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DISCUSSIO

El desenvolupament de les noves tecnologies de genética molecular ha
revolucionat i renovat disciplines d'estudi tant reconegudes com la bioquimica i
la genetica de poblacions. La caracteritzaci6 estructural de gens estd proporcionant
informacions molt valuoses: d'una banda, permet ampliar els coneixements
sobre l'organitzacié del genoma eucariota i les diferents estratégies funcionals
emprades pels organismes, i de l'altra, comparar seqiiéncies per aprofundir en
I'evolucié molecular dels genomes i inferir les tendéncies de les forces
evolutives que hi actuen. Les conclusions més importants que fins ara s'’han
extret d'aquest tipus d'analisi fan referéncia a la gran flexibilitat i plasticitat del
genoma, i a la gran varietat de seqiiéncies que el conformen, tant a nivell
purament estructural i organitzatiu, com funcional. A més, permet
complementar d'altres tipus de dades més convencionals a 1'hora d'establir
relacions filogenetiques, ja sia de seqiiéncies o d'organismes, donant llum sobre
aspectes tan polémics com analogies i homologies, convergéncies o divergencies
evolutives.

L'analisi de la regié gendmica del gen Adh en diferents especies, ha permes
assolir els nostres objectius, ja que la informaci6 estructural obtinguda il-lustra
un dels exemples més clars de la variabilitat i plasticitat del genoma, permet la
comparaci6é de les tendéncies evolutives en diferents espeécies i en diferents gens
dins d'una mateixa espécie, i 2 més, proporciona més dades per suggerir possibles
relacions filogenetiques entre espécies de posicié controvertida.

Finalment, s'ha localitzat citogeneticament la posici6é del gen Adh i seqiiencies
hombdlogues, s'ha caracteritzat per restricci6 i seqiienciaci6 la regié gendmica del
gen Adh, on s'han ubicat dos gens - I'Adh i I'Adh-dup- molt probablement,
relacionats en el seu origen. S'ha fet una analisi preliminar de la seva expressi6 i
s'han comparat les seqiiéncies per inferir-ne l'evolucié génica intra- e inter-
especificament. S'han aillat i caracteritzat les primeres retroseqiiencies de gens
estructurals a Drosophila subobscura i també s'ha demostrat la seva existéncia a
D.guanche i D.madeirensis. Sha descrit una repeticié invertida relacionada amb
les retroseqiiéncies, que forma part d'una familia de DNA moderadament repetit
en el genoma d'aquestes tres espécies, i amb totes aquestes dades conjuntament,
es suggereixen possibles relacions filogenétiques entre les espécies analitzades.
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1.- EL GEN Adh EN EL GENOMA DEL SUBGRUP obscura.

La primera aproximacié a I'analisi de la regi6 gendmica que comprén el
gen Adh en les espécies analitzades va ser I'analisi de restriccié dels clons positius
aillats de les genoteques corresponents. El gen Adh presenta molt poques dianes
internes per als enzims emprats en aquesta analisi (com a maxim dues, una Poull
i una BamHI a D.melanogaster) i per tant es fa dificil observar la seva
conservaci6; de fet només hem detectat aquesta mateixa diana Poull a D.ambigua.
En canvi, dues dianes HindlIl, separades per tant sols 20 pb, en regié no
codificant, es troben conservades a les quatre espécies analitzades probablement
degut a la seva posici6 molt propera al promotor proximal. Per altra part, 'Adh-
dup presenta fins 5 dianes internes, i dues d'elles, les més conservades es
cavalquen amb els senyals de maduracié dels dos introns. Els mapes de restriccié
s'agrupen clarament en dos patrons diferenciats, per un canté, D.ambigua, i per
l'altre la trfade D.subobscura, D.madeirensis i D.guanche. Aixi mateix, tot i que
aquestes tres espécies presenten moltes dianes en comi, cal resaltar que
D.subobscura i D.madeirensis comparteixen fins 14 dianes de restricci6 de 16, en
una regié gendmica de més de 15 kb. Per tant, la conservaci6é de dianes de
restricci6, tot i que constitueix una aproximacié relativament grollera a la
conservaci6 dé seqiiencies, déna idea de les relacions de proximitat entre especies,
i a més, presenta I'avantatge d'ampliar la regié del genoma analitzada, que és
més extensa que l'accessible per seqlienciaci6. A més, en les especies
D.subobscura, D.madeirensis i D.guanche s'han aillat d'altres clons, apart dels que
contenen el gen funcional, que contenen seqiidncies homologues a I'Adh (veure
apartat 4 de la discussi6).

Després d'haver obtingut clons positius i d'haver realitzat la seva
caracteritzaci6 preliminar per restriccié i seqlienciacié parcial, es va plantejar
l'interés d'utilitzar aquestes sondes homdlogues per a la localitzaci6 citoldgica de
I'Adh sobre cromosomes politénics, mitjangant la técnica d'hibridacié in situ,
complementant estudis previs emprant una sonda heterdloga que contenia el
gen Adh de D.melanogaster (Gonzalez-Duarte et al.,, 1986). A D.ambigua, la
hibridaci6 es trobava clarament localitzada en el cromosoma E, que és el
cromosoma homoleg al 2L de D.melanogaster, on ja s'havia localitzat I'Adh
d'aquesta tltima especie. Per altra part, els resultats de la hibridaci6 sobre les
altres tres espécies van ésser, en part, sorprenents, ja que s'obtenien muiltiples
bandes. Per experiments de lligament genétic es coneixia la localitzacié
aproximada del gen Adh a D.subobscura: prop del centromer del cromosoma U,
que també és I'homodleg al 2L de D.melanogaster. A més, d'aquesta hibridacié,
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se'n detectava una altra al cromosoma E. A D.madeirensis i D.guanche també
s'’han observat aquestes dues hibridacions, a més de dues hibridacions addicionals
al cromosoma O a D.guanche. Donada la gran proximitat filogenetica d'aquestes
tres espécies, és bastant probable que la hibridaci6 prop del centrdmer del
cromosoma U a D.madeirensis i D.guanche correspongui a la del gen funcional.
Queden per explicar la preséncia de la resta de bandes d'hibridaci6 en d'altres
cromosomes, ara bé, disposem de més dades (obtingudes a partir de Southerns
gendmics, restriccié de clons i seqiiénciacié) que evidencien l'existéncia d'altres
seqliencies homodlogues a 1'Adh a més a més de les funcionals a D.subobscura,
D.madeirensis i D.guanche (veure apartat 4 de la discussi6).

Els resultats obtinguts a partir d'un Southern de DNA gendmic digerit amb
EcoRI de D.ambigua, D.subobscura, D.madeirensis i D.guanche proporciona una
informaci6 complementaria a l'esmentada. Mentre que a D.ambiguaia
D.subobscura s'observa una unica banda d'hibridaci6, a D.madeirensis i a
D.guanche el nombre de bandes incrementa a dos i a tres, respectivament.
Aquestes bandes s6n de mida molecular elevada, de 8 kb en endavant, i per
explicar els casos de multiplicitat, s’ha de suposar l'existéncia de dianes internes,
de polimorfismes de restriccié, o bé de seqiiencies homdlogues addicionals al gen
Adh funcional. Donat que el mapa de restricci6 d'aquest gen a les espécies
esmentades demostra que no hi ha cap diana EcoRI que parteixi el gen, la primera
explicaci6 queda descartada. En canvi, totes les dades apunten cap a l'existéncia de
seqliencies addicionals, homologues a 1'Adh, que seran discutides més endavant.

2.- ESTRUCTURA I EXPRESSIO DEL GEN Adh A ESPECIES DEL SUBGRUP
obscura.

2.1.- El gen Adh

L'estructura i organitzaci6 del gen Adh de les espeécies analitzades:
D.ambigua, D.subobscura, D.madeirensis i D.guanche és totalment comparable a
la del grup melanogaster, és a dir, es troba un tnic gen funcional, compost per
tres exons. La mida d'aquests és de 93, 405 i 267 pb, igual que en el gen descrit al
grup melanogaster. L'tinica excepcié és una diferéncia de sis pb del primer ex6, de
manera que gen Adh de les especies del grup obscura codifica per dos aminoacids
menys, probablement el segon i el tercer. La situaci6 dels introns coincideix amb
la descrita a totes les especies de Drosophila en que el gen Adh ha estat analitzat, i
les seves mides sén també molt similars, ja que varien entre 66 i 70 pb. La
preséncia de dues regions promotores d'estructura i posicié relativa molt similars
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als dos promotors descrits del grup melanogaster, és a dir, un de posicié proximal
i un altre distal, suggereix que també en aquestes especies l'expressi6é del gen Adh
esta regulada de forma diferencial al llarg del desenvolupament. La distancia
entre els dos promotors varia segons les espécies, de forma que l'intré6 de I'adult
oscil-laria entre 745 pb a 953 pb.

A D.subobscura s'han trobat polimorfismes de restricci6 en clons que
contenen el gen funcional. Aquest polimorfisme s'ha detectat cap a 3' del conjunt
format per 1'Adh i 'Adh-dup, i no afecta només a dianes de restricci6, sind que
suposa una insercié o delecié d'una regi6 (veure punt 4.1 de la discussié).

L'estudi de l'expressié per transferéncies Northern ha permes detectar un
transcrit abundant, d'una mida entre 1100 i 1200 nt als estadis de larva i adult. En
el cas de D.ambigua, es detecta expressi6 a l'estadi de pupa encara que no arriba als
nivells dels estadis larvari i adult.

2.2.- El gen Adh-dup

Immediatament adjacent al gen Adh en les esp2cies analitzades es troba
una pauta de lectura oberta molt conservada, 'Adh-dup. Aquest gen presenta
una organitzacié en tres exons de mida conservada, a excepcié del tercer exd, que
presenta variaci6 de mida degut a una diferent posicié del cod6é de terminaci6.
Les mides dels exons sén de 96 pb, 405 pb i des de 339 pb (D.subobscura,
D.madeirensis i D.guanche) a 345 pb (D.ambigua), aquesta mida també és diferent
respecte a la descrita per a D.pseudoobscura 336 pb, o a la que presenta
D.mauritiana, 318 pb. Els dos introns tenen mides diferents, mentre que el primer
varia de 124 pb a 292 pb, el segon, més petit, té de 62 pb a 67 pb. Les putatives
seqliéncies reguladores es troben molt conservades, i es poden distingir una caixa
CAAT i una caixa TATA.

L'analisi de I'expressié d'aquest gen no sempre ha donat resultats positius. No
s'’ha detectat cap hibridaci6 en transferéncia Northern, mentre que I'amplificaci6
del transcrit per PCR, ha permés visualitzar dues bandes d'intensitat similar, una
corresponent al transcrit processat i l'altre al no processat. D'aquests resultats
sembla deduir-se que aquest gen s'expressa molt poc, probablement en c2l-lules o
teixits especifics, i que el transcrit processat co-existiria amb el no processat, o bé
que una mfnima preséncia de DNA contaminant és suficient com per donar un
resultat similar a la que proporciona el transcrit present en la mostra. La funcié
del producte d'aquest gen és encara desconeguda.
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Draltra banda, la comparaci6 de les seqiiéncies i organitzacié dels dos gens, el
gen Adh i I'Adh-dup confirma que ambdés gens han divergit a partir d'un gen
ancestral, ja que comparteixen aproximadament el 50% de posicions
nucleotidiques i un 35% de residus aminoacidics.

3.- EVOLUCIO DE LA REGIO GENOMICA DEL GEN Adh A ESPECIES DEL
SUBGRUP obscura.

Disposar de les seqiiéncies d'una mateixa regi6 gendmica permet fer
comparacions inter-especifiques i coneixer les tendéncies evolutives d'aquesta
regi6. Generalment la comparaci6é de seqiiéncies es fa sobre regions codificants, o
si les especies estan allunyades filogeneticament, sobre la seqliéncia d'aminoacids.
D'altra banda, la comparaci6 de seqliencies no codificants és sovint molt
dificultosa a menys que les espécies no siguin molt properes, ja que el
constrenyiment funcional no és tant evident, ni s’ha de conservar cap pauta de
lectura, de forma que l'evolucié d'aquestes regions és més relaxada i els
fendmens d'insercié/deleci6é sén freqiients.

Per altra part, el fet que en aquesta regié gendmica es trobin dos gens en
un espai d'aproximadament 4 kb, derivats d'un precursor comi constitueix un
model ideal per a determinar si les forces evolutives actuen similarment i
il-lustrar la dinamica evolutiva dins d'un mateix genoma.

3.1.- Evolucié de les regions codificants dels gens Adh i Adh-dup

La comparacié de seqiiéncies codificants estd condicionada per la
funcionalitat de la molecula i aixd implica la conservaci6é de la pauta de lectura
oberta i el manteniment de l'estructura de la proteina codificada, al menys en els
llocs actius. D'una banda, aquest constrenyiment funcional es tradueix, a nivell
de DNA, en un menor nombre de canvis en les regions codificants respecte les no
codificants. Per l'altra, els canvis en les regions codificants es poden subdividir en
dos grups: els canvis en posicions silencioses, que no afecten l'aminoacid
codificat, i els canvis en posicions de reemplagament, és a dir, que es reflecteixen
en un canvi de residu en la proteina. El nombre de posicions silencioses és
diferent per a cada gen i depen de la proporci6 d'aminoacids codificats, en general
es troba al voltant del 25% al 30% de les posicions totals. Tot i aixd, degut al
constrenyiment funcional, les substitucions silencioses s6n molt més freqiients
que les de reemplacament, i fins i tot poden ser proporcionalment més abundoses
que les de regions no codificants
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La comparacié de les seqliencies dels dos gens, Adh i Adh-dup, en les
espécies analitzades entre elles i amb dues especies de referéncia:
D.pseudoobscura (subgrup obscura) i D.mauritiana (subgrup melanogaster)
mostra que ha tingut lloc un major nombre de substitucions en la tercera posici6
dels codons, i un biaix significatiu cap a transicions respecte transversions. Aixd
estd d'acord amb l'elevat nombre de substitucions silencioses, ja que donada la
degeneraci6 del codi genetic, les substitucions en terceres posicions dels codons,
especialment les transicions, solen ser silencioses.

La major part de substitucions de reemplagament sén de caracter
conservatiu, com ara Leu—Val o Ile, o de Gln—Asn. En d'altres casos, en que el
canvi a nivell d'estructura primaria no ha estat conservatiu, sf que es conserva
I'estructura secundaria. Els perfils d'hidrofobicitat/hidrofilicitat de les proteines
varia minimament, éssent I'tinica excepci6 l'extrem carboxi-terminal del putatiu
producte génic de I'Adh-dup, ja que per a la posicié diferent del codé de
terminaci6, aquesta regié pot variar molt en estructura i carrega.

S'ha suggerit que el gen Adh és un gen d'evolucié lenta en el genere
Drosophila (Sharp i Li, 1989; Caccone i Powell, 1990) i que les substitucions de
reemplacament inter-especifiques sén adaptatives (McDonald i Kreitman, 1991).
Quan es comparen les taxes de divergeéncia inter-especifica dels dos gens, el
nombre més elevat de substitucions totals en el gen Adh-dup respecte 'Adh,
semblaria recolzar aquesta hipdtesi d'evolucié lenta. No obstant, quan es
comparen les especies del subgrup obscura amb D.mauritiana (subgrup
melanogaster) l'increment de substitucions és degut a canvis silenciosos i, a
nivell de protefna es troba més conservat el gen Adh-dup que el gen Adh.

S'’han proposat moltes hipdtesis sobre la divisi6 de les regions codificants
en exons i la seva relaci6 amb els diferents dominis proteics. En particular, en el
gen Adh, es creu que els dos primers exons codifiquen per la regié d'unié al
cofactor NADY i el centre catalitic. Per altra part, és obvi que en l'evolucié6 i
divergéncia de les espécies es produeixen canvis en les seqtiencies de DNA que a
causa de la diferent contribuci6é a la funcionalitat no es distribueixen de forma
homogenia. Aix{, és interessant estudiar la distribuci6é d'aquestes substitucions, ja
que pot revelar quines sén les seqiiencies més conservades inter-especificament, i
per tant, amb més constrenyiment funcional. La distribucié de substitucions al
llarg dels tres exons presenta diferéncies molt significatives. En general, les
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substitucions silencioses del gen Adh es distribueixen a l'atzar entre els tres
exons, independentment de les especies comparades, en canvi, les substitucions
de reemplagament estan fortament esbiaixades, acumulades en el tercer ex6, quan
es compara qualsevol espécie del subgrup obscura amb una espeécie del subgrup
melanogaster, exemplificat per D.mauritiana. No obstant, quan es comparen les
espécies del subgrup obscura entre elles, totes les substitucions es troben
distribuides a l'atzar entre els tres exons . Aquest fet, juntament amb l'increment
significatiu de substitucions de reemplagament en el tercer ex6 només s'ha descrit
quan s'analitzen les espécies d'aquest subgrup (Sullivan et al., 1990), fet que
suggereix que es tracta d'un tret propi de I'evolucié del subgrup obscura. A més,
aquests canvis del tercer ex6 també es reflecteixen a nivell proteic, ja que un
anticds monoclonal especific per a un epitop de la regié carboxi-terminal de
I'ADH de D.melanogaster no es capag de reconeixer I'enzim de qualsevol especie
del subgrup obscura mentre que si reconeix l'enzim d'espécies d'altres subgrups
(Fibla i Gonzalez-Duarte, en prep.).

Aquests resultats contrasten amb la comparacié inter-especifica del gen
Adh-dup. Quan es compara la seqiiencia d'aquest gen entre qualsevol especie del
subgrup obscura amb D.mauritiana, totes les substitucions es distribueixen a
I'atzar en els tres exons, contrariament al que passa quan aquesta analisi és dins
del subgrup obscura. En aquest cas, tots els tipus de substitucions estan
significativament esbiaixats, acumulant-se preferentment en el tercer exé del gen
Adh-dup. D'aquesta analisi, es poden deduir dues conclusions, una d'ambit
general, i l'altra més especifica. La primera és que sobre un mateix gen o regi6
geénica poden actuar diferents taxes de divergencia i per tant, la seleccié o el
constrenyiment funcional d'una seqiiéncia varia al llarg del temps evolutiu, de
forma que pot divergir molt rapidament o bé enlentir-se durant certs perfodes de
temps. La segona revel-la que dins de la regi6 gendmica que hem analitzat, el
tercer ex6 del gen Adh és la seqliéncia que es va veure més afectada pels processos
que es van produir en la separaci6é dels subgrups obscura i melanogaster, mentre
que en la propia radiacié del subgrup obscura, el tercer ex6 del gen Adh-dup és el
que ha divergit més rapidament.

S'han proposat diferents‘hipbtesis per explicar les diferéncies observades
en la freqiiéncia i distribucié de substitucions al llarg d'alguns gens i per il-lustrar
que determinades seqliencies puguin evolucionar sota taxes de substituci6
variables (Perler et al., 1980; Gillespie, 1984; Palumbi, 1989). Certes regions
gendmiques poden acumular més substitucions que d'altres durant perfodes de
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temps especifics, perd la taxa de substitucions de reemplagament presenta una
restricci6, la preservaci6 de la funcié. Si aquest limit es sobrepassa, poden
apareixer noves funcions. Aquestes zones que divergeixen més rapidament
poden constituir uns bons marcadors moleculars per estudiar les relacions
filogeneétiques durant periodes definits de temps (Perler et al.,, 1980). Es pot
considerar que les substitucions de reemplagament del gen Adh constitueixen un
bon marcador per a la radiacié obscura-melanogaster, mentre que les de
reemplagament de 1'Adh-dup poden constituir un marcador informatiu dins de
la radiaci6é del subgrup obscura.

Com a resum es pot concloure que els dos gens, Adh i Adh-dup estan
evolucionant independentment, seguint un patré6 que és especific d'especie i
subgrup.

D.ambigua

Malgrat que es poden extreure conclusions generals, com les exposades,
sobre l'evolucié d'aquesta regié gendmica, l'analisi concreta de cada especie
proporciona una informacié de caire més puntual perd valués a I'hora d'inferir
les diferents tendeéncies evolutives. Una analisi particularment informativa ha
estat la comparacié de les seqiiencies dels gens Adh i Adh-dup de D.subobscura
amb els de D.ambigua i D.pseudoobscura. Les regions codificants de D.subobscura
sén més similars a les de D.pseudoobscura que a les de D.ambigua, mentre que la
comparacié de les seqiiencies no codificants apropa més D.subobscura i
D.ambigua, que cap d'aquestes dues a D.pseudoobscura. Aquests resultats s6n una
mica desconcertants, donat que si com és habitual, s'estableixen les relacions
filogenetiques a partir de regions codificants D.subobscura i D.pseudoobscura
queden més properes entre sf que a D.ambigua, quan aquesta tltima espécie s'ha
considerat tradicionalment la més propera a D.pseudoobscura. L'explicaci6 a
aquest fet podria ésser que D.ambigua f6s una de les especies que ha evolucionat
més depressa dins del subgrup obscura, i per tant la proximitat amb d'altres
especies hauria quedat distorsionada.

