 muestran un incremento de un grado de
magnitud respecto a las especies parentales, este incremento es estadisticamente
significativo lo que indica que el retrotransposon Osvaldo se moviliza mds en el
genoma de los hibridos que en el genoma de las especies parentales. Estos datos
coinciden con las estimas realizadas anteriormente, en ambos casos en los hibridos
se produce un incremento (10°%) de la transposicién de Osvaldo, mientras que en
las especies parentales se manitienen los nivels bajos de transposicién (107).

En todas las familias de hibridos interespecificos, se observa que el
incremento de la transposicion en las tres generacidnes es de 107, excepto en la
familia 13, que es de 102, a pesar de ello, en esta familia la tasa de transposicion es
muy superior a la de D. buzzatii. Debido a que los eventos de transposicién y
reorganizacion del genoma ocurren en determinados hibridos, la descendencia de
estos tiene mayor probabilidad de heredar estos cambios y pasarlos a la siguiente
generacion, esto explicaria que tres familias de hibridos incrementaran su tasa de
transposicion en las tres generaciones, mientras que la familia 3 mantiene la
estabilidad gendmica inicial, probablemente en el primer cruzamiento la
transposicion fue muy baja y asi se ha mantenido en las siguiente generaciones.

4.3.2 Transposicion del retroposon Helena

Mediante hibridacion FISH de una regidn de la endonucleasa de Helena en
los cromosomas politénicos de D. buzzatii y D. koepferae se determind la presencia
de 5y 12 copias respectivamente en los brazos de los cromosomas politénicos.
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Adicionalmente la hibridacién FISH en cromosomas politénicos de los hibridos
segmentales F3-F4 mostrd la presencia de 7 inserciones del retroposon Helena, de
las cuales tres (2E3, 3F4, 5G1) pertenecian exclusivamente a los hibridos
segmentales. Debido a que los hibridos segmentales se originan de un cruzamiento
interespecifico, las observaciones del elemento Helena ponen de manifiesto que
eventos de transposicidon pueden haber ocurrido como producto del cruzamiento
interespecifico y que posteriormente estas nuevas inserciones fueron fijadas en
estos hibridos durante los retrocruzamientos.

En el caso del elemento Helena las tasas de transposicidon en la generacién
de hibridos HR3 son del mismo orden de magnitud (10°) en todas las familias al
igual que en D. buzzatii. Sin embargo en la generacién R1 hay dos familias (10 y 13)
y en la generacidon R2 una familia (1) que presentan un incremento de la tasa de
transposicion de un orden de magnitud (107) respecto a D. buzzatii. Esta
observacion podria sugerir que en el caso de este elemento pueden existir
mecanismos epigenéticos que lo controlan los cuales se relajan en los hibridos
permitiendo la proliferacion del elemento en las generaciones tempranas, pero son
activados paulatinamente debido a la introduccién de genoma de D. buzzatii hasta
qgue el elemento es controlado tal y como se observa en la generacién R3 donde se
produce una disminucién de la transposicion.

Estudios del retroposon Helena en el genoma de las 12 especies de
Drosophila han permito observar que en la mayoria de especies este elemento
presenta el extremo 5" inestable y numerosas deleciones internas, esta es la razén
por la que analizamos el extremo 3" en el experimento con la técnica del
transposon display. Algo interesante es que Unicamente en dos especies D.
simulans y D. mojavensis se ha observado transcripcion de Helena por lo tanto se
considera que esta activo (Granzoto et al., 2009). Acorde con estas observaciones,
nuestros resultados obtenidos tanto con los marcadores AFLP, las inserciones
observadas mediante FISH, las estimas de las tasas de transposicién y las
amplificaciones por RT-PRC indican que en D. buzzatii y D. koepferae el elemento
Helena estd activo y tiene la capacidad para movilizarse creando nuevas inserciones
como se ha observado en el genoma de los hibridos.
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4.3.3 Transposicién del transposon Galileo

Para el transposon Galileo existen reportes de observaciones basadas en
varias cepas de D. buzzatii, en las que por southern blot se observé un promedio de
26.7 inserciones (Casals et al., 2005). Nuestros resultados muestran tan solo 2
inserciones por FISH y con el transposon display se han observado de 40 a 43
inserciones en D. buzzatii y de 42 a 45 en D. koepferae, mientras en los hibridos
interespecificos el rango es mas amplio contabilizandose de 32 a 56 inserciones de
este elemento. Las diferencias en el numero de inserciones reportadas
anteriormente y las observaciones del presente estudio probablemente se deben a
gue en cada estudio se utilizaron cepas diferentes y ademas el gran niumero de
insersiones que hemos visualizados se encuentran en la heterocromatina.

Las tasas de transposicion estimadas para el transposon Galileo son del
orden de 10™ y 10” en la generacién R3 de hibridos, mientras que en las especies
parentales no se observaron nuevas inserciones. Unicamente en la generacién R1,
dos familias (1 y 40) presentan tasas de transposicion de 10 Este incremento de la
transposicion en la generacidn R1y las inserciones nuevas de Galileo observadas en
todas las generaciones pueden tener varias explicaciones.

Primero, Galileo es un transposon del tipo foldback, el cual presenta TIRs
largas que flanquean la region interna que codifica para una transposasa (Marzo et
al., 2008). La presencia de TIRs largas podria conferirle a este tipo de elementos
mayor capacidad de recombinar con copias no alelicas, por tanto hay una
posibilidad de que las nuevas inserciones observadas se originen por
recombinacién ectdpica de las TIRs de Galileo.

Segundo, al igual que en el marcador TGATT27 (HR3), en varios scaffolds del
genoma de D. mojavensis, Galileo se encuentran con frecuencia junto a otros ETs.
Adicionalmente, alrededor del 90% de fragmentos amplificados en el transposon
display de Galileo son secuencias genémicas que contienen una regién de Galileo y
otra de otro ET (datos no incluidos en este estudio). Esto sugiere que fragmentos
de Galileo pueden estar insertados dentro de otros elementos de diferente familia
y/6 clase, por tanto Galileo 6 fragmentos de éste elemento podrian movilizarse de
forma pasiva ya sea utilizando la maquinaria de transposicion de los elementos
cercanos 0 por la movilizacidn de los elementos en los cuales se encuentra inserto.
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Tercero, podemos casi descartar la posibilidad de que Galileo se movilize de
forma auténoma, ademas debido a que no se han detectado transcritos de la
transposasa de este elemento en las cepas parentales D. buzzatii y D. koepferae, se
podria decir que es un elemento con una actividad pasiva y por tanto no transpone
de forma auténoma en el genoma de D. buzzatii y D. koepferae.

Teniendo en cuenta estas consideraciones, pensamos que las nuevas
inserciones de Galileo y el incremento de |a tasa de tranposicidon en R1 se debe a la
movilizacion indirecta de Galileo a través de otros elementos en los cuales Galileo
se encuentra inserto, por tanto el incremento de la transposicidon obedeceria a la
transposicion de todos aquellos elementos que incluyan Galileo, aunque no
podemos determinar cuales ni cuantos son.

4.4 Reorganizacion del genoma en los hibridos

La gran cantidad de las copias de Osvaldo, Helena y Galileo que hemos
observado por el transposon display indican que hay una acumulacién de
inserciones de los ETs en la heterocromatina, hecho que también ha sido
observado en D. melanogaster (Bergman et al., 2006) y en D. buzzatii (Casals et al.,
2006) especies en las cuales la densidad de ETs es mds alta en regiones de baja
frecuencia de recombinacion como la heterocromatina y donde los ETs se
encuentran controlados por mecanismos como la metilacién de las histonas.
Algunos investigadores (Biémont, 2010; Finnegan, 2011; Pimpinelli et al., 1995)
creen que la alta concentraciéon de ETs en la heterocromatina convierte a esta
region en una fuente del genoma con potencial para generar cambios a nivel
gendmico que en algunos casos pueden crear barreras de aislamiento
promoviendo la divergencia evolutiva y la especiacién.

En algunos casos la variabilidad gendmica generada por la movilizacion de
los ETs puede alterar las funciones génicas con efectos negativos para el
hospedador. Por ello el organismo hospedador mantiene activados mecanismos de
silenciamiento o control de los ETs, los cuales se relajan en situaciones de estrés
como los cruzamientos. La supresion momentdnea de estos mecanismos de
control, permite que los ETs se movilizen y se integren en nuevas posiciones del
genoma. Este escenario ha sido recreado en el genoma de los hibridos
interespecificos de D. buzzatii y D. koepferae en los cuales hemos observado
inestabilidad gendmica y explosiones de transposicion en determinados hibridos.
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La manera en la que operan los mecanismos de control epigenético es un
area que estd aun en proceso de descubrimiento. Dilucidar estos mecanismos en el
genoma de los hibridos es aun mas complicado, sin embargo es probable que en
los hibridos interespecificos ocurra algo comparable a lo que sucede en los cruces
disgénicos, donde la progenie de los cruzamientos de machos que portan un ET y
hembras que no lo portan presentan esterilidad asociada a la movilizacidon de ETs,
mientras que en el cruzamiento reciproco la progenie es normal. La activacion de
los ETs en estos cruzamientos se ha asociado a la falta de piRNAs de herencia
materna. Esto podria explicar la movilizacién de algunos de los 34 ETs en el genoma
de los hibridos. Aunque se ha observado que cada familia de ETs tiene diferentes
mecanismos de control, estos mecanismos no son mutuamente excluyentes
(Petrov et al., 2003) lo que podria indicar que los piRNAs de elementos de la misma
familia pueden controlar la actividad de varios elementos como se ha observado
para gypsy, zam e Idefix (Mevel-Ninio et al., 2007). Esta observacidn nos permite
suponer que en los hibridos, aunque inicialmente un ET podria movilizarse por falta
de un piRNA especifico, después del shock gendmico puede ser controlado por un
piRNA de otro elemento de la familia, esto ocurriria si los piRNAs presentes tienen
secuencias homologas al nuevo ET, al que se unirian para cortarlo. La dindmica de
la transposicién de Helena en las tres generaciones de hibridos podria estar dirigida
por un mecanismo similar al descrito, de ahi que la transposicién de Helena en HR1
sea alta (10”) y en la generacién HR3 disminuya significativamente (107%). En el caso
de Osvaldo la tasa de transposicidn es alta en las tres generaciones, aunque no en
todas las familias. Aunque Osvaldo y Helena son elementos de clase | y ambos son
elementos activos, los mecanismos que controlan la actividad de cada uno, al
parecer son muy diferentes y podrian estar relacionados con las caracteristicas
estructurales y la actividad transcripcional del elemento.

La movilizacidn de una gran cantidad de ETs observada en el genoma de los
hibridos es una muestra de la reestructuracion que sufre el genoma hibrido, lo cual
es comparable con las observaciones en hibridos marsupiales (Metcalfe et al.,
2007; O’Neill et al., 1998) en los cuales la inestabilidad hibrida incluye cambios en
la estructura de la cromatina, rearreglos cromosdémicos y amplificacion de ETs lo
cual podria ser explicado por la falta de compatibilidad entre los RNAi o por la
hipometilacion del ADN en los hibridos, estado que permitiria la movilizacion de
ETs. Mecanismos similares como la metilacion H3K9 y los RNAi controlan en
Drosophila la estabilidad de las regiones asociadas con ADN repetitivo (Peng &
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Karpen, 2008), por tanto la metilacion de las histonas pareceria ser otro
mecanismo que controla a nivel transcripcional a los ETs y que se relaja en los
hibridos, permitiendo la movilizacién de los ETs.

Por otro lado, es probable que el alto nimero de ETs movilizado en los
hibridos sea una sefial de que ocurren explosiones de transposicion en el genoma
hibrido, como se ha observado en otros estudios y donde se menciona que las
explosiones de transposicidon de ETs puede conducir a una macroevolucién (véase
Rebollo et al., 2010). Estas explosiones de transposicion llevan a una rapida
reestructuracion gendmica que puede producir aislamiento reproductivo
(Fontdevila, 2005). En determinados hibridos de las familias analizadas se
observaron estas explosiones de transposicion por la acumulacion de nuevas
inserciones, sin embargo cada uno de los elementos analizados presentd estas
explosiones de transposicién en una generacién diferente, asi Osvaldo produce
explosiones de transposicion en las tres generaciones, mientras que Helena vy
Galileo Unicamente en la primera generacidn de retrocruzamiento.

La idea de que los ETs pueden ser conductores de procesos bioldgicos y de
especiacion fue planteada desde su descubrimiento, incluso se ha desarrollado un
modelo matematico de especiacidén por transposicion (Lev, 1984) y diversas son las
especies, especialmente de plantas, a las que se ha asignado un origen hibrido
(Borgen et al., 2003). Sin embargo, los procesos que podrian haber generado esta
divergencia son desconocidos y uno de los factores a los que probablemente se ha
dado poca importancia son los ET. Los resultados del presente trabajo en donde se
ha mostrado un alto porcentaje de inestabilidad generada por la movilizaciéon de
varios ETs y la evidente reorganizacion del genoma hibrido, refuerzan el papel que
tienen los ETs como generadores de variabilidad gendmica y su importancia dentro
de los mecanismos de aislamiento y divergencia.
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5 CONCLUSIONES

Los marcadores moleculares AFLP han demostrado ser una herramienta
confiable en el estudio del genoma hibrido. En el presente caso han permitido
identificar la inestabilidad gendmica a través de marcadores que segregan de novo
en el genoma de los hibridos, estos marcadores han sido denominados marcadores
de inestabilidad hibrida.

El estrés gendmico producido en los hibridos genera un incremento de la
inestabilidad respecto a las especies parentales cuyas diferencias son
estadisticamente significativas.

El estudio de la inestabilidad hibrida ha demostrado que hasta un 90% de ésta,
puede estar asociada a la movilizacion de los elementos transponibles, por tanto
los elementos transponibles serian uno de los principales factores en la génesis de
la inestabilidad hibrida.

Por primera vez se asocia de forma directa la inestabilidad del genoma de los
hibridos con la presencia y movilizacion de, al menos, 34 elementos transponibles
pertenecientes a 14 familias tanto de clase | como de clase Il. Esta inestabilidad no
es observada en las especies parentales, en una de las cuales (D. buzzatii) se
moviliza solo un elemento y en la otra (D. koepferae) no hay movilizacién.

El aumento de la inestabilidad hibrida inducida por transposicién también es
estadisticamente significativo siendo, de un orden de magnitud superior en los
hibridos respecto a las especies parentales.

Los elementos Osvaldo, Helena y Galileo tienen una dindmica de transposicion
diferente en el genoma hibrido, lo que nos hace pensar que los mecanismos de
control para cada uno de ellos son diferentes. Mientras Osvaldo incrementa su
movilizacion en las tres generaciones de hibridos, Helena y Galileo se movilizan
preferentemente en la primera generacion de retrocruce.

La presencia en el genoma de copias activas de elementos auténomos
incrementaria la probabilidad de que otros elementos no auténomos puedan
movilizarse. Este puede ser el caso del transposon Galileo el cual no transcribe su
transposasa y por tanto no podria movilizarse de forma auténoma.
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La cantidad de inserciones eucromaticas y heterocromdticas observadas por
FISH y por transposon display, revelan una acumulaciéon de inserciones en la
heterocromatina. Esta region podria albergar copias activas de los elementos que
hemos observado movilizarse.

El estrés gendmico que sufre el genoma hibrido debido al choque de los
genomas parentales podria relajar los mecanismos epigenéticos que controlan los
elementos transponibles permitiento la movilizacion de éstos en el genoma de los
hibridos.

