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“If you know you are on the right track, if you have this inner knowledge, then nobody

can turn you off... no matter what they say.”

“Si tu saps que estas en el cami correcte, si tu tens aquest coneixement intern, llavors

ningu et pot apagar aquest desig... no importa el que diguin.”

Barbara McClintock
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1. INTRODUCCIO

Presentacio

En aquest treball em proposo parlar dels elements transposables, també anomenats transposons
o elements mobils, que sén unes seqiiéncies de DNA que constitueixen una elevada proporcid dins
del genoma d’organismes eucariotes i procariotes. El primer indici de la seva existencia se situa a
mitjans del segle XX, amb la genetista Barbara McClintock. En aquell moment es va considerar
“DNA brossa” ja que consistia en seqliencies de DNA no codificants, pero avui, s’esta demostrant

gue tenen una gran importancia dins del nostre genoma.

Fins on coneixem avui, un nombre d’aquests elements es troben activats i salten dins del nostre
genoma. Conseqlientment, aquestes insercions generen una font de variacid genética i, en rars
casos, aquests esdeveniments causen mutacions que donen lloc a malalties les quals s’han
estudiat tant en humans com en ratolins. No obstant aix0, no es pot entendre el perque

d’aquestes insercions ni tampoc la seva causa.

Durant decades, els transposons s’han qualificat com elements egoistes ja que es mantenen dins
del genoma perquée alli es poden replicar junt amb ell. No obstant aixo, aquests elements
repetitius amb la capacitat de duplicar-se, de moure’s lliurement pel genoma i de provocar
reordenaments, possibiliten una important capacitat evolutiva en els genomes hostes®.
Actualment, s’esta comengant a considerar que aquests elements juguen un paper important en
I'evolucié dels organismes, probablement com a resultat del desenvolupament d’una relacié
simbiotica amb I'hoste, és a dir, una relaci6 en qué ambdds, tant I'hoste com I'element

transposable, es beneficien reciprocament.
Totes aquestes qlestions argumentades fins ara sén els punts que tractaré al llarg del treball.
Metodologia

Per desenvolupar-lo he utilitzat majoritariament recursos bibliografics: des d’un gran nombre
d’articles cientifics — la majoria en angles — fins a enciclopedies de biologia i genética. Per altra

banda, també m’he ajudat de pagines webs, tot i que la informacié en castella o en catala era

1 .pe . Y N . . , . .

No utilitzarem el significat classic d’hoste com a I'organisme que déna allotjament o nodriment, o les dues coses
alhora, a un altre; sind com a I'organisme en el qual es troben els transposons. Doncs els transposons formen part de
I'organisme, i no sén organisme per si mateixos, sind seqiieéncies de DNA.
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totalment escassa i m’he hagut de recolzar de pagines en anglés. Una gran dificultat, doncs, pel

gue fa a la recerca teorica.

Per altra banda, la part practica ha estat més facil, dins del que cap, ja que durant I'estiu vaig estar
a la Universitat Autonoma de Barcelona (UAB) realitzant I'estada a I'empresa tot participant al
Programa Argé, el qual es caracteritza per facilitar el contacte de I'alumnat amb el mén de la
universitat. Dins de la gran diversitat de temes i projectes que oferien, em vaig decantar per

“L’estudi dels transposons i els seus gens requladors en el genoma de la Drosophila”. No és un

tema que n’hagués sentit a parlar abans i és també aquest un dels motius que em va portar a tenir
una gran intriga per saber-ne més sobre el tema. Alli vaig realitzar diverses practiques en un
laboratori i em vaig endinsar en el mén de la investigacid, en aquest cas, de la genética. Per altra
banda també he pogut experimentar el primer contacte amb la bioinformatica. A causa del poc
temps que vam tindre, durant I'estada (només dues setmanes), per a realitzar la practica, la part
de bioinformatica va ser una tasca que vaig realitzar casa. Es per aixo que aquesta va ser una altra

part que va requerir molt d’esforcg, donat que mai abans havia utilitzat programes d’aquell tipus.
Justificacio i objectius

La tematica del treball de recerca va ser un punt bastant complicat al principi. Tenia molt clar que
el volia relacionar amb I'ambit biologic i de I'ésser huma, perd no sabia quin tema podria ser el

més adequat, ni quin estaria al meu abast pel que fa a la part practica.

Aleshores, vaig decidir participar al Programa Argé, tal i com ja he explicat abans, i gracies a ell
vaig poder gaudir d’'una gran estada envoltada de matrassos, vasos de precipitats i de tot tipus de
material utilitzat en els laboratoris. Al cap i a la fi, un altre dels motius pel que he escollit aquesta
tematica és perque es troba estretament lligada al futur al qual aspiro professionalment. L'ambit
de la investigacio és el que em crida més I'atencid, sobretot per poder respondre les causes i les
conseqliencies de gliestions encara no aclarides. Quiestions que ajudaran a millorar la qualitat de
vida de la nostra societat i a obrir un gran nombre de portes al mén de la ciéncia, la qual es troba

evolucionant dia rere dia.

Consequientment, I'objectiu que ens marquem és donar a conéixer el mén dels transposons i del
material genétic en general, el qual conté tota la informacid del nostre ser. Al mateix temps, des
d’un punt de vista practic, pretenem donar resposta a una questio: tenint en compte la diferent
activitat observada d’alguns transposons en l'organisme Drosophila subobscura, més coneguda
com a mosca de la fruita, pot, aquesta, ser deguda a una alteracid d’'un dels mecanisme de

regulacid de la transposicié?
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Com ja veurem més endavant, donar resposta a aquesta pregunta ens resultara molt complicat ja
gue les variacions donades en el material geneétic no es regeixen només a un canvi en la regulacié
d’aquest, sind també a d’altres factors externs com la latitud en qué viu I'organisme, I’habitat
d’aquest o la temperatura. Tot i aixi, els experiments realitzats m’han permés augmentar els meus

coneixements, en diferéncia, als qué tenia abans de comencar.
Eixos del treball

Aguest es pot dividir en dos grans parts: una primera, la part teorica, en que parlaré sobre els
transposons com a elements mobils, la seva classificacid, les seves conseqiiéncies... i en una
segona, la part experimental, en la qual utilitzo els conceptes coneguts a partir de la part teodrica
per poder estudiar en precisid un dels mecanismes de regulacié de la transposicid. Aixi doncs, he
realitzat el treball a partir de la part practica: coneixent I'objectiu d’aquesta vaig acabar de

concretar en queé s’havia de fonamentar la part teorica del treball en questio.

Abans de comencar, recomano a tots els lectors que facin un cop d’ull a 'annex 1, donat que
aquest tema és bastant especific, de certa complexitat i també facil de perdre’s. Alli hi trobareu
una petita introduccio a la genetica amb els conceptes basics i necessaris per poder comprendre
millor el contingut del treball i perqué sigui el maxim entenedor possible, des de les parts de la

cel-lula, passant pel nucli i material genétic fins a la teoria d’«un gen, un enzim».
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2.PART TEORICA

2.1. Que sén els elements transposables?

Els elements transposables (ETs) o transposons son seqiiencies de DNA que es troben en els
genomes de tots els organismes i que tenen la capacitat de moure’s d’un lloc a I'altre dins del
genoma. La seva preséncia en els genomes és bastant abundant donat que representen

aproximadament un 45% del genoma huma.

Encara que molts d’aquests elements poden codificar proteines, aquestes proteines no realitzen
funcions cel-lulars. Es per aixd que aquests elements, sovint, es descriuen com a DNA brossa (junk

DNA), juntament amb d’altres seqliéncies repetitives.

Freglientment aquests elements donen lloc a mutacions a través de la insercié en un altre gen tot
interrompent-lo, o a través de la induccié de modificacions, és a dir, de mutacions en la seqlieéncia

de DNA, com per exemple delecions, duplicacions i inversions.

A diferéencia dels plasmidis, els ETs no existeixen mai de forma independent, sind que sempre
formen part del DNA del cromosoma o del mateix plasmidi. Es per aixd que sovint sén descrits

com a parasits de DNA “egoistes”, de I'angles “selfish DNA parasites”.

Hi ha molts tipus diferents d’ETs, des dels que posseeixen una estructura molt simple per poder
moure’s, moviment conegut amb el nom de transposicid, fins els que tenen una estructura més
complexa i codifiquen funcions que no venen relacionades de manera directa amb la transposicio.

Tot i aixi, existeixen caracteristiques comunes en tots els transposons (Figura 1):

Element transposable
A

AGCGT ACGCTAZ

. ]

Repeticions terminals invertides

Repeticions directes flanquejants

Figura 1. Caracteristiques comunes en els transposons
Font: http://www.science20.com/curious cub/jumping genes and replication-82396
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e Repeticions directes flanquejants: son seqiiéncies P e —

H . escalonados en el DNA
de DNA relativament curtes que mesuren entre 3 i especifico.

12 pb2 de longitud i que poden trobar-se a ambdds I TAT o —
costats de la majoria de transposons. No formen t

part de I'ET i no es mouen amb ell, sind que es 1

. CGTCGAT] AL
formen durant el procés de transposicid en el lloc 14 AUCIAT
Elemento

. . L . F3 Un elemento transpanible |
en el que s’insereix I'element. En un mateix tipus transponible ) -Se"aifo",fsl,faf:iﬁ",;f

d’ET pot variar-ne la seqiiéncia d’aquesta repeticio, -

 CGTCGAT [T s

. . . . - oC] RGUTATC © %
perod la mida sera la mateixa. |

BB Los cortes excalonados

Las brechas se

> H [P H H dejan fragmentos cortos
La presencia de repeticions directes flanquejants :E:zr;%r:ﬂa;;f dE DNA 0e cadena simole.
. . , . . olimerasa
indica que quan el transposd s’insereix en el DNA Pl \
. CGTCGAT
. . — GCAGCTA
produeix talls escalonats en el filament. Els talls H\T\
escalonats deixen fragments curts de DNA de Repeticiones [ La replicacitn de este
directas DMA de cadena simple
. , , flanqueantes produce 1as repeticiones
cadena simple a cada costat de I'ET. Després, la directas flangueantes,
replicacié del DNA de cadena simple a través de Figura 2. Repeticions directes flanquejants,

formades per la insercié d’un transposé. Font:

, . . - .
I’ADN polimerasa produeix les repeticions directes llibre Biologia (Ed. Médica Panamericana)

flanquejants (Figura 2).

e Repeticions terminals invertides: seqliencies que mesuren entre 9 i 40 pb de longitud que sén
antiparal-leles pero complementaries al mateix temps. Es troben en els extrems de molts ETs,
tot i que no hi sén presents en tots. Aquestes seqiiéncies sén necessaries per tal que es
produeixi la transposicid i sén reconegudes pels enzims que catalitzen aquest mateix procés:

les transposases.

2.2. Historia i descobriment

La primera evidéncia dels ETs prové dels experiments de creuaments amb blat de moro de la
genetista nord-americana Barbara McClintock (Hartford, Estats Units, 1902 — Huntington, Estats

Units, 1992) en les décades de 1940 i 1950, fa més de 50 anys (Figura 3).