D.subobscura
D'altres resultats obtinguts en D.subobscura respecte 'evolucié d'aquests
dos gens indiquen que la majoria de substitucions han incrementat el percentatge
de A+T en la composici6 de bases. Aquesta tendéncia, que alguns autors han
considerat poc afavorida per la seleccié natural (Ticher i Graur, 1989), queda
particularment de manifest quan s'analitzen els canvis que afecten a terceres
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TAULA VI.- A) Substitucions en la tercera posici6 dels codons de les seqii¢ncies dels
gens Adh-dup i Adh per a D.subobscura versus D.ambigua i D.pseudoobscura. B)
Composicié de bases en la tercera posicié dels codons dels gens Adh-dup i the Adh
en nou Drosophilids. (®-extret de Starmer i Sullivan,1989).

A Substitutions in the third-codon-position
A T C G Total %G+C

Adh-dup

D.subobscura vs. 26 17 20 9 72 40.3

D.ambigua

D.subobscura vs. 23 11 i 3 44 22.7

D.pseudoobscura

Adh

D.subobscura vs. 16 32 4 14 66 27.3

D.ambigua

D.subobscura vs. 16 14 8 8 46 34.8

D.pseudoobscura

B) Third-codon-position base

A T C G Total %G+C
Adh-dup
D.subobscura 47 62 90 79 279 60.6
D.ambigua ' 30 62 93 96 281 67.3
D.pseudoobscura 26 63 98 091 278 68.0
D.mauritiana 50 65 73 84 272 57.7
Adh
D.subobscura 22 61 97 74 254 67.3
D.ambigua 5 47 115 87 254 79.5
D.pseudoobscura®™ 8 52 116 78 254 76.4
D.mauritiana® 11 37 132 76 256 81.2
D.melanogaster® 10 37 130 79 256 81.6
D.affinidisjuncta® 32 71 85 66 254 59.5
D.mulleri Adh-1% 24 47 109 74 254 72.1
D.mojavensis Adh-1¢ 26 53 103 72 254 68.9
D.hydei Adh-1% 30 61 99 64 254 64.2

posicions de codons i es compara el valor global obtingut per al gen Adh a
D.subobscura amb el que presenten d'altres espécies de Drosophila (Taula VI).
Com es pot observar el gen Adh tendeix a presentar un alt percentatge de G+C en
terceres posicions i és particularment evident en les especies del subgeénere
Sophophora, on s'inclouen el subgrup melanogaster i el subgrup obscura. No
obstant, D.subobscura presenta un percentatge de G+C més baix que l'apropa a
I'observat a espeécies del subgrup repleta, molt allunyades filogenéticament. Aix{
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doncs, I'is de codons per I'Adh a D.subobscura és menys esbiaixat que en d'altres
especies del mateix subgrup (Marfany i Gonzalez-Duarte, 1991c). Aquest fendmen
també s'observa quan l'analisi es fa amb el gen Adh-dup, tot i que la diferéncia
amb d'altres espécies no és tant elevada.

Es interessant també la relaci6 que s'ha establert entre els 1'lis esbiaixat de
codons en un gen i el nivell d'expressié genica, ja que s'ha observat que els gens
d'un organisme amb una expressié6 més elevada, presenten un s de codons més
esbiaixat que els gens d'expressi6 més restringida (Ticher i Graur, 1989; Bulmer,
1990; Li i Graur, 1991). Aquest fendmen s'ha intentat explicar per l'increment de
certs tipus de gens de tRNA en front d'altres, de forma que hi hauria tRNAs més
freqiients que d'altres, i per co-evoluci6, la seleccié natural afavoriria la fixaci6
d'aquelles substitucions que incrementessin la preséncia dels corresponents
codons als gens d'expressi6 més elevada. En aquest cas, tant el gen Adh
(d'expressi6 elevada) com 1'Adh-dup (d'expressi6 quasi indetectable) de
D.subobscura presenten la tendéncia a un menor biaix en 1'is de codons. Per
extreure'n conclusions més generals i determinar si es tracta d'una tendéncia
general del genoma de D.subobscura, d'evoluci6 génica convergent, deriva
genetica, o de diferéncies en l'accessibilitat a diferents tRNAs, s'hauria de
disposar de les seqiiéncies de més gens.

D.madeirensis i D.guanche

Aquestes dues espécies es poden analitzar de forma conjunta, comparant-
les amb D.subobscura, donada la gran relacié de proximitat filogenetica d'aquesta
triade. Els resultats de la comparaci6 de seqliéncies confirmen aquesta proximitat,
ja que el nombre de substitucions entre les espécies és molt baix, sobretot entre les
especies D.madeirensis i D.subobscura. L'interés d'aquesta analisi rau en la
possibilitat de comparar el patr6 evolutiu seguit pels dos gens quan les espeécies
comparades no han tingut gaire temps per a divergir.

Els resultats han estat forga interessants: quan es compara les seqiiéncies
dels gens Adh i Adh-dup de D.guanche amb D.madeirensis i D.subobscura, els
canvis observats presenten la distribuci6 esperada per a l'evoluci6 de gens
funcionals. En canvi, quan es comparen les seqliéncies de D.madeirensisi
D.subobscura, el patr6 obtingut és diferent, ja que el nombre de substitucions
silencioses i de reemplagament sén iguals, la seva distribuci6 en les posicions dels
codons és a l'atzar, com també ho és el nombre de transicions i transversions,
contrastant clarament amb el que s'obté en d'altres comparacions inter-
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especifiques. Aquestes tres observacions estan clarament relacionades i sén
consistents entre elles, i podrien suggerir que durant els primers estadis
d'especiaci6, la divergéncia rapida entre espécies es veuria afavorida, permetent
un increment de substitucions de reemplagament respecte les silencioses. No
obstant, aquesta explicacié6 sembla contradir alguns dels principis evolutius
establerts tot i que s'han proposat hipdtesis similars per explicar I'evolucié del
gen Amy1 de D.pseudoobscura respecte el de D.melanogaster (Brown et al., 1990).
En l'avaluacié d'aquests resultats s'han de considerar els possibles efectes
distorsionadors causats tant pel nombre limitat de canvis entre aquestes dues
espécies properes, en total 4 pel gen Adh i 6 pel gen Adh-dup, com per l'existéncia
de deriva genetica o d'un possible efecte fundador. No s'ha d'oblidar que
D.madeirensis és una espeécie confinada a les Illes Madeira. De totes maneres, el
fet que a D.guanche no s'observi aquest tipus de resultats i que aquest fendmen
aparegui simultaniament en els dos gens sén dades a ponderar. La comparaci6
estructural d'altres gens en aquestes dues espeécies podria ésser molt valuosa a
I'hora d'emetre conclusions sobre I'evolucié dels seus genomes.

Per altra part, cal destacar l'existéncia de diferéncies en les taxes de
divergéncia, que poden tenir una explicaci6 en el constrenyiment funcional quan
es refereixen a les substitucions de reemplagament, perd que s6n de diffcil
explicacié en la distribucié6 de les substitucions silencioses. En particular, les
posicions silencioses del primer ex6 del gen Adh es destaquen com la regi6 que
més ha divergit entre les analitzades, contrastant amb la completa conservacié
del mateix tipus de posicions del primer ex6 del gen Adh-dup, que a més,
presenta una mida molt similar.

3.2.- Evolucié de les regions no codificants

Com ja s'ha comentat, la comparaci6 de seqiliencies de regions no
codificants és dififcil i imprecisa. Normalment només es pot aconseguir
l'alineament de seqiiéncies implicades en la regulaci6 de la transcripcié6 i en el cas
del gen Adh es pot establir un bon alineament de promotors distals i proximals
en espécies amb un tnic gen estructural i duplicitat de promotors, encara que
I'alineament no és sempre tant clar en les regions leader. En aquestes regions, es
defineixen zones de seqiiéncia més conservada i d'altres més relaxades, potser
indicant diferents contribucions funcionals a l'estabilitat del RNAm, o al
reconeixement del RNAr. El mateix succeeix amb les regions trailer. Per altra
part, en les seqliencies del gen Adh-dup, dues regions no codificants es conserven
en la regi6é promotora, una caixa CCAAT i una caixa TATA, i també les regions
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leader i trailer presenten zones de conservacié de seqiiéncia que permeten el seu
alineament. La conservacié de certes seqiiencies en la regié intergeénica
(d'aproximadament 200 pb a 300 pb) molt probablement esta relacionada amb el
fet que en aquesta regié es troben solapades nombroses seqilieéncies que
intervenen en la regulacié de I'expressi6 tant del gen Adh com del gen Adh-dup.

Per a la delimitacié de regions implicades en la regulacié génica i a falta
d'experiments més directes, com ara footprinting, transformacions temporals o
d'integraci6 en el genoma de construccions amb diferents parts de regions
promotores, un metode alternatiu d'aproximacié, pot ésser la comparacié i
conservacié de seqiiencies en les regions no codificants. A més, en el cas del gen
Adh es coneixen les seqiliéncies implicades en la regulacié geénica a espécies com
D.melanogaster (unié a factors de transcripcié, Heberlein i Tjian, 1988) i
D.mulleri (enhancers de l'expressi6 del gen Adh-1, caixes A i B, Fisher i Maniatis,
1988). Es poden detectar regions amb elevada homologia amb seqiieéncies que
s'han revel-lat determinants en la regulacié del gen Adh a d'altres espeécies de
Drosophila com ara dianes d'uni6 al factor de transcripcié Adf-1 (Taula VII). Aix{
mateix, es pot efectuar un alineament de les seqiiéncies properes al promotor
proximal del gen Adh entre diverses especies i s'observa la conservacié de
determinats motius (Fig.47). Aquests resultats no sén determinants perd poden
ser indicatius d'una possible funcionalitat, donada la poca conservacié de
seqiiéncia en les regions no codificants a excepcié de les regions promotores, i el
fet que les construccions inter-especifiques demostren una conservacié dels
elements implicats en la regulaci6 d'aquest gen.

MUL1  GCCGACCGCGCGGCCAGTGGTATTGATAAGACA . - vt vttt eeecontsnrcannasanans

MEL AGCGCCGAGATCGCGTAACGGTA.GATAAT . v v v e v v v enenes GAAAAGCTCTACGTAACCGA
PSE CGAACACGTAATGCGAGA. ..... CATAAG.AAACA.....cv0 e GAAAAGCT. .. .CGACGTGA
SUB ACGACACGTAATGCGAGA...... CATAAG.AAAGCA.......... AAAGCTTCCTTCACGCGA
AMB ACGACACGTAATGACAGA. ..... GATAAG . AAACCAAAAAAAAAATAAAAAAAGCTTCACGTGA
MUL1 TGTGCTGCGTGEGCAGCGTGGCCG. c v v vt v vosesneoananans TGTAGCTATAAATA
MEL AGCTTCT. e evnsecsasanacnsnnsns GCTGT....ceu. ACGGATCTTCCTATAAATA
PSE . « JAAGAAGCTTCTGGCGGAA. ... ... GCTCTTGCCG. ..o v e AACTCCCTATAAATA
SUB « « s AATAAGCTTTTCGCGTGAAAGAGCTTTGCTTTGAAACGAAATAAATTCCCTATAAATA

AMB TGGTGGCGGCGTTCCATGTGGAAAAGC . TTCCCTTCAAATGAAATAAATTCCCTATAAATA

Fig.47.- Alineacié de les seqiiéncies properes al promotor proximal del gen
Adh, possiblemente implicades en la regulacié de la seva expressié. En
subratllat es destaquen els promotors proximals, part de I'enhancer descrit al
gen Adh-1 de D.mulleri, i motius conservats, MUL1- D.mulleri; MEL-
D.melanogaster; PSE-D.pseudoobscura; SUB-D.subobscura; AMB-D.ambigua
(adaptat a partir de Sullivan et al., 1990).
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TAULA VIL.- Detecci6 a la seqiiéncia de la regié gendmica del gen Adh de D.ambigua, de diferents
regions amb similitud a seqiiéncies reguladores de l'expressi6 del gen Adh descrites a d'altres
especies.

Comparaci6 entre la seqiiéncia de D.ambigua i les dianes d'uni6 del factor de transcripcié Adf-1 al
promotor distal de D.melanogaster (Heberlein et al, 1985). La numeracié de la seqiiéncia esta
referida a la posici6 respecte al promotor distal

Gaps: 3 Longitud: 31 Aparellaments: 24 % Aparellaments: 77.41

D.ambigua -90 GCAGC.GCTGGCGTCGCGTCGGCGTCGACAG -61

T I e I T O e I A R O O O R O O O B B
D.melanogaster -84 GCTGCTGCT .GCATC.CGTCGACGTCGACTG -56

Comparacié entre la seqiiencia de D.ambigua i les dianes d'unié del factor de transcripcié Adf-1 al
promotor proximal de D.melanogaster (Heberlein et al, 1985). La numeracié de la seqiieéncia esta
referida a la posicié respecte al promotor proximal

Gaps: 5 Longitud: 32 Aparellaments: 23 % Aparellaments: 71.81

D.ambigua -322 ATAGACATAATTTACT.ATA.TAATGC..ATA -292

T T T I I A I O N I O O R R
D.melanogaster -257 ATATAC.TAA..TACTAATACTAATACTAATA -225

Comparacié entre la seqii¢ncia de D.ambigua i la caixa B, enhancer especific de I'expressi6 en cos
gras del gen Adh-1 a D.mulleri (Fischer i Maniatis, 1988). La numeracié de la seqiidncia esta
referida a la posici6 respecte al promotor proximal

Gaps: 1 Longitud: 41 Aparellaments: 27 % Aparellaments: 65.85

D.ambigua -198 AGCGAAGAGCCGAAACCGAAGCGACGAAACGAACGAACAAA -152

Prere re vk b BENRERERE
D.mulleri -256 AGCGAACAGACGAAGACAAAGTAA....... AACGAACAAA -188

Comparaci6 entre la seqiiéncia de D.ambigua i la caixa A, enhancer general de l'expressié del gen
Adh-1 a D.mulleri (Fischer i Maniatis, 1988). La numeraci6 de la seqii®ncia esta referida a la
posici6 respecte la seqiiencia disponible

Gaps: 0 Longitud: 11 Aparellaments: 10 % Aparellaments: 90.91

D.ambigua 2657 GTGGCCAGTGG 2667

FrEirriet
D.mulleri -118 GCGGCCAGTGG -129
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D.subobscura, D.madeirensis i D.guanche

La gran proximitat d'aquestes espécies amb D.subobscura ha permeés un
estudi molt més acurat de les regions no codificants, ja que es pot obtenir un
alineament correcte en aquestes regions, no només en les regions que intervenen
en la regulaci6é de l'expressié del gen siné també en els introns o seqtieéncies que
no tenen cap relaci6, al menys, directa amb la funcié génica. A més, quan es
comparen les seqiiencies d'aquestes especies, les delecions i insercions es poden
posicionar amb bastant de precisi6 i es poden comptabilitzar com un tnic
fenomen evolutiu. El nivell de divergeéncia observat per al conjunt de regions no
codificants és comparable a l'obtingut per a les substitucions silencioses en
regions no codificants.

Quan la comparaci6 s'analitza per zones, el resultat més notable sén els
diferents graus de divergeéncia. Per exemple, els leaders dels dos gens i els dos
introns del gen Adh-dup presenten valors dobles de divergéncia respecte l'intré
de l'adult, el primer intr6 del gen Adh o la regi6 intergénica. Tot i que aquestes
dues ultimes regions contenen elements de regulacié de l'expressi6 genica del
gen Adh i Adh-dup, i per tant, possiblement limitades en la seva divergencia,
quan es comparen les mateixes regions entre d'altres espécies, aquesta
conservacié de seqliencies no és sempre tan evident. I a més, en el cas de les
diferéncies en les taxes de divergencia dels introns dels gens Adh i Adh-dup,
aquesta explicaci6 no és valida.

3.3.- Analisi evolutiva de la seqiiéncia de la regi6 genomica de I'Adh

Com ja s'ha esmentat, la regi6 gendmica del gen Adh ha sofert nombroses
duplicacions i reorganitzacions (Oakeshott et al., 1982; Batterham et al., 1984;
Fisher i Maniatis, 1985; Atkinson et al., 1988; Menotti-Raymond et al., 1991), un
fendmen també descrit per a d'altres regions géniques de Drosophila, com els
gens de l'a-amilasa (Gemmill et al., 1985; Levy et al., 1985; Brown et al., 1990), i la
sn-glicerol-3-fosfatdeshidrogenasa (Bewley et al., 1989; Takano et al., 1989). Una
duplicaci6 ancestral en la regié analitzada va originar dos gens, I'Adh i I'Adh-
dup. Si assumim la taxa de divergéncia dins el subgrup obscura de 0.4%
substitucions/pb/mili6 d'anys (Caccone i Powell, 1990), tindrfem per a aquesta
duplicaci6 uns valors propers als 130 milions d'anys. Tot i que aquest tipus
d'estimaci6é no és gaire acurat, és suficientment informatiu com per suggerir que
es tracta d'una duplicaci6 antiga i que probablement totes o quasi totes les
radiacions del génere contenen aquests dos gens.
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D.subobscura, D.madeirensis i D.guanche

La comparaci6 de les seqiiéncies d'aquestes tres especies s'ha realitzat a
més, emprant un criteri independent de la funcionalitat. En aquest cas es
considera la posicié de la seqiiéncia i és necessari un correcte alineament tant en
regions codificants com no codificants. Una seqiiéncia es divideix en grups de
nucledtids, per exemple de 100 pb en 100 pb. El nombre de pb/grup pot ésser un
altre, perd quan més elevat sigui, menys acurada sera l'analisi, mentre que una
subdivisié excessiva perd significaci6. El sentit d'aquesta analisi és donar
prevaléncia al constrenyiment de les propies seqiiéncies en lloc del
constrenyiment funcional, i delimitar regions on la divergéncia de la seqiiencia
és diferent a la del promig.

En primer lloc, cal assenyalar que els valors de divergeéncia obtinguts per
als mateixos grups de seqiiéncies comparades entre les tres especies, segueixen el
mateix patré, de forma que amb aquesta analisi es poden identificar regions
importants per a la conservacié de la funcié geénica i també proporciona una
millor visié sobre la propia evolucié de les seqiiencies. Per exemple, s'observa
que hi ha regions dins de l'intré de I'adult que es conserven inter-especificament.
Aquestes regions poden contenir elements de regulaci6 de l'expressi6, com a
D.mulleri (Fisher i Maniatis, 1988) o bé pot ésser una regié6 més protegida i per
tant, menys accessible a agents mutagenics. Un altre exemple el constitueix el
segén ex6 del gen Adh, on s'hi distingeixen regions molt conservades, i d'altres
que divergeixen més rapid. Aquests resultats es poden relacionar amb una
diferent contribucié de les regions a la funcié de l'enzim. Per contra, una regi6
tan conservada com el primer ex6 de I'Adh-dup queda agrupada amb les
seqiiencies del primer intr6 d'aquest gen, que divergeix molt rapid, donant en
conjunt, un valor moderat de divergeéncia. Obviament, la informacié obtinguda
en els dos tipus d'analisi: funcionalitat i posici6, sén complementaries.

En algunes espcies aquestes diferdncies en les taxes de divergencia al llarg
dels gens, s'han associat a conversié génica. Per exemple, entre els gens Adh-1 i
Adh-2 de D.mojavensis, que presenten un intr6 més conservat que un exé
(Atkinson et al., 1988), o també per explicar la semblanga en algunes regions de
I'Adh entre les espécies D.planitibia i D.differens (Rowan i Hunt, 1991). Perd el fet
que nosaltres trobem aquestes diferéncies entre tres espécies, i en zones
allunyades entre sf, requiriria fendmens de conversié génica recurrents i de gran
complexitat, i per tant, no constitueix una explicacié gaire plausible.
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4.- ALTRES SEQUENCIES HOMOLOGUES AL GEN Adh EN EL GENOMA DEL
SUBGRUP obscura: RETROSEQUENCIES.

En tres de les espeécies analitzades: D.subobscura, D.madeirensis i
D.guanche existeixen seqiiéncies homologues a I'Adh, apart del gen funcional.
Evidencies indirectes com: el nombre de bandes obtingudes en un Southern
gendmic, en les hibridacions in situ i en el aillament de clons positius amb
diferent mapa de restriccié (veure apartat 1 de la discussié) suggerien la preséncia
d'aquestes seqiiencies addicionals. Ara sabem que els seus trets les situen en la
categoria de retroseqiiéncies, és a dir, seqiiéncies de DNA copiat del mRNA d'un
gen estructural, i posteriorment insertades en el genoma. Aquest és un resultat
molt interessant, pel fet que fins fa poc, es creia que aquest tipus de seqliencies
sols es trobaven en genomes de mamifers, o com molt, de vertebrats (Rogers,
1985; Vanin, 1985; Weiner et al., 1986, Wagner, 1986). Aquestes, junt amb un
elements semblants al grup melanogaster que acaben d'ésser publicats (Jeffs i
Ashburner, 1991) s6n les primeres retroseqiiéncies descrites al genoma
d'invertebrats .

4.1.- Estructura de les retroseqiiéncies de 1'Adh a D.subobscura

Es van analitzar dues seqiiéencies amb homologia a 1'Adh a D.subobscura
que eren diferents entre elles i al gen funcional. De fet es van aillar 6 clons
diferents, que podien agrupar-se per restricci6 en dos patrons diferents, i es van
analitzar només dos clons, un representant de cada grup, S135 i S812. Les
caracterfstiques essencials d'aquestes seqiiéncies eren la falta d'introns, que
havien estat perfectament escindits i l'abséncia d'elements promotors
reconeixibles. En canvi presentaven seqiiencies molt similars al leader i al trailer,
perd no cua poliadenilada. Aquests trets sén caracteristics d'elements
retrotranscrits, i en aquest cas, en procedir d'un mRNA d'un gen codificant
estructural, s'anomenen retroseqiiencies (Hull i Will, 1989; Temin, 1989).