El analisis cualitativo a través de marcadores AFLP con el cual se ha observado
la movilizacidn de 34 elementos transponibles y el andlisis cuantitativo de las tasas
de transposicion de Osvaldo, Helena y Galileo muestran con claridad la
inestabilidad del genoma hibrido inducida por la transposicién. Esto indica que en
el genoma hibrido los elementos transponibles pueden generar una reorganizacion
gendmica que en algunos casos podria incrementar la aptitud bioldgica de
determinados hibridos promoviendo la creacién de barreras de aislamiento
reproductivo. Este escenario podria ser propicio para el inicio de un proceso de
divergencia en el cual los elementos transponibles jueguen un papel crucial, como
ha sido propuesto tantas veces.
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Anexo 1. Secuencias nucleotidicas de los marcadores AFLP de transposicion (marcadores
de inestabilidad hibrida asociada a ETs)

GGCTC21

GGAACAAAAAACTCAAGCGAATTAGAAGTGTATGTGCTTACTCAGGACTCATCAGCCCTG
ACTGCGTACCAATTCCATCTAAATGTATATAATAGACAGATGAAGGTGTGGTAGATTTCAT
AAAGTATATATATTCTTGAACAAGGCGTTGTGCTAAGTTGATAAGCCTTATATGTGATTTT
ATGTATCTATCCATCCGTTTGTCTATCGGTACGTATCTTTGTCAGCCCTTTCTATATAGAAGT
CTGTCGGTCCATCTAGAAATCTGTCCGCCTCTCTATTCATCCATCCGTCTTCTCGTCGATCTG
TGCGTCCGTCTGCCCATCTTTCCGTTAGTCCCTCTCTCCGATTATCCGTCCATTCGTCCTCCC
GTCTGCTCTTTCATTCATCTTATTGTTCATCTGCCTGCCTGCCTGGTCCATCCATCTGCCCGT
CTGTCCGACTTTTCCTCTCGCCGACTGTCCGTCGATTCGTCCGCTCGTCTGTTCCTCCATCCG
TCTTCTCGTCCATCTGTCTGCCCGTCGTCCATCTGTCCCTCTCTCCGACTGTCCGTGCATTCT
TCCGCTCATCCATCCGTCTTCTCGTCCCTCCCACGTTCCTTATTGTAAAGATTGAATATGCTT
GAATTGATTTGCAAGTTTGGTTGC

CAGCA21

CATTTTCAATGGGTTCAGGGTATAATAAAAGCAGATACTGCCTCACATGTCGTATCCGATG
AAAGCCTAGATAAGAAATCTTGCTTTCGAGAAGATGCGACAGATAAGGTAATGCCAGGA
GTGGTTGACTTATTGTCACTCTTAGTTTGAACTATAATTGGATAGGAGTCCAATTTTTGAAC
AGAGACTTGAGTATCAATAGCAGCAACGACAGGGGAAACAGAAGATTCAGAAACTACTG
GTTTAGGTTCAAGAGAATTAGGCCCAGAGGACAATACAGAAGCACAGGGTGATGGTGTA
GCAAGTATGTTCGGTGACAGTATTGGTACAGAAGGAGGTACCAATGACTTACAAAATAAA
CAAGTAAGAAGACTCTAGTCGAGACGGCTCGACTACGAGATACCCTGAACCCAAAAAAG
GTGATACATTCTTCTTTACACACTTGTAAGCGCGTGCTCTGCTAACCGCGCAGTTGCTGCG
CGGGGGGTGGG

GGATT21

GGCCTCAAGCAACAAAGGCGTATGAAAGCATAAATATATACATATAAAGACATCTACATA
TATGTATATTTATATATAAAATATATATTCGTTTGTATTTGTTTTGTTGCGAAGCTGCTGAG
GTCATTGAACGCGACTTCAAATGCGGCTGCGACTGCGCTTTACATTTCTGTGTATITATAA
ATACATACATACATATATTTATGTATGTCTATCAGAGATTGCGTATACGGCTCGTTGTCTAA
GGTAAAGGGCGATGAGCGCTGTTTTTTTTTTITITTITTTTTTGGAAATCAAGTAAATGAAGCC
AAATGAAAATAAGAAAATTGTGATACGCTGAGCTTTAGAGCAGGTATTTTTCACTTTCACC
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TCACTGAGTGTAGCGTAGTATAACGACTATAGGATACCCTTCAATGCTATGCTAGCAAATT
CTTGAAATTTCAAAAAGGAAT

CcCcccca1

CCAACAAAAAACTCAAGCGAATTAGAAGTGTATGTGCTTACTCAGGACTCATCAGCCCTGA
CTGCGTACCAATTCCATCTAAATGTATATAATAGACAGATGAAGGTGTGGTAGATTTCATA
AAGTATATATATTCTTGAACAAGGCGTTGTGCTAAGTTGATAAGCCTTATATGTGATTTTAT
GTATCTATCCATCCGTTTGTCTATCGGTACGTATCTTTGTCAGCCCTTTCTATATAGAAGTCT
GTCGGTCCATCTAGAAATCTGTCCGCCTCTCTATTCATCCATCCGTCTTCTCGTCGATCTGT
GCGTCCGTCTGCCCATCTTTCCGTTAGTCCCTCTCTCCGATTATCCGTCCATTCGTCCTCCCG
TCTGCTCTTTCATTCATCTTATTGTTCATCTGCCTGCCTGCCTGGTCCATCCATCTGCCCGTC
TGTCCGACTTTTCCTCTCGCCGACTGTCCGTCGATTCGTCCGCTCGTCTGTTCCTCCATCCGT
CTTCTCGTCCATCTGTCTGCCCGTCGTCCATCTGTCCCTCTCTCCGACTGTCCGTGCATTCTT
CCGCTCATCCATCCGTCTTCTCGTCCCTCCCACGTTCCTTATTGTAAAGATTGAATATGCTTG
AATTGATTTGCAAGTTTGGTTGC

CCcccal

CCCACCCCCCGCGCAGCAACTGCGCGGTTAGCAGAGCACGCGCTTACAAGTGTGTAAAGA
AGAATGTATCACCTTTTTTGGGTTCAGGGTATCTCGTAGTCGCGCCGTCTCGACTAGAGTC
TTCTTACTTGTTTATTTTGTAAGTCATTGGTACCTCCTTCTGTACCAATACTGTCACCGAACA
TACTTGCTACACCATCACCCCAAAGAGCTATATTGTCCTCTCAAAGAGGCAGTTATTACATC
TAATCCCGTAGTTTGGATATGGGCTGTTTCCCCCTCCATTGTTCTTAGTAGTACTCAGCGGT
CTATCAAAGAAATCAATCCTTTACTCATTTCTTTCATCAGAACCCCGGAAGAAAGTCCACCT
GTCTTGGCGATACTGGGGTCCATTCTTCTTTTCGAACGCTTGATTTCTTGTTTGTTAATCAA
TTACCAAAACCCACCCAGGCACCCGCTGCTTTCCCTTTCCCATGGGGGCTTTTCCTATGGG
GCTTTTCCCGCATCCCTTAAAACATGTGGGTTGGTAAATCTAAGAGG

TGTCG27

TGCGCCATATACTGCCCACCAAGGAACAGAATTGGTGAAAGGCAATTCAGCGACATACTC
GCTTCCTGTGGCCAAAGGTATTTTATTGGTGGCGACTGGAATGCGCGACATTGGCTGTGG
GGAGACTCATACAACTCTCCCAGGGGCAGAGAACTTGCAGAAGCCATTACAGCCAGAAGC
GCTAATATTCTTGCTACAGGATCTCCTACTAGATACCCGTATATATCCAATCACACTCCCTC
TTGCATTGATTTTGCATTATACCATGGGATACAGCATTACCAAGTAAATATACACCAAAACT
GGGACTTGGATTCTGACCACCTAGCCCTCATTGCCGAGTTGCACATTGATGGTTCTAATAT
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CAGCCCAAGCCCAAGGCTAATAACCAACCGTACTGACATTGCGGCTTTCAGACAACAGCT
AGATGACTCCATCCGA

CAGCG21

CAGCATGTATATTACCTCGCGTATCCTGACAGAACTGGCCGGAAGCGGGGATGCACCTGC
CGTGCTGGCACGCACTTCCACCACGCAGACGCCGCGTCTGGCCATTACCGTCAGCAGTATT
GCGGGCACGCTGGTTGCGTTTTCTTCCATTCTTGCGCCCAACACCATTTTTGCTTTTTTGCT
GAGCTGTAGCGGCGGGGTGATTCTGGTGGTGTATTGCCTGATTGTGTCTGCTTATGTTCA
GGCGCGGAGTAAGGCGGAAAAAACCGGGCAGGGGGAAGGGTTCAACCTGCCGCTGTTC
CCGTTCTGCAATTACGGGACGTTGCTGGCTGTGGCCTTTGTGTTCATTGCCATGATGTTCA
ACCCGGAGGAACGGATGACCGCCATTGCAAGCCTTGGCACTTCGGTCTTTTTCTTCCTTCT
GGCGTCTTTCAGGAACAGACGCGCT

TGATT25

TGTCCCTTATTATTAGCAAATATGAGCTCAACTAGTATGTAAATTATGATAATTACATTAGT
TTTTCAACATGTAACTAGAGTAGGCATAGGTTTGAACCCATTGAAAATGGGAAATCGGGG
TATAATGGGTTTGCTAAAAGTATGTAACAGGCAGAAGGAGGCGTGGCAGAGGAGGGTG
ACGAGCTGTGTCGATATAGCTATGTCCGTCCGTATGTATGAACGCGTCGATTTCCGAAGAT
ACAAGAGCTAGGTAGTTCATTCTTTTTGTGTTAGATTCGTATATTGCACGCGCAGTACAAG
TTTGTGTCAGTAATTCGATAACTCGTATATGTTCAGAGTTATCGATAAAAACAATTATCGA
GAATCAGTTATAAAATTCTAGCTAATTCATCTTTAGAGTTAGAGTCTGCAAGTCTTCTGCAT
ATATATAGATACTAATT

TCAGT21

TCATTCCGCCTAGTCTATAATATGTGTGTGTCTACCTTATGTATGTGTGTGTGTGTGTGTGT

TTGTTGGTGGTGCTGGTGTGTATCTGTCTGCCGAAACAACATATTTCATGGCTTAGGTAGA
TATTTTTTAGCTAGTCAGCGCAAAACGTAACGAAAAATAAAATAAATGAATATGCGCCACG
CACAGGCATCCCAAAGCACACGCACACACACACACACGCACGCACACTTCTACATATATAC

AGCATCCTGTCAGCCATTTTTGTTGCTGTTGTTGCGGTCCTTTGTGGCACTGGCATAGCTAA
GCGTGTGCACTGCATTTGTTTTACATTTTATTATGCTACT

TCAGT21

TCGACGTTCATACAGACGGACAGACAGACAGACGGACGTACAGACTGACGGACATGGCT
AGACCAACTTATTTTTGTATGCTGATCAAAAATATATATACTTTATGCGGTCTGCGACGTCT
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CCTTCTGCCTGTTACATACTTTTTCACAAAAAACCATTATACCAAACGTAAAAAAGTAATCG

AATAAACTCGCACTGCATAAGTAACATACGAGTACTTATGTAAAATTTCAGCTCTCTAGCTT
TTGTAGTTTACGAAATCTCTGCAATAATAAGGACGGACAGGCGGACAAGGGTATAATAAC
T

TGCGG21

TGCCAATTATCAGAGCAGCTGGCCGGAAGCGACTTGGCGAAACCCGTGCTAATTCCATTG
CCGTCTGCGATTACTGGACGCAGGTTAGGTCATATATATCCTAACCCGAGTCAAACCAGCT
GTACTTGAACCTATATAACAGCCG

TGATT21

ATTCGATTTTTATTGGTATTAGGAAGAATAGAAAATATGTTGATAGATGAATGATAAACAG
TGAACAGGAAGCAAGAATTGATACCGAAATATATATAGACTTCTGCTAAAATTGAAAGGC
AATATGCCAATATCGATTTTTATCGATATGACAGTATAAAGAAGAGAAGGCTGATTGATAT
CAGTGAAAGAAATGCAAGCAAAGAAAGATAGACATACAAATGAGATCCTAACTTACCCAA
GTAGCGCTGCTGATCTTGACTATGAATATTGATTATGAAATATTGTCGCCATCGACACACG
ACACACACACTATGCTCGCAACTAATATACCCTATCACAGAGCCAACTACTAATGCTGGGC
ATAATGAAAAGAGCAGCTAACTGGATACGTTGAAATATATGCACATGATTTAGAGAGTTG
TTTAGGGTTTCATTGAAATGCATACGGAGAGCAGACCGCCTCTCGTAAGGGGTAGCCCTG
GCTACTCGAGCTGCTGCTTGAGTTTGCTCTTCAGTCCTCATTCGGTTTCTGCTGCTGTTTCA
GTTTCAAT

TGATT24

TGCTGGCAGTGTGGGCGTATAGGCGTGCGCAAGGCATACTGTTGCAAGAAGAACTCCAA
TGCCTTGTTGCGACACTCCAGAGCCTTTACTTTTGTGTTCTCGGGATTTGAGATCGCTATAT
TCTCTTATTTCCTACAAAGTACAATTCACTGCTCGCTATACATTATGCCTGCCTGAGGTACT
CCTGGTCCTGAATAGACGTCCAAAATATCTGCCGAGGATATTTTTGGATTTTCCCACAAAA
TCCTGTCCGCCTGAAGTCCTTGATACCGGTATTGCAGTCCTTCGCGGTCCTTTTATATGGTA
TTCACTCGCGTTGACTTTCGGCACTCACTAAGTTTCACTAGCGGCACTACGCAACGCCGGC
AAAAGCACTATTATGCGTCGTTCGACTGTAACGTTCTTACTTATTATTACCTGTTTTTGGTC
ATTGACGATTATTTACTATTATAAATTTTTCTAAAATATTTAGTACCAGTCTACGTATTTTAT
AGTTATTAGTATAAAAAAATAATATATCCTGATTCAAT

TGATT25
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TGCACCAAAAATGACGAGTGTTTGGGATCATTGTCTTGTTGGAACAGCCATTGTGTTCCAC
TAAGGCCCAACTTCTCAACACTGGGGGTCAAATTATTTTTCAAAATATCCAAGAAACCATA
TTTATCCATGGTTCCATCAATAAAAGCTAGTTGACCAACTCCAGATGCCGAACAACATCCC
CACGCCATCACATTTCCGCCGCCGTGTTTTACAGTTTTGCGGAGATTTTTTTCTTGCAGCTC
TTTGTTGGCTTTGCGCCACACTTTTTGGCTGCCATCAGACCCAAAAAGGTTGAATTTGGAC
TCATCACTGAAAATTACATTGTTCCAGAATGAGTCCGGCTGGCTTACGTATCTCTTGGCAA
AGTCCAGCCTCTTCGCCTTATTTACTTTTGAAATAAAAGGCTTCCGCCGCGGAACTCTGCCA
TGATACCCAGCCTTATTCAGTGTATTTCGCACGGTTTGTGGGCAAAACTTAGCTCCAATAG
AATCTTGCAGTTCCTGACACAAT