El descobriment dels ETs realitzat per McClintock es basa en I'estudi inicial del genetista Rollins A.
Emerson (1873 — 1947) relacionat amb els gens del blat de moro que produien grans de molts

colors. Gran part d’aquests grans presenten una pigmentacié complerta o sén incolors (grocs),

2 parells de bases: mesura de longitud d’acids nucleics de cadena doble. S’entén per dos nucleotids oposats en
cadenes de DNA o RNA complementaries enllacats per ponts d’hidrogen.
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perd Emerson va anar més enlla i quan va observar que alguns grans grocs tenien taques o ratlles
de color va plantejar que aquests grans provenien d’una mutacid inestable sense poder-ne trobar
la rad: una mutacio en el gen del pigment produia un gra incolor, pero si en algunes cél-lules el gen

tornava al seu estat natural apareixien en el gra taques de pigment.

En canvi, McClintock va
endinsar-se més en el tema i va
descobrir que la causa de la
mutacié inestable era I'existen-
cia d’elements genéetics capacos
de traslladar-se entre i a través
dels gens del genoma.
McClintock va observar que es
produia un trencament en el

cromosoma del blat de moro a

Figura 3. McClintock estudiant Pefecte dels elements transposables sobre Partir d’un gen que va anome-
el color del gra de blat de moro. Font: https://en.wikipedia.org/wiki
/Barbara_McClintock / http://blogthink big .com /barbara -mcclintock-

genes-saltarines/ Ds) perd només quan hi havia

nar Dissociacio (Dissociation,

un altre gen que va anomenar Activador (Activator, Ac). Basant-se en aquest fet, va poder deduir
que la regulacid de I'activacid i desactivacio de certs gens implicats en la coloracié del blat de
moro podia alterar-se com a consequeéncia de la presencia dels gens Dissociacid i Activador amb la
capacitat de transposicié, als quals va anomenar elements de control perqué controlaven

I'expressié d’altres gens.

Quan McClintock el 1948 va publicar els resultats del seu treball, aquests van ser mal interpretats i
ignorats durant molts anys. Tot i que McClintock es va sentir decebuda per la reaccié de la

comunitat cientifica, va continuar amb la seva investigacio.

No va ser fins el 1960 que es van descobrir els ETs en els bacteris gracies a I'avang en tecniques
moleculars i es va acceptar universalment la importancia de la transposicid. Entre 1970 i 1980,
gracies al desenvolupament de les tecniques de DNA recombinant, es va demostrar I'existencia

d’ETs en tots els organismes.

Des d’aleshores, un elevat nombre d’elements mobils han estat identificats tant en el genoma
d’organismes eucariotes com en el d’organismes procariotes. Avui en dia, el treball de McClintock

es troba entre els descobriments fonamentals de la genetica.


https://en.wikipedia.org/wiki%20/Barbara_McClintock%20/
https://en.wikipedia.org/wiki%20/Barbara_McClintock%20/
http://blogthink/
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El 1983 es va reconeixer la importancia dels descobriments de McClintock i va rebre el Premi

Nobel de Fisiologia o de Medicina.

2.3. Transposicio

La transposicio és el moviment d’'un ET d’un lloc a un altre. Hi ha diversos mecanismes de
transposicié que es duen a terme tant en les cel-lules eucariotes com en les cél-lules procariotes.

Tot i aixi, existeixen caracteristiques comunes en aquests mecanismes (Figura 1):
1) En el filament de DNA on es produeix la insercié de I'ET s’hi generen talls escalonats.
2) L’ET s’uneix als extrems de cadena simple de la seqliencia diana de DNA.
3) EIDNA present en les escletxes de cadena simple es replica.

A vegades, aquests elements s’anomenen “gens saltadors”, pero es pot

reuneixen mitjancant un plegament del DNA (Figura 4).

Els transposons varien en la seva selectivitat pels llocs diana, pero la Figura 4. Font:
https://ydequehablamosahora.wo

majoria poden moure’s a moltes localitzacions alternatives del DNA rdpress.com/2013/06/26/como-
los-transposones-se-duplican-y-
saltan-en-el-adn-sin-invadir/

on abans mai havien existit gens d’aquell tipus.

2.4. Mecanismes de transposicié

Tal com ja hem dit anteriorment, hi ha diferents mecanismes de transposicio:

La transposicio replicativa (“de copiar i enganxar”)

Consisteix en la introduccié d’una copia nova de I'ET en un lloc nou mentre que la copia vella

roman en el lloc original. Conseqiientment, hi ha un augment de copies de I'ET.
Els passos que se segueixen en la transposicié replicativa son els seglients (Figura 5):
1. Abans de la transposicié només hi ha la preséncia d’una sola copia de I'ET.

2. Formacid de la cointegracio: les dues molécules de DNA s’uneixen i I'ET es replica per

donar lloc a I'estructura de cointegracio formada per les dues molecules fusionades amb

dues copies de I'ET. Aquest pas esta format per 4 fases:

a. L'enzim transposasa, freqlientment codificat per I'ET, produeix talls d’una sola

cadena a cada extrem de I'ET i a cada costat de la seqliencia on s’inserira I'ET.
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b. Els extrems lliures de I'ET s’uneixen als extrems lliures de la seqiiéncia on s’inserira

aquest.

c. Es produeix la replicacio sobre els motlles de cadena simple de les sequencies i del

transposo.

d. Aquesta replicacié déna lloc a I'estructura de cointegracié formada per les 2 copies

de I'ET i les 2 copies de la seqiiéncia on s’havia d’inserir I'ET.

3. Resolucid de la cointegracid: consisteix en I'entrecreuament de regions dins de les copies

de I'ET que dona lloc a dues molécules, cadascuna d’elles amb una sola copia de I'ET.

Aquest pas depén dels enzims resolvases, codificats per I'ET o per un gen cel-lular.

BB Hay una copia del Una enzima transposasa posibilita Los extremos libres del elemento B 5¢ desarralla la replicacion en
elemento les cortes de cadena simple en cada transponible se unen a los los moldes de cadena simple
transponible, extremo del elementa transponible extremos libres de la secuencia a partir de bos extremaos libres

la secuencia donde 52 insertara el especifica. de estas cadenas. ..
elemento,
(a) (b) () ()
w W I.
~—Elemento | |
tra nsp-unlhle J
Secuencia_ —_— —_—
donde se
insertard
el elemento
..y continda a través del E -para producir la estructura de H El entrecruzamiento E _..origina dos copias
elemento transponible y las cointegracién, con dos copias del entre los sitios dentro separadas del
secuencias en las que elementa transponible ¥ dos copias de del elemento transponible.. elementa transponible.
5@ insertd... la secuencia en |3 que se insend
(g}

La nueva copia
A estd flangueada
por repeticiones
directas de la
secuencia en la

Q B - L ) C 2 mserw

Figura 5. Mecanisme de transposicio per replicacio el qual permet un increment de copies de I’ET. Font: llibre
Genética: Un enfoque conceptual (Ed. Médica Panamericana)

5 culntegran

a transposicio no replicativa (“de tallar i apeqgar”

Consisteix en la escissio de I'ET del lloc on es trobava i la seva insercidé en un lloc nou del DNA

sense augmentar-ne la quantitat de copies. Encara que I'ET es mou d’un lloc a un altre sense

replicar-se del tot, si que es repliquen les seqliencies de DNA que formen les repeticions directes

flanquejants.
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Per I'escissié és necessaria I'enzim transposasa codificada per I'ET. Després de I'escissié queda un
tall en el lloc de la insercid original. Aquests talls sén nocius per la cél-lula per aixd es reparen
eficientment: es replica el segment de DNA trencat a partir del motlle homoleg present en la
cromatide germana i, per tant, es restableix la copia original. Abans de la transposicié les dues
cromatides tenien una copia de I'ET. Després de la transposicié i de la reparacié del trencament la
guantitat de copies de I'ET haura augmentat en una unitat. Per tant, el nombre de copies d’ETs no

augmenta durant la transposicid, sind que augmenta gracies al mecanisme de reparacio.

2.5. Classificaci6 segons els mecanismes de transposicio

Existeixen diverses formes de classificar els transposons, com la forma taxondmica (Hull 2001),
gue es basa en les relacions de parentesc entre els ETs, o en funcid de les proteines implicades en
la transposicié (Curcio 2003). Ara bé, no existeix cap sistema que classifiqui clarament tots els tipus
d’elements descrits ni que determini la relacio filogenetica que hi ha entre ells. Per aquest motiu,
la classificacido més utilitzada és la més simple, la proposada per D. Finnegan el 1989 (veure annex

2) en dues grans classes, la classe | i la classe Il, en funcié del seu mecanisme de transposicio.

La classificacio presentada a continuacié inclou alguns exemples d’ETs dins de cada classe, pero no
hi apareixen tots els transposons coneguts fins avui ja que n’hi ha molts i no son rellevants per

poder fer-se una idea general del concepte i classificacié d’aquests.

Elements transposables de CLASSE | o retrotransposons. - _
Utilitzen el mecanisme de

transposicié a través d’un intermediari de RNA. Es a dir, 'ET (DNA) es transcriu a RNA, es
mobilitza, es retrotranscriu a DNA utilitzant un enzim especial que ells mateixos codifiquen, la

transcriptasa inversa, que genera repeticions directes flanquejants curtes a ambdds costats del

retrotransposo, i finalment el retrotransposoé s’insereix a la seva nova destinacioé.

Per tant, els retrotransposons es transposen per transcripcié inversa d’un RNA intermediari
mitjancant un mecanisme ADN-ARN-ADN (Figura 6). A més, no es troben en organismes
procariotes, sind que només en eucariotes. En els organismes eucariotes hi sdn presents tant els

transposons de DNA com els retrotransposons, encara que aquests Ultims hi sén més freqiients.

10
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Fins ara, es creia que els retrotransposons,
especialment els retrotransposons LTR, derivaven de
retrovirus per la semblanca en [I'estructura, les
funcions, les seqliencies genomiques o els moviments
perd, actualment, la hipotesi més acceptada és que
podria ser al revés, és a dir, que fossin els retrovirus

els derivats dels retrotransposons.

Els retrotransposons sén la unica familia d’elements
mobils que es troben actius en els genoma dels
humans i dels primats i son ells mateixos els que
serveixen com a font de variaci6 genética tot

generant noves insercions.

Es classifiqguen en elements autonoms, que sén els
capacos de codificar els enzims necessaris per la seva
transposicio, i en elements no autonoms. Els primers
inclouen dues subclasses, i els no autonoms inclouen
principalment les seqliencies SINEs, encara que

també n’hi ha d’altres com ara les SVAs.

» Elements autonoms amb LTR (Long Terminal

Repeticibn
directa

ﬁ::;::eante/ "’f‘ll:l.nqueante
d w
| ] T A e S ST T T

Transcripcion

Repeticitn  Relrotransposdn

RiMA . Il La secuencia del
] retrotransgposdn se
trarieribe on AMNA
Transcripchin
Inversa

l y sufre transcripoian
irversa para producr
DA de doble cadens

DMA de
cadena
doble

1B} 52 producen cortes escalonadcs
e el DHA donde se inseriard
ol elementa

i
e | 1 -=1
pu=y | EIEREE
EN El retrotranspostn se

imtegra al DA del

brsésped en el nuevo sitio
oy | | e | Emr
T . L&
Copla original del
retrotransposan

Copla nueva
del retrotransposdn

B La replicacddn liena La brecha en
&l Silig g maercitn y produge
Las repeticiones direclas
Margueantes.