Es de destacar que la homologia d'aquestes retroseqiiencies s'allarga més
enlla de la regi6é derivada del gen Adh, de forma que es poden alinear les
seqlidncies situades tant a 5' com a 3' de les dos retroseqiidncies. Aquesta
similitud suggereix que les dues retroseqiiéncies deriven d'un ancestre comy, a
partir d'una duplicacié. Es a dir, es poden separar dos processos en la formacié de -
les retroseqliencies de I'Adh en el genoma de D.subobscura: d'una banda el
fenomen de retrotranscripci6 i insercié en el genoma i de l'altra, la multiplicacié
d'aquestes seqiiencies, fenomen que també va afectar les seqiiéncies veines.
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A 3' de les dues retroseqtiencies, just on s'acaba I'homologia amb el gen
funcional, es troba un dels terminals d'una repetici6 invertida de 196 pb. Aquesta
repeticié invertida delimita una regié estructuralment peculiar, ja que conté dues
repeticions directes, alternades, de 40 pb i 52 pb, i també conté una seqiiéncia
palindrdmica de prop de 100 pb. Aquesta regié que conté la repetici6é invertida
forma part d'una famflia de DNA moderadament repetit en el genoma de
D.subobscura, resultats comprovats per la seva detecci6 sobre cromosomes
politenics, i per Southern de DNA gendmic. La localitzacié cromosdmica detecta
seqliencies homodlogues prop de les regions centromeriques, riques en
heterocromatina, també en alguns telomers i en bandes disperses al llarg dels
bragos dels cromosomes. Per altra part, el patré d'hibridaci6 sobre DNA gendmic
total és de bandes muiltiples, tipic dels DNA moderadament repetits.

A més, s'han detectat per hibridaci6, seqiiéncies amb homologia a aquesta
repeticié invertida en la regi6 gendmica del gen funcional, a 5' i 3' del conjunt
format pels gens Adh i Adh-dup. En aquesta regié gendmica hi ha polimorfisme
de restriccié associat a la preséncia o no d'aquestes seqiiéncies amb homologia a la
repetici6 invertida, i per tant, no es tracta solament de mutacié de dianes, siné
d'inserci6 o deleci6 de seqiiéncies. Aquesta repetici6 invertida no conté cap pauta
de lectura oberta de longitud acceptable i la recerca de seqiiéncies similars en el
GenBank/EMBL no ha donat un resultat clar, encara que s'obté una similitud
més o menys dispersa amb alguns elements transponibles de Drosophila, com ara
el transpos6 N10 de D.nebulosa., els retrotransposons 412 i 1731 de
D.melanogaster, foldback, etc.

4.2.- Estructura de les retroseqiiéncies de 1'Adh a D.madeirensis i D.guanche

Com ja s'ha esmentat, es troben també seqiiéncies homdlogues a 1'Adh,
addicionals, en el genoma de D.madeirensis i D.guanche. Una nova evidéncia en
favor de la preséncia de retroseqiiencies d'Adh en aquestes espécies va ésser
proporcionada per un experiment de PCR. Emprant dos oligonucledtids de dos
zones conservades de dos exons diferents (el segon i el tercer exons) i DNA
gendmic de les espécies: D.melanogaster, D.ambigua, D.subobscura,
D.madeirensis i D.guanche, es va determinar que només en les tres tltimes
s'obtenen dues bandes producte d'amplificaci6: la corresponent al gen funcional,
amb una longitud superior perqué conté un intré, i una de longitud inferior,
producte de I'amplificaci6 de retroseqiiéncies, que presenten l'intr6 processat.
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Per altra part, s'ha efectuat la seqlienciaci6 parcial de clons positius
d'aquestes especies, diferents als que contenien el gen funcional, i els resultats, tot
i ser parcials, confirmen el seu origen retrotranscripcional, ja que no contenen
introns. A més, la seva organitzacié seria molt similar a les que s'han aillat a
D.subobscura, ja que per hibridaci6 s'ha determinat la preséncia de seqliencies
homdlogues a la repetici6 invertida, molt properes a les retroseqiiéncies. Aixd i el
fet que en Southern gendmics amb DNA de D.madeirensis i D.guanche es
detecten també seqiiencies homologues a la repetici6 invertida amb un patr6 en
bandes muiltiples, recolza un origen comi per a les retroseqiiencies d'aquestes
especies tant properes.

4.3.- Evolucié i origen de les retroseqiiéncies de 1'Adh

Disposar de la seqliéncia complerta de dues de les retroseqliencies de
D.subobscura ha permés la comparacié evolutiva entre elles i amb el gen
funcional. S'ha determinat que només hi ha un enzim ADH a D.subobscura, de
caracteristiques cinetiques i bioquimiques molt similars al d'altres especies
(Hernandez et al., 1988), i per altra part, només hem detectat un transcrit en
transferéncies Northern. S6n molt rars els casos descrits de retroseqiiéncies que
s'expressin o que siguin funcionals, degut a la pérdua d'elements promotors i
reguladors de I'expressi6 (Perler et al., 1980; Stein et al., 1983; Bento-Soares et al.,
1985; Clark et al., 1986; Boer et al., 1987; Gruskin et al., 1987; McCarrey i Thomas,
1987; Ashworth et al., 1990). En les retroseqtiencies de I'Adh que hem aillat no es
detecta cap seqiiéncia putativament promotora, i per tant, és molt probable que
no s'expressin i per tant, no siguin funcionals, al menys en l'actualitat.

Tot i aixd, quan s'analitza 'evolucié d'aquestes seqliéncies, s'observa una
certa conservaci6, més elevada que la de regions no codificants. Es detecta una
certa restriccié en el tipus de substitucions de reemplagament, en particular hi ha
un nombre més petit de substitucions que afectin segones posicions de codé, i
aquesta tendeéncia queda especialment de manifest quan es compara qualsevol de
les retroseqiiéncies amb el gen Adh. Aquest tipus de restricci6 també s’ha detectat
en d'altres retropseudogens (Li i Johnson, 1989). Probablement aquestes
retroseqiiéncies no sén funcionals, i a més, el fet que una d'elles presenti una
deleci6 d'un pb que provoca un canvi de pauta de lectura, és una prova més de -
no funcionalitat. Hem aplicat un model matematic (Miyata i Yasunaga, 1981) per
provar la possible funcionalitat d'aquestes retroseqiiéncies i alhora obtenir una
idea més clara de l'evoluci6é d'aquestes seqiiéncies dins el genoma de
D.subobscura. Les conclusions més interessants serien:
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a) La retroposici6 (retrotranscripcié i insercié en el genoma) de I'Adh ha
estat un esdeveniment recent des d'un punt de vista de temps evolutiu,

b) les dues retroseqiiencies han divergit molt recentment a partir d'una
retroseqiiencia ancestre (aproximadament fa uns 50,000 anys), d'aquf la seva gran
similitud estructural. A més, aquesta duplicaci6 va afectar les regions properes,

c) la retroseqiiencia ancestral va evolucionar durant un perfode
considerable sota algun tipus de restriccié, aproximadament la meitat de la seva
existéncia.

Tot i que el model va ésser formulat per explicar I'evolucié de gens de
mamifers i assumeix taxes constants de substituci6, el temps relatiu en que s'han
anat produint la série de fendmens sembla plausible. De fet, els valors obtinguts
sén aproximats i cal notar que les taxes obtingudes per a les substitucions
silencioses de I'Adh a Drosophila sén el doble de les descrites per a gens de
mamfifer mentre que les de reemplacament sén del mateix ordre. Aquesta
diferéncia pot relacionar-se amb una taxa evolutiva del DNA més elevada per als
insectes que per als mamifers (Sharp i Li, 1989; Caccone i Powell, 1990).

Per altra part, el fet que es detectin retroseqiiencies d'Adh en una triade
d'espécies molt properes filogeneticament, perd que no s'hagin trobat evidéncies
de la seva existéncia a D.ambigua (espécie del mateix grup) i que l'organitzacié
d'aquestes retroseqiiéncies sigui molt similar en aquestes tres espécies,fins i tot
estan situades en bandes homologues en els cromosomes, indicaria que amb
molta probabilitat, el fenomen de retrotranscripcié va tenir lloc abans de la
especiaci6 dins d'aquesta triade, perd posteriorment a les primeres radiacions
dins del subgrup obscura. Aquesta hipdtesi pot rebre confirmacié amb la inclusié
de les retroseqtiéncies complertes de D.madeirensis i D.guanche en la comparaci6.
L'analisi preliminar realitzat en aquest sentit, indica que les retroseqiiéncies de
les tres especies s'assemblen tant entre sf com els gens funcionals entre ells (Taula
V), de fet les dues retroseqiiencies més semblants sén les de D.madeirensis i
D.subobscura. Aquests resultats concorden amb la hipdtesi d'un tnic origen de
les retroseqtidncies, previ a la separaci6 d'aquesta triade (Fig.48)
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Fig.48.- Esquema hipot2tic en forma d'arbre de I'evoluci6 del gen funcional 6]
i les retroseqiiencies (r) d'Adh a les especies D.subobscura (S), D.madeirensis
(D) i D.guanche (G). Les fletxes continues i discontinues indiquen,
respectivament, l'evolucié de les seqiiéncies funcionals i de les
retroseqiiéncies. El cercle blanc assenyala el fendmen original de
retrotranscripci, i els cercles negre i puntejat la divergéncia génica prévia a
la separaci6 de les especies. La diferent longitud de les branques indica la
diferent taxa evolutiva que experimenta cada especie (veure text). No
s'indiquen les posteriors multiplicacions que hagin sofert les retroseqiiéncies
en cada branca.

Un elevat percentatge dels membres de les families multigéniques dels
genomes de mamifers sén retroseqiliencies. Habitualment, es tracta de gens
housekeeping, és a dir, d'expressi6 generalitzada, o bé, de gens d'elevada
expressi6. L'Adh a Drosophila és un gen que s'expressa molt i a més, s’han descrit
activitats transcriptasa inversa a Drosophila (Finnegan, 1989) associades a
elements transponibles. L'origen de les retroseqiiéncies de I'Adh ha d'estar lligat
a la copia d'un transcrit per una transcriptasa inversa, i després s'hauria
d'integrar en el genoma, probablement per uni6 a llocs de trencament. Perque
aquesta integraci6 sigui heretable, s’ha de produir en el genoma de cdl-lules
germinals, ara bé aixd no sembla ésser excessivament problematic, donat que |
I'Adh s'expressa en les cél-lules nutricies de I'odcit (Sullivan et al., 1990; Visa et
al., sotmés), amb les quals formen un sincici. D'altra banda, és probable que la
prestncia d'un DNA moderadament repetit en el genoma, immediatament
adjacent a les retroseqiidncies, tingui alguna relaci6 amb I'origen
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retrotranscripcional, sobretot tenint en compte que s'ha proposat que la
distribucié d'aquest tipus de DNA es relaciona amb elements mobils a Drosophila
subobscura (Martin et al., 1983; Felger i Sperlich, 1989), com és el cas dels genomes
de mamifer on la majoria de families de repeticions disperses s'han originat
mitjangant mecanismes de retroposicié (Deininger i Daniels, 1986). Per tant,
creiem que a mesura que incrementi el coneixement sobre l'estructura del
genoma a Drosophila i a d'altres organismes invertebrats, es descriuran més
retroseqtiéncies, de forma que es pot concloure que els mecanismes evolutius que
actuen sobre la versatibilitat i plasticitat del genoma en vertebrats sén també
relevants per a explicar la dindmica de l'evolucié dels genomes d'organismes
considerats inferiors.

5- RELACIONS FILOGENETIQUES ENTRE LES ESPECIES DEL SUBGRUP
obscura.

Com ja s’ha esmentat a la Introducci6, les posicions filogenetiques de les
especies analitzades han estat objecte de nombrosa controversia. Els nostres
resultats poden aportar nova informaci6 sobre aquest aspecte: les dades
obtingudes indiquen clarament que dins de la trfade D.subobscura, D.madeirensis
i D.guanche, les dues primeres sén les més properes filogendticament, d'altra
banda, l'espécie D.ambigua presenta una filiaci6 més imprecisa. Hem intentat
establir les relacions filogenetiques entre les espécies estudiades mitjangant la
comparacié de dades dels dos gens que hem seqiienciat, tenint en compte que
també disposavem de les dades de comparacié amb D.mauritiana, una espécie
grup melanogaster, que s'ha emprat com a espécie outgroup o de referéncia.

Aprofitant les dades de divergéncia, un exercici entretingut i alhora
informatiu pot ésser I'aproximacié als temps de separaci6é d'especies. El problema
que es presenta és que la taxa de divergéncia no es manté constant entre branques
ni dins les branques. Shan estimat taxes de divergéncia aproximades per a les
especies del subgrup obscura, 0.4% de substitucions per mili6 d'anys (Caccone i
Powell, 1990) que s6n més baixes que les estimades per al subgrup melanogaster,
que sén aproximadament el doble. Emprant les dades de divergeéncia del gen Adh
i les retroseqiiencies de D.subobscura, s'obté una estimaci6é de la taxa promig de
divergéncia d'aquesta especie de 1.28 x 10-8 substitucions per nucledtid i any
(aproximadament un 1.28%de substitucions per mili6 d'anys). Si aquest valor
s'aplica a la separaci6 de D.guanche i D.madeirensis, degut a la seva proximitat,
s'obtenen les estimacions de 4.5 a 5.2 milions d'anys per a la divergencia de
D.guanche respecte el parell D.subobscura/D.madeirensis i prop d'un mili6 per a
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la separacié de D.madeirensis i D.subobscura, tots dos valors sén similars als
proposats per altres autors, basant-se amb un altre tipus de dades (Loukas et al.,
1984; Gonzéilez et al., 1990). Tot i aix0d, la validesa d'aquestes extrapolacions,
sobretot entre espgcies molt llunyanes o de taxes de divergéncia molt diferents, és
relativa

Quan s'intenta l'aproximaci6é a l'establiment de relacions filogenetiques
sorgeixen diversos problemes, d'una banda, el gran nombre de métodes, basats en
una gran diversitat de criteris i algoritmes matematics, fan dificil 1'elecci6 i
d'altra, la decissi6 sobre quin tipus de dades es fa servir. Per comengar, es poden
fer servir les seqtiencies senceres, o bé matrius de distancies a partir de
I'elaborament de les dades. La comparaci6 a partir de les seqiiéncies complertes és
un requisit per fer servir programes de maxima parsimonia com I'UPGMA i el
BOOTSTRAPS, mentre que per utilitzar programes com el de minims quadratics
de Fitch-Margoliash (Fitch i Margoliash, 1967) es necessiten matrius de distancies.
Es poden utilitzar les dades obtingudes de la comparaci6 de totes les posicions de
la regi6é codificant, o bé només les obtingudes per comparacié de substitucions
silencioses o les obtingudes per les substitucions de reemplagament. Per altra part,
el criteri basic per emprar un o un altre programa depeén dels axiomes que cada
programa fa i dels requisits i tipus de dades que necessiti: hi ha programes que
suposen un rellotge molecular, d'altres que permeten un creixement asincronic
de les branques, i per tant que actuin diferents taxes de divergencia, alguns
produeixen arbres amb arrel, mentre que d'altres no tenen arrels perd poden
emprar una especie outgroup de referéncia, etc...

Hem emprat tres tipus diferents de programes en l'establiment de
relacions filogeneétiques:

- FITCH (paquet PHYLIP, de J.Felsenstein, Universitat de Washington)
basat en el metode dels minims quadratics de Fitch-Margoliash. Les dades
s'introdueixen com una matriu de distancies, en la que s’han de comparar totes
les espécies objecte d'analisi. Les dades poden procedir de la seqiiéncia sencera o
bé haver estat elaborades, com ara matrius de distancies de les posicions
silencioses o de les de reemplagament, etc... Accepta la introduccié d'una espcie
outgroup. Es caracteritza per donar arbres sense arrel, i amb creixement
independent i no sincronic de les branques i per tant, evidéncia les diferéncies en
les taxes de divergencia entre diferents especies.
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- KITSCH (paquet PHYLIP, de ].Felsenstein, Universitat de Washington)
també basat en el metode dels minims quadratics de Fitch-Margoliash. La tinica
diferéncia amb el programa anterior és l'assumpcié del creixement sincronic de
les branques, és a dir, d'un rellotge molecular, i produir arbres amb arrel. No
accepta especies outgroup.

- DNABOOT (paquet PHYLIP, de J.Felsenstein, Universitat de
Washington) que obté bootstraps sobre arbres de maxima parsimonia. Il-lustra la
fiabilitat dels diferents arbres obtinguts, donant un valor a cada ramificacié
segons el percentatge d'ocurréncia seguint el metode de maxima parsimonia.

Les dades que hem emprat, ja sia les seqliéncies senceres o dades
elaborades, sén totes les seqiiencies de I'Adh de les nostres especies, juntament
amb les retroseqliencies de D.subobscura,iles Adh funcionals de
D.pseudoobscura i D.mauritiana i les seqiiencies de I'Adh-dup de les mateixes
espeécies. Els millors arbres s’han obtingut emprant el programa FITCH, tot i que
el DNABOOT ofereix l'avantatge de donar un valor a la fiabilitat d'un
determinat arbre. Els avantatges del FITCH rauen en que els metodes additius
permeten evidenciar les diferéncies en les taxes de divergencia de cada especie, i
el fet de permetre emprar una espécie outgroup facilita la ubicacié d'espacies. En
el cas de les nostres especies, la posicié de D.ambigua és, fent honor al seu nom,
ambigua, i fins i tot, emprant un programa com el KITSCH, és col-locada en
alguns arbres fora del grup obscura, quedant D.mauritiana més propera a la resta
d'especies. Per altra part, I'assumpci6 del rellotge molecular és avui en dia, si
més no, controvertida.

En la Fig.49 es presenten les matrius de dades de distancies obtingudes per
a I'Adh i ' Adh-dup, per a la seqiiencia total, per a les posicions silencioses i les de
reemplacament, i el valor de les diferéncies procedeix de la correcci6 del
percentatge de les diferéncies trobades (Jukes i Cantor, 1969). De tots els arbres
obtinguts amb el programa FITCH presentem aquells les topologies dels quals
siguin representatives o bé interessants (Fig.50).
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gua 0.176 0.094
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Adh-dup

Substituci ]

mau pse amb sub mad gua
mau
pse 0.202
amb 0.200 0.112
sub 0.213 0.081 0.115
mad 0.215 0.086 0.131 0.007
gua 0.234 0.096 0.142 0.025 0.031
Substitucion ilenci

mau pse amb sub mad gua
mau
pse >1.38
amb >1.01 0.388
sub >1.21 0.262 0.352
mad >1.11 0.266 0.481 0.014
gua >1.41 0.298 0.526 0.062 0.067
Substituci | I

mau pse amb sub mad gua
mau
pse 0.028
amb 0.067 0.036
sub 0.044 0.026 0.032
mad 0.051 0.032 0.038 0.005
gua 0.054 0.036 0.043 0.013 0.018

Fig.49.- Matrius de distancies emprades per a establir les relacions filogen2tiques
entre les seqiidncies dels gensAdh i Adh-dup, per a la seqiiencia total, per a les
posicions silencioses i les de reemplagament. El valor obtingut procedeix de la
correcci6 del percentatge de les diferéncies trobades (Jukes i Cantor, 1969).
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S135
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D,madeirensis

D.subobscura

D.pseudoobscura

D.ambigua

D.guanche
D.madeirensis

D.subobscura

Fig.50.- Arbres filogenttics sense arrel obtinguts amb el programa FITCH,
segons les matrius de distancies de la Fig.49. D.mauritiana és l'especie

outgroup.

A) Arbre filogenetic per a les seqiiéncies d'Adh, obtingut emprant la matriu de

distancies per a les substitucions totals.

B) Arbre filogenetic per a les seqiiéncies d'Adh, obtingut emprant la matriu de
distancies per a les substitucions de remplagament.
C) Arbre filogenetic per a les seqiiencies del genAdh-dup, obtingut emprant la
matriu de distancies per a les substitucions de reemplagament.
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En particular, destaquen les topologies obtingudes amb el gen Adh per ala
seqiiencia total i per a les posicions silencioses que, a més d'ésser molt similars
entre elles, presenten tres punts notables:

- l'agrupacié de D.madeirensis i D.subobscura, més properes entre elles
que a D.guanche, tot i que formen una triade molt relacionada, tal i com es
deduia directament de la comparaci6 de seqiiéncies,

- I'agrupacié de les dues retroseqiiencies de D.subobscura, perd separades
de I'Adh funcional d'aquesta espécie i separant-se just abans de la trfade
D.guanche, D.madeirensis i D.subobscura, recolzant la hipodtesi que la retroposicié
de I'Adh va tenir lloc abans de I'especiacié dins aquesta triade,

- la posicié de D.ambigua com més llunyana a les espécies europees, i per
tant, situant a D.pseudoobscura més propera a D.subobscura

En canvi, si es tenen en compte només les posicions de reemplagament,
es produeix un canvi qualitatiu important en la situacié de les retroseqiieéncies de
D.subobscura, ja que aquestes es situen en la primera ramificacié dins de la
radiaci6é del subgrup obscura (Fig.50). Aquesta situacié topoldgica no és acceptable
com a real, donat que a D.ambigua no existeixen retroseqiiéncies i a
D.pseudoobscura no s'han descrit. Té una explicacié plausible en el fet que les
retroseqlidncies en no presentar constrenyiment funcional, evolucionen molt
més rapidament, sense selecci6 negativa per a les substitucions de
reemplagament. En aquest cas, doncs, la topologia obtinguda per a la comparacié
de la seqiiéncia, en conjunt, és més informativa quant l'origen, mentre aquestes
diferencies topoldgiques reflecteixen les diferéncies en la funci6. Per altra part,
s'ha de destacar que les retroseqiiéncies es van originar una vegada ja s'havia
separat el subgrup melanogaster del subgrup obscura, ja que les diferéncies
principals en les comparacions d'aquesta regié gendmica dels dos subgrups, es
troben en les posicions de reemplacament del gen Adh, i la situacié de les
retroseqliencies demostra que comparteixen la majoria de substitucions que les
especies del subgrup obscura presenten en relaci6 amb les del subgrup

melanogaster.