TGATT26

ATTCAATTCCCGCCTTTGTCGTCTCAACTACTTTCCAAAGTTTCTACGGCATGCAGGAGCTA
GGAGCTGGCAGGTGCCTGCTGCCTGCTGCCTGCTGCCTGCCGCCTCCTGCTCCATTGCTTA
GAAGCTGCTGCAGCTGCAGCTGCAGTTCCCTAGCTGCCTCAATCTAGCTGCTATTGCTTTG
GCTGCTGTTTGACTTTCAGTCTCGAATGATTTACCTTACAAGATAAACAGACAGCGCTGCT
CCAGCGCAGTTGCAGCGCAGCTTTTGGCTGCTTCCTCTCCTCCCATTTTTATTTTTCGTCTGA
GCAGCCGAAGTTTGACTTTTGTCTTTTGTATGCAATGCGCCGTTGTCTGAGCCATAGGATA
ATGCGCTTCAAATTGTGCCCGTGCTGCGTGCCCTTACTCATCCTCTCTCTCTCTCTCTTTTTC
TCTCTCTCTCTCTATCTCGCCCTCACTCATTCTTGTTGCCGTCTCAGCATCACATTGCGCTTG
GCAATGCAAT

TGATT22

TGGCTCAATTTCATATTTGACTTGTGTAACTACGCCACTGCTTTGTGGTAACAGTTTGGTAA
GGTCGTCTTCATCCGCCTGCTGATAATCAGGTTCAATTTCCTGCTCAGTTTCAACTTCTGGC
TCTGAGTCAGGTACAATTTCATGTTCCTCTGCTAAAGGCGTCAATGTTTCATTTCCCATTAT
GAGTGCTTTGTACTTCTCCGGTATTCCGTCCTGTTGTTGTTGGGTAAGGCCTGACAATAGT
TCACGTTGTGCACTGATGCATCGGTCTCGAAATCTGACTGCGCTTGTCAGTTCAATATTAC
AGCACTCGCACATCAGCTCAGGCAGGCAAGGAAAACTTTCCA

TGATT27

TGTCCTTTATTATTAGCAAATATGAGCTCAACTAGTATGTAAATTATGATAATTACATTAGT
TTTTCAACATGTAACTAGAGTAGGCATAGGTTTCAAACCACTGAAAATGGGAAATCGGGG
TATGATGGGTTTGCTAAAGGTATGCAACAGGCAGCAGGAGGCGTGGCCGAGGAGGGTG
ACGAGCTGAGTCGATATAGCCATGTCCGTCCGTATGTATGAACGCGTCGATTTCCAAAGAT
ACAAGAGCTAGAGAGTCCATTCTTTTTGTGTTAGATTCGTATATTACACGCGCCGTACAAG
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TTTGTGTCAGCAATTCGATAACTCGTATATGTTCAGAGTTATCGATAAAAACAATTATAGA
GAATCAGTTATAAAATTCTAGCTAATTCATCTTTAGAGTTAGAGTCTCCAAATCTTCTGCAT
ATATATAGATACTAAT

TCTCG21

TGACGACGGGACAAATTCAAGTAATGAAATATCCATTACAAAGCGCAATGAATGTACCAA
CATATTTTCATTGCCAAGCCGGCCAACATCTAATGTACATCGGTCGCTTAGTTCTAGCAGT
GAAAATAGTGATGATCATTTATCTGTAAGCAGTACAAGTGAACAAAGTTCTCCTGACAATG
TGAAAAATATGCGATGTAATAATAATAACGATACGA

CGGGG22

CGGGTAAATGCTCATACATGAAGCAAGATACAGTAAATGTGTGTGTGCATGCTCATCGCG
AAAAAGTAATGCTTTTGTACATCAGCGTTTTCATACCCTTCAAAAAAATAATCACGAAAAC
ACTAAAATTTTGTATGAGCATGGCAAAGCCGTATAAGAGTTCGGCATACCC

CCGAT21

CCTATGCACACTTTGACTTTCCCTCCTGTGCCCGACATCTTACTCAGGACTCATCAGCCCTG
ACTGCGTACCAATTCCCATTTTCAAGGGGTTCAGGGTATAAAAAGAAAGAAATAATAAAC
AAGTAAGAAGGCTCTAGTCGAGACGGCTCGACTACGAGATCCCCTGAATCCTGCAAAAAA
AGTGATACTCTTCTTCTTTACGATCGCATGAGCGCGAGCTCTGCTAACCGCGCAGTTGCTG
TCGTGGCTTGGGGGTGGGTTGGGCTATAATTTGAACGCTTGTAACTCAATTTCTAGATGG
ATGATC

CCGAT22

CCCATGCCGTATCTTACTCAGGACTCATCAGCCCTGACTGCGTACCAATTCCCATTTTCAAT
GGGTTCAGGGTATAAAAAGTAAGAAGGCTCTAGTCGAGACGGCTCGACTACGAGATCCC
CTGAACCCTGCAAAAAAGTGATACTCTTCTTCTTTACGATCGCATGAGCGCGAGCTCTGCT
AACCGCGCGGTTGCTGCTGTGGCTTGGGGGTGGGCTGGGCAATACTTTGAACGCCTATAA
CTCCATTTCTAGATGGATGATC

CCGAT23

CCATTTTCAATGGGTTCAGGGTATAAAAAGAAACAAGTAAGAAGGCTCTAGTCGAGACGG
CTCGACTACGAGATACCCTGAACCCAAAAAATACTCTTCTTCTTTACGATTGCATGAGCGC
GCCCTCTGCTAACCGCGCAGTTGCTGCCGTGGCCTGGGTGTGGGTTGGGCTATACTTTGA
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ACGCTTATAACTCCATTTCTAGATGGACGATCTTACTCAGGACTCATCAGCCCTGACTGCGT
ACCAATTCCCCGTAAAGCCTATAAAATAAACTCCTGCCTAGACACAATTACGACAGCATC

CCGAT24

CCATTTTCAATGGGTTCAGGGTATAACAAGTAAGAGGGCTCTAGTCGAGACGGCTCGACT
ACGAGATCCCCTGAACCCTGCAAAAAAAGTGATACTCTTCTTCTTTACGATCGCATGGGCG
CGAGCTCTGCTAACCGCGCAGTTGCTGCCGTGGCTTGGGGGTGGGTTGGGCTATACTTTG
AACGCCTATAACTCCATTTCTAGATGAATGATCTTACTCAGGACTCATCAGCCCTGACTGC
GTACCAATTCCCTTCCCTTTTAGTTTAGTTTTCTGTGCTTATGTTTTTCAAATATCGATCTATA
CTAGGAACTTTATC

TGTCG21

TGGCTGGCTGTGCGCAGCAATGTCGAGCTGATGTCAGAAGTCAGACATTGGTGGTCGGTT
GTTTCCGAAGATATCGTTCCGCCTGTGCAGGATGAGGAGGAAGGTTTCCTCAAAACTGCG
GCGGATTTGCTTCCGGCGGAACCATGGACGCAGGAAACATGGAAGGACTGGACTGCGGA
ATTGAAGGAAGCCACGGGGCGTTCCGGAAAAACGTTGTTCCGTCCGTTGCGTCTGGCTTT
GACGGGTGAAGAGCATGGCCCTGAACTGAAGGATCTTCTTCCCCTGATCGGGCGGGAGC
GGGTGTTGCAACGTCTGTGCCCGGTTGAGGGTTGATGTCTGGGAAGTTTCCGAATTTCTTC
AGTTGAGACTTTGGACGA

TGTCG22

TGCGCCATATACTGCCCACCAAGGAACAGAATTGATGAAAGGCAATTCAGCGACATACTC
GCTTCCTGTGGCCAAAGGTATTTTATTGGTGGCGACTGGAATGCGCGACATTGGCTGTGG
GGAGACTCATACAACTCTCCCAGGGGCAGAGAACTTGCAGAAGCCATTACAGCCAGAAGC
GCTAATATTCTTGCTACAGGATCTCCTACTAGATACCCGTATATATCCAATCACACTCCCTC
TTGCATTGATTTTGCATTATACCATGGGATACAGCATTACCAAGTAAATATACACCAAAACT
GGGACTTGGATTCTGACCACCTAGCCCTCATTGCCGAGTTGCACATTGATGGTTATAATAT
CAGCCCAAGCCCAAGGCTAATAACCAACCGTACTGACATTGCGGCTTTCAGACAACAGCT
AGATGACTCCATCCGA

TGTCG23

TCGCAGAAAACACGTACTGGAATCGCTGCCCTATATTGGCAGCACTGCATCGTATCAGGT
AATGCGCGATCAGATTATAAATGAGAAACTAACCAAGGAAATGGCGCACAGCTGGATGA
GCTCGCTGTCATTTATCACGCGACCGGATGCAGAGACACTGGAGACCTTTTACACCATACT
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TGACTATGCTAGAAACAAACTGGATCCGGAATACACACTGGGCGCAACGGCTGTGGTACA
CAGCTATTGCAGGCATCATGAAAATTGCGAGGAGGATCTGAAGGTGATGCAAATTATCAA
TCTGCTGGAGACCGAGTTTCTGAGCCAGTTCAAGAGATATCGCGGCGATCGCAAGCAACG
CGAACGCCTAATTATACTGCTCAAGGGTCTTGGTAATATTGGAGTTATGTCCCCA

CACTC22

CAGCCTAGCGGGATGTTAGTCACTTCCTTAGCGAACGTGCTTGCGCACTTGAAGTTATGGA
AGGTGATCTTTCAACCCCAACAGTTCCAATCTCAATTCCGAGATCCCCAAACCCTGCCCGTC
CAAACCGAGTCAAATCATTCCACACCCAAGTACACACAAAACGCATGAAGTGCGAGCTGC
CCTTGCAAGAGAACCATCCTAGTCCGAGTAGAGTTATGTCGAACACCCAAACGTATTTGGC
TGCTAATACGCAAAGAGTCCTCCTCGGCACGGCGGTGGTCAATATATGCCACTTCGGAGC
CATCTATCCCGCCCGTGCTTTAGTCGACTCAGGGTCCGAAACAACTTTCATTTCTGAGCGA
CTATTCCGTAAGATCAAGTTGCCTTTCACATCCGTGAAAACCTGCGTTTTCCAGCCTGAATC
AAGCGATTACGGCCAACGCCCAAAAGCTTCGCAATTTTTATATTGGTTCTCCGTTGAAACC
GACCGTTGCGAG

CAGCA22

CAATTGAAATGGAATTTACTTTCTATTCTCACCCTTTCCAGGCGGCATGACCATTCAGCCCT
ACTTCGATGAGGAGCAACTGGAGCATATACTGCACACGGACGATGAAGACGACGATGAG
GAGGATGGGCGTAGGCATGCGGTGGACGATGACCAGGAGATGCAGCTGGATGTGGCCG
ATGAAAGCGGCGATGAGATTGTCATGTTGAATCAGCACAATCGACGAAGGCAATAGATA
GATAGAGAGAGAGAGAGAGAAAGCGAAAGAGAGAGAGATGGCAACACTCAGACAACAA
CAGCACACAACGTAACTGTGATTCCAAAGTTTTCAAAAACCAAGCGCTCTGCTACAATTAT
GC

CGAGT21

CGACAATACCTTATCGATGTGTTTAGATGTTGCCAGAATGTCGCAAAACTTATCTGCAAAA
ACAATTAGACGCCGAATTGCAATATTGAAAAAGTAGTACTGTAAATTATTGCGAATATGTC
CATGATTCCATTCTTTCCAAATCTCAAGCCTACTGTGGCTAATCGTTTTTGGTTTGATATGA
CATCCGATGATGAGATGCAAACAAAGCGCTATGAAGACGAGCGCAGAAATTGGGTATGT
CTGCAATAAATACATATGTATGAATGTATATAAATTGAATTACAATTGTATTTCCTATTITA
GCGAGAATCTTTGAAGACAGCTGCAACAGATTTGCAGCCACTGGGTAAGGTGCATACTAT
AACTGGCGTCGAAACAGATGATGAGGATGGTAAGTCACAAGCAGATAAACATTTGGGAA
ATATCCATTTATTTCCTTACCACAGCCAACGATGATAGTGAAGACACCGATAGTCACGATG
AGGAGGACGACGAGACCAACGATCGTGTTATTCCCGTTACGCAGGACTTTTACTCAGCAG
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ACGATATACAAATGAACGACGAGACCTCGCCCACAGCACCCTAAAAGGAAAGGCATTGCA
TAGATACACCATTTAGTTAGTAAAGAGTTAGTTACTGTTGCGATCACAAAGTTCCCTTTACA
AACTGTAATAACAATTTTTCGTTTACTTTACTCAGGACA

CACAT21

CACCGTCTCAAGTGCGTCGAGCACCAGATCCTGATATTCCTGAACTTGTGCCATTTTGATG
CTTGTCTTTCGGCTGCCCCTCAAATTGGCGCGCAAAATGTGATTCCAATTGTAGCGTCGAA
ACAGCAAACGCTTGCGACACTGTACAAGGAG

CACTC21

CACCGTCTGCTACACCAAGTAAGGGCATTCATTTTGTGAATTGGAACCCGCTGACCCGCAA
AAGGCGCAAAGTCCAAGAAGAACAAGAAGAAGGCCGCAAAAGCCAAGGCCGACTCCAA
GGCCGACGAGCACCAAGAGGATGCGCCAGCCGATCACAATGACACTGATGTATGTGGTG
AACTTCTCCCGATTGTCATTGCACCTTTGCTGAGACCTTACAAGATCGAGCCCAATGATGC
CAACGAGGCCATACAAGTGCCAGAATCCAACGGCGCCAAGCCCGCCACGATAGACGGCA
GTCTGCCAGATCGGTCTGTCAAGAACCAGGAGCCCGTGGCTACTAGCGATGCCCCCCCAC
GAACCGATAGCCAGTCCGACCCCGCTTCCGATGGCACCGAGCCAAAGGATCGATTCGATG
CACTTGTACGAGATCGCGACTCGCTACGCGCGGAAGTAGCCGATATGCGAAAATCATTGG
AACAGATTCAGTCCAAGCATACAGCAGACATGGAGGCCCTGCAGCAGAAATTGGAGGAT
GCGGGGAGCAAAAAGGAGCAGGCGGAAACGCAGTTCCAGATGCTCCTGGAACGAG

TGATT26

TGGTCTTGATCGGCGGATGCGAAACCGGAACGCTCGCAGACGTCCCCATACCGAACATCA
GTCCCATAACCGCCAAGAGATGCAGCAGAATTACAACCAGCAGAGCAACAACACCGACAA
CAGCTCCTGTTCCGACGACAAAGCGCACCGGACTCTGTTGCTGTTGCGCGTGGTCCTTCAT
ATTTCTACATCCTCCTTCTTCCACGCCAGCCAAAGAAACACTGGCCAGCGCCATCACCTGAT
CTATGGCATCAAAAACTGATGGCCCTGCACCAACATTTCGTGCCTCAGCACTGGATAGACT
GACAGAGCTGCATGGCTGCCATCTTCCTGACCCTGATTGGGCAATTTGACAGCAAATATGT
CAAGAATGTTCTTGATCGAAAATGAACACTGCCCTCTTTCAATGCAGACGGCCCACAAAAC
AGGCATATCATCCAGATCCGCAGAAAAAAGCCACTTTCTGTTGAGATGTGTCAGAATCAG
GGTCATTCATGCCTGTTTTGAGCCCATTTGAAT