Figura 6. Mecanisme de transposicio dels
retrotransposons. Font: llibre Genética: Un
enfoque conceptual (Ed. Médica Panamericana)

Repeat o Repeticio Terminal Llarga): comprenen el 8% del genoma huma i posseeixen

repeticions terminals llargues (LTR) formades per entre 200 i 600 pb en els extrems 5" i 3’

gue contenen senyals per la iniciacid i la terminacié de la transcripcié del ARN intermediari.

Per tant, aquestes repeticions terminals llargues tenen un paper fonamental en el

mecanisme de transposicié. Tal com hem dit, s"anomenen autonoms ja que tenen la

capacitat de codificar les proteines necessaries per a la seva transposicio.

La transcripcié inversa de I’ARN té lloc en el citoplasma.

Alguns tipus d’elements autonoms amb LTR sén els seglients:

Drosophila i es tracta d’un retrotransposé que mesura unes 5000 pb de longitud.

Aquest retrotransposé té repeticions directes, és a dir, no invertides, de 27 pb en

11
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cada extrem i dins de cadascuna hi ha repeticions terminals invertides. Quan
I'element cop es transposa, produeix repeticions directes flanquejants de 5 pb de
longitud en el lloc d’insercié. La quantitat d’elements copia en el genoma de la

Drosophila oscil-la entre 20 60.

troben repeticions directes denominades seqiiéncies delta que mesuren 334 pb de
longitud. Aquestes seqliencies contenen promotors que permeten la transcripcio

dels gens Ty a RNA per possibilitar-ne la transposicio.

» Elements autonoms sense LTR o non-LTR: la transcripcié inversa i la insercid es realitza en

el DNA del nucli.

Encara que hi ha una certa similitud entre els elements sense LTR i els elements LTR, el
mecanisme de transposicid i integracio dels elements sense LTR és diferent al dels elements

LTR a causa de I'abséncia de les seqliencies LTR essencials per aquests processos.

Tenen la capacitat de codificar les proteines necessaries per la seva transposicid, per aixo

se’ls defineix com a retrotransposons autonoms.

humans i representen aproximadament entre el 18 i el 21% del DNA huma. S’anomenen
llargues ja que les seqliencies LINE completes tenen al voltant de 6000 pb. Tot i aixi, la
major part de les copies estan escurgades i, per tant, la longitud mitjana és de només 900
pb aproximadament. Per altra banda, s"anomenen intercalades perqué es troben entre

repeticions directes flanquejants.

Al igual que les SINE (veure pagina 13), la major part de les LINE estan truncades en I'extrem
5.

Al llarg de diverses investigacions, s’han anat trobant en el genoma de diferents organismes
(insectes, protozous, fongs, aus, plantes, amfibis i mol-luscs) la preséncia de seqliencies amb
una gran homologia amb l'element L1, present en tots els mamifers, pel que fa a
I'estructura i a la seqliéncia, perd que es troben en un nombre de copies bastant baix i
inclUs tenen una localitzacié especifica. Es per aixd que s’han determinat unes propietats
globals dels elements LINE trobades comunament: sén elements mobils actius capacos de

codificar les proteines involucrades en el procés de la transposicid, posseir en I'extrem 3’

12
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una cua de poli (A) — regid rica en adenines — i contenir repeticions directes flanquejants

d’entre 5i 10 nucleotids.
Dins dels elements LINE es troben dues classes:

* FElements de lloc especific: sén els elements que poden integrar-se en una regid

especifica del genoma de I’hoste.

*  Elements de lloc no especific: elements que es troben inserits de manera dispersa al

llarg del genoma. En aquest grup s’hi troba I'element L1 d’humans o L1Hs, que
representa al voltant del 17% del DNA en humans. La majoria de les seqiiéncies dels
elements L1, el 95% d’aquests, es troben inactius i per tant no es poden moure a
noves localitzacions del genoma; pero una petita part de L1 especifics en humans es
poden retrotransposar-se de forma autonoma a noves destinacions. Aquestes

insercions estimulen 'aparicido de mutacions en el genoma de I’hoste.

» SINEs (Short Interspersed Nuclear Element o Element Nuclear Dispers Curt). Son

retrotransposons no autonoms que necessiten les proteines codificades pel transposé
LINE-1 (L1) per poder mobilitzar-se. Les SINE representen al voltant de I'11% del genoma

huma.

Aquests elements, majoritariament, sén copies de transposons que estan escurgats en
I'extrem 5’ a causa, probablement, que el procés de transcripcid acabés abans que es
copiés la seqliencia complerta. S’ha determinat que les SINE produeixen les mutacions

observades en més de 20 casos de malalties genétiques humanes.

Usualment sén seqiiencies menors de 500 pb que es troben disperses al llarg del genoma

de I'hoste.

Les sequencies SINE més conegudes son les Alu en els éssers humans, perd també n’hi ha

d’altres com ara les B1 de rosegadors, les ID de rates, les B2 de ratolins o les C de conills.

*  Seqliéncies Alu en els éssers humans. Totes les céel-lules humanes contenen més d’1

milié de copies d’Alu relacionades perd no identiques en els seus cromosomes que
representen un 10% del genoma huma aproximadament. Les sequéncies Alu estan
formades per uns 300 pb de llargada i produeixen repeticions directes flanquejants

curtes quan s’insereixen en el DNA.

No codifiquen cap proteina encara que soén transcrits a RNA, i si tenen alguna funcié

cel-lular, es desconeix.

13
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Cal observar que els ETs séon de gran importancia, doncs 1 de cada 600 mutacions que donen lloc a

malalties son degudes a la transposicié d’una seqiiéncia LINE o SINE (veure apartat 2.6).

Elements transposables de CLASSE Il o transposons de DNA.

Es mobilitzen en forma de DNA. Utilitzen els mecanismes de transposicid replicativa i el de

transposicid _no replicativa, perdo mai utilitzen intermediaris de RNA. Per poder realitzar la

transposicid codifiquen una transposasa.

Aguests elements es troben relativament inactius en els mamifers i en poca freqiéncia. Per
exemple, en els humans, els transposons de DNA representen una petita fraccié del genoma, un

3%.

Posseeixen repeticions terminals inverses curtes i generen repeticions directes flanquejants curtes

en els llocs on s’insereixen.

En els bacteris no s’hi troben retrotransposons, sind que només s’hi troben transposons de DNA.
Els ETs en organismes procariotes podrien haver estat una font evolutiva de virus, ja que tenen

certes similituds, com ara el fet que ambdds sén considerats elements genétics mobils.

La principal funcié dels transposons en bacteris és que permeten ajudar-los a adaptar-se a nous
ambients, com pot ser un ambient ric en antibiotics, on la seleccid natural afavoreix aquells
bacteris que posseeixen més gens per la resisténcia antibidtica els quals poden haver estat

transposats.
Podem trobar dos tipus principals de transposons de DNA en organismes procariotes:

1. Elements transposables simples: només contenen la informacié genetica necessaria pel seu

moviment. Els més coneguts sén:

o Seqiiéncies d’insercid (IS). Es el transposé més simple present en els cromosomes
bacterians i en els plasmidis. Es poden trobar en els bacteris, perdo també poden

infectar plasmidis i virus per tal de poder passar d’una cel-lula a una altra.

S’han trobat més de 20 tipus diferents de IS en els bacteris i els quals s’"anomenen IS
seguit d’un nimero d’identificacié. En el cas de I'organisme Echerichia coli representen
I'1’5% del genoma. Normalment tenen entre 800 i 2000 pb de longitud i posseeixen
tant repeticions terminals invertides com repeticions directes flanquejants que

produeixen en el lloc on s’insereixen, ja hem repetit moltes vegades.
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Majoritariament, contenen un o dos gens que codifiquen Unicament transposases, un
enzim, que tal com ja s’ha dit, catalitza el moviment de la IS d’un lloc a un altre dins del
genoma. El gen de la transposasa es troba delimitat per un parell de seqliéncies de
DNA no codificant del voltant de 20 a 40 nucleotids d’allargada que s’anomenen
repeticions invertides perqué la seqiiéncia de bases en un extrem de la IS es repeteix al
revés en l'altre extrem (Figura 7). La transposasa reconeix aquestes repeticions
invertides com els limits de la IS. Durant la transposicid, la transposasa s’uneix amb les

repeticions invertides i amb el lloc diana, i catalitza el tallat i apegat necessari del DNA.

Seqiiéncia d'insercio (IS)

5'  ATCCGGT... _ACCGGAT 3
3' __TAGGCCA. . _TGGCCTA &'
Repeticié Gendela Repeticio
invertida transposasa invertida

Figura 7. Esquema de I'estructura d’una seqiiéncia d’insercio. Realitzaci6 propia

Una IS pot provocar mutacions com la majoria de transposons si es transposa dins de
la seqliencia de codificacid d’un gen o en una regié del DNA que regula I'expressio
genetica. Aguest mecanisme de mutacio és propi de la cél-lula, a diferéncia de la
mutagenesis deguda a factors externs, com ara la radiacié ambiental i les substancies

guimiques.

2. Elements transposables complexes: contenen seqliencies de DNA les quals no estan

relacionades directament amb la transposicid, sind que transporten una informacié

addicional com pot ser un gen. N’hi ha de dos tipus:

o

Transposons compostos (Tn). Cada tipus de transposé compost s’Tanomena Tn seguit

d’un numero. Produeixen repeticions directes flanquejants en els llocs on s’insereixen.

Sén transposons que a més del gen de la transposasa, el qual és necessari per poder
moure’s, inclouen altres gens que els acompanyen durant la transposicid, com ara els
gens de la resisténcia antibiotica. Aquests gens addicionals, no necessaris per
transposar-se, es troben entre dues sequéncies d’insercid, que si que sdn necessaries
per transposar-se, ja que contenen el gen de la transposasa (Figura 8). Les IS presents
en els extrems d’un transposé compost poden tenir la mateixa orientacié o estar

invertides una respecte l'altra.
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Transposons compostos (Tn)

Gen de la resisténcia
= antibiotica 5

5 i—t 3
3 W 5
Repeticions Gendela

invertides fransposasa

Figura 8. Esquema de I’estructura dels transposons compostos. Realitzacié propia

Per tant, probablement, els transposons compostos es deuen formar quan una IS
s'insereix en una zona propera a un altre IS, i a partir d’alla es transposen

conjuntament amb el DNA que engloben entre elles.

El mecanisme que utilitzen els Tn consisteix en que una de les dues IS produeix la
transposasa la qual catalitza la transposicid d’ambdds IS, el que permet el transport del
DNA compreés entre aquestes dues IS. En el cas en que una de les IS sigui defectuosa, la

transposicié dependra de la sintesi de transposasa de I'altra IS.

o Transposons no compostos. Sn transposons que no contenen IS perd que posseeixen
repeticions terminals invertides, generen repeticions directes flanquejants en els punts

d’insercio i porten informacié no relacionada amb la transposicid.

Generalment finalitzen amb repeticions terminals invertides curtes. Els més coneguts sén els

elements Ac i Ds que es troben en el blat de moro, i els elements P que es troben en Drosophila.

I”

gens “elements de control” perqué controlaven I'expressié d’altres gens.

L’estructura i la funcié dels elements Ac i Ds del blat de moro sén similars a les dels ETs que
es troben en els bacteris: sén transposons de DNA que posseeixen repeticions terminals

invertides i generen repeticions directes flanquejants en els llocs on s’insereixen.