No obstant, la situacié de D.ambigua queda relativament poc clara, donat
que queda molt allunyada de les espeécies europees. Com ja s'ha esmentat en
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I'evolucié6 molecular d'aquesta regié gendmica, la regié més afectada durant la
radiacié del subgrup obscura ha estat la de les posicions de reemplagament del
gen Adh-dup, amb una distribucié no a l'atzar de les substitucions. La topologia
obtinguda per al conjunt de la seqiiéncia és comparable a l'obtinguda pel gen
Adh, mentre que l'obtinguda amb les posicions silencioses es diferencia en la
major proximitat de D.guanche i D.madeirensis. Perd les dades més informatives
sén les posicions de reemplagament, que produeixen una topologia diferenciada
de la resta (Fig.50). Cal resaltar:

- la situaci6 de D.ambigua és més propera a la triade de D.subobscura que
D.pseudoobscura, és a dir, les especies europees queden agrupades i també es posa
de manifest, I'elevada taxa de divergéncia que presenta D.ambigua, indicant una
evolucié rapida

- la relativa poca divergencia de D.subobscura respecte D.madeirensis,

- la taxa de divergencia relativament elevada que presenta D.guanche, que
I'esta fent divergir rapidament de D.madeirensis i D.subobscura,

- la taxa de divergencia relativament baixa de D.pseudoobscura des de la
seva ramificacio.

Una dada addicional confirmatdria per a les diferéncies en les taxes de
divergéncia de la triade D.subobscura, D.madeirensis i D.guanche s'obté en
I'analisi de la divergencia de les seves retroseqiiéncies, ja que es posa de manifest
que D.guanche divergeix més rapidament i en canvi, D.subobscura seria l'especie
que divergiria menys rapid, concordant amb els resultats d'altre tipus de dades
(Cabrera et al., 1983). Aquestes diferéncies en les taxes de divergéncia d'aquestes
especies s'explicaria, en part, pel fet que les dues especies insulars tenen un
nombre efectiu de poblaci6 petit, i que el temps necessari per a la fixacié de
mutacions en la poblaci6 és menor. Aquest fenomen es veu encara més afavorit
si les poblacions han passat per freqtients colls d'ampolla, com sembla ser el cas
de D.guanche.

Tenint en compte aquesta diversitat en les taxes de divergencia relatives,
es compren que la posici6 filogendtica de les espécies quedi distorsionada segons
el tipus de dades que s'emprin per aquest tipus d'estudi. Diferents autors han
proposat que aquelles regions que millor il-lustren la divergéncia en determinats
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periodes de temps constituirien uns bons marcadors moleculars per a establir
relacions filogenetiques en aquells perfodes. Aquest sembla ésser un bon exemple
de la utilitat d'aquest tipus de marcadors.

Aixf, doncs, es confirma la proximitat filogenetica de D.guanche,
D.madeirensis i D.subobscura, éssent aquestes tultimes les més properes.
D.guanche és l'espécie que divergeix més rapidament dins de la trfade. L'especie
D.ambigua esta situada més aprop de les esp2cies europees que de les espécies
americanes, tot i que la seva elevada taxa de divergencia, al menys, en aquesta
regi6é gendmica, emmascara aquesta proximitat i distorsiona la seva filogénia. Per
altra part, la retroseqiiéncia ancestre de S135 i S812 va tenir el seu origen en
fendmens posteriors a la radiacié del subgrup obscura i anteriors a l'especiacié de
la triade D.subobscura, D.madeirensis i D.guanche, éssent aquesta I'explicacié6 més
plausible de la preséncia d'aquests elements en el genoma de les tres especies.
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CONCLUSIONS
A) Estructura de la regié genomica del gen Adh

1.- La comparacié de l'analisi de restricci6 de la regi6 genomica del gen Adh a
les quatre especies analitzades mostra que no hi ha una gran conservacié de
dianes, excepte entre espécies molt properes. Les dianes conservades es
troben situades en regions properes als promotors o bé es cavalquen amb els
senyals de maduracié dels introns.

2.- En les quatre esp2cies analitzades, I'organitzaci6 gendmica del gen Adh és
similar a la que presenta el de D.melanogaster. Es tracta d'un gen de copia
linica, composat per tres exons codificants, i la seva expressié ve regulada
per dos promotors, un proximal i l'altre distal.

2.a.- La mida dels exons es conserva, a excepci6é de sis pb menys (els que
codifiquen per als aminoacids segon i tercer) en les especies del subgrup
obscura respecte les del subgrup melanogaster. La mida dels introns
també es manté, éssent el que presenta més variacié6 de longitud
I'anomenat intr6 de l'adult, que es troba en la regi6 no codificant
intermeédia dels dos promotors.

2.b.- La similitud estructural de les seqiiéncies promotores i d'altres
probablement implicades en la regulaci6 i I'existéncia d'un transcrit de
mida similar en els mateixos estadis del desenvolupament, permet
suposar que la seva expressi6 és molt similar a la que presenta el
mateix gen a D.melanogaster.

3.-En les quatre espeécies analitzades, s'ha trobat en una posicié
immediatament adjacent a 3' del gen Adh, una nova pauta de lectura oberta,
recentment descrita en d'altres espécies. La seva gran conservaci6 de
seqiiéncia, i la preséncia d'elements tipics de gens que s'expressen (caixes
TATA i CCAAT, seqiieéncies de maduracié dels introns) indiquen que es
tracta d'un gen funcional. L'elevada similitud estructural i de seqﬁéhcia
amb el gen Adh confirma que ambdés gens han divergit a partir de la
duplicaci6é d'un gen precursor. Aquest nou gen s'anomena Adh-dup.
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3.a.- La mida dels exons es conserva, a excepcié del tercer, en el qual varia
la posicié del cod6 de terminaci6, de forma que per a diferents especies,
varia la longitud d'aquest exd, i per tant, la part carboxi-terminal de la
putativa proteina codificada. La mida del segon intr6é és petita, perd la
del primer és més gran i variable.

3.b.- Els nostres estudis sobre l'expressié d'aquest gen no han donat un
resultat clar. Sembla tractar-se d'un gen d'expressié6 molt baixa o bé
d'expressié molt especifica, i probablement els transcrits no processats
co-existeixen amb els processats.

B) Evolucié de la regi6é genomica del gen Adh

4.- L'analisi de l'evoluci6 molecular d'aquesta regié gendmica indica que el
gen Adh té una taxa de divergéncia més baixa que la del gen Adh-dup, i que
existeix una gran variacié en les taxes de divergéncia observades tant per a
regions codificants com per a no codificants.

4.a.- Les substitucions silencioses sén significativament més nombroses
que les de reemplagament, degut al constrenyiment funcional, i per
tant, les substitucions estan esbiaixades cap a les terceres posicions de
cod6 i cap a transicions respecte transversions. L'tinica excepci6 és la
comparacié de les seqiliéncies de D.madeirensis amb D.subobscura,
degut probablement a la seva gran proximitat filogenetica, i al baix
nombre de substitucions que presenten.

4.b.- La comparacié de seqiiencies entre qualsevol espécie del subgrup
obscura analitzada amb espécies del subgrup melanogaster (representat
per D.mauritiana) presenta una distribucié no a l'atzar de les
substitucions de reemplacament entre els tres exons del gen Adh, de
forma que s'acumulen significativament en el tercer ex6. Aquesta
tendéncia no es posa de manifest quan es comparen les seqiiéncies del
gen Adh-dup ni quan es comparen les espeécies del subgrup obscura
entre elles.



215

4.c.- En canvi, la comparacié de seqiiencies de les espécies del subgrup
obscura posa de manifest la distribucié no a l'atzar de les substitucions
de reemplagament del gen Adh-dup, acumulant-se també en aquest cas
en el tercer exd.

4.d.- L'especie D.subobscura presenta un us de codons menys esbiaixat per
al gen Adh i per al gen Adh-dup que d'altres espécies del mateix
subgrup.

4.e.- La triade d'especies D.subobscura, D.madeirensis i D.guanche és molt
propera filogen2ticament, de tal manera que es pot efectuar un bon
alineament tant en regions codificants com no codificants, i es pot
complementar l'analisi la seva evolucié emprant un criteri de
prevaléncia a la seqiitncia en lloc de a la funci6é. Els patrons de
divergéncia obtinguts amb aquest tipus d'analisi sén els mateixos per a
les tres comparacions inter-especifiques, evidenciant zones que
contribueixen de forma diferent a la funcié i regulacié géniques.

C) Retroseqiiéncies del gen Adh

5.- Existeixen diferents tipus d'evidéncia que proven l'existéncia de seqliéncies
addicionals al gen funcional, homologues a 1I'Adh, al genoma de
D.subobscura, D.madeirensis i D.guanche: la multiplicitat de bandes en
Southerns gendmics que no concorden amb la restriccié del gen funcional;
la multiplicitat de localitzacions cromosdmiques, l'aillament de clons
positius amb restricci6 diferent a la del gen funcional, i la seqiienciaci6 total
o parcial d'alguns d'aquests clons.

5.a.- L'estructura deduida a partir de la seqlienciacié d'aquests clons
addicionals mostra el seu origen retrotranscripcional, com ara la falta
d'introns, perfectament escindits, i I'abséncia de regions promotores
reconeixibles, tot i que presenten seqiiencies homologues al leader i
trailer del gen.
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5.b.- L'analisi comparativa de dues retroseqiiéncies aillades a
D.subobscura, S135 i S812, mostra que ambdues sén més similars entre
elles que al gen funcional i que han divergit a partir d'una duplicaci6
d'una retroseqiiéncia ancestral i a més, comparteixen homologia més
enlla de la retroseqiiencia. Per tant, els fendmens de retrotranscripci6 i
inserci6 en el genoma han estat independents de la seva multiplicitat,
que també ha afectat a les regions veines.

5.c.- Per altra part, la comparacié de seqiiéncies permet dir que aquest
fenomen és relativament recent en el temps evolutiu. La seva
evolucié, tot i no ésser funcionals (apart de no transcriure's, 5135
presenta una delecié6 d'un pb que origina un canvi en la pauta de
lectura) ha presentat durant un cert temps una certa restricci6.

5.d. Les seqliencies addicionals, homodlogues al gen Adh, als genomes de
D.madeirensis i D.guanche també sén retroseqiiéncies.

D) Seqiiéncia de repeticié invertida

6.- Inmediatament adjacent a les retroseqiiencies de D.subobscura, s'ha trobat
una repeticié invertida de 196 pb que delimita una regié de caracterfstiques
peculiars (repeticions directes alternades, palindrom).

6.1.- Aquesta repetici6 invertida forma part d'una familia de DNA
moderadament repetida en el genoma de D.subobscura, de localitzaci6
preferent, encara que no exclusiva, en les zones centromeriques.

6.2.- Es troben seqiiéncies amb homologia amb aquesta repetici6 invertida
en la regi6 gendmica del gen Adh funcional, i algunes d'aquestes
regions s'han vist afectades per reordenacions.

6.3.- Existeixen evidéncies que aquesta repeticié invertida es troba també
adjacent a les retroseqiiéncies de D.madeirensis i D.guanche, i que
també en el genoma d'aquestes espécies forma part d'una familia de
DNA moderadament repetit.
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6.4.- Una hipdtesi plausible suggereix que el fendmen de retrotranscripcié
de I'Adh va tenir lloc poc abans de l'especiaci6 de la trfade
D.subobscura, D.madeirensis i D.guanche, i que per aixd, les
retroseqiiéncies d'aquestes esplcies comparteixen l'organitzacié
estructural. Una analisi més exhaustiva de les retroseqiiéncies
d'aquestes tltimes especies seria molt informativa. Per altra part, si
aquesta repeticié invertida tingués alguna relaci6 amb elements
transponibles, podria estar relacionada amb l'origen de les
retroseqiiéncies.

E) Relacions filogenétiques

7.- S'han establert relacions filogenetiques entre les espeécies analitzades, de
forma temptativa. El programa que proporciona millors resultats és el basat
en els minims quadrats de Fitch-Margoliash, sense arrel, i sense suposar
creixement sincronic de les branques.

7.1.- Les dades més informatives han estat les matrius de distancies a
partir de : a) la seqiiéncia total dels gens Adh i b) les posicions de
reemplagament dels gens Adh-dup.

7.2.- Sha confirmat la proximitat de la trfade D.subobscura, D.madeirensis
i D.guanche, éssent les dues primeres més properes.

7.3.- Dins d'aquesta triade, D.guanche és l'especie que relativament
divergeix més rapid, i D.subobscura, la que menys.

7.4.- S'ha confirmat que I'ancestre de les dues retroseqtiencies va divergir
poc abans dela separacié de la triade D.subobscura, D.madeirensis i
D.guanche.

7.5.- La posicié de D.ambigua tot i estar controvertida sembla situar-se més
a prop de les espécies europees que D.pseudoobscura. La seva posicié
distorsionada sembla explicar-se per la seva rapida divergencia que
contrasta amb la més lenta de D.pseudoobscura.
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MATERIALS I METODES GENERALS

L'apartat de Material i Metodes d'aquest treball no pretén ser un compendi de
técniques que avui ja estan ben establertes als laboratoris de Genética Molecular, com la
restricci6 del DNA, I'electroforesi en gels d'agarosa, o les extraccions fendliques, etc. A
més, els protocols emprats es troben ampliament descrits en manuals de laboratori molt
coneguts i referenciats: Maniatis et al. (1982), Sambrook et al. (1989) i Ausubel et al. (1987).
Només es fara esment d'aquelles modificacions o metodes que han sigut posats a punt

especialment per desenvolupar aquest projecte.

1. MATERIAL BIOLOGIC

Quatre especies del subgrup obscura han estat 1'objecte d'aquest estudi: D.ambigua,
capturada a Vidra (Barcelona, 1985), D.guanche, originaria de les Illes Canaries (Monclis,
1976), D.madeirensis, originaria de les Illes Madeira (Monclis, 1984) i D.subobscura (soca
H27, amb ordenacions cromosdmiques estandard, facilitada per R. de Frutos
(Departament de Genética, Universitat de Valéncia). S'ha fet servir una cinquena
espécie, D.melanogaster, com control en diferents experiments degut a la extensiva
caracteritzacio i informacié relativa al gen Adh de la qual es disposa. Dues soques
d'aquesta espécie han estat particularment informatives en estudis d'expressié: AdhF
(homozigotica per a l'al'lel fast, construida per B. Clarke, University of Nottingham,
United Kingdom), com control positiu, i Adh™¥ (ADH negativa, CRM", descrita a Chia et
al., 1987) com control negatiu. La font de DNA i RNA en tot el treball va ésser soques de
diferents espécies de Drosophila establertes a partir de poblacions naturals i mantingudes
al nostre laboratori durant els anys assenyalats.

2. OBTENCIO I PURIFICACIO DE DNA GENOMIC DE Drosophila

Es va obtenir DNA gendmic pur per a la construccié de llibreries gendmiques i perala
preparaci6é de transferéncies Southern. Per aquestes finalitats, s'ha d'obtenir DNA de
mida gran, ja que s'ha de procedir a una posterior restriccié. Els dos metodes descrits a
continuacié sén igualment tils: un és bé per obtenir-ne quantitats grans i l'altre, és una

mini-preparacié.

2.1. Aillament a gran escala de DNA genomic de Drosophila
El protocol utilitzat constitueix una variaci6 del descrit per Chirgwin et al. (1979) per
aillar RNA amb isotiocianat de guanidina.
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Protocol

1.-

Es trituren 4-5 gr d'adults de Drosophila en nitrogen liquid, i la pols resultant s'introdueix en un tub
amb 10 m! d'isotiocianat de guanidina, durant 10 min a temperatura ambient. Es pot aconseguir
una millor homogenitzacié amb un Dounce. Els fragments grossos es separen mitjangant filtracié.
Extraccié fendlica.
Es dialitza la fase aquosa resultant en front:
10 mM Tris-HCl pH 8.0
50 mM EDTA pH 8.0
Digesti6é amb RNasa A (100 ug/ml) 1h a 37°C.
S'afegeix SDS i NaCl fins una concentracié final de 1% v/v i 0.1M, respectivament.
Digesti6 amb Proteinasa K (200 pg/ml) durant 2h a 50°C.
Extraccié fendlica.
Si tcal reduir volum es realitzen extraccions front n-butanol.
Es dialitza front TE x 1. Es fan tres canvis d'una hora cadascun.
Electroforesi en gel d'agarosa (de 0.4% a 0.6%) per quantificar i determinar la qualitat del DNA

obtingut.

2.2. Mini-preparacié6 de DNA genomic de Drosophila

El rendiment aproximat és de 4 a 8 ug de DNA total a una concentracié de 0.1 a 0.2

ng/ul. Es calcula la concentracié mitjangant electroforesi en gel d'agarosa i comparacié

amb un estandard de concentraci6é coneguda.

Protocol

1-

S’homogenitzen 10 mg d'adults de Drosophila (equival a 10 individus aproximadament) en un tub
eppendorf amb 200 pl de solucié d'isotiocianat de guanidina 4M. Posteriorment s'afegeixen 100 pl
de la mateixa solucio.
Es centrifuga 2 min en una microfuga i es descarta el sobrenedant.
Extracci6 fendlica.
Precipitacié amb:
0.1 vol NaAcO3M pH 5.2
2 vol etanol
Centrifugacié 30 min en una microfuga. Es descarta el sobrenedant.
El sediment es resuspen en 400 pl de:
0.1 M Tris-HCI pH8.0
0.1 M NaCl
0.02 M EDTA pH8.0
Es deixa 2h a 65°C.
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7-  Es repeteix els punts 3, 4 (perd la precipitaci6 es realitza a -20°C de 4h a tota una nit) i 5 (es renta el
sediment amb etanol al 70% i es deixa assecar al buit).

8-  Resuspensié amb 40 pl d'aigua esteéril, 10 min a 65°C.

NOTA: El RNA no s’ha eliminat de la mostra. Caldra un tractament ulterior amb RNasa A.

3. CONSTRUCCIO DE LLIBRERIES GENOMIQUES

El fag emprat en la construccié de llibreries gendmiques ha estat EMBL4 degut a la
conveniéncia del seu lloc de clonatge multiple i al métode de seleccié dels fags
recombinants pel fenotip Spi- (Frischauf et al., 1983). Preparacions de fag a gran escala
s'han utilitzat tant per a obtenir vector de clonatge com per a una posterior amplificacié

dels fags recombinants positius.

3.1. Obtencié de fag lambda a gran escala.
Tots els protocols especificats en manuals de laboratori sén efectius. Aqui
especifiquem el que nosaltres hem adaptat amb bon rendiment (de 0.2 mg a 1 mg de

DNA total).

tocol
1-  Es pica una calva unica de fag i s'el-lueix en 1 ml de SM (o qualsevol tampé d'el'lucié de fags) amb
unes gotes de cloroform. Es pot el-luir suaument a 4°C durant unes 4h, o bé amb un VORTEX durant
2 min.
2-  Es fa creixer un cultiu saturat de bacteris K802 (no selectives per al fenotip Spi*) en LB suplementat
amb maitosa (0.2% w/v).
3.-  La infecci6 es realitza afegint a 1 ml de bacteris K802:
1m! d'una solucié 10 mM MgClp, 10 mM CaCly
0.9 ml de fags el luits
Es deixa de 10 min a 20 min a 37°C,
4-  Sinoculen 800ml de LB suplementats amb MgCiy (10 mM final) i es deixa tota la nit a 37°C,
remenant fortament.
5-  Es facilita la lisi afegint 1 ml de cloroform i deixant el cultiu a 37°C uns 15 min més.
6.- Es precipiten les restes bacterianes en una centrifugaci6 a 8000 rpm durant 10 min a 10°C en pois de
250 ml 6 de 500 ml de capacitat.
7- Es transfereix el sobrenedant al mateix flasc6 del cultiu, amb RNasa A (1 pg/ml final) i DNasa I (2.5
pg/ml final). Es deixa remenant suaument 1h a 37°C.
8- La precipitaci6 dels fags es realitza amb NaCl i PEG-6000. Remenant-ho fins que es disolgui, i

després es manté en gel un minim d'1h.
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9-  Centrifugaci6 en ampolles de 250 m! 6 de 500 ml a 8000 rpm durant 30 min a 4°C.
10.-  Es separa acuradament el sobrenedant del sediment i aquest.es resuspén en 10 ml de SM (en total),
tractant d'evitar al maxim que es faci escuma. Es recull tot el liquid i es transfereix a tub COREX.
11.- S'extreu el PEG-6000 amb una solucié6 de cloroform:isoamilic (24:1), afegint-hi un volum i
centrifugant 15 min a 2000-3000 rpm per separar les fases.
11.-  Es barregen 8.6 ml de sobrenedant amb 6.44 g de CsCl (densitat resultant al voltant de 1.5 g/mi). Es
posa la solucié en tubs d'ultracentrifugaquick-seal.
12-  Centrifugacié en una ultracentrifuga a 32000 rpm durant un minim de 14 h a 5°C-10°C en rotor
d'angle fix.
13- S'obté la banda del fag amb una xeringa, i es posa a dialitzar dins un tub de dialisi en front:
Solucié de Dialisi
10 mM NaCl
10 mM Tris-HCl pH8.0
10 mM MgCly
Es realitzen dos canvis, un cada dues hores.
14.- A la suspensi6 dialitzada s'afegeix (concentraci6 final):
20 mM EDTA pH 80
50 pg/ml Proteinasa K
05% w/v SDS
Es deixa 1h a 65°C.
15.-  Extraccié fenolica.
16.-  Precipitacié del DNA del fag amb:
0.1 vol NaAcO3M pH 5.2
2 vol etanol
17.-  Es centrifuga a 12500 rpm durant 30 min amb un rotor basculant.
18-  Esdisol el precipitat en 0.5 ml de TE x 1, 10 min a 65°C. Es pot mantenir a 4°C.
19.- La concentracié es calcula per O.D. o per comparacié amb un estindard de concentracié coneguda

fent una electroforesi en gel d'agarosa.