CGGCA21



154

Anexos

CAGTTCCTCGATCAATTAAACAGGTTAAATGGTTTTTAGGTATGACTGGGTGGTATAATAA
ATTTATTAAGAACTATGCCACCATTGCATCTCCTATAACGGATACATTAAGGCAGAAACAA
AAATTTGAATGGGATGAATCTGCCCAGAAGGCGTTCGAAGAGCTTAAGGTGAAGCTTAGT
TCGGCCCCAGTTTTGCATAGCCCAGACTTTAACCTTCCTTTTTCCATACACTGTGATGCCAC
CCATACAGGTGTAGGCGCCGTGTTGGTATAATCCGCGGACAATAATGAAGAAGTACCACT
TGCTTTTAGTTGCTAAACCGTTTTCAGAGGAGTTATTCCGTAACTGAAAAGGAATGTCTGG
CAGCTATTCTAGCCATAAAAAAATTCCGAGCTTACGTTGAAGGGCAAAAATTTTCGGTAGT
TACCGATCATGCTTCGTTAAAATGGCGCATGTCTCAATCTGACTTGAGTTCTCGGTTGGCC
AGGTGGGCTTTAAAGCTCTAAGGTTTTGAATTTACAATAATTCATAGAAAAGGCAGTCAAA
ATATTGTCTCCGACACTTTATCGCGAGCGTATACAGAAGATCTCCCTGAAATTACGACCGA
CTGTTTAATAGATGTCGATTCAGGCCATTTTAAATCATCCGACTATCAGGAACTGAAGGCC
AATATAATAGCCAATCAGTCAAGTTCACCGGATGTGAAGGTAGTTGACGGATATATGTAT
CGTAGAGCCGATCATTCATCGGGTGAGAAAATGGCCGATTATCACTGTTGGGAACTTTGG
GCTCCCCAGTTGTTGGTTCCATCCGTCCTTAAGAAGGCCCATGAGCCTCCACTAGCTTCTCA
TCCTGGGATAAGCAAGATGTTAGCCAAATTGCATCGATATCTTTATTGGCCACAAATGGCC
GTAGACGTTAAGAATTTTGTGAATGCTTGCGAGAGCTGCAAGTGCAATAAGCATCCAAAT
CGCACATTGCGTCCACCCTTAGGGACATCAGGTCCTACCCATCGCTTCTTCCAGAAGCTTTA
TATAGATTTCCTAGGTCCGTACCCACGAAGTCGTGCTGGGAATGTAGGAATACTAGTTATG
TTAGACCATATGTCGAAGTTTCCTTTTCTTACACCAGTTAAAAGTCTGACTGCAGACGCCAT
TATCAATTATTTAGAGCGGGACTTGTTCCATTGCTTCGGAGTTCCCGAAACTATTGTCTCTG
ATAACGGTGTG

CACTC23

CACACGGAGCGCATGCGGTACTCCGATCCAGATGCAACCTTAGAGGCATATACAACAACA
CTCTATCGCTACGCCGCGCAGGCGGGCTTCAGCGGTCGTCTCCCTACTTTGATTGAAGAGG
AATATGAAACCCAAGGCCTGTCTGATATTGTTTCTATGGAGTACACCAACCTATCTAAGCC
AGAACTCAATCCTTTGGTCCAGGATTGGTTCAAATCCACCACGAAAGCGCTATTGCCTGTT
GCATGGAAAAGACAAGGACACTCAAAGGAAGAAATCGAATCACAGCTTCATCAACTCGAC
GGCGACATTGAAAGCTCATTCAACGAAGGGGTGGTTCCAGATATGAGGCTTGGGTCTGTT
TTGGCAAGAAAGCCTTCCTAATTTGGGAAGGACACGTTGTTGCAATGATATTTCCCTCGTT
TACAATGTTGTACGTGAAACATGTGGACAATAAATTGCCATCCAAGTCCCTCTGTCTTTTG
ATGAGGCCATTGGTCGAAGCGCCTACTATAGATAAAAGCCCTGTGTCTTCCAGTGGCGAG
AGCTGGCTAGTTTAGACTCGTAGGATATCAAAAACATAGCACACGCTTGGGAGAG

TGCCC21
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TGTCATGGCTATACTTACTCAGGCCATCCTTTGGCTGCGGCTGTAGGTCATGTCGTGCTGG
ATATTATGGAAAGCGAAGGCCTGTTTGAACGGG

TGCCC22

TGTGCCCACTGCCGCATACGTCAGCTCTGTGCAGAAATTTTCAAAGCTAGTAAAAATGAAG
TTGAATGCCCTCAAGCTATACCCACACCTCCCGAGGACTTTTGTATTAGGG

TGGCG21

GCGATGTCCTCTTCTCAGCTAGACCAACAGATCTTCTTTGCTCGTATTTTGGAAGAAAAGG
CTCAGAGAATCGAGAAAAAACAACAAGTCAGGGATATGAATCTAACTCAAGATCCAAAAT
ACAATCAGCCAGGGAAGAGCCCACATTATAAGAAACCA

TGGCG22

TGCATCTAATGCAATTTGGCAATCCAACTCCCAAGTCAAATCATAAAAAAAAATTGCATGA
GAAACTATTTCGACTTGCTGAAAATGACTGAGAATGGAACGTCGCAGTCTTTGGCTAGAA
CTTGGTGTTAGCGACTGAAAACGGCCAAATAGCGC

GGGGG21

GGTTGCACCATACTGCGCCAATTTTTCTAAATGATACGCGGTTGGGTAGCCTTTATGCTTC
GCAAAACCATATTCAGGAAAAGCTTTGTCCAACTCAACCATTTCCCTATCCCTAATCACTTT
AGCTAAAATGGATGCTGCGCTAATTTCTTGTACTAGGCTGTCGCCC

GGGCC21

GGTATGGGTGTTTCCGGTCTTCTGTTGCTGTCTTTGGGGCTGTTTGCCGTGATGTCTGGCG
TTAGCAGATATTACGCTTCCGTTGTGCAGCCTGTTCCGGTCAGATGTCGTAAACGTCGCTG
AGAGAAGGGC

TGCGG21

TGCATGTTGGCTCTCAGAATCTAAAACCTTTTGCTTTTATTCTATTTGCCG

TGCTC21

TGGTTGAAAACGAACGGCAGGCATAACGTTTGCCTTTTGTGACCGGGCGCAGAACAGAAT
CCGCGAGAGGAAAATTCAGGAAAAAAGATCTTCTCCCTCAAGTCCATTCTTCAGAGTGAT
GGAAATTGCAAATAGCCTGCGCATTGCGCCCGACACGGTATTGTCGCGATGGGGGCAAA

155
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ATGACTGTGCTCCTCTGCGTCATGGCAACTCAGAATCATGCGTTCCAGGTCGGTAACACTG
CCAAGCTGACGCGGAAGCAGCGTGCGCCTCAGATTCGGCTGAATTTCCAGAATCTGGCGG
GCTCTCTTTGCCGCAATGGTGTGTATCAATGTTTCCATTCGCGCACGCTACGACCAGAG

CGGCC21

CGCCGGACGCCCAGCCTAGTCACATGCAATGGGCGGCTAATATTGCGCAGTCTGCG

GTGCC21

GTGGGCTGCCTGAATCACACCATAAGGCCCCCCGCCATCTGTCATGATGTAGTCATTCAGC
ACAATCAGCCCCGTATGCGGC

TGTCG41

TCGGATGGAGTCATCTAGCTGTTGTCTGAAAGCCGCAGTGTCAGTACGGTTGGTTATTAG
CCTTGGGCTTGGGCTGATATTAGAACCATCAATGTGCAACTCGGCAATGAGGGCTAGGTG
GTCAGAATCCAAGTCCCAGTTTTGGTGCATATTTACTTGGTAATGCTGTATCCCATGGTATA
ATGCAAAATCAATGCAAGAGGGAGTGTGATTGGATATATACGGGTATCTAGTAGGAGAT
CCTGTAGCAAGAATATTAGCGCTTCTGGCTGCAATGGCTTCTGCAAGTTCTCTGCCCCTGG
GAGAGTTGTATGAGTCTCCCCACAGCCAATGTCGCGCATTCCAGTCGCCACCAATAAAATA
CCTTTGGCCACAGGAAGCGAGTATGTCGCTGAATTGCCTTTCATCAATTCTGTTCCTTGGT
GGGCAGTATATGGCGCA
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Anexo 2. Matriz de datos del transposon display de Osvaldo, familia 1, hibridos HR1

Hibridos

RC1

cl

Generacion

TdH

TdH

TdH

TYH

TYH

TYH

TYH

qa

qa

T4H

T4H

qa

3d

e & @ @ & 4 2 ¢ & 8 & & 4

Sexo

11 12 13 14

10

Hibridos

Tamafio (pb)

171
188
194
209
222
228
234
238
252
260
264
269
280
290
305

318
323

336
345

356
360
397
416
428
442
460
479
487
505
513
527

550

621

807
848
961

0

1177
Cl: cruce interespecifico, Dk: D. koepferae, Db: D. buzzatii,

RC1: paretales retrocruce R1, HF1: hibridos F1
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Anexo 3. Matriz de datos del transposon display de Osvaldo, familia 1, hibridos HR2

RC
2

Hibridos

Generacion

CYH
CYH
CYH
CdH
CdH
CdH
CdH
CdH
CdH
CYH
CYH
CYH
CYH
CYH
CYH
CYH
CYH
CYH

qa

TYH

@ 4 2 2 ¢ @ ¢ @ @ @ ¢ 443838443 3 4 3

Sexo

€€

[43

143

0€

6¢

8¢

/x4

9C

St

Ve

€C

[44

TC

0¢

6T

8T

L1

91

ST

Hibridos

Tamafio (pb)

171
188
194
209
222
228
234
238
252
260
269
280
290

305

318
323

336
356
360
397
416
428
442
460
479
487
505
513
527

550
581
621

666
807
961

1

0
RC2: parentales retrocruce R2, Db: D. buzzatii, HR1: hibridos R1, HR2: hibridos R2

1131
1177




Anexo 4. Matriz de datos del transposon display de Osvaldo, familia 1, hibridos HR3

Hibridos

RC3

Generacién

€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€4H
€YH
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
qa
CdH

R J QR Q2222222222 ddddddddddddddddaldaldadd

Sexo

1ZA
€L
L
TL
0L
69
89
L9
99
S9
9
€9
9
19
09
6S
85
LS
9§
SS
S
€9
[4]
18
0S
6V
14
Ly
El4
E14
144
374
[a4
144
ov
6€
8¢
LE
9¢
S€
143

Hibridos

Tamafio (pb)

i110011111011111111110©011111110111101111
1111111111111 11111111111111111111111:1
1111111011111 111111111111111111111111:1

110011
111111

171
188
194
209
222
228
234
238
252
260
269
280
290
296
305

111111

0111101110111001001771101101111111111111111011

1 0100O0O0OOOOOOOOO1O0OOO1O0OO0OI11TO011111211101111101101

o1o000O0OO0O01O01O0O0O0O0O01O0O0O0OO0O0DO0ODO0OOOI?1T1111112111111111111111

1111111111111 11111111111111111111111:1

1 111111111111111111111111111111111111111111:1
1 111111111111111111111111111111111111111111:1
1 111111111111111111111111111111111111111111:1
1 1111111111111111111111111101111111111111111:1
1 1101011011111011111110111111111111111111111:1

111111
111111

1111111111111 11111111111111111111111

1 000O0OOOOOOOOOOOOOOI11O0O0OOOOOOOOOOOOOOOOOOOOO0OTO

111111

1111111111111 11111111111111111111111
1111111111111 11111111111111111111111
1111111011111 111111111111111111111111:1

111111

318
323

111111

0111100O0O0O0O0I1O010100011011111111111111111111

336
356

360
s o o 0 000 00O0O0OOOOO OO OO OO OOOOOOOT1O000O0O0OOOO0OOO0GO0O0O0 O

01100O0O0OO0O0O0OO0OO0OOOODO1O0OOO0OOOOI1TI1111111111111111111

010111

11000O0OO0OO0OOO1O0OOOO1O0OI10©O0111001111111010001

1111111111111 11111111111111111111111

111111

397
[EGe o o 0 0 00 00O0OO0OT1O00O0O0O0OOO0OOOOOOOOOOO0OOOOO0O0O0O0O0O0O0O0O0 0

1111111011111 11111111111111111111111
1111111011111 11111111111111111111111

111111
111111

416
428

159
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Anexo 4 continuaciéon. Matriz de datos del transposon display de Osvaldo, familia 1, hibridos HR3

Gener

Hibridos

RC3

acion

€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
qa
CdH

2 4 2 Q22 Q2922222 eddddsdddddsdddddsddadddd

(=}

Sexo

Hibrid
0s

Tamafi
o (pb)

1
1
1
1
1
1
1
1

11111111111
11111111111
11111111111

1
1
1

01 0O0O0OO0OO0OOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOODODOTI1IO00O

0

1

1 0 0 1

0 1 0 01 0 0O

435
442
460
468
479
487
505
513

5278 0 o 1

1 0 00 0 0O

11111111111
11111111111
11111111111
11111111111

1
1
1
1

101 00O0OO0OO0OOOOOOOOOOOOOI1I OO0OODOOOTIL 11100

1 0 00 0O

10 00 0 0O
1

1

100001 00OO0OO0ODCDO0OTI11O01O0O0OT1O0O0OOOT1O0OOOOOOTIO0OTG0OO0OO® 01

550
581

621
[ésE o o 0 0001 0000O0T1O0O0O0O0O0OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OO OOO0OO0OO0OO0OO0O0O0O0O0O0 O

10 0 0 1

10

01 00O0OO0OO0O0O0OO0OOOOOOOI1OOOOOOBOI1IOTI?110111011100

01 0 0O0OO0OO0OOOTOOOTUODOTO

0

111111111111 1

0 00 00 01

1

0

1 0 0 1
1 0 00 0O

1

1
1

0000171100011 11

110010 0001

1

1 0 0 00 010 0O

666
75 o o o 00 000O0O0OOOCOOOT1O00O0O0OOOG OTI1IO0O0OT1T1O071110 100

111111111111

1

807
8% o o 0 000 000O0O0OO0OO0OOO11I0O0O0O0OOOT1O0T1T1T1T1T1T10011 11110011

0
1

1

0000111110010 00O0O0TO0

00011110 0O0O0O0OTO0TGO0TUO0

1

1
1

0
0

100 11 01101
0 11 01 0 01

0
1

961
989

1 0 0 0 O
10
10

1 0 0 01 0 00O
1

0
1 0 000 0OOOOOUOT OO

0
@B o o o 01 01 101000007101 1000000O071101111000T00

1

0
1 00

1

1

101 111110000
110011110 0O0O00O0

0 0 0 00 01
1

0

1056

1

1 01 1 00

10

1131

10 0 00O

1

1111111110110 1

0 0 0 0 0O

1 000 0 O0OOOOUOOUOTU OO 1

0

1177

RC3: parentales retrocruce R3, Db: D. buzzatii, HR2: hibridos R2, HR3: hibridos R3
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Anexo 5. Matriz de datos del transposon display de Osvaldo, familia 10, hibridos HR1

Hibridos

Cl

Generacién

TYH

TYH

qa

qa

T4H

qa

qa

3d

e &4 &4 @ & & 2 °

Sexo

Hibridos
Tamafio (pb)

194
209
222
228
238
252
260
264
269
280
290
318
323
345

356
360
397
416
428
435
442
455
460
468
501
505
513
527
545

550
556
570
642
665

678
726
797

Cl: cruce interespecifico, Dk: D. koepferae, Db: D. buzzatii,

RC1: paretales retrocruce R1, HF1: hibridos F1



RC
Hibridos

2

Generacion

Anexo 6. Matriz de datos del transposon display de Osvaldo, familia 10, hibridos HR2