Elements Ac. Sén transposons de DNA que mesuren al voltant de 4500 pb de longitud que
inclouen les repeticions terminals invertides d’11 pb i les repeticions directes flanquejants
que generen de 8 pb de longitud. Cada element Ac conté un sol gen que codifica un enzim
transposasa. Aixo significa que els elements Ac sén autonoms, és a dir, que sén capacos de

transposar-se per si mateixos.
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Elements Ds. Son elements Ac, i per ., genotipo cc: sin transposicion

il Las células con el genotipo ‘ 2} .‘.y determinan el desarrollo
tant, transposons de DNA, amb una 0 ™" ¢ ro producen pigmento. . de un grano incoloro (amarill
N ’ - _ 0 blanco), |
varies delecions que van desactivar el ¢ : renotlpo
e : = Grano
gen que codifica la transposasa. Com Y il
que no son autonoms, els elements Ds -

només poden traslladar-se en (b) Genotipo Cc: sin transposicion
BLas células con el genot |pu’ £3 .. que da como resultado un |

preSénCia deIS elements Ac. ¢ producen pigmentao., | grano pigmen hdovuupwcﬂ |
. C Ii‘
Opcions _del genotip davant la : = ;: Gisss

. .., . plrpura
combinacio d’al-lels relacionats amb la

pigmentacio dels grans de blat de :

(c) Genotipo Cc —=C,c: transposicion

moro (Figura 9): : ;
8 Un elemento Ac produce | ﬂ que estimula |a transposicion de
| una transposasa.. | unelemento Ds al alelo C..

Cada gra d’una espiga de blat de moro
és un individu separat de la resta, i per
tant la pigmentacié de cada gra depén

d’uns al-lels codificadors de pigment:

% Crano

C: al-lel codificador de pigment ! amarillo
c: al-lel que no produeix pigmentacid : ‘
...y altera su func Oni : m Las células resuitantes tienen
i productora de pigmento | genotipo Cc y son incoloras.

e GENOTIP 1: cc = incolor, blanc
(d) Genotipo Cic —= Cc/Cc: mosaico (transposiaon
durante el desarrollo)

0 groc ;
B Un elemento Ac produce| ) ...que estimula Ia transposicién ulterior
{ Una transposasa.. del elemento Os en algunas células.
e GENOTIP 2: CC o Cc = R e NG
Ac ™ Ds
pigmentat, purpura =
e GENOTIP 3: Ci« -2 incolor, 2
1 Transposicion  Transposicion
blanc o groc. Quan un element Ac temprana “”d'a
Ds rep la influencia d’un g Grano

v ‘l jaspeado

element Ac, es transposa i
c

s'insereix en l'al-lel C, tot i CuandoelDsse transpone B3 Una céluls en Iz que se transpuso el Ds |

abandona &l alelo C, que i fuera del alelo C producird pigmento, i
. . . recupera su funcién ¢ lo'que determinara el desarrollo de |
impedint la  capacitat de manchas de color en un grana incoloro.|
produir pigment. Llavors, el gra Figura 9. La transposicié en els grans de blat de moro

estudiats per McClintock pel que fa a la pigmentacio.
Font: llibre Genética: Un enfoque conceptual (Ed Médica
Panamericana)

sera incolor perqué ni I'al-lel C;

ni el c atribuiran pigmentacio.
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e GENOTIP 4: Cc > incolor amb taques de color, conegut com a gra jaspiat.

Podriem pensar que es tracta del mateix cas que en el genotip 2, perd en aquest
cas, partim d’un genotip Cic. Es a dir, si 'element transposable se separa de I'al-lel
C; i es trasllada a una nova localitzacio, I'al-lel C; tornara a ser funcional i el genotip,
ara, sera Cc sent incolor amb taques o ratlles purpures anomenades sectors. La
mida del sector varia segons el moment en que es produeix I'escissio entre I'ET i
I'al-lel C;. Si I'escissié es produeix aviat durant el desenvolupament, moltes cel-lules
conservaran l'al-lel C funcional i el sector pigmentat sera gran. En canvi, si I'escissié
es produeix tard durant el desenvolupament, poques cél-lules conservaran l'al-lel C

funcional i el sector pigmentat sera petit.

longitud, encara que també hi ha elements P més curts a causa de delecions. Tots els
elements P posseeixen repeticions terminals invertides que mesuren 31 pb de longitud i

produeixen repeticions directes flanquejants de 8 pb en el lloc on s’insereixen.

Tots els elements codifiquen tant una transposasa com un repressor de la transposicid. La
funcié d’aquest repressor en el control de la transposicio es demostra en la disgénesi
hibrida. La disgenesi hibrida és I'aparicié sobtada de nombroses mutacions, d’aberracions
cromosomiques i d’esterilitat en la descendéncia d’'un creuament entre una mosca mascle
amb elements P (P’) i una mosca femella sense elements P (P): dP*x QP (Figura 10). En

canvi, el creuament de dP" x QP produeix una descendéncia normal.

La disgenesia hibrida és provocada per nombroses transposicions produides quan
s’'introdueixen elements P en una cél-lula que no els posseia anteriorment i quan una
mosca femella P* produeix ovuls, la proteina repressora s’incorpora en el citoplasma de
I'ovul i aixo impedeix el desenvolupament de transposicions en I'embrid i, per tant, de
I'aparicié de mutacions. La descendéncia sera fertil. En canvi, una mosca femella P" no
produeix el repressor i no 'emmagatzema en el citoplasma dels seus ovuls. Quan es
produeix la fecundacié entre 3P*x 9P, I'abséncia del repressor permet que els elements P
aportats pels espermatozoides desenvolupin una transposicié rapida en I'embrid i, per

tant, de mutacions, i determinen la disgenésia hibrida.
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feeP+ X P-S e Yp- X P+
: Sperm Sperm

‘PPP =
-
Selements are activated
. DISGE 5
& o VES! Higpyp,

Figura 10. La disgénesi hibrida causada per la transposicio de I’element P en Drosophila
Font: http://oamigodewigner.blogspot.com.es/2010/01/0-elemento-p-das-drosophilas.html

Recentment, a més de les dues classes nombrades anteriorment, s’ha afegit un nou tipus de
transposons anomenats MITE, que es troben en els genomes eucariotes i els quals comparteixen
propietats amb els retrotransposons (classe 1) i amb els transposons de DNA (classe Il). Sén
seqliéncies curtes de 100 a 400 pb que es troben presents en un alt nombre de copies per
genoma, de 3.000 a 10.000, i no tenen capacitat codificadora. Per tant, han perdut la capacitat de

transposar-se independentment.

2.6. Impacte dels transposons en el genoma

El genoma huma és el més ben caracteritzat a tots els nivells i és molt similar al del ratoli, al de
rata i al de gos. Tots ells es caracteritzen per la massiva presencia de DNA repetitiu en forma de
repeticions disperses. Aquestes repeticions sén, principalment, retrotransposons non-LTR, SINEs,

retrotransposons LTR, i transposons de DNA (Taula 1).

Retrotransposons Retrotransposons | Transposons
non-L1F')R SINEs LTRp de FI;NA L=l
Home 20,42% 13,14% 8,29% 2,84% 44,83%
Ratoli 19,2% 8,22% 9,87% 0,88% 38,55%
Rata 23,11% 7,05% 9,04% 0,81% 40,31%
Gos 18,74% 10,57% 3,68% 1,98% 35,15%

Taula 1. Realitzacio propia
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Avui en dia es coneix la seqiiéncia complerta del genoma huma. A partir d’aqui, sabem que I'1’5%
del genoma codifica per a proteines. Per altra banda, coneixem de que esta format el 98’5%

restant, el qual no codifica per a proteines, rRNA o tRNA.

Quasi bé el 45% del genoma huma esta compost per seqliencies derivades d’ETs, encara que avui
la major part d’aquests elements es troben desactivats i ja no poden transposar-se (Figura 11). Tot
i aixi, hi ha transposons que es troben activats dins del genoma que realitzen insercions que poden

resultar ser perjudicials o beneficioses segons la regié en que I'’element sigui inserit.

1,5%

B Introns i seqléncies reguladores (24%)

m DNA no codificant Gnic (15%)

m DNA repetitiu no relacionat amb elements
transposables (15%)

m DNA repetitiu que inclou elements
transposables i seqléncies relacionades (44%)

m Exons (regions de gens codificadors de
proteines, rRNA o tRNA) (1,5%)

Figura 11. Tipus de seqiiéncies de DNA en el genoma huma. Tot i que una part del DNA repetitiu esta format pels
transposons (veure annex 3), també hi ha DNA repetitiu que no es relaciona amb ETs (15%) i s’origina per errors
produits durant la replicacid o la recombinacié del DNA. Es troba en els telomers.

Generalment la transposicié és mutageénica ja que els transposons es poden inserir en altres gens i
alterar-ne la seva funcid. Se sap, per exemple, que més de la meitat de totes les mutacions
espontanies que es produeixen en I'organisme Drosophila sén degudes a la insercié d’un ET en un
gen funcional o prop d’ell. Per altra banda, tenint en compte que la transposiciéd implica un
intercanvi de sequiencies de DNA, una recombinacié homologa i una modificacié de I'estructura i
de I'expressié del gen, es produeix un reordenament del DNA que déna lloca a duplicacionsg,

delecions” i inversions® (Figura 12). Tot i aixi, els reordenaments del DNA també poden ser el

: Repeticié d’'un segment d’un cromosoma que permet augmentar el material genética i, gracies a mutacions
posteriors, poden determinar I'aparicié de nous gens durant el procés evolutiu.

* perdua de nucledtids o de, fins i tot, un fragment del cromosoma. Les conseqiiéncies que comporten solen ser greus
podent arribar a ser letals.
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Figura 12. La transposicio també produeix un
reordenament del DNA en el genoma.

Font: llibre Genética: Un enfoque conceptual (Ed. Médica
Panamericana)
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resultat de I'escissié d’ETs en una transposicié
no replicativa (“de tallar i apegar”), ja que si el
DNA trencat no es repara correctament, es pot

desencadenar un reordenament cromosomic.

Des del punt de vista evolutiu s’estableix que
les insercions inutils i perjudicials d’ETs haurien
d’estar seleccionades en contra, mentre que les
insercions beneficioses haurien de tindre un

avantatge i ser conservades.

La major part de les insercions d’ETs s’espera
gue tinguin poques conseqliencies pel genoma
de I'hoste i que, per tant, tinguin poc o cap
impacte en la funcié dels gens. Ocasionalment,
al llarg de I'evolucié, la transposicié pot activar
un gen o canviar el fenotip d'una cel-lula
beneficiosament. Rarament, les insercions
d’ETs tenen un efecte perjudicial en el genoma
de I'hoste que poden provocar canvis mortals

per I'organisme.

Per exemple, els ETs bacterians poden ser
portadors de gens que codifiquen resisténcia
als antibiotics i diversos ETs han creat
mutacions en insectes que generen resisténcia
a insecticides. De fet, els transposons que han
induit a contribucions innovadores en el
genoma han evolucionat juntament amb els

seus hostes.

5g . . . . . . o \ o
Es el canvi de sentit d’'un fragment en el cromosoma. No solen comportar perjudicis a I'individu, pero poden arribar a

afectar la descendéncia.
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Tot i aixi, la transposicié en teixits somatics® probablement només resultaria una pérdua de

funcionalitat en I’hoste, sense cap benefici per I'element.