NOTA: El punt més important és obtenir una bona lisi en el punt 4. Aquesta es pot produir entre les 14 h a
les 16 h d'infecci i es detecta per un aclariment del cultiu bacteria i per 1a preséncia de fils o floquets dins del
medi que provenen de membranes i restes dels bacteris lisats. S5i no és bona, millor tornar a comengar tot el

procés, canviant la proporcié dels fags en la infeccid,

3.2. Preparacié de fag vector EMBL4
El fag EMBLA (Fristchauf et al., 1983) és un vector lambda de substitucié especialment
dissenyat per a la construccié de llibreries gendmiques. En els vectors de substitucié el
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fragment de DNA a clonar substituteix una regi6 interna del fag, anomenada stuffer o
farcidor, que no conté informaci6 indispensable per al seu cicle vital.

Els principals problemes en la construcci6é de llibreries gendmiques sén obtenir una
llibreria ben representada, amb fragments encavalcats i evitar la contaminacié per fags
reconstituits (sense insert) que solen ser més eficients en la lligaci6, empaquetament i la
infeccid, que els fags recombinants. El primer inconvenient es resol mitjangant la
digestié parcial del DNA gendmic amb un enzim de restriccié que reconegui una diana
de 4 pb. Respecte el segon problema, els fags vectors de la série EMBL permeten la
seleccid dels fags recombinants pel seu fenotip Spi- perd a més, la particular disposici6 de
dianes dins del lloc de clonatge muiiltiple d'EMBL4 permet, mitjangant una doble digestié
amb enzims de restricci6, preparar el fag com a vector de clonatge i alhora defugir la
reconstitucié del fag salvatge. En primer lloc, el fag vector es digereix amb BamH]I, enzim
que reconeix una diana de 6 pb que és compatible amb la diana de 4 pb que deixa I'enzim
Mbol (o I'isosquizomer Sau3Al) amb queé s'ha digerit de forma parcial el DNA gendmic a
insertar. Per altra part, una segona digestié amb l'enzim Sall, que reconeix quatre dianes
més internes, dues al lloc de clonatge multiple i dues que parteixen el fragment del mig o
stuffer fan quasi bé impossible la reconstitucié del vector. Aixi doncs, la primera digesti
permet la clonacié de l'insert i I'dltima digesti6 ens assegura una millor separacié dels
dos bragos del vector amb una menor o nulla contaminacié del fragment intermedi

(Fig.51)

EMBL3
EBS S8 S BE
cos left arm stuffer right arm cos
BamHI/Sall
digestion
E B BE
cos left arm right arm cos
p A

Fig.51.- Preparaci6 del fag vector EMBL3 per al clonatge de fragments per
substitucié. E-EcoRl, B-BamHI, S-Sall.
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L'obtencié dels dos bragos del vector es pot fer :

- per separacié amb gradient de sucrosa (Maniatis et al., 1982). Consisteix en la
separaci6 de les diferents molécules de DNA segons el seu pes molecular al llarg d'un

gradient pre-creat de sucrosa.

- per separacié mitjangant electroforesi en gel d'agarosa i obtenci6 per electroel-lucié
dins un tub de dialisi (Maniatis et al., 1982). Una explicacié breu del metode es troba al
punt 9.1.4. Un possible problema és la contaminacié per agarosa i el gran volum
obtingut, de forma que la concentraci6 del DNA és petita. Aquests desavantatges es
poden compensar fent passar el volum obtingut de I'electroel'lucié per una columna de
bescanvi idnic, tipus ELUTIP (Schleicher and Schiiell).

En tots dos casos es convenient efectuar un anellament previ dels dos bragos, que
tenen extrems cohesius, i aixi, es pot separar una banda tinica de mida gran (23 kb + 9 kb),
del fragment o fragments intermedis. L'anellament es realitza a 42°C amb 10 mM de
MgCl2 durant un minim de 2 h.

3.3. Preparacié de DNA genomic insert

La mida d'insert més adient pel vector de sustituci6 EMBL4 és entre 15 i 20 kb. A més,
ens interessa obtenir una llibreria de fragments gendmics encavalcats, per tenir la
seguretat de poder completar la regié gendmica que ens interessa analitzar. L'estrategia
més indicada és obtenir una digestié parcial amb un enzim que reconegui una diana de 4
pb, que déna una série de fragments de mida variable, a I'atzar. L'enzim utilitzat per
digerir parcialment el DNA de les especies de Drosophila ha estat Mbol, de diana
compatible amb la que deixa I'enzim BamHI (de 6 pb) al lloc de clonatge miltiple del fag.
S'ha de determinar experimentalment quina és la concentracié d'enzim (normalment
menys d'1 unitat per pg de DNA) i el temps per a una digestié parcial adequada, que és
aquella que deixa el major nombre de fragments de restriccié6 de mida compresa entre 15
kb i 20 kb.

La separacié d'aquests fragments es pot fer de la mateixa manera que en el cas de
I'obtencié dels bragos del vector, és a dir:

- per separaci6 amb gradient de sucrosa (Maniatis et al., 1982). Per 'explicaci6 del
principi del meétode consultar I'apartat 3.2.
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- per separaci6 mitjangant electroforesi en gel d'agarosa i obtencié per electroel-lucié
dins un tub de dialisi (Maniatis et al., 1982). El principi del metode es descriu a l'apartat
9.1.4. També en aquest cas es pot recérrer a una purificacié i concentracié6 del DNA
mitjangant I'ELUTIP.

3.4. Lligacié. Empaquetament in vitro

La ligasa i el tampé de lligacié van ser subministrats per Boehringer Mannheim. La
lligacié es fa a 14°C, o bé mitjangant un gradient de temperatura de 0°C fins a
temperatura ambient durant un minim de 24 h. Cal remarcar que:

- La lligaci6 s'ha de realitzar en poc volum, el minim posible, millor i tot si é&s menys
de 10 pl, i aix6 implica una alta concentracié de DNA del vector i de I'insert.

- A Drosophila una lligaci6é de 0.4 pg de DNA total déna suficient rendiment com per
obtenir una llibreria de 106 fags. Perobtenir aquest rendiment és requisit indispensable
que el DNA sigui molt pur.

- La quantificaci6 de la concentracié del DNA vector i insert ha de ser acurada perque
la relacié vector/insert és un parametre essencial per a un bon rendiment. A més, encara
que la relaci6 tedrica dptima sigui la d'l molécula de vector (els dos bragos sumats) a 1
molécula d'insert, en la practica rarament és 1'dptim, sin6 que depén de l'estat dels dos
tipus de DNA. La millor opcié es troba de forma empirica, fent unes quantes relacions i
observant quin és el rendiment en una mini-lligacié i en un mini-empaquetament.

- Les lligacions es van realitzar totes a 14°C ( de 16 a 24 h) donat que segons les proves
previes va resultar més eficag.

Per a I'empaquetament, vam fer servir extractes comercials PACKAGENE (Promega,
Biotec), seguint les intruccions del subministrador.

3.5. Titulacié i plaquejament de la Ilibreria

La titulaci6 ens permet calcular el nombre de fags per ml. Es van fer una srie
d'infeccions amb dilucions progressives dels fags, p.ex: 10-2, 10-3,10-4, 10-5 i 10-6. EI
recompte de clapes per diluci6 ens déna un valor aproximat del titol de la llibreria. Si el
nombre de fags és elevat, p. ex. a Drosophila es necessiten entre 5 x 104 i 3 x 105 fags, es
procedeix a plaquejar la Hibreria.
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El plaquejament de la llibreria es pot fer en una sola placa quadrada de 21.5 x 21.5 cm
(aproximadamente 200,000 fags en cultiu confluent), o en plaques de Petri circulars de 15
cm de diametre, i en aquest cas se'n necessiten de 3 a 5 (uns 40,000 fags en cultiu
confluent). Convé que les plaques no estiguin recent fetes i que estiguin equilibrades per
evitar la formacié d'aigiies i que els fags s'escorrin per la superficie de I'agar. S’han
d'evitar els grumolls a la soluci6 de top-agarosa perqué dificultarien la transferéncia
Benton i Davis (punt 8).

3.6. Amplificaci6 de la llibreria

Quan la llibreria ja no es necessita més, perque ja s'han aillat els fags o perque ja fa
més de tres mesos que ha estat plaquejada, és convenient recollir-ne els fags, ja que es
poden conservar més temps. L'amplificacié es va fer seguint Maniatis et al.(1982). La
llibreria amplificada es guarda a 4°C amb un volum de cloroform i protegida de la llum.
El titol va baixant, de forma que en un any es perden aproximadament dos ordres de

magnitud.

4. MARCATGE D'ACIDS NUCLEICS

L'estratégia seguida per marcar sondes d'acids nucleics varia segons les seves
caracteristiques. En el nostre treball, només hem emprat dos tipus de sondes:

- fragments de DNA de cadena doble (obtinguts per restricci6), i el seu marcatge ha
estat bé per nick-translation (escissi6 ambulant), o bé per random-hexamer priming
(encebadors de 6 nt a l'atzar). Els isotops radioactius emprats han estat o bé a-32P-dATP,
0 bé o-P32-dCTP.

- oligonucleodtids 17-mer de DNA marcats en 5' mitjangant la polinucledtid kinasa
(PNK). L'isdtop radioactiu emprat en aquest cas ha estat ¥-32P-dATP.

4.1. Marcatge per nick-translation

Aquest tipus de marcatge va ésser el primer utilitzat en aquest treball. Es basa en el
metode inicialment descrit per Rigby et al. (1977) que combina I'accié controlada de la
DNasal amb l'activitat polimerasica de la DNApoll (E.coli) emprant un precursor |
radioactiu. El protocol seguit es troba descrit ampliament a Maniatis et al.(1982). Es
marquen eficientment de 0.2 pg fins 2 pg de DNA, quantitat que sobrepassa en molt la
quantitat necessaria per a la majoria d'experiments. El marcatge de sondes de mida petita
(de 100 a 400 pb) és poc eficient.
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4.2. Marcatge per random-hexamer priming

Aquest tipus de marcatge presenta certs avantatges sobre l'anterior ja que marca
eficientment des de 20 ng fins 0.5 ug de DNA. De fet, I'activitat especifica obtinguda per a
la sonda és considerablement superior respecte el metode anterior, i aixd el fa
particularment 1til per a tots aquells experiments en que la quantitat d'acid nucleic a
detectar es troba en quantitats petites, cas d'alguns Southerns, Northerns, o bé quan es
disposa de sondes heterdlogues de baixa homologia. També millora molt I'eficiéncia de
marcatge de sondes de mida petita (de 100 a 400 pb).El métode va ésser descrit per
Feinberg and Vogelstein (1983) i es basa en la polimeritzaci6 de DNA a partir d'un
conjunt d'encebadors de 6nt combinats de forma aledtoria i amb nucledtids marcats.
S'han emprat les solucions i instruccions del kit subministrat per Boehringer

Mannheim.

4.3. Marcatge amb polinucleodtid kinasa

El marcatge en I'extrem 5' dels oligonucleotids s’ha efectuat seguint el protocol descrit
per Maniatis et al.(1982). Es basa en la substitucié o en la incorporacié d'un fosfat
radioactiu procedent de ¥-32P-dATP.

4.4. Separaci6 de la sonda marcada dels nucleotids radioactius no incorporats

Aquesta separaci6 es pot efectuar de diferentes maneres i si la incorporacié és superior
al 90%, molts autors consideren que aquest pas no és necessari. En d'altres casos es
segueixen protocols alternatius per a la separacié de radionucleodtids no incorporats per
evitar al maxim la possible hibridaci6 inespecifica (Ausubel et al., 1987).

4.4.1. Separaci6 per cromatografia en Sephadex G-50
La cromatografia d'exclusié es pot dur a terme de dues formes. En una d'elles
la filtracié6 de la soluci6 marcada es fa per centrifugaci6 i en l'altre per gravetat. En
ambdés casos, el principi de separacié és el mateix, els nucledtids no incorporats queden
retardats dins la columna mentre que la sonda marcada, de mida molt més gran

s'el'lueix més rapidament.

- El'luci6 per centrifugacié. La columna es prepara en una xeringa d'1 ml i
després de carregar-hi la mostra, es centrifuga dins d'un tub on es recull la sonda
marcada. La centrifugacié ha d'ésser suauy, i es pot dur a terme a 2000 rpm en una

centrifuga clinica de sobretaula.

- El'luci6 per gravetat. Alternativament la mostra pot ser el luida per gravetat,
i en aquest cas, la columna pot ser una pipeta Pasteur. Es carreguen 200 ul de mostra i es
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van afegint fraccions de 200 pl de tamp6 (TNE) mentre es recullen aliquotes de 200 pl. La
sonda s'el'lueix en les primeres fraccions (3-6) i els nucledtids no incorporats s'el-lueixen
més tard (fraccions 8-10).

4.4.2, Separaci6 per precipitacié i centrifugacié diferencials
El principi d'aquest meétode consisteix en el fet que, a determinades
condicions de forga idnica i temperatura, les molécules de DNA precipiten, mentre els
nucledtids no incorporats es mantenen en solucié. La centrifugacié varia lleugerament,
segons es tracti de DNA de doble cadena de mida considerable o bé d'oligonucledtids, de
mida més propera a la dels nucleodtids no incorporats.

- Precipitacié diferencial de dsDNA . Es sol fer amb l'ajut d'un acid nucleic
carrier, p.ex.: tRNA o DNA d'esperma de salmd, perque s'arribi a la concentracié critica
de precipitacié. Les condicions de precipitaci6 son:

10-15 mg de carrier
0.4 vol NH4AcO 10M

3 vol Etanol
Les condicions de centrifugacié i resuspensié son les habituals (Maniatis et al.,1982).

- Precipitacié diferencial d'oligonucledtids marcats..Es un procés complex i, en
general, d'eficiéncia baixa. La mida critica de I'oligonucledtid es situa al voltant dels 15 i
17 nt de longitud. La precipitacié s'ha de dur a terme en preséncia de carrier i amb 3 vol
d'etanol en lloc dels 2 vol habituals. Les centrifugacions es poden allargar fins a 1h. El
procés es sol repetir 3 cops. El sediment es desprén facilment del fons del tub i cal anar
amb molta cura per no perdre'l

4.5. Eficiéncia del marcatge
Els meétodes emprats per a mesurar l'eficiéncia d'incorporacié del marcatge difereixen
lleugerament si la sonda és de dsDNA o oligonucledtid.

4.5.1. Cerenkov.

S'aplica a sondes de dsDNA. Es un meétode senzill, déna valors aproximats
perd fiables Es basa en la mesura d'una aliquota de la solucié on s'ha realitzat el
marcatge abans i després de la separacié de la sonda i els nucledtids no incorporats. Es pot
fer amb tantes aliquotes com calgui. Es mesura en un comptador f, en el canal del triti i
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sense liquid d'escintil-lacié. El valor de cpm del canal B obtingut es multiplica per 3 i es
considera que és equivalent a les cpm de 32P.

4.5.2. Liquid d'escintil-lacid.

S'aplica tant a sondes de dsDNA com, en condicions particulars, a
oligonucleotids. Els valors obtinguts sén, en principi, més acurats, perd s'ha d'evitar
I'esmorteiment o quenching que es produeix si la mostra no es troba perfectament seca.
Per tant, la mostra es diposita sobre un suport sodlid i s'asseca per evaporacié. La
preparacié del liquid de centelleig esta descrit per Maniatis et al. (1982).

- Sonda de dsDNA. El suport solid és paper Whatman 3MM. S'hi diposita
la mostra, es deixa assecar i ja es pot posar dins del vial amb liquid d'escintil-lacié.

- Oligonucledtid marcat. El suport solid és paper de nitrocel-lulosa DEAE
(Schleicher and Schiiell). S'agafen dues aliquotes de la mostra, una es mesura
directament i l'altra, es neteja amb tampé LSB (tampé Low Salt Buffer del sistema
ELUTIP, Schleicher and Schiiell), que degut a la baixa forga idnica, el'lueix els nucleotids
no incorporats. Es deixa assecar i es mesura. La diferéncia relativa ens déna idea de
I'eficiéncia d'incorporacié. Si aquesta és superior al 90%, no cal procedir a la separacié de
I'oligonucledtid marcat dels nucledtids no incorporats, sempre i quan la hibridacié i els
rentats es facin en preséncia de 0.1% w/v de pirofosfat sodic (NaPPi)

5. HIBRIDACIO D'ACIDS NUCLEICS

La determinaci6 de les condicions d'hibridacié i de rentat sén empiriques, i depenen
de molts factors: longitud, composicié nucleotidica, estabilitat i homologia de la sonda.
Una bona revisi6 es troba a Hames i Higgins, 1985. En la majoria dels casos es calcula la
temperatura de fusi6 (Tm) de I'hibrid que es formara i es treballa entre 5°C i 10°C per sota
d'aquest valor. Les formules per calcular la Ty dels hibrids, aixf com una guia de
condicions experimentals es troben a la majoria de manuals de laboratori (Maniatis et al.,
1982; Sambrook et al., 1989; Ausubel et al., 1987). En el nostre treball hem emprat sondes
de DNA de doble cadena, homologues o heterdlogues, i oligonucledtids. En tots els casos,
a la hibridacié I'ha precedida una pre-hibridacié de 3 h a 12 h, exactament en les mateixes
condicions que la hibridacié, perd sense sonda marcada.

5.1. Condicions de les hibridacions
- Sondes de dsDNA. En cas de sondes heterdlogues, les condicions han estat les
seglients: 46% formamida a 42°C entre 16 h a 24 h en preséncia de 10% de dextra sulfat
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sodic, aquest darrer reactiu no cal a no ser que es tracti de Southerns gendmics o
llibreries. La concentraci6 de sals i elements saturants (Denhardt's, esperma de salmg,...)
s'ha fet segons s'especifica als manuals de laboratori. Si la sonda era homdloga la
hibridaci6 s'ha fet en les mateixes condicions perd incrementant la preséncia de
formamida al 50%.

- Oligonucleotids. Es fan sempre sense formamida, i si no s'ha separat dels
nucledtids no incorporats, en preséncia del 0.1% w/v de pirofosfat sddic (NaPPi). Les
hibridacions s’han realitzat a 5°C per sota la T calculada. Les condicions es troben a
Sambrook et al. (1989) i s6n més estabilitzants (concentraci6 més elevada de SSC) i
fortament saturants, per evitar les hibridacions inespecifiques.

5.2. Condicions dels rentats
- Sondes de dsDNA. En cas de sondes heterdlogues, la sonda hibridada de forma
inespecifica s'extreu amb els segiients rentats: un rentat amb 2xSSC/0.1%SDS a
temperatura ambient durant 10 min, després dos rentats amb 2xSSC/0.1%SDS a 65°C de
10 min cadascun, i finalment dos rentats més amb 1xS5C/0.1%SDS a 65°C també de 10
min (1xSSC és 0.15M NaCl/0.015M citrat sodic, pH 7.5). Si la sonda és homdloga es poden
proseguir els rentats amb 0.5x55C/0.1%SDS a 65°C o fins i tot amb 0.1xSSC/0.1%SDS a

temperatura ambient.