162 ‘ Anexos

CY4H 0| 6C OO0 0000O0O-1H0O00O0OTOHOOHOOOOO100OO A0 A d 1O 1O H1OO 1O
TYH | ~O| 8¢ A0 00 A H1O A A A0 A A A A O A A0 A O0O0O A 1O A A —dO0O A HAAHO A0 —1OO—HOO
C4H | ol LT A OO0 1000 " —1TO0OO0O 11O HOO—TO 4100 -HOO0OO A 1O HAHA—HO 1O —1OO—HOO
CY4H | ~O| 92 10000000 -HOOO"THOHOO-TOO0OO0OO0OOHOOOA—HOOHAHAHO 1O —HOOOO
CY4H | ~O| ST 10000000 -HOO0OO0OOHOHOOOO0OO0O0OO0OOHOOOHOOHAHAAHO 1O —HOO —HO
CYH | ~O| vT A1 OO A A A A0 A A A0 A A A A A A 1O A A0 A A AAAAA—AO A A A0 0O 1O OO
CYH | ~O| €2 AAd A AAd A A0 A A A0 A A A A A A 1O A 100 A 1O A A 10O A1 1O0O—1O—"1O0OO0O0O0O0
CdH | OH TC Od—HdHAO A A A A A A A A A 1000 A 10010100 AAd—dO A A A AAAAAAO = o
CdH | OH 0¢ OC00O0O0O—TTOA—dOOAAd1O0O0O A A 100 A0 10O AAdAdO A A A AAAAAAO = o
CYH OH 6T 0000 A dH1O A 100" —"1—"100 1100010100 1A —dO00 A1 10 —"1O0O—"A—1000-
C4H | OH ST AAd A 10010 A 1101100001100 10100 AAddOAAdAdAA—AdO—A—1O A0l
CYH OH LT 0O000O0O0O—T1OA-HOOHA—AdHOOO A 100 —dO—HOO A AdAd-rAdAd—Add O 1O 10000
C4H | OH 9T 0O —HOHAHO 1O 1O 110000 —HOO—HOHOO"dTH—H1OOHA-"I1OO0OO0OO—-HOO0OO0O
CYH OH QT O0000O0TO0OHOOO"ITHOOO0OOTHOOd1O0OH1O0OO A dHO A A Addd 1010000
CYH OH YT 00000 HHOATOO AT OO A A1 OO0O A0 —TO0OO0O A A —dO g A deded = O
C4H | OH €T AAd A 100 A A Add A0 A dAd 10 A1 10010100 AAd 10O A AdAd A0 A4 O oAl
CYH| OH TT 0OC00O0O0O 11O A 10O dTAdH1O0O0O0OAd 10010100 AddOAAdAAO A A A 1O Ol
C4H | OH IT A0 A0 A A A dAdAdd A AA A0 AdAd 10O A 10100 AddO0AdAdAd A —A—A—dO oAl
qad “o| 0T A A A A A A OO A A A0 A A —"A A 10 A A A A A A A A0 A A A A A A A A A A O —AO0OO0O—"AO—"AO OO
TYH OH 8 0100110 A4 100410 A 10110010100 AdddO0OAdddd 1O A—1O0 10O
)
£
n < O NS 00NN oo o 00 MW wWo N WO OLW AN WO K AN MO NNOWVWON N 00 0 ~ ol ©
SRR BES- ERES - Pl gy Flfab bt R N
ol 5|
v |-

RC2: parentales retrocruce R2, Db: D. buzzatii, HR1: hibridos R1, HR2: hibridos R2




Anexo 7. Matriz de datos del transposon display de Osvaldo, familia 10, hibridos HR3

Hibridos

RC3

Generacién

€YH

€YH

€YH

€YH

€YH

€YH

€YH

€YH

€YH

€YH

€YH

€YH

€4H

€4H

€4H

€4H

€4H

€4H

€4H

€4H

€4H

€4H

€4H

€4H

€4H

qa

CdH

¢ & ¢ 2 2 ¢ 2 & @ ¢ ¢ ¢ ¢ 4 4 388 8 & & 3 F& 3 38 3 3 & &

Sexo

S9

9|

€9

19

09

69

89

LS

99

S9

VS|

€9

4

19

09

81

LY

Ely

St

|

€Y

[y

144

8¢|

T¢|

0¢€|

TT

Hibridos

Tamafio (pb)

194
212
222
228
238
243
252
256
260
264
269
280
290
307

318
323

345

356
360
385
397
416

0

435
RC3: parentales retrocruce R3, Db: D. buzzatii, HR2: hibridos R2, HR3: hibridos R3

163
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Anexo 7 continuacion.Matriz de datos del transposon display de Osvaldo, familia 10, HR3

Hibridos

RC3

Generacion

€4H

€4H

€4H

€4H

€4H

€4H

€4H

€4H

€4H

€4H

€4H

€4H

€4H

€4H

€4H

€4H

€4H

€4H

€4H

€4H

€4H

€4H

€4H

€4H

€4H

qa

CYH

e 4 @ @ @ @ @ @ @ e ¢ ¢ e &4 d s I d I I I I3 I I3

Sexo

S9

9

€9

19

09

65

8§

LS

9§

SS

S

€S

[4]

18

0S

14

Ly

El4

E14

144

134

[a4

144

8¢

123

0€

T

Hibridos

Tamafio (pb)

442
455
460

501
505
513
527

545

550
556
570

642

646
665

678

726
734
797

930

956
RC3: parentales retrocruce R3, Db: D. buzzatii, HR2: hibridos R2, HR3: hibridos R3
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Anexo 8. Matriz de datos del transposon display de Osvaldo, familia 13, hibridos HR1

RC1

Cl

Generacién

TYH

TYH

qa

qa

T4H

T4H

qa

qa

3d

¢ & 4 4 ¢ ¢

¢ & &

Sexo

LL

9L

VL

€L

<L

L

0L

69

89

Hibridos

Tamafio (pb)

0

188
194
209
222
228
252
260
269
280
286
318
323
336
345

356
360
397
416
428
435
455
460
468
479
492
505
513
527
545

550
556
570
642

666
678
726

797
Cl: cruce interespecifico, Dk: D. koepferae, Db: D. buzzatii,

RC1: paretales retrocruce R1, HF1: hibridos F1
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Anexo 9. Matriz de datos del transposon display de Osvaldo, familia 13, hibridos HR2

RC2 Hibridos

Generacién

CdH

CdH

CdH

CdH

C4H

CdH

CdH

CdH

CdH

CdH

CdH

CYH

CYH

o~ o~
o o<
I I

Q2
=)

TYH

g 2 2 @ @ 2 @ ¢ 2 @ 2 2 4 4 4

3

2

Sexo

6

6

16

06

68

88

L8

98

S8

v8

€8

143

18

08

6L

8L

LL

Hibridos
Tamafio (pb)

175
188
194
209
222
228
252
260
269
286

318
323
336
345

356
360
397
416
428
435
455
460
468
479
492
505
513
527
545

550
556
570
642

666
678
726
797

RC2: parentales retrocruce R2, Db: D. buzzatii, HR1: hibridos R1, HR2: hibridos R2



Anexo 10. Matriz de datos del transposon display de Osvaldo, familia 13, hibridos HR3

Hibridos
o o
o

T

RC3
(3]
o
T

Generacion

€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H

(22}
o o
Ir T

Qo
(=)

2 3 22 2 Q2 @2 Q@@ Q922922 ¢eQeeeedddddidyiddiddddddadyay

Sexo

SET
VET
€€T
CET
TET
6CT
Lzt
9T1
ScT
144"
€t
[44%
1x4%
0ct
61T
81T
LTT
91T
ST1
it
€Tl
(49"
Tt
(0129
60T
L0T
90T
SOt
0T
€01
(40"
T0T
(0[0]
66
86
L6
96
6L

Hibridos

Tamafio (pb)

175
188
194
209
222
228
252
260
269
286
302
318
323
336
345

0o 1

1
1

1 0 0 00O OO O O0OWOTFPO
0 0 0 0OOO O O O0O0UDO

0
1

1

0 0 000 0 0 1
0 0 O

1
0

0 0

0 0

1

0

0

1 0 0 0 0 1 0O

1

1
1

1 0

1 0

1 01 0 0 0 0 0 0 1

1
1
1
1

0
1
1
1
1 0 0

1

0

0 0 0 1

1

1 0 1 1
1 0 0 0 0 O
1 0 1 0 1
1 0 1 0 0O

1

0 1

1

0 o0

1
1

0 1 0

1

1 0 0 0 1

0 0

0

0O 0 0 0 0O O OO OOOTUOOOOU OOTG OO OO I1

1

1

356

0 0 0 0OOO O O OO0OTUOO1

1

0O 0 0OOO O OOOOOOOOOOTUOOUOTG OOTG OO

0O 0 0 0OO OO OOOT ODOTG OO

0 0 0O0OOOOOOOOT OO OO OO OOOOOOTG OOU OTGO

1

0 0 0 0OOO O O OO0OTUOI1

1

0O 0 0OOO O OOOOOOOOOOTUOOUOTG OOTG OO

397

PZE o o o o 000 OO0DOU OU OTGOTU OO

0 0 0O0OOOOOOOOOOTOOUO OO OOTUOTUOSTO

1

1

0 0 0 1
0 0

1

416
428

435
RC3: parentales retrocruce R3, Db: D. buzzatii, HR2: hibridos R2, HR3: hibridos R3

0

0 01 0 o0 1

0 0 0O0OOO OOOOTUOTG OTU OO1

0 1

0 0 1

1

Anexo 10 continuacién: Matriz de datos del transposon displya de Osvaldo, familia 13, HR3
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Hibridos

RC3

Generacion

€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
qa
CdH

2 3 2 2 2 2 @2 Q@@ Q2292922 ¢e@eeeedddddidridddddddddyay

HOHE OB R H OB R H K K OH H K R K K K R H H K K K OB K K K K K K H K K K B K B K

Sexo

Hibridos

O A

Odd 1O A

O

[eR _NeoNoNoR_RoR _NoNol_Nel

[eNeR_R - NoNoR NHoNol NolS

O OO =00

O O A" O™ v

[eRoNeoNoNoNaRoRoR oo lS

OO0 1O —H—H OO0

O 100 "0

O O =™ O

O 1 OO0 == O

O-HO 100" =100

[eNeNoNoNoNaRoRoR S Noll S

O O v v

OO0 -H 1O =0

OO0O0OO0O—T1TOA—"10O0O0O -

O+ —HOO0OO0OO 100«

[eR o NeoNaRoReR e NeoR R eNoNo]

O 1O ="+ 0O0OO0

OO0 -1 OO A 1000 -

[eR_NeoNoRoNeoRoR R ieoNe]

OO T —HO v v v v

O 1O 1O« 0O

O 1O A1 0O0O—"10O0O

OO "1 O "1 OO

O 1 OO0 v v+ v v

O A —d A 0O O

O O v

O "1 OO O

O 100 d A O

OO0 100 A 100 -

Od A1 0 d O

O "1 00O vl

OO0 ™ e Ol

O 1 000" =000

OO 1 OO v v v

Odededed O v v

Tamafio (pb)
455
460
468
479
492
505
513
527
545
550
556

AT A A A AAAO A O
OO A A 1O 1O
OO A A —=1O =10 O
OO0OO0OO0OO0O-HOOOOOO
Oo0oo0o-HOOOHOHOO
OO0O0OO0O-HOO-HOOOO
OO 1O —-10O0O0O0-H0O0O
0OO0O0OO0O0O-HO-HOHOO
OO0O0O-HO-HOOOHOO
OO0 H-HOO-HOHO0OO
OO0O0OO0O0O-HO-HOHOO
OO 1O -1000-H0O0O
0OO0O0OO0OH-HO-"1HOOOO
O-1O0000O0O0O-HOO
OO0 A=A O ™
O-HOO0OO0O-H1O0O000O0O0O
OO0OO0O-HOOOOOHOO
OO0OO0OO0O0O0OO0OO0O0O-HOO
O-1O0000OO0O0O-HOO
OO0OO0OO0OO0O-HOO0OO0O-HOO
O-1O0O0O0O-1O0O-HOHOO
OO -HO—+1O0OO0OO0OHOO
OO0OO0OO0OO00O0OO0O0OHOO
O-HO0OO0O-H1O0O000O0O0O
O 00010 -"HO0O-H0O0
OO0OO0O-HO—-HOOOHOO
OCO0OO0O-H1HO—"1O—=H0O0—=10O0
Oo0OO0O—HOOOOO-OO
OO0OO0O-HO—-HOOOHOO
OO 10 —"10—=10-w00
OO0 101000100
OO 1010 —=10-w00
O—100O0 10 —"0—+H0O0
OO0 O0OO0OO0O0O-H0OOo
OCO0OO0O-HO—"1O—=H0O—10O0
O—1O0O0O0—1000-H0O0
OO dd 100000
OO0 101010000

(=] O ~
N~ N [l
Ln| N ~

X}
(]
(]

642
678

RC3: parentales retrocruce R3, Db: D. buzzatii, HR2: hibridos R2, HR3: hibridos R3
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Anexo 11. Matriz de datos del transposon display de Osvaldo, familia 40, hibridos HR1

Hibridos

RC1

Cl

Generacién

TdH

TdH

TYH

TYH

TYH

qa

qa

T4H

T4H

qa

qa

3d

¢ & &4 @ @ 4 & ¢ @ ¢ ¢ 4

Sexo

8yt

LT

i

ST

vi

(44"

i

ot

6€T

8€1

LET

9¢1

Hibridos
Tamafio (pb)

194
209
222
228
251

260
269
279

290
318
326
343
352

360
395
418
428
435
455
460
467
492

500
505
513
527
545

550
570
642
665

678

729

807
1177

Cl: cruce interespecifico, Dk: D. koepferae, Db: D. buzzatii,

RC1: paretales retrocruce R1, HF1: hibridos F1
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Anexo 12. Matriz de datos del transposon display de Osvaldo, familia 40, hibridos HR2

Generacion

CdH

CdH

CdH

CdH

CdH

CdH

CdH

CYH

CYH

CYH

CYH

CYH

g 2 2 @ © ? @ @ 2 @ 2 2 & 4

3

2

Sexo

€91

91

19T

091

6ST

8GT

LST

9s1

S6T

1

€91

(438

161

0sT

6v1

141

Hibridos
Tamafio (pb)

194
209
222
228
251

260
269
279

290

318
326

343
352

360
395
418

435
455
467
492

500
505
513
527
545

550
556
570
642
665

678
729

807
1057

0
0

1177

RC2: parentales retrocruce R2, Db: D. buzzatii, HR1: hibridos R1, HR2: hibridos R2
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Anexo 13. Matriz de datos del transposon display de Osvaldo, familia 40, hibridos HR3

RC3 Hibridos

Generacion

€4H
€4H
€4H
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
qa

CdH

@ & 2 @ @ @ 2 2 ¢ 484 & 3 3 3 4 3 3 3 8

Sexo

06T

88T

L8T

981

S8T

€81

81

18T

081

6L1

LLT

[7A%

LT

01

691

891

L91

S91

9T

TST

Hibridos

Tamafio (pb)

185
194

209
222
228
251

260
269
279

290
318
326
334
343
352

360

395
418
428
435

455
467
492

500
505

0

513
527
545

550
556
570
642
RC3: parentales retrocruce R3, Db: D. buzzatii, HR2: hibridos R2,

HR3: hibridos R3
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Anexo 13 continuacién. Matriz de datos del transposon display de Osvaldo, familia 40,

hibridos HR3

RC3 Hibridos

Generacion

€YH
€YH
€YH
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
qa

C4H

e 4 ¢ ¢ ¢ @ @ ¢ ¢ 44 48 438 3 3 3 3 & & 4

Sexo

06T

88T

L8T

98T

S8T

€8T

81

181

08T

6L1

LLT

[7A%

L1

0LT

691

891

L91

S9T

9T

TST

Hibridos
Tamafio (pb)

665
678
729

797
807

0

1057

0

1177
RC3: parentales retrocruce R3, Db: D. buzzatii, HR2: hibridos R2,

HR3: hibridos R3
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Anexo 14. Matriz de datos del transposon display de Helena, familia 1, hibridos HR1