Es pensa que la transposicio de l'element L1 d’humans es limita a inserir-se en cel-lules
indiferenciades, és a dir, en cel-lules germinals primerenques i cel-lules tumorals. Aixo pot deures
al fet que hi ha menys metilacié’ en les cél-lules indiferenciades, és a dir, que lI'element L1 té una
facilitat més gran en inserir-se en aquest tipus de cel-lules. De fet, s’ha proposat que un dels
proposits de la metilacid és reduir la expressié d’elements mobils en cel-lules diferenciades,

probablement per no repercutir en el genoma.

Un altre mecanisme de control que protegeix l'organisme de mutacions perjudicials és
I'especificitat d’insercid d’alguns transposons en zones no codificants del genoma. Per exemple,
I'endonucleasa, I'enzim codificat per I'element L1, ha patit una evolucié positiva pel

reconeixement d’estructures d’ADN no codificants per tal d’evitar insercions perjudicials.

L'altre cas d’insercié beneficiosa és la insercié d’un ET en I'enzim a-amilasa salival humana. Al llarg
de la historia evolutiva dels mamifers, aquest gen que es manifesta en el pancrees, s’ha duplicat
diverses vegades, pero fa uns 20 milions d’anys, un retrotransposé es va mobilitzar i es va inserir a
prop d’una de les copies del gen, fet que va permetre que el gen s’expressés en les glandules
salivals. Aquest esdeveniment només va ser present en la rama dels primats incloent hominids,
ximpanzés, goril-les i orangutans, i va ser molt important ja que va permetre la capacitat de

degustar el gust de la glucosa i probablement aixo va ajudar a reconeixer I'aliment.

Un altre exemple molt clar de transposicié és el cas del raim. Existeixen diverses varietats: n’hi ha
de negre, vermell i blanc, les quals son el resultat d’'una alteracié de la produccié de pigments
vermells anomenats antocianines. No podem categoritzar aquesta transposicid de beneficiosa o

perjudicial, siné que simplement és el resultat de I'evolucié.

El raim vermell prové d’una mutacié en el raim blanc, i aquest prové d’'una mutacié del raim negre.
La mutacié en el raim negre consisteix en la insercié d’un retrotransposé de 10.442 pb anomenat
Gretl a prop d’un gen que promou la produccié d’antocianines: VvmybA1l; d’aquesta manera
Gretl altera les seqliencies que regulen el gen i anul-la la produccié de les antocianines, fet que

déna lloc al raim blanc. En canvi, la mutacio en el raim blanc es deu a la delecié de gairebé tot el

® ’anomena teixit somatic al teixit format per un conjunt de cél-lules somatiques que sén aquelles que conformen el
creixement dels teixits i organs d’un ésser viu pluricel-lular.

’ Consisteix en afegir grups metils (-CH) a les bases nitrogenades de ’ADN que té com a funci6 regular I'expressié
génica.
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: retrotransposé  que  permet
En las uvas negras, el gen

VumybAT regula ia sintesis de I'expressio  parcial del gen
los pigmentos antocianinas.

encarregat de la produccié de les

/
VemybA | f o
s — antocianines. Aquesta segona
mutacié ddéna lloc al raim vermell,
Mutacion

on la produccié del pigment no és
En las uvas blancas se produjo

Cret! retrotransposén la insercion de un retrotranspo- tan intensa com en el raim negre
2 A S s6n cerca del gen VvmybAT, in-
— == terrumpiendo las sintesis de las original (Figura 13).
\ antocianinas.
A més, els ETs i la seva habilitat per
\ VvmybAl 4 .
— - ——  — a transposar-se han ajudat a les
L ———
cel-lules a desenvolupar unes
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En |as uvas rojas, una sequnda ) )
v mutacion remavié la mayor exemple, en la planta Arabidopsis
parte del retrotransposon
dejando un fragmento. La pro- thaliana, una proteina transposasa
duccian de las antocianinas se
restaura parcialmente codificada per un ET regula els
gens de la planta i ha esdevingut
VvmybA]
- = essencial pel seu creixement. Un
L —————

altre exemple podria ser un
mecanisme que genera la

Figura 13. La mutacié en el raim que déna lloc a les diferents varietats diversitat d’anticossos en el
és una alteracio de la produccié de pigments vermells anomenats . o
antocianines. Font: llibre Genética: Un enfoque conceptual (Ed. Médica Sistema immunitari de vertebrats

Panamericana . ..
) el qual hauria pogut estar originat

per un ET que s’inseris en la linia germinal d’un avantpassat fa uns 450 milions d’anys.

S’han proposat diverses hipotesis per explicar la preséncia universal dels ETs, perd no s’ha arribat

a poder entendre’n la raé.

1) Hipotesi de la funcio cel-lular: postula que els transposons tenen una funcié beneficiosa

dins de la cél-lula, com ara el control de I'expressié dels gens.

2) Hipotesi de la variacié geneética: proposa que els ETs tenen una activitat mutagenica que
proporciona una variabilitat genética util perqué permet que les espécies s’adaptin als
canvis ambientals. Encara que algunes mutacions causades per transposons podrien
permetre un benefici per les especies, la major part de les mutacions produides per
transposicions solen tindre efectes perjudicials i/o nocius. A més, tenint en compte que

molts organismes han desenvolupat mecanismes per tal de regular la transposicid, porta a
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pensar que no té una funcié massa beneficiosa dins del genoma i és per aixo que el que

intenta la cél-lula és regular-ne I'expressio.

3) Hipotesi del DNA “egoista”: planteja que els transposons no tenen cap funcié dins de la
cel-lula, sind que només existeixen per la seva capacitat de replicar-se i escampar-se. Es

considera que no aporten beneficis a la cel-lula i que inclis poden arribar a ser nocius.

Tot i no poder-ne concloure una funcidé concreta el que se sap és que la capacitat d’aquests
elements per augmentar el seu nombre de copies ha contribuit a la gran mida de molts genomes

d’organismes eucariotes.

En resum, donat que els ETs es propaguen per insercié en noves localitzacions en el genoma que
habiten, es podria pensar que la mobilitzacié d’aquests elements no portaria cap benefici a
I'organisme hoste i que per aixd serien desactivats per, finalment, desapareixer. Tot i aixi,
existeixen evidéncies que demostren l'activitat d’aquests elements i a més s’han descrit
nombrosos casos que mostren que la insercié d’un element no és necessariament perjudicial, sind
gue pot exercir importants funcions i inclis donar lloc a un nou patré d’expressié génica que
podria oferir un avantatge evolutiu. D’aquesta manera, I'analisi, des d’un punt de vista evolutiu, de
I'efecte de les transposicions dels elements mobils sobre els organismes hostes, mostra com
aquests elements en alguns casos evolucionen coincidentment amb I'hoste. Es a dir, s’esta
comencant a considerar als ETs, com a fonts de variabilitat amb un paper important en |’evolucid
dels organismes, com a resultat del desenvolupament d’una espécie de relacié simbiotica entre els

ETs i el seu hoste.

No obstant aix0, ens trobem en les primeres etapes de poder comprendre com les insercions dels
elements mobils influeixen en fenotips especifics i en quin grau contribueixen a la diversitat

genetica i al desenvolupament de malalties.

2.6.1. Impacte negatiu: mutacions

Tal com s’ha dit anteriorment, les insercions dels ETs poden desencadenar a l'aparicié de
mutacions i al seu torn de malalties. Els nous gens i els nous al-lels només s’originen per
mutacions, canvis en la seqliencia de nucleotids del DNA. Tot i aixi, la mutacié d’un gen determinat

per transposicid es produeix rarament, al voltant d’'un milié en 10 milions de generacions.

Quan es produeix una mutacid no es possible predir com alterara el DNA ni quines seran les
conseqliencies. La major part de les mutacions es produeixen en les cél-lules somatiques i es
perden quan l'individu mor. Pero les mutacions en les cel-lules reproductores o gametes poden ser

transmeses a la descendéncia, i només una petita fraccié d’aquestes es dispersa en les poblacions.
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Un dels ETs més estudiats que han donat lloc a malalties és I'’element L1 en humans. El 1988, per
primera vegada, es va trobar que I’element mobil L1 era 'agent causant de I’lhemofilia del tipus A®
guan es va comprovar que la insercid de I'element L1 en el gen del factor VIII donava lloc a un

procés patologic de la mateixa malaltia.

Al llarg dels ultims anys, s’han descrit noves insercions de I'element L1 com ara en el gen de la B-
globina, en el gen APC®, mutacié que causa I'aparicié de cancer de colon com veurem més
endavant; o més recentment en el gen DMD en pacients amb distrofia muscular de Duchenne®.
També s’han trobat insercions d’aquests elements en gens que desenvolupen la malaltia de la
immunodeficiencia combinada greu (SCID, severe combined immunodeficiency) que es tracta
d’una malaltia hereditaria que es caracteritza per una deficiencia immunitaria greu que afecta tant
la immunitat cel-lular™* com la immunitat humoral*®. A més, en alguns casos, les insercions dels
transposons han estat responsables del desenvolupament de la porfiria, malaltia hereditaria que
consisteix en una alteracié metabolica basada en un augment de la sintesi de porfirines™.
Actualment, 8000 persones a Sud Africa posseeixen el gen causant d’aquesta malaltia metabolica

la qual ha anat passant de pares a fills a través de la linia germinal.

Mentre que la majoria de les insercions anomenades succeeixen en la linia germinal o durant el
desenvolupament primerenc, la insercid en el gen APC es va trobar en cél-lules de cancer de colon,
perd no en altres cél-lules del pacient. Aixo vol dir que la transposicid no només pot passar en

cel-lules germinals sind també en cel-lules somatiques.

Durant els Ultims anys, s’ha descobert que el cervell huma conté un gran nombre de transposons;
descobriment que podria aclarir les causes de certes malalties neurologiques, com I'esquizofrénia,
malaltia que es caracteritza per alteracions de personalitat, al-lucinacions i perdues del contacte
amb la realitat. Anteriorment, s’havia descobert que els transposons LINE-1 saltaven de forma
atzarosa d’un lloc a I'altra del genoma en les cél-lules cerebrals dels ratolins. Es per aixd que el
seglient estudi va ser descobrir si aquest mateix fet també passava en el cervell huma. L’estudi es
va basar en treballar sobre mostres de DNA agafades del cervell, fetge i cor d’humans adults i

comparar-ne els nivells d’activitat dels LINE-1. Tal i com s’esperava, en cada mostra d’un mateix

& Déficit de coagulacié de la sang.

° Gen supressor tumoral que codifica una proteina que juga un paper important en la supressio de tumors.

1% Trastorn hereditari gue provoca debilitat muscular que empitjora de forma molt rapida.

" Tipus de resposta immunitaria contra microorganismes intracel-lulars capacos de sobreviure i proliferar-se a
I'interior de les cél-lules de I'organisme hoste, lloc al que no tenen accés els anticossos.

!> Mecanisme de defensa en contra de microorganismes extracel-lulars que no ataquen a la cél-lules, siné que ataquen
a macromolecules, com per exemple, els anticossos.

2 pigment natural de color roig-purpura.
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individu existien moltes més copies de LINE-1 en les cel-lules cerebrals que en les de fetge i cor.
Aquest fet va permetre comprovar que els ETs realment salten en les neurones, i a més, es troben

actius, fet que contrasta amb la preséncia de LINE-1 a la resta de teixits corporals.

De fet, a part de conéixer que hi ha un cert augment en la quantitat d’elements LINE-1 en el teixit
cerebral, s’ha trobat, també, un augment considerable del nombre de copies de I'element L1 en

cervells de persones que pateixen esquizofrenia.