- Oligonucleodtids. Les condicions sén més suaus (perqué la sonda no és tan
estable) i en preséncia de 0.05% de pirofosfat sodic. Es fan dos o tres rentats amb
6xS5C/0.1%SDS a temperatura ambient durant 10 min. Per obtenir un grau
d'astringéncia molt elevat, es pot anar aixecant la temperatura de rentat fins arribar a 5°C
per sotala T,

5.3. Exposici6

La temperatura Optima d'exposicié és a -70°C donat que permet obtenir una bona
impressié dels films d'autorradiografia. El temps d'exposicié i la preséncia o no de
pantalles depeén del tipus d'experiment i de la quantitat aproximada de marcatge que s'ha
de detectar. De forma general, si la sonda esta fortament marcada: en llibreries calen 24 h
amb una pantalla, al recrivellatge i mapes de restriccié 24 h sense pantalla, als Southerns
gendmics i Northerns, de 4 a 5 dies amb una pantalla o dues pantalles. Quan s'ha
intentat detectar l'expressi6 del gen Adh-dup l'exposicié s'ha allargat de 15 dies a 1 mes
amb dues pantalles.
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5.4. Re-hibridaci6 de filtres

Per deshibridar la sonda i re-aprofitar tant els filtres de nitrocel'lulosa com els de
nylon hem seguit les condicions recomanades per la marca subministradora
(Amersham). Per terme mig, els filtres de nitrocel-lulosa no resisteixen més de dues
hibridacions, i els de nylon perden molta resolucié a partir de 6 a 8 hibridacions.

6. CRIVELLATGE DE LLIBRERIES GENOMIQUES

6.1. Benton and Davis

Les solucions, les condicions i el meétode d'obtencié de répliques ha estat descrit
(Benton and Davis, 1977) i es troba ampliament detallat (Maniatis et al., 1982). Es basa en
els segiients pasos: 1) adsorci6 del DNA sobre el filtre de nitrocel-lulosa; 2)
desnaturalitzacié del DNA; 3) neutralitzacidé del medi, i 4) fixacié dels acids nucleics sobre
el filtre. Es recomana fer répliques per tal d'evitar falsos positius deguts a hibridacions
inespecifiques. També es recomana fer servir tinta insoluble en aigua quan es marquen
asimetricament els filtres sobre les plaques.

Després de la fixacié es procedeix al marcatge de la sonda, i a la pre-hibridacié i
hibridacié dels filtres (veure apartats 4 i 5). Després dels rentats i l'autorradiografia es

procedeix a la identificaci6 dels clons positius.

6.2. Aillament de fags recombinants positius. Re-crivellatges.

Sobre el film revel‘lat es marquen els senyals de tinta que serveixen de referéncia. Els
senyals d'hibridacié presents a les dues repliques es consideren clons positius. Si
corresponen a fags aillats es piquen amb un capil-lar esteril, si corresponen a fags
confluents, es pica tota la zona. S'el'lueixen els fags i es procedeix a una nova infeccib i
re-crivellatge (transferéncia, hibridacig,...) a efectes d'aillar un fag o clon tinic.

6.3. Mini-preparaci6 de DNA de fags lambda

El principal problema per a I'aplicaci6 dels protocols per a la mini-preparacié de fags és
el calcul de la relacié fags/cél-lules adient per tal d'aconseguir una bona lisi i obtenir un
DNA suficientment purificat. S’han seguit dos protocols diferents, un d'ells es basa en
una cromatografia de bescanvi idnic i I'altre en una precipitacié diferencial de la capside
mitjangant acetat potasic. El primer protocol permet obtenir un DNA pur amb baix
rendiment, mentre el segon permet obtenir més quantitat de DNA perd aquest sovint és

més dificil de digerir.
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6.3.1. Mini-preparacié de fags mitjangant bescanvi idonic
Hem seguit el protocol descrit per Helms et al. (1985). Es basa en la purificacié
dels fags passant la mostra per columnes que contenen resines amb carregues idniques.

6.3.2. Mini-preparacié de fags initjanqant precipitacié diferencial
El métode utilitzat és una adaptaci6é d'altres protocols ja descrits.

Protocol
1.-  Es procedeix a la infeccié amb:
100 pl de cels. K802 (recent crescudes amb maltosa 0.2%)
100 ul de CaCl, MgCl 10mM cadasciin
100 pl de fags el luits a partir d'una placa iinica
Es deixa entre 10' i 20" a 37°C sense agitaci6 i despreés s'inocula a 4 ml de LB, deixant-ho tota una nit
amb agitaci6 forta a 37°C.
2- Si la lisi és bona ( s'observen floculs dins d'un cultiu clarés), aquesta s'accelera afegint 30 pl de
cloroform i deixant-ho en agitaci6é 15 min més.
3.- Es reparteix el volum en 3 tubs eppendorf i es centrifuga 5 min a 4°C.
4-  Es canvia el sobrenedant del tub eppendorf (1 ml/tub) i s'afegeix RNasa A i DNasa I a una
concentracid final per cadascuna de 10 pg/ml. Es deixa de 30 min a 1Tha 37°C.
5.- S'afegeix a cada tub 200 pl d'una soluci6 fresca de LPB (Lysis Phage Buffer):
0.5 M Tris-HCl pH 8.0
0.25 M EDTA pH 8.0
2.5% SDS
S'hi afegeixen també 12.5 ul de Proteinasa K. Es deixa 30 min a 65°C.
6.- S'hi afegeixen 250 ul de 8 M KAcO fred i es deixa un minim de 10 min en gel.
7.- Centrifugacié 30 min a 4°C (El sediment que es forma és la proteina del fag lisat).
8-  S'agafa el sobrenedant, sense apurar, i es posa 1 ml dins d'un tub eppendorf nou. S'hi afegeix 0.6 ml
d'isopropanol. Es deixa 15 min a temperatura ambient.
9-  Es centrifuga 30 min. Es renta amb etanol de 70%, i s'asseca el sediment a la bomba de buit. Es
resuspen amb 80 ul de TEx1, deixant-ho 10 min a 65°C. Després s'ajunten tots els volums del mateix
fag. Volum final de 400 ul aproximadament .
10.-  Extraccions fendliques.
11.-  Precipitaci6 amb:
0.1 vol NaAcO 3M pH5.2
2 vol etanol
Es deixa a -70°C uns 45 min o bé tota la nit a -20°C.
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12- Es centrifuga 30 min. Es renta amb etanol al 70% i s'asseca el sediment a la bomba de buit. Es
resuspén amb 25 pl de TEx1, deixant-ho 10 min a 65°C. Es pot determinar la concentraci6 i I'estat del

DNA en un gel d'agarosa.

7. RESTRICCIO

Les digestions amb enzims de restriccié s'han efectuat seguint el protocol basic descrit
a tots els manuals de laboratori. Les restriccions de fags s'han fet amb 300-400 ng de DNA,
amb un volum final de 20 pli les de plasmidis amb 150-250 ng amb 10 pl de volum final.
El subministrador d'enzims de restriccié ha estat principalment Boehringer Mannheim.

7.1. Enzims emprats

Per a les digestions parcials de DNA genomic utilitzat en la construccié de llibreries
gendmiques s'’ha emprat Mbol (diana de 4 pb, compatible amb l'enzim de diana de 6pb,
BamHI).

Quan es tractava d'alliberar un insert del vector, o d'efectuar una analisi de restricci6
del DNA insert, s'han emprat enzims de restricci6 que reconeixen dianes de 6pb, en

concret:

- EcoRI, BamH]I, HindIll, Pyull, Pstl, Sall i Xbal. Tots ells, sén enzims que presenten
dianes tant en el lloc de clonatge miiltiple del plasmidi pUC18 com dels fagsmidis
BLUESCRIPT, els vectors de subclonatge que han estat utilitzats.

7.2. Digestions parcials i digestions complertes de DNA gendmic

L'estat de les digestions parcials o complertes del DNA gendmic s'han de controlar
molt bé, doncs, habitualment sén digestions amb gran quantitat de mostra. En el cas de
les digestions parcials, es fan una série de proves amb diferents relacions DNA/enzim i a
diferents temps, ja que aquests parametres varien segons la mostra i les condicions
d'extraccié. Es fa una separacié electroforética del DNA sobre gel d'agarosa. Una digesti
parcial correcta és aquella en que la llapisada o smear de DNA digerit no és gaire extensa,
i on no queda gaire DNA genomic intacte, sin6 que la maxima representacié de DNA es
troba a mides intermédies (entre 40 i 10 kb). Una vegada fixades les condicions, es fa una
digesti6 a 'engrés amb una quantitat elevada de DNA gendmic, p. ex. a partir de 50 pg.

En el cas de les digestions complertes, el DNA ha d'estar totalment digerit i la
llapisada s'’ha d'extendre al llarg de tot el gel d'agarosa, arribant fins a mides petites (prop
de 0.5 kb). La preséncia de DNA repetit es manifesta per bandes de DNA més intenses
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que sobresurten sobre el fons homogeni. Per a un DNA net, la relacié 5 unitats d'enzim
per pg de DNA durant 4 h de tractament sol donar bons resultats.

7.3. Digestions per a una analisi de restriccié

Habitualment, les digestions de DNA procedent de fags necessiten dos vegades més
temps de digestié que el DNA de plasmidis o fagsmidis. En el darrer cas s'ha aplicat 1h 30
min per digestions senzilles o dobles utilitzant el mateix tampd i 3 h si es tractava de
diferents tampons per auna digesti6 doble, mantenint la relaci6 de 5 unitats d'enzim per
pg de DNA. En canvi, en el cas de DNA de fags, la relacié6 enzim/DNA s'ha
d'incrementar a 10 u/pug amb 3-4 h de digestié. A menys que no es tracti d'una digesti6é
preparativa, es carrega tot el volum de la digestid en el pou. El volum final de digesti6
habitual és de 10 ul a 20 pl.

7.4. Digestions preparatives

Quan es coneix la restriccié d'un DNA i la mida del fragment que interessa es pot dur
a terme una digestié preparativa en les condicions ja establertes de relaci6 DNA/enzim i
temps de digestio.

7.5. Analisi de restricci6

Una vegada efectuada la restriccid, es procedeix a una electroforesi (punt 8) i s'elabora
el mapa de restriccié per comparaci6 dels fragments obtinguts en les digestions senzilles i
doble. La localitzacié d'un fragment d'ADN concret en el mapa de restricci6 s'ha realitzat
mitjangant sondes homologues i sondes diferencials de les regions 5' i 3'.

7.6. Transferéncia Southern

Inicialment descrita per Southern (1975), aquesta transferéncia es troba ben detallada a
tots els llibres de protocols (Maniatis et al., 1982). Variacions sobre el protocol estandard
son la despurinitzacié per tractament amb HCI 0.25 M, i la transferéncia semi-seca, que
comenga amb solucié d'elevada forca idnica i acaba amb el propi tampé del gel com a
suport d'aquesta transferéncia.

8. ELECTROFORESI D'ACIDS NUCLEICS

8.1. Electroforesi en gels d'agarosa

S'han seguit les recomanacions dels protocols ressenyats als manuals de laboratori
(Maniatis et al., 1982, Sambrook et al.,, 1989), com p.ex: la variaci6 de la concentracié
d'agarosa segons la mida del DNA o RNA que ens interessa separar, el voltatge i temps

de correguda, etc.
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8.1.2. Electroforesi de DNA. El tamp6 utilitzat per a totes les electroforesis ha
estat TBE x 1. Com a norma general, en les digestions de DNA gendmic es carreguen de 4
nug a 10 pg de DNA i la separacié electroforética es deixa durant tota la nit. Si els DNA
procedeixen de fags o plasmidis es carreguen entre 150 ng i 400 ng i la separacié
electroforética durade2ha3h.

8.1.3. Electroforesi de RNA. S'han efectuat en gels desnaturalitzants
d'agarosa/formaldehid seguint la tecnica descrita a Collet (1990). S'han carregat entre 4 g
i 10 ug per pou si es tractava de RNA total i entre 100 ng i 2 ug si es tractava de la fraccié
poli A*. S'han emprat com a marcadors de pes molecular RNA ribosomal de procariotes
165 i 235(E.coli) i d'eucariotes 18S i 265(blat de moro o reticuldcit).

8.2. Electroforesi en gels de poliacrilamida

S'han seguit les condicions i protocols que es troben al llibre explicatiu de la casa
subministradora (BRL) de l'aparell d'electroforesi per a la seqiienciacié d'acids nucleics,
fixant la poténcia a 60 W. Per a una bona resolucié de les bandes s'ha de mirar d'ajustar
molt bé el gel, ja que es poden produir pérdues de pou a pou. Els dos vidres suport han
estat tractats de diferent manera, ja que en un d'ells s'hi adhereix el gel de
poliacrilamida, de forma que tot el procés de fixaci6, assecat i autorradiografia del gel
s'efectua sobre el vidre: |

8.2.1. Tractament dels vidres

Protocol per al tractament del vidre amb orelles (amb repel:lent)

1-  Es netegen els vidres bé amb aigua i sab6. S'esbandeixen finalment amb aigua destil-lada i
s'assequen.

2- Es netegen amb acetona, i es deixen assecar.

3- S'hi extenen uns 3 ml de repel-lent REPEL-SILANE de Pharmacia-LKB i es deixa assecar.

4- Es torna a netejar amb acetona, i es deixa assecar.

NOTA: El tractament amb repel:lent serveix per 3-4 gels.

toco t t de] vidre gran (amb adherent

1- Es netegen els vidres bé amb aigua i sabé. S'esbandeixen finalment amb aigua destil-lada i

s'assequen.

2- Es netegen amb etanol i es deixen assecar.

3-  Es prepara una solucio:
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5 ml d'etanol

15 ml d'acid acetic

15 pl de Silane-A-174 (Pharmacia-LKB)
Es reparteix bé per tot el vidre.

4-  Estorna a netejar el vidre amb etanol.

NOTES: a) Massa adherent té un efecte invers, és a dir, actda com a repel-lent.
b) Una vegada autorradiografiat el gel, es desfd 'adheréncia de la poliacrilamida al vidre mitjangant un

tractament amb una solucié 0.2 M de NaOH.
8.2.2. Tipus de gels.
- Gels standard: 8% d'acrilamida:bis (19:1) i 8M urea. Gruix del gel 0.4 mm.

- Gels en gradient: 6% d'acrilamida:bis (19:1) i 7M urea. Es tracta de gels de gruix
variable construits amb uns separadors especials de 0.2 mm (zona superior) a 1.2 mm

(zona inferior).

- Gels de separacio d'oligonucleodtids: 20% d'acrilamida:bis (19:1) i 8M urea. Gruix
del gel 0.7 mm. S'han utilitzat suports de gels tipus Mini-Protean (Bio-Rad). L'avantatge
d'aquest suport és que els gels son molt més petits, corren molt més rapids i la resoluci6

és igualment bona.

8.2.3. Marcadors de pes molecular. Per a les electroforesis de seqiienciacié d'acids
nucleics, s’han emprat com a referéncia els dos colorants (xylene-cyanol i bromophenol-
blue) que porten les solucions mostra. En el cas de la purificacié d'oligonucledtids s'ha
emprat també com a referéncia 1'encebador universal 17-mer de M13.

9. PURIFICACIO DE DNA A PARTIR DE GELS D'AGAROSA O D'ACRILAMIDA

9.1. Purificacié de DNA a partir d'una separacié electroforética en gels d'agarosa.

Un cop identificat el fragment de restriccié necessari del fag o del plasmidi es va
procedir a una digesti6 i electroforesi preparatives (apartats 7.4 i 8.1.2). S’han provat
diferents protocols per a la purificaci6 i obtencié d'un fragment de DNA a partir d'un gel

d'agarosa.

9.1.1. Agarosa de baix punt de fusié. Es fa servir una agarosa diferent de la
estandard, ja que és de baix punt de fusi6 (65°C). El metode es troba descrit a Maniatis et



239

al. (1982) i es basa en retallar la banda del gel i fer-la fondre en un bany a 65°C. El seu
principal inconvenient és que una vegada fosa l'agarosa s'ha d'eliminar amb extraccions
fendliques, sense deixar que la temperatua baixi dels 65°C, ja que llavors l'agarosa gelifica
i dificulta I'extraccié del DNA. Tampoc s'ha de deixar que la temperatura pugi per sobre
dels 65°C, ja que el DNA es podria malmetre.

9.1.2. Electroel-lucié. També es retalla la banda (Maniatis et al., 1982), perd aquest
cop s'introdueix en un tub de dialisi que conté un cert volum de tampé d'electroforesi,
deixant passar la corrent a fi i efecte que el DNA surti del gel i quedi en el volum de
tampé dins del tub de dialisi. El principal inconvenient d'aquest sistema és l'increment
considerable de volum i la dilucié6 del DNA, que no precipitara de forma eficient, i per
altra part, que el DNA no sol quedar lliure al tampd, sin6 que queda adherit a la pared
del tub de dialisi, i s'ha de separar d'alli sense que torni a entrar dins del gel. Es pot
recorrer a un ELUTIP (Schleicher and Schuell) per concentrar el volum o purificar

d'agarosa.

9.1.3. DEAE-80 (Schleicher and Schuell). Aquest metode es basa en el lligament
inespecific del DNA a una nitrocellulosa carregada positivament. Després s'allibera el
DNA amb un tampé ric en sals. Es un métode relativament eficient per DNA de mida
entre 300 pb i 1 kb, perd no amb mides petites (que no pot retenir per haver-hi poques
carregues en la interacci6) ni mides grans (on hi ha tantes carregues, que no es pot elluir
del paper). El protocol és el segiient:

tocol

1-  Es retalla un quadradet del paper DEAE-80 de forma que sigui lleugerament més alt i més ample
que el pou on s'ha carregat la mostra de DNA. Es mulla amb tampé6 d'electroforesi.

2-  Es retalla el gel per sota la banda que volem obtenir, sense tallar els costats del gel. Es clava en
aquesta incisi6 el paper DEAE, de forma que queda retingut en el gel.

3.- Es deixa proseguir I'electroforesi a 80V durant 5'. La direccié del corrent ha de ser tal i que el DNA
surti del gel i quedi retingut al paper.

4-  Es visualitza amb un transil:-luminador que el DNA es troba en el paper. Aquest i es retalla
acuradament en fragments petits per facilitar 'extraccié. Es posen els trocets en un tub eppendorf i
es neteja amb TE x 1. Es deixa el paper sol.

5-  L'ellucié es fa amb :

100 ul de TE x1
50 pul de NaCl 5M
Es deixa 15 min a 65°C. Es recull el lfquid i es passa a un tub eppendorf nou.
6.~ Es torna a repetir V'el-lucié (pas 5). Tenim al final 300 pl.
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7-  Extraccions fendliques.
8-  Es precipita amb:

SuldetRNA (1 pug/u)

10 pl de NaCl 5M

2 vol d'etanol fred.

Es deixa 45 min a -70°C o tota la nit a -20°C.

8- Centrifugacié en una microfuga 30 min. Rentat amb etanol de 70% i assecat.
9-  Resuspensi6é amb 10 ul a 15 pl de TE x 1. Es deixa 10 min a 65°C i ja es pot guardar o assajar la

concentracié.

9.1.4. Métode del nitrogen liquid/clorur de liti. Es el més eficient dels emprats i
permet obtenir DNA de totes les mides des de 100 pb a 15 kb, amb una eficiéncia elevada.
Es basa en trencar la matriu d'agarosa per congelacié i una precipitacié diferencial amb

clorur de liti.

tocol
1-  Es retalla la banda que es vol, i es posa dins d'un tub eppendorf de 0.5 ml, que ha estat foradat pel
fons i omplert amb una petita quantitat de llana de vidre esteril.
2-  Essubmergeix el tub 5 min en nitrogen liquid.
3~ Centrifugacié 5 min dins d'un eppendorf de 1.5 ml que fa d'adaptador i recollidor. Ens quedem amb el
volum que es recull en el tub de 1.5 ml.
4-  S'hi afegeix
0.5 vol de LiCl 8M
3 vol d'etanol fred (-20°C)
5-  Precipitaci6, centrifugacié i resuspensié com és habitual. Volum final de 10 pl a 20 pl.

9.2. Purificacié d'oligonucleotids en gels de poliacrilamida.

Depenent del procés de sintesi i de la casa subministradora aquest pas és obviable. De
totes maneres, sempre que sospiti una possible contaminacié d'oligonucledtids truncats,
aquest pas és imprescindible si I'oligonucledtid es fa servir com a sonda o com a
encebador sobre DNA gendmic o RNA. Hi ha molts protocols, el que hem fet servir esta
adaptat al pas per un ELUTIP, que ens purifica I'oligonucledtid de possible acrilamida

contaminant i a més, ens concentra el volum.
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Protocol

1- Una vegada corregut el gel, es visualitzen les bandes amb una pantalla de TLC i un
transil-luminador de m3, fent un ombrejat.
2-  Es retalla acuradament la banda (el trocejament és opcional) i es posa en un FALCON de 15 ml (o
similar) amb 6 ml de solucié d'el-lucié:
20 mM NaCl
20 mM Tris-HCl pH 7.5
1mM EDTA pH 80
Agitaci6 orbital a 37°C tota una nit.
3- Es prepara un ELUTIP (Schleicher and Schuell) amb pre-filtre. Es segueixen les intruccions del
fabricant quant a la preparacié de la columna, pas de la mostra i el-luci6.
4-  Safegeix MgCl3 fins 10 mM final, i 2 vol d'etanol fred. Es deixa Th a -70°C.
5-  Centrifugaci6 1 h a una microfuga a 4°C.
6.-  Rentat amb etanol absolut fred. Centrifugacié de 10 min.
7- Assecat i resuspensié del sediment en un volum petit, calculat. Es considera una recuperacié bona a

partir del 50% de la quantitat d'oligonucledtid inicial.