Hibridos

RC1

cl

Generacién

TdH

TYH

TdH

TdH

TYH

TYH

TYH

qa

qa

qa

T4H

T4H

qa

3d

e &4 @ @ & & & ¢ ¢ & 4 3 & 4

Sexo

9 10 11 12 13 14

8

Hibridos

Tamafio (pb)

110
123
139
145
154
169
199
209
239
250
269
280
294
330
364
450
529

630
Cl: cruce interespecifico, Dk: D. koepferae, Db: D. buzzatii,

RC1: paretales retrocruce R1, HF1: hibridos F1
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Anexo 15. Matriz de datos del transposon display de Helena, familia 1, hibridos HR2

Hibridos

RC2

Generacién

CdH

CdH

CdH

CdH

CdH

CdH

CdH

CdH

CdH

CYH

CYH

CYH

CYH

CYH

CYH

CdH

CdH

qa

TYH

d ¢ ° ¢ ¢ @ @ ¢ ¢ ¢ 4 3 4 3 & 3 & 4

2

Sexo

€€

[43

143

0€

6¢

8¢

/x4

9C

St

Ve

€C

[44

174

0¢

6T

8T

91

ST

Hibridos
Tamafio (pb)

110
123
139
145
154
169
199
209
239
250

269
280
294
330

364

422
450
529

598

630
RC2: parentales retrocruce R2, Db: D. buzzatii, HR1: hibridos R1, HR2: hibridos R2




Anexo 16. Matriz de datos del transposon display de Helena, familia 1, hibridos HR3

Hibridos

RC3

Generacién

€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
qa
CdH

2 4 QR Q Qe Q222 eddddddddddaddadidaddadddd

Sexo

vL
€L
L
TL
0L
69
89
L9
99
S9
9
€9
9
19
09
6S
8§
LS
9§
SS
S
€9
[4]
18
0S
6V
14
Ly
El4
14
144
374
[a4
144
ov
6€
8¢
LE
9¢
S€
143
91

Hibridos

Tamafio
(pb)

1
1
1
0
1
1

1
1
1
0
1
1

1
1
1
1
1
1

11 11
11 11
1010

1111101111111 111

10111 11111111111

11 11
10 11

1111111111111 11
01 0 0O0O0OO0O1O0O0O0OTO0OTI1ITI11
1111111111101 11
1111111110111 11
11111111111 1101
1111101011101 11

110
123
139
145
154
169
199
209
239
250
269

280
IBEEo o0 1 001001000010000000O0UO0OOO0® OO 0O0O0OOO0OO0OO0O0OGO0O0O0O

1111101101100 111

11 11
11 11
11 11

1111
111111011111 10111011111111111111011101111111:1

$1 1011111111111 11110111111011111111111111111]1
$1 0101111011 10110110111011111110111110110111110

111100O0O0O0OO0OT1101001100O0O0O0O0O110101101100100111011

11100111 100O0O011O0O0110

1111111111111 111
111101111111 1111

11 11
11 11

0111101110101 01001101000O0O0O0O0O0O0O0LI111101100O0O0O0O0TQO0FO0O0
111111011111 101111011111111111110111111111111:1

1 0100O010O0O0OI10111011100111001

0101011101011101

330
340
364
422

450
IEao o 0 111 000001001001000010000UO00O0O0T10000O0O0GO0T10T10

0
0

0
1

1
1

1110100110111 11101010100010110100©011010001

1111111111000 01

1100100101111 10101000

1 011

100101010111 110100010010

1101011110110 1001

11001011111 110101111
1111111111 1000010 11

101 0 0 01

10100O0OO0OOOO0OI1I1O01O0O0O0OO0OOSOOO0OTI1IOQO

0100O0O0OOOOOOOTI110000O001

529
598

0100O0OOOOOOOTI110O0O0OO0OO0OOO1O0O0OOOOOOOOOOOOOOOOOO0OTGO0ODO

01 000O0OOOOOOO0OO0OO0OOOO10O0O0OOOOODOO11O0O0O0OO0OO110O0O0O10©010

RC3: parentales retrocruce R3, Db: D. buzzatii, HR2: hibridos R2, HR3: hibridos R3

630
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Anexo 17. Matriz de datos del transposon display de Helena, familia 10, hibridos HR1

o

Generacién RC1 Hibridos

R1

Sexo
Hibridos
Tamafio (pb)
110
123
139
145
154
169
186
199
209
239
250
269
379
397
422
438
467
549 1 0O 0 O 0
Cl: cruce interespecifico, Dk: D. koepferae, Db: D. buzzatii,
RC1: paretales retrocruce R1, HF1: hibridos F1

1 o | Dk
2 [Cs| Db
39| Db
4 HO | HF1
5 HO | HF1
7 [°s| Db
8 [fO | HR1
9 HO | H

P OO0OOROFRORRLROOORRERER
OrRrHRPOROOOOOOOOOOR R
P PR OORORRPRORRRERRERRERER
P PR OORRRREPRERRLRRERRERRER
OR RPORORORRRLRRLRORORLR
OR RPRRORRORRPRRRLRRELPORRRER

OCORRPRRPRRPRPOOROORRREROLRLER
OO OROOORRRERRERRLRRERRRERER




177

Anexos

Anexo 18. Matriz de datos del transposon display de Helena, familia 10, hibridos HR2

Hibridos
[ B!
o
T

RC2
s
o
ES

Generacién

CdH
CdH
CdH
CdH
CdH
CdH
CdH
CdH
CdH
C4H
CdH
CdH
CdH
CdH
CYH
CYH

o~
o o
I I

Q2
(=)

e d ¢ 2 2 @ ¢ @ 2 ¢ @ 2 ¢ ¢4 34348 3 3 4

(o]

Sexo

6C
8C
LT
9¢
St
144
€C
[44
TC
0¢
6T
8T
LT
E)
ST
i
€T
4"
11
(09

Hibridos
Tamafio (pb)

110
116
123
139
145
154
169
186
199
209
239
250
269
294
379
397
422
438
467
489

RC2: parentales retrocruce R2, Db: D. buzzatii, HR1: hibridos R1, HR2: hibridos R2
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Anexo 19. Matriz de datos del transposon display de Helena, familia 10, hibridos HR3

RC3 Hibridos

Generacién

€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
qa
CdH

g & 2 2 2 @ @ @ @ 2 2 2 ¢ @ @ @ 9 2 9 @ ¢d448d4 3333384384848 3 33

Sexo

L9
99
S9
9
19
09
65
85
9§
SS
S
€9
[4]
18
0S
61
Ly
14
14
144
134
w
114
oy
6€
8¢
LE
9¢
S€
143
133
[43
123
0€

Hibridos

Tamafio
(pb)

110
116
123
139
145
154
169
186
199
209
239
250
269
280
294

379
397
422
438
467
489
549
571

630
RC3: parentales retrocruce R3, Db: D. buzzatii, HR2: hibridos R2, HR3: hibridos R3
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Anexo 20. Matriz de datos del transposon display de Helena, familia 13, hibridos HR1

Generacion Cl RC1 Hibridos
£ 8 8 £ £ 8 8 2 E E
Sexo @ 8 & 2 2 4 & 2 2 9
Hibridos 8 83 R R R R ¥ R ¥ R
Tamafio (pb)
110 1 1 0 0 o0 1 1 1 1 1
116 01 0 0 0 1 1 0 1 1
123 1 1 0 0 0 0O 1 0 1 O
139 1 1 1 0 0 0 1 o0 1 1
145 1 1 1 1 0o o0 1 1 0 1
154 11 1. 0 0 1 0 0 0 O
169 1 1 0 0 0 1 1 o0 0 1
186 0 1 1 0 0 1 0 0 o0 1
199 o1 0 0 1 0 1 1 1 1
209 0 1 1 0 1 1 1 0 o0 1
239 11 0 0 0 1 1 0 1 0O
250 0 1. 0 0 0 0O O O 0 O
269 1 0 0 0 O O O O 1 O
294 1 1 0 1 1 1 0 o0 o0 1
379 1 0 0 0 1 1 0 o0 o0 1
422 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1
438 11 0 0 0 1 0 1 1 0O
BE 0c o 0o 0 0 0 0 1 0 0

Cl: cruce interespecifico, Dk: D. koepferae, Db: D. buzzatii,

RC1: paretales retrocruce R1, HF1: hibridos F1
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Anexo 21. Matriz de datos del transposon display de Helena, familia 13, hibridos HR2

Hibridos
HR D HR HR HR HR HR HR HR HR HR HR HR HR HR HR HR HR

RC2

Generacién

@ 4 2 @ @ 9 ? @ ¢ 2 ? @ @ 2 & 4 3 &

Sexo

S6

6

€6

6

06

68

88

L8

98

S8

8

€8

4]

18

08

6L

8L
LL

Hibridos
Tamafio (pb)

110
116
123
139
145
154
169
186
199
209
239
250
269
294
330
379
397
413
422
438
467

489
RC2: parentales retrocruce R2, Db: D. buzzatii, HR1: hibridos R1, HR2: hibridos R2




Anexo 22. Matriz de datos del transposon display de Helena, familia 13, hibridos HR3

Hibridos

RC3

Generacién

€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H

qa
CdH

2 8 @ 2 @ 2 @ Q2 @ ¢ @92 eeeeedddgddsddsIiddglddidIdiddadddd

Sexo

SET
vET
€ET
CET
TET
0€T
6CT
8¢T
LTT
9T
ScT
144"
€t
[44%
1x4%
0ct
61T
81T
LT1T
91T
STT
Vit
€Tl
Tt
(0129
60T
80T
L0T
90T
SO0T
0T
€01
(40"
T0T
(0[0]
66
86
L6
96
6L

Hibridos

Tamafio (pb)

110
116
123
139
145
154
169
186
199
209
239
250
269
294
330
364
379
397
413
422
438
467
489

BSOS 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

1 0 0 O
0 0

0
0

1 0 0 O

0

1 0 0 O

0

0 0

0
0
0

0
0
0

0
0
0

0 0 O
0 0 O
0 0 O
0 0

1
1
1
1

0 0 0 O
0 0 0 O
0 0 0 O

0

0

0 0 0 O

0 0

0 0

0

0

(V]

0 0 0 O

1 0 0
1 0 0

0 0 0 O
0 0 0 O

0 0 0 o0

RC3: parentales retrocruce R3, Db: D. buzzatii, HR2: hibridos R2, HR3: hibridos R3
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Anexo 23. Matriz de datos del transposon display de Helena, familia 40, hibridos HR1

Hibridos

RC1

Cl

Generacién

TdH

TYH

TYH

TYH

TYH

qa

qa

T4H

qa

qa

3d

¢ &8 &4 @ &8 & 2 ¢ ¢ ¢ 4

Sexo

8yt

LT

i

ST

144"

(44"

i

ot

8€1

LET

9¢1

Hibridos
Tamafio (pb)

110
116
123
139
145
154
169
186
199
209
239
250
269
280
294
322
379
397
422
438

467
Cl: cruce interespecifico, Dk: D. koepferae, Db: D. buzzatii,

RC1: paretales retrocruce R1, HF1: hibridos F1
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Anexo 24. Matriz de datos del transposon display de Helena, familia 40, hibridos HR2

RC2 Hibridos

Generacién

CdH

CdH

CdH

CdH

CdH

CdH

CdH

CdH

CdH

CdH

CYH

CYH

CYH

qa

TYH

g 2 2 @ @ 2 2 ¢ 2 2 4 4

Sexo

€97

[ac)

09T

6ST

8GT

LST

96T

S6T

1

€S1

(4"

16T

0sT

6v1

141

Hibridos
Tamafio (pb)

110
116
123
139
145
154
169
186
199
209
239
250
269
280
294
322
351
379

397
413
422
438

467
RC2: parentales retrocruce R2, Db: D. buzzatii, HR1: hibridos R1, HR2: hibridos R2
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Anexo 25. Matriz de datos del transposon display de Helena, familia 40, hibridos HR3

RC3 Hibridos

Generacién

€YH

€YH

€YH

€YH

€YH

€4H

€YH

€YH

€YH

€YH

€YH

€YH

€4H

€4H

€4H

€4H

qa

C4H

e @ @ @ @ @ e ¢ 444 d 4 & I 38

3

2

Sexo

06T

68T

S8T

€8T

18T

08T

8LT

LLT

1ZA%

€L1

[7A%

LT

01

L9T

991

S91

9T

TST

Hibridos
Tamafio (pb)

110
116
123
139
145
154
169
186
199
209
239
250
269
280
294

351

364
379

388
397
413
422
438

467
RC3: parentales retrocruce R3, Db: D. buzzatii, HR2: hibridos R2, HR3: hibridos R3
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Anexo 26 Matriz de datos del transposon display de Galileo, familia 1, hibridos HR1

Hibridos

RC1

cl

Generacién

TdH

TYH

TdH

TdH

TYH

TYH

TYH

qa

qa

qa

T4H

T4H

qa

3d

e &4 @ @ & & & ¢ ¢ & 4 3 & 4

Sexo

9 10 11 12 13 14

8

Hibridos

Tamafio (pb)

191
209
215
227
235
245
251
275

294
301
315
339

348
355

366
380
398
411
419
434
443
476
483
511

532
Cl: cruce interespecifico, Dk: D. koepferae, Db: D. buzzatii,

RC1: paretales retrocruce R1, HF1: hibridos F1
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Anexo 27. Matriz de datos del transposon display de Galileo, familia 1, hibridos HR2

RC
2

Hibridos

Generacién

CdH

CdH

CdH
CdH
CdH
CdH
CdH
CdH
CdH
CdH
CdH
CdH
CYH
CYH
CYH
CdH
CdH

qa

e 4 ¢ 2 ¢ @ @ ¢ @ @ ¢ ¢ 484 443 3 3 & 4

Sexo

€€

C¢

T¢

0€

6¢

8¢

LT

9¢

S¢

144

€7

[44

1¢

0¢

6T

8T

LT

91

ST

Hibridos
Tamafio (pb)

191
209
215
227
235
245
251
275

294
301
315
339

348
355

366
370
380
398
407
411
419
434
443
476
483
511
532
573
605

672
RC2: parentales retrocruce R2, Db: D. buzzatii, HR1: hibridos R1, HR2: hibridos R2




Anexo 28. Matriz de datos del transposon display de Galileo, familia 1, hibridos HR3

Hibridos

RC3

Generacién

€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H

qd
CdH

2 42 22 22 222222 2?2222 dddIsddsddidddiddidddldddy

Sexo

iZ4
€/]
L
T/
(4
69
89
L9
99
S9
9|
€9
9
19
09
69
89
LS
99
S9
VS|
€9
4
19
09
61
81
LY
Ely
St
|
€Y
[y
144
[0}y
6€|
8¢|
Lg|
9¢|
S€|
V¢