Per altra banda s’ha observat una relacid entre I'expressid d’elements LINE amb processos
cancerigens. El cancer és un conjunt de malalties en les que les cél-lules escapen dels mecanismes
de control que normalment limiten el seu creixement i es produeix un creixement tumoral dels
teixits, de caracter maligne que altera les funcions bioldogiques normals. Els mecanismes de
regulacid génica que funcionen malament en el cancer son els mateixos que desenvolupen
tasques importants en el desenvolupament embrionari, la resposta immunitaria i molts altres

processos biologics.

Les mutacions que alteren qualsevol dels gens que regulen el creixement i la divisio cel-lular en les
cel-lules somatiques poden conduir al cancer. L’agent responsable de tal modificacié pot ser la
mutacio espontania a I'atzar. Tot i aixi, és probable que moltes mutacions que causen cancer
siguin resultat d’influéncies ambientals, com els carcinogens quimics, els rajos X i certs virus

tumorals els quals transformen les cél-lules normals en canceroses.

Poder coneixer les causes del cancer significa poder coneixer com un protooncogen, un gen que
codifica proteines que estimulen el creixement i la divisié cel-lular normal, pot convertir-se en un
oncogen, un gen causant de cancer. Generalment, un oncogen s’origina a partir d’un canvi genetic
que comporta un augment de la quantitat de proteines codificades o procedents del

protooncogen. Els canvis que converteixen els protooncogens en oncogens son (Figura 14):

~ el moviment del DNA dins del genoma com pot ser la translocacié o la transposicié. Si un

protooncogen translocat acaba a prop d’un element de control actiu, la seva transcripcio
pot augmentar i transformar-se en un oncogen. Per altra banda, el moviment d’ETs també
pot col-locar a un promotor més actiu a prop d’un protooncogen i incrementar-ne la seva

expressio.

Seria el cas de la insercié d’'un element Alu dins dels gens BRCA1 i BRCA2, els quals estan

associats a certs cancers de mama i ovari.

~ I'amplificacié d’un protooncogen: augment del nombre de copies del protooncogen en la

cel-lula.
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~ les mutacions puntuals en un element de control les quals causen un augment de
I'expressié del protooncogen, o bé les mutacions puntuals en la seqiiéncia codificadora
del protooncogen mateix les quals transformen el producte del gen en una proteina més

activa o més resistent a la degradacié que la proteina normal.

Protooncogén
/ =)
ona 70 AN
Translocacién o transposicion / W‘
gen trasladado a un nuevo locus, Amplificacién génica dentro de un elemento Mutacién puntual
bajo nuevos controles copias multiples del gen de control dentro de un gen

77 7 A S 7

S e — Ny
Promotor \ / Oncogén Oncogen
nuevo * *

Exceso de una protelina estimulante Exceso de una proteina estimulante Exceso de una proteina estimulante  Proteina hiperactiva
de crecimiento normal de crecimiento normal de crecimiento normal o resistente a

la degradacion

Figura 14. Font: llibre Biologia (Ed. Médica Panamericana)

En un carcinoma huma de mama, és a dir, un cancer maligne de mama, s’ha identificat la insercio
d’un element LINE dins del segon intrd, o seqliencia sense sentit, del gen c-myc, un gen de cel-lules
normals denominat protooncogen que en activar-se passa a ser un oncogen, un gen causant del
cancer. Tenint en compte que la insercid de I'element LINE només és present en el teixit de mama
maligne i no en el teixit de mama benigne de la pacient, es pot concloure que és aquesta insercio
en el gen c-myc que activa les cel-lules normals i provoca que aquestes perdin el control de la

divisio, tot produint una proliferacié exagerada sense cap tipus de regulacié o control.

S’ha observat també una expressid generalitzada de I'element L1 en tumors de cel-lules germinals
de testicle huma, observant-se també la seva expressio en les cél-lules metastatitzades. Estudis
epidemiologics mostren que almenys el 10% dels cancers de cel-lules germinals de testicle
expressen I'element L1. De la mateixa manera s’expressa en un 5% de cél-lules de tumor ovaric i
en un 30% de tumors extragonadals™®. Per aixo es postula que la insercié dels elements mobils L1

origina mutacions que poden jugar un paper important en la etiologia™ d’algunes neoplasies ™.

14 \ . . o \
Els tumors extragonadals de cél-lules germinals es formen a partir d’espermatozoides o ovuls en desenvolupament
gue es desplacen des dels gonades a altres parts del cos.
15 .
Estudi sobre les causes de les coses.
16 a e
Tumor de teixit anormal.
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2.7. Mecanismes de regulacio o silenciament de la
transposicio

Els mecanismes per a regular la transposicid, desenvolupats per la cél-lula, sén deguts a que molts
ETs es mouen per transposicid replicativa la qual produeix un increment de la quantitat
transposons molt gran. A mesura que el nombre de transposons augmenta, també augmenta la
velocitat de transposicio ja que la concentracié de I'enzim transposasa és major. Conseqlientment,
el nombre de transposons aniria augmentant sense control i el DNA hoste es lesionaria a causa de
I'alta taxa de mutacié produida per la transposicié continuada. A més, també es necessitaria una
gran quantitat d’energia i de recursos per a replicar el DNA addicional dels ETs com ara poden ser

les repeticions terminals invertides o les repeticions directes flanquejants.

Quan un ET “salta” per primera vegada en una cél-lula que no posseeix altres copies d’aquell
element, es produeix una transposicio de forma freqient. A mesura que el nombre de copies del
transposd augmenta, el ritme de la transposicido va disminuint fins que s’aconsegueix un estat
estable. Aquesta regulacid de la transposicié implica que la majoria de les cel-lules tinguin una

guantitat caracteristica de copies d’'un ET en particular.

Moltes cel-lules regulen la transposicié controlant la produccié de transposasa necessaria pel
moviment tot regulant la transcripcié del gen de la transposasa o més freqliientment controlant la
traduccio del mRNA d’aquest enzim. Per altra banda també regulen tot impedint directament la

transposicio.

Els ETs s’han involucrat en diversos processos de regulacio de I'expressio genica, tant en processos
de regulacié transcripcional com posttranscripcional. El 1969 ja es postulava que els transposons
podrien estar implicats en la regulacié de gens i més tard, es va evidenciar que les variacions en les
regions de regulacid de gens eren fonamentals per a I'evolucidé i que per tant, les seqliencies

repetitives son una important font de variabilitat evolutiva.

Donat que aquests ETs poden potencialment actuar com a forts agents mutagens, i per tant,
exercir una accié perjudicial per I'hoste, la seva mobilitat ha d’estar altament regulada, tant a
nivell de freqliencia com de especificitat d’insercié. Per la seva part, aquests transposons han de
mantindre un cert nivell d’activitat que els permeti assegurar la seva propagacio i supervivencia en
el genoma. Per tot aixo, el nivell de transposicid és probablement el resultat d’un equilibri entre
els interessos de I'ET i els interessos de I'organisme hoste. Els elements es mouen rarament i de

forma imprevisible, el que fa sospitar que existeix una forta regulacié de la seva transposicié.
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Existeixen dues classes de regulacié genica: el silenciament geénic transcripcional (TGS), el qual
impedeix la transcripcio de I’ADN, i el silenciament génic posttranscripcional (PTGS), el qual actua

sobre el transcrit de RNA missatger.

2.7.1. Silenciament posttranscripcional (PTGS)

La transcripcié sola no constitueix I'expressio génica sind que I'expressié d’un gen codificador de

proteines depeén de la quantitat de proteina funcional que fabrica una

cel-lula i és un procés molt llarg des de la sintesi del transcrit de RNA | Canvis ena cromatina
fins I'activitat de la proteina en la cél-lula. S’ha trobat un numero

nueu |
| Processament del RNAI

VAN

El silenciament posttranscripcional (Figura 15) es pot dur a terme %ee?:gmé

durant el processament del RNA, només apte pels organismes

elevat d’exemples dels mecanismes reguladors que es produeixen en

diverses etapes després de la transcripcid.

Processament
i degradacio

eucariotes, o en la degradacid _del mRNA. També es pot regular de Ia proteina

I'expressid genica al principi_de la traduccié o també durant el

. .. . Figura 15. Realitzacio propia.
processament i la degradacid de les proteines. & prop

Processament o maduracio del RNA

El processament del RNA en el nucli i I'exportacié del RNA madur al citoplasma proporciona
oportunitats per regular I'expressid génica que no existeixen en els organismes procariotes ja que

no duen a terme un procés de maduracié en el mRNA.

El processament del RNA consisteix en una maduracié del transcrit primari (pre-mRNA) que es
produeix durant la transcripcid, procés en el que s’obté una cadena d’'RNAm a partir d’'una cadena
de DNA motlle. Els gens estan fragmentats de manera que sempre cal un procés de maduracio en
el qual s’eliminin les seqiiéncies sense sentit o introns i s’empalmin les seqliencies amb sentit o
exons. Per altra banda, durant aquest procés també s’afegeix un casquet o caputxa constituida per
una metilguanosinatrifosfat invertida (m7-Gppp) en I'extrem 5’ del mRNA i una cua de poli-A

formada per uns 200 ribonucleodtids d’adenina en I'extrem 3’ (Figura 16).

Segment codificant del mRNA

5 6-P-®—@ [on a]

Caputxa m7-Gppp Cua de
poli-A

Figura 16. Esquema d’un mRNA després del processament o maduracié del transcrit primari. Realitzacio propia.
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Un exemple de regulacid a nivell —

del processament del RNA és el /’\

, , DNA
“tallat i enganxat” alternatiu del l
RNA, en el que es produeixen Transt
N [T T I e
molécules diferents de RNA a RAA
Tallar i apegar del RNA / 0 \

partir del mateix transcrit
primari, depenent de quins
segments de RNA es tractin com Figura 17. Tallat i enganxat alternatiu del RNA. Realitzacio propia.

exons i quins com introns (Figura 17).

Degradacié del mRNA

La duracié de la vida de les molecules de mRNA en el citoplasma és un factor important per a
determinar la sintesi proteica d’una cel-lula. En els organismes procariotes els enzims degraden a
les molécules de mRNA als pocs minuts de la seva sintesi. Aquesta vida tan curta dels mRNA és
una rao per la que els procariotes poden variar tan rapidament els nivells de sintesi proteica degut
als canvis ambientals. D’altra banda, els mRNA dels organismes eucariotes pluricel-lulars solen

viure durant hores, dies i inclis setmanes.

La via comu de degradacié del mRNA comenca amb I'escurgament enzimatic de la cua de poli-A.
Aguest procés ajuda a desencadenar |’accié dels enzims que eliminen el casquet 5’ i també I'accié
d’unes seqliencies determinades de nucleodtids que també contribueixen en I'eliminacié d’aquest
casquet. Un cop eliminat el casquet 5’, els enzims nucleases destrueixen rapidament I'RNAm

(Figura 16).