10. CLONATGE DE DNA EN L'HOSTE Escherichia coli

Per al clonatge de fragments de DNA per a anilisi de restricci6 hem emprat el
plasmidi pUC18 (Yanisch-Perron et al., 1985) i per seqiienciar, el fagsmidi BLUESCRIPT

(Stratagene).

-~

- pUC18. Es un derivat de pBR322, que conté el gen lacZ del fag M13 amb un lloc de
clonatge muiltiple intern al gen. Permet la deteccié de transformants perqué conté el gen
de resisténcia a I'ampicil-lina, i la deteccié de recombinants, pel sistema IPTG/X-GAL. Té
una mida de 2.7 kb i és un vector dptim per al clonatge i amplificacié ja que produeix un
alt nombre de copies. No I'hem emprat per seqiienciar en doble cadena, ja que tots els
clonatges s'han realitzat per la diana EcoRI, que estd allunyada 50 pb de I'encebador
universal de M13, i no es disposava d'encebadors més propers.

- BLUESCRIPT. Fagsmidi derivat del fag M13 (IG) (Stratagene TM), 1a seva forma
replicativa és un plasmidi de DNA bicatenari (3kb) perd que quan es co-infecta amb un
fag M13 (IG) és capag de produir DNA monocatenari i empaquetar-se com si f6s DNA
d'un fag. En principi es tracta d'un sistema de 4 vectors, amb totes les combinacions
possibles de dues direccions d'un lloc de clonatge miiltiple i d'obtencié de les dues
cadenes senzilles. Per a la seqiienciaci6 de DNA bicatenari i disposant d'un nombre
adient d’encebadors interns, n'hi ha prou amb un sol tipus de vector. Nosaltres hem fet
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servir el +5K. La deteccié de transformants és possible per resisténcia a 'ampicil-lina, i la
detecci6 de recombinants, pel sistema IPTG/X-GAL. No és un vector d'amplificaci6é
optim perd és molt versatil, permetent des de la seqlienciacié6 amb cadena bi- o mono-
catenaria, a la construccié de delecions unidireccionals, o fins la transcripcié del DNA

insertat.

10.1. Preparaci6 del vector i lligaci6. .

El vector es digereix amb els enzims de restricci6 amb qué també s'ha digerit el
fragment de DNA que es vol clonar. Si aquest és tinic, per evitar que el vector es relligui
(amb una eficiéncia molt més elevada que la de lligaci6 a l'insert), és convenient
desfosforilar el vector amb un tractament amb fosfatasa alcalina (Maniatis et al., 1982). En
aquest cas, la relacié vector/insert ha de ser superior a 1.

En cas de clonatge d'un fragment de DNA procedent d'una doble digestié, la
possibilitat de recomposicié del vector es redueix moltissim i no és necessaria la

desfosforilacid.

En cas que el fragment de DNA no provingui d'una restriccié (p.ex. després d'obtenir
delecions direccionals) és convenient realizar una reaccié d'ompliment dels extrems o
fill-in de l'insert amb la DNApol de Klenow i desoxinucledtids (Maniatis et al., 1982). En
aquest cas, el vector és digereix amb un enzim que deixi els extrems roms (habitualment
Smal). La lligacié d'extrems roms no és tant eficent com la d'extrems cohesius, i a més,
també hi ha la possiblitat de relligament del vector, que es pot evitar amb una
desfosforilacié. Per aixd, és convenient fer una lligaci6 amb més quantitat de DNA i

durant més temps.

- Lligaci6. La ligasa i el tamp6 de lligaci6 van ésser subministrats per Boehringer
Mannheim. La lligacié es va fer a 14°C, un minim de 12 h i habitualment en un volum
de 10 pl.

10.2. Transformacié de bacteris competents

Els protocols de transformacié es basen en un shock térmic a 42°C de c2l-lules
bacterianes competents (Maniatis et al., 1982). S'han fet servir els dos protocols classics: el
de la competéncia amb CaCl2 i el de la competéncia amb RbCly. Els resultats sén
comparables, tot i que potser les cél-lules preparades amb CaCl2, en ser fresques, semblen
comportar-se més eficientment. La conveniéncia de tenir les cel-lules congelades quan es
preparen amb RbCl2 compensen el fet d'emprar aquest 1ltim protocol.



243

10.3. Detecci6 de les coldnies transformades amb plasmidi recombinant.

Donat que els plasmidis utilitzats com vector de clonatge posseeixen el gen de
resisténcia a I'ampicil-lina i el lloc de clonatge multiple dins del gen lacZ, els bacteris
transformats es detecten sobre plaques de Petri amb medi suplementat amb l'antibidtic, i
les cellules amb plasmidi recombinant pel metode de selecci6 dTPTG/X-GAL.

10.4. Mini-preparacié de DNA plasmidic. _

El protocol emprat, inicialment descrit per Meyerowicz, es basa en una lisi suau del
bacteri, i una protecci6 contra la degradaci6 dels acids nucleics per la preséncia de DEPC
(dietilpirocarbonat, agent fortament inhibidor de totes les nucleases). El rendiment és bg,
variant entre 4 i 12 mg de DNA plasmidic, que equival a una concentracié de DNA de 80
ng/ml a 250 ng/ml. El DNA obtingut és suficientment pur, tant per a realitzar una
analisi de restriccié com per a seqlienciar molécules bicatenaries.

rotocol

1-

11.-
12-

S'inocula un tub de 3 ml de LB estéril suplementat amb 1'antibidtic, amb la coldnia o stock bacterid
que es desitja amplificar. Es deixa en agitacié a 250 rpm, a 37°C tota una nit (de 14 a 20 h).
Es centrifuga 1.5 ml del cultiu en un tub eppendorf 2 min a 4°C.
Es descarta el sobrenedant i es resuspén el sediment per agitacié en un VORTEX.
S'hi afegeix 250 pul d'una soluci6 fresca de 2mg/ml de lisozima en solucié A.
Solucié A:

50mM Tris-HCI pH 8.0

50mM EDTA pH 8.0

15% sucrosa
Es deixa 10 min a temperatura ambient.
S'hi afegeix 250 pl de solucié B.

Solucié B:

50mM Tris-HC1 pH 8.0

50mM EDTA pH 8.0

0.1% Trit6 X-100
S'hi afegeix 2 pl de DEPC (25% de dietilpirocarbonat en etanol). Es barreja tot per inversié.
Es deixa en un bany a 70°C durant 20 min.
Es deixa en gel un minim 30 min.
Centrifugacié 15 min a 4°C.
Es treu el precipitat (que té consisténcia mucosa) amb un escuradents esteril i ens quedem amb el
sobrenedant, del qual es mesura el volum.
Precipitem el DNA amb 2 vol d'etanol a temperatura ambient.
Centrifugacid, rentat i resuspensié com és habitual. Volum final de 50 uldeTEx 1.
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NOTES: a) Es pot assajar la preséncia de plasmidi i si aquest és recombinant o salvatge. Es carreguen 10
ul de solucié en un gel, després de treure el DNA bacteria (sediment mucés, pas 10). Aixf se sap si
s’ha de continuar el procés i amb quines mostres.

b) El RNA no s’ha eliminat de la mostra. Es pot afegir RNasa A en el moment de la
resuspensié,0 bé abans de carregar les mostres en el gel, Si aquest DNA es destina a la

seqilenciacid, s’ha de fer un tractament exhaustiu amb RNasa A.

10.5. Preparaci6 a I'engrds de DNA plasmidic.

S'ha seguit un protocol descrit per Boffey (1984). El rendiment varia: en el cas de
pUC18 s'ha obtingut des de 250 mg a 500 mg, en canvi, amb BLUESCRIPT els rendiments
han estat més baixos, de 50 mg a 200 mg.

11.- SEQUENCIACIO DE DNA PEL METODE DIDEOXI DE SANGER

11.1. Seqiienciaci6 en cadena senzilla

El metode es basa en el descrit per Sanger et al. (1977), amb modificacions: el precursor
nucleotidic radioactiu va ésser a-35S-dATP (NEN-Dupont o Amersham), l'enzim
utilitzat ha estat la polimerasa modificada del fag T7 (Sequenase, USB; Pharmacia-LKB).

11.1.1. Obtenci6 de cadena senzilla a partir del fagsmidi BLUESCRIPT.

Els fagsmidis BLUESCRIPT son marca registrada de la casa STRATAGENE. El
producte va acompanyat d'un manual de protocols i especificacions sobre les
caracteristiques, possibilitats i utilitzacions d'aquest sistema de plasmidis derivats del fag
M13. S'’han seguit les instruccions recomanades per obtenir DNA de cadena senzilla a
partir d'un BLUESCRIPT recombinant. Una co-infeccié amb una soca de fags defectius
(VCSM13 i R409) permet al fagsmidi produir cadenes senzilles, que sén empaquetades i
alliberades al medi. Aquests fags es poden recuperar del liquid del cultiu. Per seqiienciar
les dues cadenes d'un determinat DNA s'efectua un doble clonatge en BLUESCRIPTS
que tenen el lloc de clonatge miiltiple en orientacié invertida. La quantificaci6 de DNA
de cadena senzilla s'ha realitzat en gels d'agarosa no desnaturalitzants per comparacié
amb un estandard de ssDNA de concentracié coneguda, com p. ex. el DNA del fag
defectiu, el qual s'obté en gran quantitat i es pot quantificar acuradament. Habitualment
el protocol proporcionat per la casa STRATAGENE permet I'obtencié de cadena senzilla
en quantitat suficient, perd si el rendiment no és bo, pot millorar-se incrementant:

- la quantitat de fags defectius utilitzats en la infeccid,
- fins 1/3 més de volum de solucié de precipitacié de fags (composta d’acetat amonic i
polietilenglicol) i fins 1 h el temps d'actuacié d'aquesta solucid,
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- la forga centrifuga i el temps de centrifugacié en la precipitaci6 dels fags (p. ex. 30 min
a 15000 rpm).

11.1.2. Reacci6 de seqiienciaci6

Les reaccions de seqiienciacié s'han realitzat seguint les instruccions de
Sequenase-USB o Pharmacia-LKB. Cal assenyalar que el volum final obtingut a partir
dels dos protocols és diferent: 10 pl per Sequenase i 20 pl per Pharmacia, i aixd és
important a I'hora de calcular el volum de carrega en el gel. La quantitat minima de
DNA necessaria per a una bona seqii¢ncia amb 35S com precursor radioactiu és de 1 pg a
2 ug per inserts entre 200 pb a 1 kb, i per una quantitat d'encebador equivalent a 5 ng ( 6
0.5 pmol). Si l'insert és més gran s'ha de fer la correccié corresponent per tal que es
mantingui la relacié molar encebador/DNA d' 1/1 aproximadament.

11.2. Seqiienciacié de DNA bicatenari

La major part de seqiiéncies s'han realitzat sobre DNA bicatenari, éssent el millor
motllo, el DNA plasmidic: fagsmidis BLUESCRIPT i, en casos excepcionals, pUC18. A
més, el mateix DNA obtingut en una mini-preparacié de plasmidi és suficient per servir

com a motllo per a la reaccié polimerasica.

S'ha de preveure el segiient:

a) La reacci6 de seqiiéncia s'ha de realitzar en un DNA molt net de RNA,

b) el DNA bicatenari s’ha de desnaturalitzar per tal que pugui servir de motllo per a la
reacci6 de polimeritzacié i

¢) donat que les dues cadenes complementaries de DNA es troben en el mateix medi,
hi ha un tant per cent de motllo que es perd per recomposicié de la doble cadena, per tant
s'ha d'incrementar la relaci6é encebador/DNA a 5/1 o a vegades fins 50/1. Aixd implica
per a una reaccié completa una quantitat d'encebador entre 30ng-50ng i una quantitat de
DNA motllode 4 pga 8 ug.

11.2.1. Preparaci6 dels plasmidis
El tractament previ dels plasmidis a la seqiienciaci6 és el segiient, partint dels
50 ul obtinguts d'una mini-preparacié:

Protocol
1.- S'incrementa el volum a 100 ul final amb aigua esteril.

2-  Esdigereix amb RNasa A (100 ng/p1 final) durant 15 min a 37°C.

3-  Extraccions fendliques.
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4-  Precipitacié amb:
0.1 vol NaAcO 3M pH5.2
2 vol etanol fred (-20°C)
Es deixa a -70°C uns 45 min o bé tota una nit a -20°C.
5-  Centrifugacié 30 min. Rentat amb etanol de 70%, i assecat del sediment a la bomba de buit. Es
resuspen amb 10 ul de:
0.4 M NaOH
2mM EDTA pH 8.0
Agitacié opcional amb VORTEX.
6-  Precipitaci6 amb:
5l NaAcOIM pH 4.5
40 yl etanol fred (-20°C)
Es deixa a -70°C uns 45 min o bé tota una nit a -20°C.
7-  Centrifugaci6é 30' en una microfuga. Rentat amb etanol de 70%, i assecat del sediment a la bomba

de buit. Es resuspén directament amb la solucié d'anellament (veure punt 11.2.2.).

11.2.2. Reaccié de seqiienciaci6
Hem disminuit els volums de reacci6 de seqiienciacié a la meitat respecte les
instruccions subministrades per Pharmacia-LKB. S’han mantingut les proporcions, per
tal d'estalviar encebador, enzim i precursor radioactiu. L'inic desavantatge és la reduccié
dels volums, especialment els d' enzim i precursor (0.25 ml), perd es pot minimitzar fent
una barreja general per a tots els tubs. El seglient protocol és la continuacié del punt 7 del
protocol 11.2.1.

tocol
1-  Resuspensi6 en la solucié d'anellament:
1 pl de I'encebador escollit (a 30 ng/ul-50 ng/ul).
1 pl del tamp6 de reacci6.
5 ul d'aigua esteril.
Sol costar de resuspendre ja que hi ha uns 8 pg de DNA. S'agita en un VORTEX i es deixa 10 min a
65°C per ajudar a resuspendre.
2-  Es deixa a 37°C durant 20 min per anellar el motllo amb I'encebador. Després es pot deixar a
temperatura ambient fins que es faci la reacci6 de seqtiéncia.
3-  Es realitza una barreja general que es repartira per als 12 tubs de reacci6:
x ul de T7 polimerasa (1.5 u de T7 pol/tub).
(12-x) pl de Tampé de dilucié de I'enzim
12 pl de Solucié de dNTPs
3uld a-SJATP
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9 ul d'aigua esteril
Es reparteix 3 pl a cada tub on s'ha efectuat 'anellament (volum final 10 pl).
4-  Es deixa 1 min a temperatura ambient, perqué tingui lloc el marcatge de les cadenes per
incorporacié del precursor radioactiu. La reaccié s'atura a 4°C o en gel.
5-  Esreparteix 2.2 ul a quatre tubs on hi ha 1.25 pi del corresponent dideoxinucledtid.
6-  Esdeixa15mina 37°C.
7-  S'hi afegeix 2.5 ul de tamp6 d'atur. Després d'aquest pas es pot congelar a -70°C, o bé, directament.
8-  S'escalfen les mostres entre 3 min i 5 min a 90°C per a desnaturalitzar-les abans de la cirrega, que és
de 3 pl a 5 pl en un gel de seqiienciacid.

11.3. Progressi6 de les seqiiéncies
Per tal de llegir un fragment de seqiiéncia més llarg en una sola reacci6, es poden
seguir les estrategies segiients (apart de la sintesi d'oligonucledtids que cobreixin les

seqtiéncies llegides):

- dobles carregues. Es tracta de correr I'electroforesi el doble de temps. Per aixo, es
carrega una primera part de la reaccié al comengament de la correguda (carrega llarga) i
una segona part a la meitat (carrega curta). A vegades els kits de seqiiéncia porten dos
barreges de dideoxis de proporcions diferents, una proporcié per fer lectures curtes i una
altra per fer lectures llargues, perd s’han de fer dues reaccions de seqiiencia diferents

sobre el mateix clon.

- gels en gradient. Consisteix en fer gels de poliacrilamida en gradient de gruix. Es
un metode eficient si es tracta de llegir entre 50 i 100 nt addicionals, donat que es
produeix una compressié en la part baixa del gel, on la diferéncia relativa de pes
molecular entre les diferents cadenes terminades és més significativa. La millora és
substancial, i per tant, aquest metode és molt recomanable. La casa BRL subministra els
separadors en gradient de 0.2 mm a 1.2 mm.

11.4. Delecions direccionals. Métode de I'ExolIl/S1.

El metode que hem emprat per llegir al llarg d'un fragment de DNA de longitud
relativament gran es basa en una combinacié de l'accié controlada de dos enzims
nucleasics: I'exonucleasa III i la nucleasa S1 i va ésser descrit originalment per Henikoff
(1984). S'ha procedit a una doble digestié d'enzims de restriccié orientada de tal manera
que un enzim que deixi extrems 3' protuberants quedi a prop de l'encebador que
s'utilitza per seqiienciar, ment\re que un enzim que deixi extrems roms o 5' protuberants
quedi a prop de l'insert. L'exonucleasa III és una exonucleasa que degrada només una de
les cadenes del DNA bicatenari a partir d'extrems 3' no protuberants, és a dir, extrems
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roms o 5' protuberants. En canvi, la nucleasa 51 actiia digerint cadenes monocatenaries
de DNA, en aquest cas la cadena complementaria a la que ha digerit I'exonucleasa III, i
també la cua cohesiva de nucledtids que ha deixat I'enzim que ha deixat extrems 3'
protuberants. Després d'aquestes dues digestions controlades, el plasmidi resultant esta a
punt d'ésser relligat i utilitzat per a transformar i seqiienciar (Fig.52). El meétode és forca
elegant encara que de dificil control donat que les condicions experimentals sén variables
i s'han de definir empiricament. El protocol i condicions que s’han seguit han estat
establerts per Jordi Garcia-Fernandez (comunicacié personal).

insert
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l Klenow, NTPs, ATP
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®

transformar, plaquejar, seleccionar coldnies, sequenciar

Fig.52.- Esquema del procediment emprat per a obtenir delecions unidireccionals
pel metode d'Exo 111/ S1
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Digestié amb enzim alliberador

Klenow, dNTPs, ATP
l Lligacié amb nou vector

transformar, plaquejar, seleccionar coldnies, sequenciar

Fig.53.- Esquema del procediment emprat per a l'obtencié6 de delecions
bidireccionals pel meétode d'Exo I1I/S1.
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11.4.1. Delecions bidireccionals, sense proteccié d'extrems.
No sempre és possible protegir I'extrem on es troba l'encebador de
seqtiéncia, degut a diverses raons. Per altra part, la relligaci6é directa del plasmidi despres
del tractament amb exolIl/S1 sol incrementar el nombre de transformants artefactuals.

En la gran majoria dels casos s'ha optat per la no proteccié de cap extrem. S'ha digerit
el plasmidi o fagsmidi amb un sol enzim de restriccié que deixa extrems compatibles per
a I'exonucleasa III i permet una digesti6é progressiva de I'insert de DNA pels dos extrems.
Quan les reaccions de digesti6 d'ambdues nucleases hagi acabat, es procedeix a una
restriccié de totes les mostres que han estat digerides progressivament, per tal d'alliberar
l'insert del plasmidi. L'insert de DNA es purifica i es clona de nou en un nou plasmidi
amb extrems compatibles (Fig.53).

11.4.2. Protocols d'ExolIl/S1.

Préviament a les reaccions de degradacié nucleasica s’han de determina una
série de parametres, en concret: si les deleccions seran uni- o bi-direccionals, la longitud
de DNA a delecionar en cada punt (temps d'actuaci6 de I'exonucleasa III) i en total i, per
dltim, la velocitat de digesti6 de I'Exonucleasa III, que depén del lot de l'enzim, la
seqiiencia i puresa del DNA a digerir, etc. i que s'ha de determinar empiricament.

11.4.2.1. Delecions unidireccionals (amb proteccié d'un extrem).

tocol

1-  Es digereix el DNA amb dos enzims de restriccié: un d'ells, situat més proper a la zona de
I'encebador que deixi extrems 3’ protuberants i I'altre més proper a I'insert que deixi extrems roms
o 5' protuberants (consultar punt 7). Les digestions no s’han d'allargar més de 2 h. Es necessita un
mfnim de 0.5 pg/punt d’Exolll/S1. La digestié ha de ser completa i es controla mitjancant carrega
d'una petita aliquota en un gel d'electroforesi.

2-  S'incrementa el volum (opcional). Extraccions fenoliques.

3-  Precipitacié i centrifugacié del DNA segons les condicions habituals.