Hibridos

1
1

1
1

10111111110

11111111111

1

1 0 0 1 1

1

Tamafio (pb)
191

209
215
227
235
245
251

1 0 0 00O

000110 0O0O0OO0OTO0OO0OTGOTO

11111111111
11111111111

1 0 0 0 1
001110111101

10 01 0 0 O0O0O0OTOTPO

1 0 0 0O

1
1
1
1
1
1
1

1
1
1
1
1
1
1

11111111111
11111111111

0000011111111 1111

o

i

o

i

-

i

i

i

i

i

275

11111111111

1
1

o

o

o

o

o

o

o

o

o

o

o

o

-

o

o

o

o

o

o

o

o

o

o

o

o

o

o

o

o

o

o

o

o

o

o

o

o

-

o

o

o

o

-

o

o

o

o

o

o

o

o

o

o

o

e

— — O

— — O

— — O

— — O

— — O

— — O

— — O

— — O

— — O

— — O

— — O

— — O

— — O

I~ O

i~ O

i~ O

o

i~ O

I~ O

i~ O

i~ O

i~ O

i~ O

i~ O

i~ O

i~ O

i~ O

i~ O

i~ O

i~ O

i~ O

— — O

— — O

— — O

— — O

— — O

— — O

— — O

— — O

— — O

e

339
348
355

1

11111111

1

1

380
398
407
411
419
427
437
442
465
476
483
511
532
573
672

11 1 001

1010010101011 10 11

1 0 0O

1

11 0 0 1

1

1

1 00 0 0 O O

01 0 0O0O0O0OOOOOOOOOOOOOOOOOOTILI 111

1
0

1
1

11111111111

1 00O0OOOOOOOOOOBODOOBDOOOOIII1TI1ITI1II1TM1T1 1111

1 0

0
0

1 0 0 10

1

00111111001
11111111111

1
1

1
1

0

0
10000101 11111111

1 001 1001 00O
1 0 01
1

1 0

1 0
1 00 0 O0OOOOOOOOOOOTG OO

1 0 0 0O

1

1 01 0
1
1

1
1

11111111111
11111111111
10101110111

1 0 0 1

1

1

0 0

1 00 0 0 O O0 1

1 1 0 0 1
1

1
1

1 0 O

1 01 1

1 010100O0OO0OT1O01100101

0

0
RC3: parentales retrocruce R3, Db: D. buzzatii, HR2: hibridos R2, HR3: hibridos R3

000100010001 00000000 1 0 00

1 0 00O0O0O0OO0COOOOO®O0OU®O0O'1
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Anexo 29. Matriz de datos del transposon display de Galileo, familia 10, hibridos HR1

RC1 Hibridos

cl

Generacién

TYH

TYH

qa

qa

T4H

T4H

qa

qa

3d

g & & @ @ & 4 2 9

Sexo

Hibridos
Tamafio (pb)

191
209
227
235
251
261
275
283
301
315

348
366
375

380
407
411
419
437
442
453
460
476
483

500
511

520
532
545
583

590
605
631
653

678

849
Cl: cruce interespecifico, Dk: D. koepferae, Db: D. buzzatii,

RC1: paretales retrocruce R1, HF1: hibridos F1
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Anexo 30. Matriz de datos del transposon display de Galileo, familia 10, hibridos HR2

RC
2

Hibridos

Generacién

CdH

CdH

CdH

CdH

CdH

CdH

CdH

CdH

CdH

CdH

CdH

CdH

CYH

CYH

CYH

CYH

CdH

qa

TYH

d 2 2 2 ¢ @ @ @ @ @ @ ¢ & 3 3 3 3 3

2

Sexo

6¢

8¢

Lz

St

144

€C

[44

TC

0¢

6T

8T

LT

91

ST

i

€T

1

(09

Hibridos

Tamafio (pb)

191
209
227
235
251
261
275
283
301
315
339

348
366
375

380
407
411
419
437
442
453
460
476
483

500
511

520
532
545
583
605

618
631
653

678
735
785

804

849
RC2: parentales retrocruce R2, Db: D. buzzatii, HR1: hibridos R1, HR2: hibridos R2
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Anexo 31. Matriz de datos del transposon display de Galileo, familia 10, hibridos HR3

RC3 Hibridos

Generacién

€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
qa

CdH

@ 4 2 @ 2 @ @ @ @ 2 @ ¢ 2 ¢ ¢ 2 ¢ e &3 3 ddgId&IiIIFIIaIsa

Sexo

L9
99
S9
9
€9
9
19
09
8§
LS
9§
€9
(4]
18
0S
(94
514
Ly
El4
144
374
[44
oy
6€
8¢
LE
9¢
143
33
123
0€

T

Hibridos

Tamafio (pb)

191
209
227
235
251
261
275
283
301
315
323
339
348

366
375

380
407
411
419
437

442
RC3: parentales retrocruce R3, Db: D. buzzatii, HR2: hibridos R2, HR3: hibridos R3




Anexo 31 continuacion.. Matriz de datos del transposon display de Galileo, familia 10, hibridos HR3

RC3 Hibridos

Generacién

€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
qa

CdH

@ 4 2 @ 2 @ @ @ @ 2 @ ¢ 2 ¢ ¢ 9 ¢ e &3 i ddId&IiIIFIIaIsa

Sexo

L9
99
S9
9
€9
9
19
09
8§
LS
9§
€9
[4]
18
0S
(94
514
Ly
El4
144
374
[44
ov
6€
8¢
LE
9¢
143
133
123
0€

T

Hibridos

Tamafio (pb)

453
460
476
483

500
511

520
532
545
583
605
618
631
653
678
735
785
804

849
RC3: parentales retrocruce R3, Db: D. buzzatii, HR2: hibridos R2, HR3: hibridos R3
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Anexo 32. Matriz de datos del transposon display de Galileo, familia 13, hibridos HR1

Hibridos

RC1

Cl

Generacién

TYH

TYH

TYH

qq

qq

T4H

T4H

qa

qa

3d

e 4 &4 @ @ 4 & @ ¢ 9

Sexo

L1

9/

S/

14

€/

(44

T/

0/]

69

89

Hibridos

Tamafio (pb)

191
209
227
235
251
261
275
283

294
301
315
323
339

348
366
375
399
407
419
437
442
453
460
476
483

500
511

520
532
545
565
573
583

590
605

618
631
639
653
672

684
735

758
785
793

804
849

866
Cl: cruce interespecifico, Dk: D. koepferae, Db: D. buzzatii,

RC1: paretales retrocruce R1, HF1: hibridos F1
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Anexo 33. Matriz de datos del transposon display de Galileo, familia 13, hibridos HR2

RC2 Hibridos

Generacién

HR2 HR2 HR2 HR2 HR2 HR2 HR2 HR2 HR2 HR2 HR2

HR1 Db

Sexo

S6

76

€6

c6

16

68

L8

78

8

08

6L

8L

LL

Hibridos

Tamafio (pb)

191
209
227
235
251
261
275
283

294
301
315
323
339

348
366
375
399
407
419
437
442
453
460
476
483

500
511

520
532
545
565
573
583
605

618
631
639
653
672

684
735

758
785
793

804
849

866
RC2: parentales retrocruce R2, Db: D. buzzatii, HR1: hibridos R1, HR2: hibridos R2
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Anexo 34. Matriz de datos del transposon display de Galileo, familia 13, hibridos HR3

Hibridos

RC3

Generacién

€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H

qa
CdH

g & @ 2 2 @2 2 @ 2 @ @ @ @ @ ¢ 2 ¢ @ ¢e¢e4d48d84383&34834383438343 34

Sexo

SET
€ET
6CT|
8¢T|
LTT
9¢T|
SCT]
144’
€T
T
0cT|
61T
8TT|
LTT]
9TT|
STT|
Y
€11l
[4%!
111
0TT
80T
LOT|
90T
SOT|
0T
€0T|
0T
TOT|

66|

86|

L6

96|

Hibridos

Tamafio (pb)

191
209
227
235
251
261
275
283

294
301
315
323
339
348

366
375
399
407
419
437
442
453
460
476

483
RC3: parentales retrocruce R3, Db: D. buzzatii, HR2: hibridos R2, HR3: hibridos R3

Anexo 34 continuacién. Matriz de datos del transposon display de Galileo, familia 13, hibridos HR3



Hibridos

RC3

Generacién

€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€YH
€4H
€4H
€4H
€4H
€4H

qa
CdH

2 84 @ 2 2 2 2 2 2 2 2 @ 2 @ @ 2 ¢ ¢ edddd&IddIIIdIIaIas

Sexo

SET
€ET
6¢CT
8¢T
LTT
9T
ScT
144"
€t
1x4%
oct
61T
81T
LT1T
91T
STT
'
€Tl
(49"
Tt
(0129
80T
L0T
90T
S0T
0T
€01
(40"
T0T

66

86

L6

96

6L

Hibridos

Tamafio (pb)

500
511
520
532
545
556
565
573
583
605

618
631
639
653
672

684
696
735

758
785
793
804
849

866
RC3: parentales retrocruce R3, Db: D. buzzatii, HR2: hibridos R2, HR3: hibridos R3
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Anexo 35. Matriz de datos del transposon display de Galileo, familia 40, hibridos HR1

Hibridos

RC1

cl

Generacién

TYH

TYH

TYH

TYH

TYH

qd

qq

qq

T4H

T4H

qa

qa

3d

¢ &8 &4 @ & 4 & 4 @ ¢ ¢ ¢ &

Sexo

8vT

LT

1)

ST

4’

Vi

(44"

114"

ot

6€T

8€ET

LET

9¢€T

Hibridos
Tamafio (pb)

191
209
227
235
245
251
261
275
283

294
301
315
323
339

348
355

366
370
375

380
384
399
407
411
419
437
442
453
460
476

483
Cl: cruce interespecifico, Dk: D. koepferae, Db: D. buzzatii,

RC1: paretales retrocruce R1, HF1: hibridos F1
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Anexo 35 continuacion. Matriz de datos del transposon display de Galileo, familia 40,

hibridos HR1

Hibridos

RC1

cl

Generacién

TYH

qq

qq

qq

T4H

T4H

qa

qa

3d

¢ &8 34 @ & 4 & 4 @ ¢ & ¢ &

Sexo

8YT|

LT

Elg!

ST

44’

(341

(44"

114"

(041

6€T

8ET|

LET

9€ET]

Hibridos
Tamafio (pb)

500
511
520
532

545
573
583
605

618
631
639
653
672

686
696
735

740
758
785
793
814
838

866
Cl: cruce interespecifico, Dk: D. koepferae, Db: D. buzzatii,

RC1: paretales retrocruce R1, HF1: hibridos F1
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Anexo 36. Matriz de datos del transposon display de Galileo, familia 40, hibridos HR2

CdH

CdH

CdH

CdH

CdH

CdH

CdH

CdH

CdH

CdH

CdH

CYH

CYH

o~
a4
I

Hibridos

qa

O THH
o

Generacién

g 2 2 @ 2 ? @ ¢ 2 9?2 ¢ 4 &

2

Sexo

€97

[ac)

19T

09T

6ST

8GT

LST

96T

S6T

ST

€ST

(4"

16T

0ST

6V

141

Hibridos

Tamafio (pb)

191
209
227
235
245
251
261
275
283

294
301
315
323
339

348
355

366
370
375

380
384
399
407
411
419
437
442
447
453
460
476

483
RC2: parentales retrocruce R2, Db: D. buzzatii, HR1: hibridos R1, HR2: hibridos R2
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Anexo 36 continuacion. Matriz de datos del transposon display de Galileo, familia 40,

hibridos HR2

c2 Hibridos

Generacién

CdH

CdH

CdH

CdH

CdH

CdH

CdH

CdH

CdH

CdH

CdH

CYH

CYH

o~
o<
I

o
o
ae

g 2 2 @ @ @ @ ¢ @ @ ¢ & &

2

Sexo

€97

9T

19T

09T

6ST|

8GT|

LST|

9GT|

SST]

VST

€ST]

TST|

0ST

6VT

141

Hibridos

Tamafio (pb)

500
511
520
532
545
573
583
605

618
631
639
653
672

684
701
735

740
758
785
793
804
814
838

866
RC2: parentales retrocruce R2, Db: D. buzzatii, HR1: hibridos R1, HR2: hibridos R2
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Anexo 37. Matriz de datos del transposon display de Galileo, familia 40, hibridos HR3

RC3 Hibridos

Generacién

€YH

€YH

€YH

€YH

€YH

€YH

€YH

€YH

€YH

€YH

€YH

€YH

€YH

€YH

€YH

€YH

€4H

€4H

€4H

€4H

€4H

€4H

€4H

€4H

qa

CdH

¢ 2 2 @ 2 @ @ ¢ e ¢ ¢ 43 3 & 3 3 3 3 8 &3 8 &

3

2

Sexo

06T

68T|

88T

L8T|

98T

S8T|

8T

8T

18T

08T

6LT|

LLT

9LT

SLT

VLT

€LT]

LT

LT

0LT

69T

89T

L9T

99T

S9T

9T

TST

Hibridos

Tamafio (pb)

191
209
227
235
245
251
261
275
283

294
301
315
323
339
348
355

366
370
375

380
384
399
407
411
419
437
442

453
RC3: parentales retrocruce R3, Db: D. buzzatii, HR2: hibridos R2, HR3: hibridos R3




Anexo 37 continuacién. Matriz de datos del transposon display de Galileo, familia 40, hibridos HR3

RC3 Hibridos

Generacién

€4H

€YH

€YH

€YH

€YH

€YH

€YH

€YH

€YH

€YH

€YH

€YH

€YH

€YH

€YH

€YH

€4H

€4H

€4H

€4H

€4H

€4H

€4H

€4H

qa

CdH

¢ 2 2 @ 2 @ @ ¢ e ¢ ¢ 43 3 & 3 3 3 3 8 &3 8 &

3

2

Sexo

06T

68T

88T

L8T

98T

S8T

81

[4:39

18T

08T

64T

LLT

91

SLT

1ZA"

€LT

[4A%

LT

0LT

691

891

L9T

991

S9T

9T

TST

Hibridos

Tamafio (pb)

460
476
483

500
511

520
532
545
573
583
605
618
631
639
653
672
678

686
701
735

740
758
785
793
804
814
838

866
RC3: parentales retrocruce R3, Db: D. buzzatii, HR2: hibridos R2, HR3: hibridos R3
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Anexo 38. Matriz de datos del transposon display de Osvaldo para D. buzzatii, familia B4

FA F4 F4 F4 FA FA FA FA FA FA FA F4 F4

F4

Db Db F4

Generacién

g 2 ¢ 2 ¢ @ ¢ ¢ ¢ ¢ 4 44 4 43 4 3 &

Sexo

€cd

ocd

614

814

STd

14%:!

€14

14

114

01dg

L4

94

sd

¥4

€d

N
o

—
o

Descendencia
Tamario (pb)

152
186
193
208
211
222
227
233
242
251

260
268
279
289
317
323
343

354
360
376
395
418
440
458
467

500
504
513
522

544
555

570
641

666
679
729
806
847

966

1175
Db: D. buzzatii, F4: Descendencia F4
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Anexo 39. Matriz de datos del transposon display de Osvaldo para D. buzzatii, familia B8

FA F4 F4 FA F4 FA FA FA FA FA F4 F4

F4

Db Db F4

Generacién

d 2 ¢ 2 ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ 4 48 438 48 48 & 4

Sexo

6¢d

8¢d

JAS: |

9¢gd

Sed

veg

€ed

ced

Ted

(03]

6¢d

8¢d

Lcd

9¢d

Sed

1%

N
[ai]

Descendencia
Tamario (pb)

152
186
193
208
211
222
227
233
242
251

260
268
279
289
317
323
343

354
360
376
395
440
458
467

500
504
513

544
550
555
641

666
679
809

966
Db: D. buzzatii, F4: Descendencia F4
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Anexo 40. Matriz de datos del transposon display de Osvaldo para D. koepferae, familia

K3

FA F4 F4 F4 FA FA FA FA F4

F4

Dk Dk F4

Generacién

d @ ¢ @ 2 2 2 ¢ @ & 4 4 4

—
N

Sexo

€D

(4%

o

0TX

6

3

L

N

I

12/

)

(4

Descendencia
Tamario (pb)

152
168
185
190
208
211
222
228
234
243
251

260
268
274
279
289
318
323

326
333
343

354
360
377
394
418
427
437
459

500
505
512

527
544
555

580
603
641

666

Dk: D. koepferae, F4: Descendencia F4
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Anexo 41. Matriz de datos del transposon display de Osvaldo para D. koepferae, familia

K9

FA F4 F4 FA FA FA FA FA FA F4 F4

F4

Dk Dk F4

Generacién

d @ @ 2 2 @ ¢ @2 @ @ 4 48 4 & &

Q)
4

Sexo

€V
[472;
T
o
6E)
9eM
S
Ve
€0
[4%/
0eX
80
LO
9

S

Descendencia
Tamario (pb)

152
185
190
208
211
222
228
234
238
243
251

260
268
279
289
318
326
343

354
360
394
418
437
445
459
467
505
512

527
544
555

580
641

666
Dk: D. koepferae, F4: Descendencia F4
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Anexo 42. Matriz de datos del transposon display de Helena para D. buzzatii, familia B4

FA FA FA FA F4 F4
g 8 8 & & &

Descendencia B1 B2 B3 B4 B5 B6 B7 B10 B1l B12 B13 B14 B15 B18 B19 B20

Tamaiip (pb)

F4
?