Durant els ultims anys, s’ha descobert un altre mecanisme que bloqueja I'expressié de moléecules
especifiques de mRNA, és a dir, que duu a terme una regulacié de I'expressio genica. Aquest altre
mecanisme el duen a terme unes petites moléecules d’/RNA amb una llargada de 20 a 30 nucleotids,
anomenades smallRNA que actuen sobre la cromatina i els transcrits de RNAm. El que diferencia
els smallRNAs és el mecanisme a través del que actuen, la seva petita mida de 20 a 30 nucleotids i
el tipus de proteina Argonauta al que estan associats (Ago o Piwi). Es classifiquen en tres grups:
microRNAs (miRNAs), RNAs petits d’interferéncia (siRNAs) i RNAs d’interaccié amb Piwi (piRNAs)
(Figura 18).
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Tres tipos de smallRpAs: Els investigadors han

miRNA piRMA SiRMA trobat molécules petites
-—.-—_._._.—.—.-' o _ .
RNA precursar: 33 pb ; T de RNA de cadena simple,
21-24 nt .
_ ] , _ " _ anomenades microRNA
{Horgquillas de (Transcritos transposonicos (& partir del procesamiento de
trasncritos primarios) sentido-antisentido) RMA de cadena doble dsRMA) . .
(miRNA), que poden unir-
inas: uta AGO2 s .
Proteinas Argena Pt se a seqieéncies comple-
Complejo RISC: - - - mentaries en les molécu-
2znt 24-31 nt 21-24 nt .
§ les de mRNA. Els miRNAs
Figura 18. Classes de smallRNAs. Font: http://medmol.es/temas/87/ es formen a partir de

precursors de RNA més llargs que es pleguen sobre si mateixos, donant origen a estructures de
forguetes de doble cadena que es mantenen unides per enllacos d’hidrogen. Un enzim anomenat
Dicer talla la molecula de RNA de cadena doble en fragments curts. Es degrada una de les cadenes
i I'altra (miRNA de 22 nucleotids) s’associa amb un gran complex proteic pertanyent a la familia de
proteines Ago. Aquest complex proteina-miRNA es dirigeix cap a qualsevol molecula de mRNA que
tingui la sequencia complementaria. Depenent de diversos factors, el complex proteina-miRNA

degrada després el mRNA diana o en bloqueja la seva traduccié (Figura 19).

PEE——

*
o_ El precursor del 0 Un enzim anomenat e Es degrada una o El miRNA unit es pot e El complex miRNA-

microRNA (MiRNA) - Dicer es mou al llarg del  cadena de cada segment aparellar amb qualsevol ~proteina evita l'expressio
es plgga scbre si RNA_de cadena doble i el curt; l'altra cadena mRNA diana que génica ja sigui per Nucu

mateix, mantingut  secciona en segments (miRNA) s'associa contingui la seqiéncia  degradacié del mRNA o

p‘el_s enllagos més curts. després amb un complex  complementaria. bloquejant la seva traduccié
d'hidrogen. de proteines.

Degradacid) =
Processament

CITOPLASMA | idegradacic
de la proteina

Figura 19. Regulacié de I'expressié génica pels microRNA (miRNA). Imatge propia.

Per altra banda, els biolegs van descobrir una nova forma de regular I'expressio génica quan es van
adonar que injectant molécules de RNA de cadena doble en una cel-lula desactivaven d’alguna
manera el gen que tenia la mateixa seqliencia. Per tant, es va observar que les molécules de RNA
impedien I'expressio genica. Aquest fenomen es va anomenar interferéncia del RNA o RNAi. Més

tard, es va poder demostrar que era degut a RNA de interferencia petits o siRNA (small interfering
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RNA) els quals tenen una mida i funcié similar als miRNA, i que la maquinaria cel-lular que genera
els siRNA és la mateixa que la responsable de produir els miRNA. A més, els dos s’associen amb les
proteines de la subfamilia Ago. Tot i aixi, es diferencien pel fet que els siRNA deriven d’una llarga

molécula d’'RNA de doble cadena, i els miRNA deriven de forquetes de doble cadena.

Finalment, els piRNAs (Piwi-interacting RNAs), sdn els RNAs petits més grans, amb una llargada de
24 a 31 nucleotids, descoberts, fa relativament poc, analitzant I'expressié dels small RNAs en el
desenvolupament de Drosophila melanogaster. Sén molécules que es troben en abundancia en
cel-lules germinals. Per dur a terme el control de I'expressid génica, concretament, dels ETs, els
piRNAs s’associen a la subfamilia Piwi de proteines, unes proteines essencials per

I'autoregeneracio de cel-lules mare germinals i pel control de la mobilitat de transposons.

Aguestes proteines han estat extensament estudiades al génere Drosophila, en ratolins
(anomenades MIWI) i en humans (HIWI), i tot apunta que el nostre coneixement sobre els

mecanismes de regulacio dels ETs es troba en fase inicial.

Cal tindre en compte que els mecanismes de regulacié en la linia germinal sén molt especialitzats
ja que és important per a I’hoste mantenir la informacié genética que cal passar a la descendencia

amb una maxima fidelitat per tal de minimitzar la taxa de mutacié al maxim possible.
Iniciacid de la traduccio

La regulacié de I'expressiéd génica durant l'inici de la traduccid consisteix basicament en que
diverses proteines reguladores que s’uneixen a seqiiéncies o estructures especifiques dins de la
regié no traduida del mRNA poden bloquejar la iniciacié de la traduccié de determinats mRNA i

evitar la fixacid dels ribosomes.

Processament i degradacio de les proteines

Després de la traduccid, les proteines obtingudes han de ser processades per tal d’obtindre
molecules proteiques funcionals. A més, moltes proteines pateixen modificacions quimiques que
les converteixen en funcionals i d’altres necessiten ser transportades al seu desti en la cél-lula per

tal que puguin funcionar correctament.

La regulacid de I'expressid genica en aquesta etapa pot produir-se durant la modificacié o el
transport d’una proteina. Per a poder destruir una proteina determinada, la cél-lula primer la

“marca” tot afegint molecules d’'una proteina petita anomenada ubiquitina i, després, uns
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complexes proteics anomenats proteasomes reconeixen les proteines marcades amb ubiquitina i

les degraden (Figura 20).

Bopg— I

. IProteosomaii |

O Ubiquitina : ubiquitina |
@ _pera reciclar |
______ I

O Proteosoma

Proteina per a Proteina Proteina en

degradar ubiquitinada un proteosoma Fragments de
proteina (péptids)

Figura 20. Degradacio de una proteina per un proteasoma.
Realitzacié propia.

Els proteasomes tenen una gran importancia perquée s’han trobat mutacions que fa que les
proteines es tornin impermeables a la degradacid dels proteasomes, que aquestes proteines
persisteixin intactes i que puguin arribar a causar cancer. Es per aixd que és de gran importancia la

funcio dels proteasomes: degradar proteines.

2.7.2. Silenciament transcripcional (TGS): la metilacio

Encara que en les cel-lules és més comu trobar processos de silenciament posttranscripcional, els
mecanismes de silenciament transcripcional son especialment importants pel fet que es realitzen

abans del procés de la transcripcié tot regulant I'expressié genica.

Aquest procés es produeix en el nucli de la cél-lula. Mitjangant el TGS s’impedeix la sintesi del
RNAm, és a dir, no es realitza la transcripcié. En aquest cas, els gens estan silenciats per
modificacions a nivell d’ADN, que impliquen la seva metilacié, és a dir, I'addicié d’un grup metil (-

CH3) a una molecula de DNA; usualment es metila la base nitrogenada citosina (Figura 21).

L'augment de metilacié de I’ADN indueix a la formacié d’heterocromatina, és a dir, zones d’ADN
d’alta densitat que impedeixen |'‘accés de tots els components de la transcripcid i

conseqlientment, els gens no s’expressen.

La metilacié de citosines silencia els elements LTR i els non-LTR tot bloquejant la transcripcié dels
retrotransposons de RNA. Es la metilacid, potser, el mecanisme més entés que esta involucrat en

la regulacié dels ETs en la linia germinal de plantes, fongs i mamifers.
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DNA methylation

Gene “switched on”

« Active (open) chromatin

» Unmethylated cytosines
(white circles)

« Acetylated histones

Gene “switched off”
« Silent (condensed) chromatin
« Methylated cytosines
(red circles)
« Deacetylated histones

Chromosome
Transcription impeded

Figura 21. Font: https://primeravocal.org/epigenetica-mucho-mas-que-genes-de-carlos-roma-mateo/

Les modificacions de la cromatina que acabem de veure, degudes a la metilacid, no impliquen un
canvi estricte en la sequéncia del DNA i tot i aixi poden passar-se a generacions futures de
cel-lules. L’heréncia de trets transmesos per mecanismes que no afecten directament a la
seqliencia de nucleodtids s’Tanomena heréncia epigenética. Cada vegada existeixen més evidéncies

sobre la importancia de la informacid epigenética en la regulacié de I'expressid génica.
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3.PART EXPERIMENTAL

3.1. Fonament teoric

Actualment sabem que els genomes tenen com a funcié principal conservar els gens essencials per
permetre la continuitat de la vida. Aquests gens es troben directament relacionats amb 'ambient
en que viu l'organisme. Tot i aixi, desconeixem quan i com es duen a terme les interaccions entre

ambient i genoma.

Per estudiar aquestes interaccions i veure quins son els
mecanismes que permeten l'adaptacié d’una poblacié a un
nou ambient, s’ha experimentat amb les espécies del génere

Drosophila. Una de les espécies estudiades ha estat

Drosophila subobscura (Figura 22), una espécie originaria de ] . ]
Figura 22. Drosophila Subobscura, més

la regié paleartica (Figura 23) la qual ha estat capag coneguda amb el nom de mosca de la

fruita. Font: http://obbard. bio.
d’adaptar-se amb forca exit a diverses regions del continent ed.ac.uk/photogallery/Drosophilasubobsc
ura.html|

america en relativament poc temps. El que s’ha volgut
estudiar és si aquesta adaptacio tan rapida ha tingut repercussions en el genoma i, en cas que

n’hagi tingut, veure quines i de quina forma, com veurem més endavant.

Figura 23. La regio paleartica és una de les vuit ecozones que divideixen la superficie terrestre. Inclou les zones
pintades en el mapa. Font: https://es.wikipedia.org/wiki/Pale%C3%A1rtico

L'estudi del que he format part s’ha centrat en la variabilitat del locus Piwi, un gen des d’on sén
codificades unes proteines que actuen a la linia germinal de Drosophila tot silenciant diverses

families d’elements transposables (ETs). L'objectiu és minimitzar els danys que poden causar
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aquests elements, com per exemple, mutacions, cada vegada que soén tallats i inserits a un nou lloc

del genoma.

Existeixen diversos motius que porten a pensar que l'activitat d’aquests elements podria
relacionar-se amb el fet que el locus Piwi presenti variabilitat entre poblacions que viuen en
habitats radicalment diferents, perqué s’ha vist que I'activitat d’aquests ETs pot variar sota I'efecte

de diverses condicions estressants.

Els genomes d’eucariotes han desenvolupat un seguit de mecanismes de regulacié per tal de
limitar-ne la mobilitat, perquée tal com hem explicat anteriorment, la seva activitat va associada a
mutacions per a I'hoste. Durant la darrere década, s’han descrit un seguit de proteines
pertanyents a la familia Piwi, molt conservada en procariotes i eucariotes, anomenades “PIWI”. Un
paper important d’aquestes proteines, a més de participar en el manteniment de la linia germinal,
és silenciar els ETs que poden mobilitzar-se i ser transmesos a la descendéncia. Per dur a terme el
silenciament dels ETs actius que estan inserits en altres llocs del genoma, les proteines PIWI

interaccionen amb una classe d’ARNs petits anomenats “piRNAs” (veure apartat 2.7.1).