4-  Es resuspén el DNA amb aigua estéril (NQ amb TE x 1). El volum calculat ha de deixar una
concentracié final dptima de 250 ng/pl. Es deixa 10 min a 65°C.
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Digestié amb gA xolll:

x 1 DNA (a 250 ng/pl, es necessiten 500 ng minim /punt).
x pl Tampé de digestié d'exolll x 10: 660mM Tris-HC] pH 8.0
6.6 mM Mg Clp
1 mM B-mercaptoetanol
x pl d'aigua estéril fins volum final (concentracié final DNA =100 ng/ul)
Es pre-escalfa el tub a 37°C, abans d'afegir-hi I'enzim:
x pl d'exolll (es necessiten 40 u/ug, de fet sén 100 u/pmol d'extrem 5')
Remenar acuradament sense treure el tub del bany. Deixar a 37°C.
S'atura la reacci6 treient aliquotes de 5 ul en 5 ul en els temps establerts per cada punt, i es posen en
un tub en gel on hi ha 15 pl del tampé de digestié x 1 per a 1a nucleasa S1.
tampé x 10 de la nucleasa S1: 0.3 M Na AcOpH 4.5
25M NaCl
50 % glicerol
18.5 mM ZnSO4
Es deixa 1 min en gel.
S'inactiva I'enzim deixant els tubs 15 min a 68°C. Es deixen refredar 5 min en gel.
Digesti6 amb nucleasa S1:
Safegeixen 5 u/ug de DNA, de fet 2.5 u/punt (tub). Habitualment cal fer una dilucié prévia fresca,
de I'enzim amb aigua. Es deixa actuar 15 min a 25°C. La concentracié de DNA sera de 25 ng/pl.
S'afegeixen 2 ul de Soluci6 d'atur x 10:. 1M Tris-HCl pH 8.0
50 mM EDTA pH 8.0
Es deixen els tubs 5 min en gel.
S'inactiva I'enzim deixant els tubs 10 min a 70°C. Es tornen a deixar en gel.
Reaccié d'omplenament d'extrems (opcional):
S'afegeixen 2 pl de Solucié de Klenow fresca: 10 mM Tris-HCl pH 8.0
200 mM MgClp
0.1 u de Klenow/pl
Es deixen els tubs 2 min a 37°C.
S'afegeixen 2 pl dels quatre dNTPs a 0.125 mM cadascun. Es deixen 5 min a 37°C.
Es pot comprovar com ha anat la reacci6 carregant 1/10 (uns 2.5 ul) de cada reaccié en un gel
d'agarosa.
S'incrementa el volum a 100 pl final amb TE x 1. Extraccions fendliques.
Precipitaci6 i centrifugacié del DNA segons el metode habitual.
Resuspensi6 del DNA a 8.5 pl d'aigua esteril, 10 min a 65°C.,
S'hi afegeix:
1 pul de tampé de lligacié
0.5 pl de ligasa
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Es procedeix a una lligaci6 i transformaci6 segons esta especificat en els punts 10.1, 10.2 i 10.3.

11.4.2.2. Delecions sense proteccié d'extrems.
Es manté el protocol anterior perd a partir del punt 17 hi ha variacié:

tocol
17 bis.- S'ha de decidir I'enzim de restricci6 amb que s'alliberara I'insert. Shi afegeix:
1 pl de tampé6 de digesti6 adient.
0.5 ul de I'enzim de restricci6.
Es deixa de 2 h a 2 h 30 min digerint a 37°C.
18 bis.- Es carreguen tots els punts en un gel preparatiu d'agarosa i després s'obtindran les bandes

necessaries per al posterior clonatge, segons esta especificat en els punts 8.1, 9.1.4 i 10.

NOTES: a) De fet el pas 6 del protocol ja suposa la inactivacié de I'exonuclesa II], ja que el tampé necessari
per a la posterior digestié amb la nucleasa S1 porta i6 zenc, que inactiva a I'exolll
b) Encara que es segueixi el protocol de les delecions bidireccionals és recomanable obtenir un
conjunt homogeni de plasmidis digerits per cada punt. Aixd implica passar el DNA digerit de
cada punt per un gel d'agarosa per tal de purificar una banda homogenia, en quant a mida, per
cada punt.
¢) La nostra experiéncia assenyala que és millor procedir a delecions sense protegir extrems, i
una vegada efectuada la posterior clonacié dels fragments aillats, s’ha de disposar de dianes de
restriccié informatives internes al fragment, per assegurar-nos la procedéncia de l'insert i evitar

els artefactes de clonacid.

11.5. Fixaci6, assecat i autorradiografia

La fixaci6 dels gels de seqiiéncia es fa tenint en compte que el gel esta adherit a un
vidre, i per altre part depén del gruix del gel. Com tots el gels de poliacrilamida, s'ha fixat
en una solucié 10% (v/v) acid acétic i 10% (v/v) metanol. El temps oscil'la des de 30 min
quan el gel té un gruix uniforme de 0.4 mm, a 1 h 30 min quan és en gradient.

L'assecat del gel pot variar. Si no és en gradient, sén 2 h a 80°C. Si és en gradient, es
deixa de 12 h a 14 h a 50°C, o bé, 12 h a temperatura ambient més 6 h a 60°C. Es molt
important que el gel estigui ben sec, especialment a la regi6 més gruixuda del gel.

L'autorradiografia dels gels dura de 2 a 5 dies. El revel'lat i fixaci6 dels films s'ha fet
seguint el meétode habitual.
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12. OBTENCIO DE RNA DE DIFERENTS ESTADIS DEL DESENVOLUPAMENT

Tot el material de treball ha estat tractat per evitar contaminacions de RNases. El
material de vidre, metal-lic i morters es van sotmetre a dos cicles en un forn de 200°C.
Les puntes i tubs eppendorf van ésser autoclavats un minim de dos cops i les solucions,
fetes amb aigua tractada amb DEPC i autoclavades també un minim de dues vegades.
S'ha d'anar amb compte amb les solucions que continguin Tris, ja que el DEPC el
precipita. Sempre s'ha de tocar tot el material amb guants, o amb altre material esteril,
incloent-hi el paper d'alumini i les espatul-les. El pH es va mesurar amb paper indicador.

12.1. Preparacié de RNA a gran escala

Per a I'obtenci6 i purificaci6 de RNA en grans quantitats s'’ha seguit el protocol posat a
punt per Collet (1990) a planaria. E1 RNA obtingut conté una bona representacié de
transcrits de totes les mides sense degradacié aparent, perd cal assenyalar que el RNA
ribosomal 28S sol presentar-se trencat en dos fragments, de mida similar al 18S. Aquest
RNA es pot utilitzar per a transferéncies Northern, per a purificar la fraccié
poliadenilada, com a motllo per a la transcriptasa inversa o per a reaccions de PCR.

12.2. Mini-preparacié6 de RNA

Exposem dos protocols: el primer amb isotiocianat de guanidina i el segon amb fenol
calent/clorur sddic. S'ha obtingut RNA a partir de 100 mg de larves, pupes i adults que
havien estat congelats amb nitrdgen liquid i conservats a -70°C. El segon matode permet
obtenir un RNA de Drosophila de bona qualitat que es resuspén bé. El RNA obtingut pel
primer metode costa més de resuspendre. La quantitat de RNA obtinguda ha oscil-lat
entre 4 pug i 8 pug segons el tipus de mostra.

12.2.1. Métode de l'isotiocianat de guanidina

Protocol

1- Homogenitzaci6 en un morter amb nitrogen liquid.

2- L'homogenat es dissol a 65°C en 6 ml d'una solucié 1:1 de fenol calent: 4M d'isotiocianat de
guanidina. S'agita suaument durant 10 min.

3.- Safegeixen 100 ul de NaAcO 3M pH5.2. S'agita suaument durant 5 min més.

4- Es reparteix tot el volum en tubs eppendorf i es centrifuga 5 min a 4°C. v

5-  Es continuen les extraccions fendliques, amb la variant que el fenol/cloroform estd pre-escalfat a
65°C i les centrifugacions es fan a 4°C.

6. Precipitacié amb 2 vol d'etanol. Es centrifuguen els tubs 30 min.

7- El sediment es resuspén en 25 ul d'aigua tractada amb DEPC, 10 min a 65°C,
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12.2.2. Metode del fenol calent amb clorur sddic
El protocol seguit esta basat en el descrit per Arribas (1986) amb lleugeres

modificacions.

Protocol
1~ Homogenitzaci6 en un morter amb nitrdgen liquid.
2-  L'homogenat es dissol a 65°C en 6 m] d'una solucié 1:1 de fenol calent: tampé d'extraccid.
tampé d'extraccié:
100 mM NaCl
50 mM EDTA
20 mM Tris-HC1 pH7.5
1% w/v SDS
S'agita suaument durant 10 min.
3.- Es reparteix tot el volum en tubs eppendorf i es centrifuga 5 min.
4- Es continuen les extraccions fendliques.
5-  Precipitaci6 amb
0.1 vol NaAcO 3M pH5.2
2 vol etanol
6~  Centrifugacié 30 min.
7~ Resuspensi6 en 25 ul d'aigua tractada amb DEPC, 10 min a 65°C.

12.3, Purificaci6 de la fraccié de RNA poli A+

La fracci6é poliadenilada suposa només entre un 1% i un 5% del RNA total. La seva
purificacié es basa en la retencié6 del RNA poli A* en passar per una columna d'alta
afinitat amb resina d'oligo(dT). La retencié de la fracci6 de RNA poliadenilada es fa en
condicions d'elevada forga idnica, mentre que l'el-lucié posterior es fa mitjangant un
tampé de baixa forga idnica. La resina oligo(dT) que s’ha emprat era de Pharmacia-LKB i
la columna era una Econo column BIO-RAD de 10 ml de volum.

Protocol
1~  Es resuspenen 100 mg-200mg de resina oligo(dT) en 10 mi d'aigua DEPC i s'omplena una columna.

2-  S'equilibren les columnes amb:
3 ml d'aigua DEPC.
3mlde 0.1 M NaOH
5 mM EDTA
6 ml d'aigua DEPC
El pH de l'el-luit ha de ser menor de 8.0.
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3- Es renta la columna amb 10 ml de tampd de carrega x 1:
0.5M NaCl

20 mM Tris-HC1 pH 7.6
1 mM EDTA
0.1% SDS
4-  S'escalfa la mostra de RNA total durant 5 min a 65°C.
5-  Safegeix un volum igual de tampé de carrega x 2 ( queda x 1 final). La composicié correspon al
tampé de carrega x 1 del punt 3 d'aquest protocol amb el doble de tots els components.
6-  Saplica la mostra de RNA i es recull I'el-luit .
7- L'el-luit es torna a escalfar 5 min a 65°C, i es deixa refredar.
8-  Es torna a carregar la columna amb aquest primer elluit.
9-  Esrenta amb 10 ml de tamp6 de carrega x 1 (punt 3 del protocol).

10.- Esrenta amb 4 ml de tampé de baixa concentracié de sals:

0.1 M NaCli
20 mM Tris-HC1 pH 7.6
1 mM EDTA
0.1% SDS
11.- S'acaba d'el'luir amb 1.2 ml de tampé de baixa concentracié de sals (punt 10 del protocol) i es
recullen 3 fraccions de 400 ml.
12- A cada fraccié s'hi afegeix: 0.1 vol d'acetat sddic 3M pH 5.3
2.5 vol d'etanol fred (-20°C)
Es barreja bé.
13-  Es deixa tota una nit a -20°C o bé 15 min en gel sec.
14.-  Es centrifuga 30 min a 4°C,
15.- S'asseca el sediment, perd no de forma excessiva.
16.- Es resuspén en 100 pl d'aigua DEPC. Es deixa 15 min a 65°C. Es guarda a -20°C o a -70°C. Per

mesurar-ne la concentraci6, es pot fer per lectura de densitat dptica.
L'electroforesi del RNA poli AY es fa com si es tractés de RNA total (veure punt 8.1.3.).

12.4. Transferéncia Northern.

Consisteix en el mateix tipus de transferéncia que la de Southern encara que l'Acid
nucleic transferit és RNA. El RNA, a diferéncia del DNA, no requereix un tractament
previ a la transferéncia, ja que és un acid nucleic monocatenari. Les millors
transferéncies son les semi-seques, és a dir, aquelles que a I'inici es fan amb una solucié
d'elevada forca iodnica, i finalitzen amb el propi tampé del gel com a suport fisic de la
transferéncia. Donat que l'extraccié i obtenci6 de RNA presenta dificultats, les
membranes emprades sén de nylon, per a permetre la seva reutilitzaci6 i rehibridacié
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amb diferents sondes. Es convenient realitzar diferents tipus de controls, a part dels
controls positiu i negatiu d'hibridacié, hem fet un control de carrega: hibridant amb una
sonda que, en principi, detecta un gen d’expressi6é constant al llarg del desenvolupament.
La sonda elegida ha estat la del gen de I'actina Hd19 de D.melanogaster. (Fyrberg et al.,
1979).

13. PCR. REACCIO DE POLIMERITZACIO EN CADENA

L'establiment de les condicions de la PCR sol ser empiric. Es proben unes certes
condicions generals depenents de la longitud i seqliéncia del DNA, que serveixen
especialment per coneixer la Tm dels oligonucledtids. Aquestes condicions s’han assajat

sobre un plasmidi control que sabem que conté el DNA que es volia amplificar.

13.1. Disseny dels oligonucledtids.

S'han dissenyat quatre oligonucledtids 17-mer corresponents a seqiiéncies molt
conservades del primer i segon exdé del gen Adh: 5' ATTGGCCTGGACACCAG3' i
5' ACGGGCACCTGGTAGAT 3" i al segon i tercer ex6 del gen Adh-dup: 5'
CAAGGTTCTCATGACCA 3'i 5' CTGGACCCGTCGCCAGT 3.

13.2. Condicions experimentals de la PCR amb DNA gendmic

Aquest experiment s'ha realitzat per determinar I'existéncia de retroseqiiencies del
gen Adh en el genoma de les espécies: D.melanogaster, D.ambigua, D.subobscura,
D.madeirensis, i D.guanche. S’ha emprat en cada cas 1 pg de DNA gendmic i 20 mM dels
dos encebadors. S'han seguit les instruccions recomanades per la casa manufacturadora
de la Taq polimerasa (BRL). Les condicions experimentals per als cicles han estat:

- 1 min a 94°C per a la desnaturalitzacié

- 2 min a 55°C per a I'anellament

- 5 min a 72°C per a la polimeritzacié del DNA
Aquest cicle es repeteix 35 vegades.

Es va carregar 1/10 del volum de la reaccié en un gel d'electroforesi (veure punt 8.1.2.).

NOTES: a) Els resultats milloren si la concentracié de MgCl és aproximadament entre 4 i 6 mM, en lloc de

1.5 mM.
b) Es interessant assenyalar que aquestes condicions sén relativament astringents, donat que la

temperatura d'anellament és la mateixa que la Ty, quan normalment s'aconsella que sigui inferior

en 5°C,
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13.3. Condicions experimentals de 1a PCR amb RNA total

Aquest experiment s'ha realitzat per determinar I'expressié del gen Adh-dup a les
especies estudiades, en particular, hem intentat posar-ho a punt sobre RNA d'adults de
D.melanogaster i D.ambigua. Donat que en l'obtencié6 de RNA total podia haver-hi una
certa contaminaci6 de DNA gendomic, s'ha efectuat un tractament previ amb DNasa
(liure de RNases). Es va procedir a la sintesi de cDNA mitjangant transcriptasa inversa, i
per tltim, la reacci6 de PCR. En els experiments de PCR sobre RNA genbmic, es varen
emprar 2 g de RNA total.

Protocol
1.- Tractament amb DNasa (lliure de RNases)
10 ultamp6x2: 0.2 mM NaAcO
5 mM MgSOy4

x p1 RNA (2 mg)
0.5 pl DNasa
xul H2O
El volum final és 20 pl. Es deixa 15 mina 37°C.
2.- Extraccions fendliques.
3-  Precipitacions segons el métode habitual.
4-  Resuspensi6 en 2 ul d'aigua. Es deixa iO min a 65°C,
5-  Sintesi de cDNA
2 pul de RNA tractat
8 ul de dNTPs (1 mM cadascun)
0.5 pl d'inhibidor de RNasa
x pl d'oligonucledtid de seqiiéncia complementaria del RNA (20 mM)
x pl de MoMuLV (200 u)
x pl de MgCl2 (6mM final)
El volum final és 20 pl. Es deixa 10 min a 23°C
6.- Esdeixa 60 mina 42°C.
7- S'inactiva amb 10 min a 95°C.
8- Reaccié de PCR
S'hi afegeixen als 20 pl:
8l de tampé PCR x 10
x ul de l'altre oligonucleotid
0.5 pil de Taq polimerasa
x pl de MgCl (de 2 mM a 4 mM final)

x pul d'aigua
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El volum final és de 100 ul. Els cicles del PCR es fan segons les mateixes condicions especificades a

132

Es carrega 1/10 del volum de la reaccié en un gel d'electroforesi (veure 8.1.2.)

14. HIBRIDACIONS in situ SOBRE CROMOSOMES POLITENICS

Aquesta técnica s'ha realitzat seguint les indicacions inicialment descrites per Gall i
Pardue (1968). Per a l'obtencié dels cromosomes politénics es van extreure glandules
salivals de larves del tercer estadi de diverses espécies de Drosophila, que es van fixar en
acid acetic al 45%. Després del squash i la congelacié en nitrogen liquid es varen
deshidratar les preparacions mitjangant una serie alcohdlica. A partir d'aquest punt es va

seguir el protocol segiient:

tocol

1- S’incuben les preparacions en 2 x S5C durant 30 min a 65°C.

11.-

Es deshidraten en una série alcohdlica i s'assequen a l'aire.
Abans de la hibridaci6é es submergeixen les preparacions de 2 min a 3 min en una solucié 0.07N de
NaOH per desnaturalitzar el DNA cromosdmic.
Seguidament es renten en 2 x SSC per 3 vegades durant 5 min.
Es deshidraten en una série alcohodlica i s'assequen a l'aire.
S'escalfa la solucié d'hibridacié durant 10 min a 90°C. Per a 10 preparacions es necessita 1 ug de
sonda biotinada marcada pel metode de nick-transiation (veure punt 4.1.) i diluida fins 200 pl de
volum final en:
Solucié d'hibridacié:

1 pg de sonda biotinada

50% de formamida (v/v)

10 % de sulfat de dextra (w/v)

0.4 ug d'esperma de salmé

2x88C
D'aquesta soluci6 es posen 20 ul a cada preparacié, que es cobreixen mitjangant un cobreobjectes, i
es sellen amb goma.,
Es deixen en una cimara humida a 80°C durant 10 min.
La hibridacié es realitza en la cAmara humida de 16 h a 20 h a 37°C.,
Es procedeix als rentats despres de treure els cobreobjectes, sumergint les preparacions en 2 x 55C
durant 10 min per 5 vegades. El primer rentat es fa a temperatura ambient, els dos segiients a 42°C i
els dos 1ltims a temperatura ambient.

S'incuben en una solucié que conté 0.1% (v/v) de Trit6 X-100 en PBS durant 5 min.
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12-  Es fan dos rentats més de 5 min en PBS.

13- Es submergeixen en una solucié de 1% BSA (w/v) en PBS a temperatura ambient durant 20 min.

13- La deteccié es fa mitjangant un complex d'estreptavidina-peroxidasa (Boehringer Mannheim)
durant 90 min.

14.-  Es renten les preparacions en 2 x SSC durant 5 min per 2 vegades.

15.-  Es fa un altre rentat amb una solucié que conté 0.1% (v/v) de Trit6 X-100 en PBS durant 5 min.

16.- Periltim, es fan dos rentats més de 5 min en PBS.

17- L'activitat peroxidasa es detecta amb 0.005% (w/v) de diaminobenzidina com a c.:rombgen ien
preséncia de 0.0003% (v/v) de perdxid d'hidrogen (al 30%) de 5 min a 7 min. La reacci6 es finalitza
per dilucié en aigua.

18- Els cromosomes es poden tenyir mitjangant GIEMSA: dilucié al 10% del colorant (Merck) en tampé
fosfat (NaHPO4 0.0412 M, NaHPO4 0.0252 M) i es deixa tenyint durant uns 7 min. Per evitar el
precipitat del GIEMSA sobre les preparacions, es destenyeix per dilucié a l'infinit amb aigua

corrent, per sobreeiximent del colorant.

Per a la identificacié de les bandes s'han seguit els mapes del cromosomes politenics
establerts: per D.subobscura, Kunze-Miihl i Muller (1958); D.ambigua, Mainx et al. (1953);
D.guanche, Molté et al. (1987) i D.madeirensis, Papaceit (1988).

15. SOFTWARE

Comparacié de seqiiencies

Dos programes s’han emprat per als alineament de seqtiencies: el GAP i el BESTFIT
del paquet GCG de la Universitat de Wisconsin (Devereux et al., 1984). Mentre que el
GAP utilitza tota la seqiiencia per a l'alineament, el BESTFIT utilitza només aquella
regié que presenti una similitud o homologia més gran.

Recerca de seqiiéncies amb homologia al GenBank/EMBL
S'ha emprat el programa WORDSEARCH del paquet GCG de la Universitat de
Wisconsin (Devereux et al., 1984).

Prediccions d'estructura secundaria

S'han emprat els programes PEPTIDESTRUCTURE i PLOTSTRUCTURE del paquet
GCG de la Universitat de Wisconsin (Devereux et al.,, 1984). Els perfils
d'hidrofobicitat/hidrofilicitat han estat calculats amb l'algoritme de Hopp i Woods (1981)
i les prediccions segons l'algoritme de Chou i Fassman (1978).
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Arbres filogenétics

S'han emprat els programes FITCH, KITS i DNABOOTS del paquet PHYLIP
(J.Felsenstein, Universitat de Washington). Els programes FITCH i KITS es basen en el
meatode dels minims quadratics de Fitch i Margoliash (1967), perd mentre que el KITS
assumeix un rellotge molecular, amb creixement sincromic i produeix arbres amb arrel,
el FITCH no pressupésa rellotge molecular ni creixement sincronic de les branques, no
produeix arbres amb arrel perd accepta la introduccié d'espécies de referéncia o outgroup.
El DNABOOT calcula els bootstraps per a un determinat arbre, mitjangant el métode de

maxima parsimonia.
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