F4
?

Db Db F4 F4 F4 F4 F4 F4

Generacién

d @ 2 2 @ 2 @ @

Sexo

110
118
123
139
144
154
169
199
209
225
240
260
269
280
294
322
340
351

380
412
438
450
465

500
549
604

Db: D. buzzatii, F4: generacion F4
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Anexo 43. Matriz de datos del transposon display de Helena para D. buzzatii, familia B8

FA F4 F4 FA F4 FA FA FA FA FA F4 F4

F4

Db Db F4

Generacién

d 2 ¢ 2 ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ 4 48 438 48 48 & 4

Sexo

6¢d

8¢d

JAS: |

9¢gd

Sed

veg

€ed

ced

Ted

(03]

6¢d

8¢d

Lcd

9¢d

Sed

1%

N
[ai]

Descendencia
Tamario (pb)

110
118
123
139
144
154
169
186
199
209
225
240
260
269
280
294
322
340
360
380
412
438
450
465

500
529
549

604
Db: D. buzzatii, F4: generacion F4
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Anexo 44. Matriz de datos del transposon display de Helena para D. koepferae, familia K3

F4 F4 F4

F4

Dk Dk F4

Generacién

d 2 ¢ 2 & & 4

Sexo

€D

I

0TX

12/

)

Q)]
4

—
N

Descendencia

Tamario (pb)

110
118
123
139
144
154
186
209
225
250
269
280
294
322
331

366
374
380
399
422
439
467

529
549

598
Dk: D. koepferae, F4: generacién F4
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Anexo 45. Matriz de datos del transposon display de Helena para D. koepferae, familia K9

FA F4 F4 FA F4 FA FA FA FA FA F4 F4
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Dk: D. koepferae, F4: generacion F4
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Anexo 46. Matriz de datos del transposon display de Galileo para D. buzzatii, familia B4

FA F4 F4 FA F4A F4

F4
?

Db Db F4 F4 F4 F4 F4 F4
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476
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583
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735
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Db: D. buzzatii, F4: generacion F4
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Anexo 47. Matriz de datos del transposon display de Galileo para D. buzzatii, familia B8
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Db: D. buzzatii, F4: generacion F4
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Anexo 48. Matriz de datos del transposon display de Galileo para D. koepferae, familia K3
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Anexo 49. Matriz de datos del transposon display de Galileo para D. koepferae, familia K9
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Dk: D. koepferae, F4: generacion F4
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Anexo 50. Publicacién cientifica sobre la aplicacién de los AFLP en la deteccién de eventos
de transposicion
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Adaptation of the AFLP technique as a new
tool to detect genetic instability and transposition in
interspecific hybrids

Doris Vela, Maria Pilar Garcia Guerreiro, and Antonio Fontdevila
de Biologia Evolutiva, Departament de Genética i Microbiologia, Universitat Autanoma de Barcelona,
Belluterva, Barclona, Spain

BoTboiguer SO247- 250 (Apell 2011) dek 10.2144/0001 10655
Keywonds Dovepd de smonpoctic hybesdo AFLE, FISHL wanapocinen, sscaladity murken

An adapred amplified fragment lengeh polymorphism (AFLP) protocol is peesented for detection of hybrid in-
stability in the genome of interspecific hybrids between Drasophilia buzzatii and D. koepferae species. Analyses of
15 AFLP instability markers (new bands detected in hybrids) show that up to 81% are the result of transposable
clement (TE) activity. Twenty TEs associated with AFL P instability markers have been detected by this method
in backcross hybrids and segmental hybrids, dermonstrating its validiey in detecting transposition events occurring
during the hybridization process. New insertions of Helena TE have been observed in the hybrid genome after hy-
bridization of the TGTCG22 instability marker by FISH. The AFLP marker technique proved to be an efficient
method that improves upon traditional and bioinformatic tools previously used to detect TE mobilization. This
newly adapted AFLP peotocol may also be applicd to a large number of organisms outside the Drosophilie genus,
making it of interest to evolutionary and popalation genetic rescarchers working with species where the knowl-
edge of the genormne is scarce.

Mybridimion occurs in nature more
requently than formedy expected and is
ﬁollowd by & high level of genetic insta-
bilizy in the form of mazations, chmn-
somal n&cgﬂg u:! -
chement activation in genomes
(1. Somunduiih[mq,tdﬁhhdt
have shown a direct relationship between
hybtldnmon and tramsposition race
increases (2,3). Studics of interspecific
hyybeids between Drowphila bussaris and
D, koepferae species revealed an increase
in transposition of the Oyildo retrotrans.
poson in hybrids when compared with
s (2)
P”:\':“w?:‘pulmeual techniques and
computational tooks are bei
wuhdwobmmofo&un?ls-ou infoc-
mution about TE mobu.lmnn. including

jous know of the under
Pmmu!y_ In Dv-s.?bd‘w the -o'::?!dy wed
wdudqmno&un ition has cradi-
vionally been in situ hybridization on
polymu- chtomm which requires
odq': me sequence
and T!’_n } is technique requires
analysis of a large number of offspri

froes cach bybrid cross and enluwn':'

many chromesomes. Mogcover, the impos-
ubllydndnm&‘my’rhuomtbc
and the necessity for previcas knowledge
of chromosomal banding makes this
dithiculk to implement. Toavoid
these drawbacks — considering
the Incxistence of g:m‘m‘li:ymlmbn
of mny -p«in of phila and insect
—WE present a ;wtoool

-ndnhl\ LP technigoe adapted to detect

mmmdmd‘r E transposd The

wuv"-
(A LP)(«l uch A fingerpeinting
tool widely used for the characterizagion of
DNA (4). This techniue is ady;

when compared with clasic nnhodamno::h'
ax chromesomsal in situ hybridization or
Southem bloe, since it provides information
on the whole genome without requiring

N

ition events in the whole

ofDr.u.:pbt.L ‘The rool also muy be spplied
to other insect species. Comparisons of
AFLP band pattern between hybrd and
parcntal specics allow us to rapidly screen
the mmx regions n*:um 0 mmbaliy
in hybeid genomes. Hybrid instabili
easily be voalized by the prese 3
Ammhhybrﬂathm&mm

247

parents. Each new band can be charac-
terized in order to identify the class of TE

re?m&iofm&lmm
© ames the cofAFLPnuhn

in detecting T
new band \nnd'n 'I'GTCG 3 d«
in hybrids whose nucleotide nqu-:e is
bo toan exo-endonudease region
of a Helews TE. In situ hybddluzbn of
this purker on polytene chromosomes
of bybrids and parental species showed
new chromosomal bands in lnybndt that
were not detected in the parental species.
rison between AFLP and in situ
Iybeidization resules allowed us to unequiv-
ocally validate the AFLP technique for

detecting transposition in hybrids.

Material and methods

The Drossphils swocks Bu28 and Ko2
are laboratory strains of D. bwzzans and
D, koepferar species founded from collec-

lnm:f natural populations from Bolivia
and Asgentina, respectively. Intenpecific
hybrids were established by crossing two
D. buzzasii males and one D, kocpferae
female. Thereafter, three successive mass

s hungu
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MWM Dk Db SH SH SH SH

backcrosses were peeformed berween Fi
hybrid females and D buscard males
to obtain the ing backeross
hybeids for cach generation (BC1, BC2.
and BC3).

Segmental hybrids were also cbtained

to assess transposition phenomena
in hybrids, we present the results of 2
rescular segmental hybrid which has
n introgressed with the region F3.F4
of chromosome 4.
DNAw of 14 segmeneal bybrids,
10 third cross hybeids (BC3), and
their parents were isolated by the nsual
method of individual DNA extraction
{6). Simulrancowly, DNA smple were
extraced from D, bugsary and D Rocpferae
Liboratory stocks.

I" ‘jam

Genoouic DNA was digeseed with £2RI
and Miel enzymes (New England Biolabs,
Tpwwich, MA, USA L followingehe mannfac-
turer’s instructions, and linked to adaptens
EaRIS“CTCGTAGACTGCGTACC-3
FCATCTGACGCATGGTTAAS and
Miel S“GACGATGAGTCCTGAG-Y;
F.CTACTCAGGACTCAT-S reapec-
tively ( Idrich, $t. Louis, MO,
USA). The digestion-ligation reaction
was prepared in a togal volume of 11 L
with 10x T4 butfer, 0,5 MNaCl,
100x BSA, ATP 10 mM, EaRl 3
5 &M, Msed Adaprer S0 M, EcoRI 20 U/
#l, Msel 10 U/uL, T4 DNA Ligase 10
U/uL. (Epicentre, Madison, W1, USA,
H,O, DNA (50 ng/uL). This reaction was
Incubated overnighe az room temperature.
Afteeward, the toeal digestiondigation
reaction was diluted to a 200.21 final
volame.

For loctive PCR reactions, we

previcas ones
dosggned for FooRI and Miel as follows:
SGACTGCGT ACCAATTCT-{S&S&
S GATGAGTCCTGAG-TAAC-Y (M,
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from Sigma-Aklrch A PCR rudrm
mb.‘:: repared in a velume of
20l byid£ 10x PCR buffer, 50 mM
MgCl, 5 U DNA Ecolaq polymerase
(Ecogen S.R.L., Barceloma, Spain), 2 oM
ANTPs (Roche, Mannbein, Germany), 2.75

M EoRI 275 uM Miel, H,O, and § oL

NA d igaticn reaction. Ampli-
fications were run in an M] Rescarch, Inc,

S6°C (anneadi
then 203 of final denatu ration ae 94°C; 2 min
of final extension at 72°C; then 30 min of
incubsation at 60°C. The PCR produce was
dikmed 10 times by adding H O to a final
volume of 200 21

For selective PCR reactions, two and
theee selective mucleotider were added
(shown in bold) to EwRl and Miel
primers, respectively (for example, FoR|
S'GACTGCGTACCAATTCTG Y, Ml
SSGATGAGTCCTGAGTAATCGY)
and the PCR reaction was ina
rotal volume of 20 4L bﬁlOnPCR
buffer, S0 mM MgCl, $ U DNA Ecolaq

merase, 2pM ANTPy, 275 pM EoR 1,
275 M Miel, H Oand $ L of DNA froen
preselective reaction. The
peogrammed as follows: 2 min of initial
denaturation at 94°C; 9 cycdes (redixci
1°C each cyede) with 20
denacuration & 94°C, 30 s of anncaling at
66'C, and 1 min of extension at 72°C; 20
cycles with 20 s of denatur
azion at 2 30 s anncaling at $6°C, and
1 min extension at 72°C; and Rnally 20 sof
denatiacation a2 94°C and 30 min incubution
a&C

For the AFLP marker, 50 and 12
Eco-Mse AFLP primer combinations were

analyzed for BCY and leybeids,
mp{:‘:‘nly The Aan:::en wete
observed in ¥% PAGE gebs (AppliCheen
GmbH, Darmstade, Germany) witha 2911
mtio concen-
tration. Elect was performed in
TBE Ix buffer using Procean 11 xi systems
(Bio-Rad), DNA bands were calibeated

Todone the instabiliey AFLP marken,
we tined the same PCR reagents and
concentrations 3 thow used in selective
PCR reaction wing the following PCR
amplification m: 4 min of injcial
denaturation at ;9 cycles (redix
1°C cach cyde) programmed with 20 5
denatugseion at 94°C, 30 s of anncaling a
668°C, and | min of extension 3t 72+C; 20

cyches programmed with 20 s of denatur



at at 94°C 30 » anncaling at 56%¢
and in extension at 72°C; and finall

MArkers was extracte from
1% gel using a kie for DNA ge
3, CA, USA

Plasmid pGemyT Easy Vector System
Promega, Madison, W1, USA) was used
to clone AFLP mackers. DHSe Eicher
o with

|

cxtracnon

Qiagen, Valenc

Rig (i cells were transtorn

h AFLP

gt an

narker and culrured ar 377

ria-Bertani (LB) plates

containing ampicill i and X-Gal. Positive
colonics were cultured ina LBampicillin
medmm, tollowed by miniprep of th

samples. Clones of cach AFLP marker

were sequenced and their nucleotide

swquences analyz using the alignment

tools ilable ir ase, NCBI, UCH

and GIR | databuses (7=10). In somme cases

we found a direct homology with coding
{ ‘

r non-coding regions ot D, meftasensi
genome (the closest sequenced species u
i' “.l ). & ‘

the repetitive DNA database ol G

/ whase

atil and [

R1, was

rsed to de wy with transposable
clements or repetative DNA uni
|

lorced translatad optior

}

sdatabase (11)a

Ihe Plamg

wed the
tson of the donsains of ex wonuclease
{ the Helesa chemens. Ce

beained from cach database

mentar

inlormuation

cation of

was fundame n the |

n cach AFLP marker

the TEs presens
becked

To test the repetitive nature of the
ting hybrid instability markers

], weselected the TGTCG22ZAFLI

muarker as a probe to hybeidize

Y )
XYene CHromon
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ot segmental hybrids and parental specices
Alexa Fluor 488 Signal Ampl
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st Dretarids (0 & Iew wr 't n Gl

alon L

H byt

vl cogiion o Infruds

Green Dye-Conpagated Probes (Cat.
A-1 ¢ wche) and DA P, as described by
[nvitrogen (hetpx //peobes invitrogen.com

med &a/pis/mpl 1053, pdt

Polytene chromosames from salivary
glands of segmentad i

bt :;iu.uul)-n:x real specics, were | repared
by the squash method (12

I Were Bone asr

OOV ML

Imager Al
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an Axio Cam MRcS photo-

¢ camera and visualized with the

software Axio Vikon A

L2
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our experience
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o
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(XA2 and 2E2) were found in both
parental species and segmental hybeids
and theee (3H, SAS, and $D2) wese shared
by 2, bwzzatii and segmental hybeids The
four remaining (XH, 2E3, 3F4, and 5G1)
were new insertions (sbsent from pareatal
specics) (Figure 2. These mew copies of
TGTCG22 marker are exclusive of the
lybeid genome that may have originated
by teansposition of Helens during the
hybridization peocess.

Both the FISH eechnigue on polytene
chromoromes and the adapted AFLP
protocol presented in this work enable the
detection of TE mobilization in genomes
(5.13). However, the AFLP pm«ocd
coupled with available bicintormaric
tools for analyzing and detecting TEs in
sequenced genommes (14-16) offer scveral
sdvantagen. Fion, its application i faster
and caven; second, ditferent TEs can be
checked simuktancoudy. Think roults are
highly reliable and previous knowledge
of chromosomal banding is not required
Moreover, the AFLP technique showed
Iigh resclution in detecting genetc insta
biliry by transposizion. This rechnique sy
be expanded to fit the needs of rocarchen
working with other insect species and theis
hybieicls, especially in cases where genomic
information is not available Therefore,
AFLP markens have demonsrated unequiv
ocally to be an efficient seol for studying
T'Ex in a hybridization processes.
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