L'especie Drosophila subobscura és originaria de la regio Paleartica, com ja hem dit, i no va ser fins
a finals de la década de 1970 que es va trobar al continent america, on probablement hi devia
arribar gracies al comerg¢ de productes i també de persones entre les zones nombrades. Des
d’aleshores, sembla que aquesta espécie s’ha adaptat amb éxit al nou habitat, i ja ha estat descrita
en nombroses poblacions distribuides principalment a Xile i a la costa oest de dels EUA. Coneixer
els mecanismes que a nivell de genoma han permes o facilitat aquesta adaptacié tan rapida és de
gran interés per part dels genetistes evolutius ja que s’ha trobat una relacié entre el tipus de
polimorfisme'” i les condicions ambientals i geografiques en diferents espécies del génere
Drosophila. Com que es creu que la causa d’aquests polimorfismes és 'activitat de certs ETs, una
pregunta interessant de respondre seria si existeix certa variacié a nivell de proteines PIWI entre
poblacions adaptades o en fase d’adaptacid a diferents condicions climatiques, i en cas afirmatiu,
de quina manera afectaria aquesta variacié a la regulacié de les diferents families d’ETs, per

exemple, facilitant-ne o reprimint-ne encara més la taxa de transposicio.

En aquest treball s’ha seqlienciat el gen Piwi de dues poblacions naturals de I'espécie Drosophila

subobscura, de les quals una és originaria de la regid paleartica, de Bilbao, i I'altra és colonitzadora

17 \ . . . . s
Preséncia de diverses formes d’un caracter o d’'un gen en una poblacio.
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i procedent de Puerto Montt, Xile. Hem treballat amb aquestes dues poblacions, tot i que en el

laboratori on vaig estar treballant hi havia mosques procedents de diversos llocs

1 Santiago 5 llles Madeira (Portugal)
2 Curicé 6 Bilbao (Espanya)

3 Chillén 7 Bellaterra (Espanya)
4 Puerto Montt 8 Aarhus (Dinamarca)

Procedéncia de les diferents mosques: unes de poblacions originals i d’altres de colonitzadores.
Font: http://www.vectorworldmap.com/

3.2. Objectiu

Un dels sistemes de regulacié dels elements transposables sén els gens. Nosaltres estudiarem
concretament el gen PIWI, codificador de la proteina PIWI la qual és la responsable del
silenciament d’ETs, en mosques de l'especie Drosophila subobscura, pertanyents a zones

relativament allunyades I’'una de I’altra: Sud Ameérica i Europa, tal i com ja hem vist.

Els objectius sén intentar descriure i caracteritzar el locus Piwi en aquestes poblacions. També
veurem les caracteristiques més notables dels polimorfismes a nivell de seqliencia nucleotidica i
aminoacidica. L’objectiu final és intentar establir una relacié entre el polimorfisme de Piwi i la

diferent activitat observada d’alguns ETs en aquestes poblacions. Es a dir, si hi ha diferéncies en
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la regulacié dels ETs entre dues poblacions de la mateixa espécie a nivell d’'un gen essencial pel

silenciament d’ETs, el gen PIWI, ja que les poblacions colonitzadores presenten més transposicio.

Alguns estudis han observat diferéncies en l'activitat de certs ETs entre poblacions del vell
(mosques de la regié paleartica) i el nou mén (mosques d’America del Sud). Es per aixd que es
mira si hi ha una gran diferéncia entre els gens Piwi: la descripcidé del polimorfisme d’aquest gen
en diverses poblacions originals i colonitzadores podria donar-nos pistes del paper que juga aquest

gen en la regulacio de la taxa de transposicio.

3.3. Tecniques i material utilitzat

e Lareaccid en cadena de la polimerasa (PCR):

Per poder aconseguir moltes copies d’'un determinat segment de DNA s’utilitza la clonacio, si la
guantitat de DNA és molt petita, o la técnica de biologia molecular de la PCR (Polymerase Chain
Reaction, Reaccio en Cadena de la Polimerasa), si la quantitat de DNA és gran. Aguesta técnica va

ser inventada per Kary Banks Mullis el 1985, guardonada amb el Premi Nobel de Quimica.

L'objectiu de la PCR és obtenir un gran nombre de copies d’'un determinat fragment de DNA a
partir d’'una quantitat minima que pot ser a partir d’'una sola copia. Per tant, serveix per
amplificar un fragment de DNA. Per poder fer-ho s’utilitzen DNA polimerases les quals tenen la
capacitat de replicar filaments de DNA utilitzant cicles que alternen temperatures altes i baixes per
poder separar les dues cadenes de DNA, és a dir, per desnaturalitzar el DNA, replicar les cadenes i

en ultim terme deixar que es tornin a unir amb les polimerases per tornar a realitzar un altre cicle.

L’ADN ha d’amplificar si o si, per tant, si no s’amplifica significa que hi ha algun error. La

comprovacié de la PCR s’observa en I'electroforesi (veure pagina 42 — electroforesi).

Els reactius que hi intervenen sén:

- Aigua (H,0)

- Un tampod, soluci6 amortidora o buffer: contenen MgCl, que permeten un bon
funcionament de I’ADN polimerasa ja que manté el pH optim.

- Desoxinucleotids trifosfats (ANTPs)

- DNA motlle o cadena principal: conté el fragment de DNA que interessa amplificar.

- 2 encebadors o primers: L i R. Cadascun d’ells és complementari a una regié dels filaments
de DNA (Figura 24). Sén sequléncies curtes d’entre 18 i 30 nucleotids que sdon reconegudes

per la polimerasa ja que delimiten la zona de DNA per amplificar i aixd permet iniciar el
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procés. Quan amplifiguem I’ADN en la PCR, només s’amplifica la zona compresa entre les

seqliéncies complementaries al primer (Figura 25).

R1
3' L - - 1 51
5'I = = 1 3'
F6 <
gen PIWI

Figura 25. Exemple dels primers en el cas del gen PIWI. Realitzacié propia

ADN polimerasa: és I'enzim principal que intervé en la replicacié. Quan reconeix una

seqliéncia inicial anomenada primer o encebador, comenca a recérrer la cadena principal

de DNA i a mesura que avanca afegeix els nucleodtids (dNTPs) corresponents per tal de

construir la cadena complementaria.

N’hi ha de diverses classes (Figura 26). Al principi
s’utilitzaven polimerases que amb les altes temperatures
es desnaturalitzaven i s’havien d’anar renovant a
cadascun dels cicles del procés; és per aix0 que es van
buscar polimerases que suportessin temperatures molt
altes davant les quals la seva estructura no es veiés
afectada. Actualment s’utilitzen DNA polimerases
termostables extretes de microorganismes adaptats per
viure a aquestes temperatures, com per exemple els
arqueobacteris.

Algunes d’elles i les més comunes soén:

Fidelity

1X

Phusion Pfu Tag

Figura 26. Fidelitat de les
polimerases. Font:
https://www.neb.com/products/m053
0-phusion-high-fidelity-dna-polymerase

* Taq polimerasa: molt processada. Extreta del bacteri Thermus aquaticus, el qual viu

en fonts hidrotermals submarines i esta adaptat per viure a aquestes temperatures.

*  Pyrococcus furiosus (PFU): permet la correccié d’errors

*  Thermococcus litoralis (Vent): permet la correccié d’errors

*  Thermus termophilus (Tth)

* Polimerasa DFS

* Polimerasa phusion: capacitat de correccié dels errors en la col-locacié de les bases.

A més, es caracteritza per la seva estructura la qual n‘augmenta la fidelitat i la

rapidesa. Té una taxa d’error 50 vegades menor que la Tag DNA Polimerasa i 6

vegades menor que la polimerasa Pyrococcus furiosus.
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- Termociclador: aparell que duu a terme els canvis de temperatura necessaris per a realitzar

els diversos cicles i aixi poder amplificar la regié de DNA que ens interessa i obtindre un

nombre de copies més elevat.

de DNA diferents vulguem amplificar. En primer lloc, s’ha de fer la mix o barreja de tots els

reactius comuns i necessaris en totes les mostres.

Les quantitats de reactius necessaries per obtindre la mix seran les de la Taula 2 i cal afegir-les

seguint 'ordre en queé apareixen. Cal tindre en compte que aquestes quantitats només soén

aptes per obtindre la mix d’un sol tub de reaccié i segons el nombre de tubs que tinguem, és a

dir, segons el nombre de mostres, caldra multiplicar-ne les quantitats. Aixd no vol dir que

preparem la mix individualment per a cada mostra, siné que es prepara col-lectivament i després es

reparteix en els diferents tubs.

Quantitats per a una mostra
Aigua H,0 12,4uL
Buffer HF 4 uL
dNTPs 0,4 uL
L 1L
Encebad
ncebadors R m
Polimerasa™ 0,2 uL
19uL  +1pL d’ADN

Taula 2. Realitzacio propia.

Un punt important és el fet que un dels tubs servira de control i,
per tant, ens servira per vigilar que les mostres no s’hagin

conteminat.

NOTA: Mentre realitzem la mix, pot ser que en algun dels
reactius apareguin bombolletes d’aire. Per eliminar-les caldra

utilitzar una centrifugadora la qual té com a funcié separar les

molécules segons la seva densitat i també va bé per fer
“explotar” les bombolletes d’aire (Figura 27). Si no n’és el cas,

aquest pas no sera necessari.

Figura 27. Centrifugadora. Font:
imatge propia.

Un cop obtinguda la mix final, centrifugarem el tub que conté

'® Les quantitat de la polimerasa poden variar segons del tipus que sigui.
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tota la mix per tal que tots els reactius es barregin i quedin acumulats en el fons de

I'eppendorf.

NOTA: Quan centrifuguem una sola mostra cal fer un contrapés amb un blanc del mateix pes
per tal que quedi ben repartit. L'explicacié és que el pes dels tubs s’incrementa a elevades
velocitats. Aixi, una diferéncia de centigrams entre dos tubs pot generar una diferéncia de
grams o fins i tot de quilograms dins la centrifuga en marxa. Si no utilitzéssim aquest

contrapes, la mostra es podria fer malbé ja que la maquina estaria patint molt.

Amb I'ajuda d’una pipeta succionarem 19 pL de la mix del tub i els posarem en d’altres tubs. Es
important assignar un numero o una lletra a cada tub i mostra per tal de coneixer-ne el

contingut i no confondre’ns.

A cadascun dels tubs s’hi afegeix 1 uL de I’ADN de la mostra corresponent, a excepcié del tub

de control que no s’hi afegeix 1 uL d’ADN sind 1 plL d’aigua.
Per exemple, si tinguéssim 3 mostres de DNA, amb la preparacid dels tubs s’obtindria:

TUB 1: 19 pL mix + 1 uL d’ADN de la poblacio 1
TUB 2:19 pL mix + 1 uL d’ADN de la poblacio 2
TUB 3:19 pL mix + 1 uL d’ADN de la poblacio 3
TUB 4 de control: 19 pL mix + 1 pL d’H,0

Introduirem les diverses mostres en un vortex de laboratori (Figura -

28) per tal d’agitar-les i que els reactius es mesclin correctament. A ‘

més, son centrifugades 30 segons per tal d’eliminar les possibles

bombolletes. @ ”
B

Termociclador: consisteix en col-locar les diferents mostres al

Figura 28. Vortex de

termociclador, el qual permet escalfar i refredar els tubs de reaccid laboratori Font:
- http://www.directindustry.es/

per tal de controlar la temperatura necessaria a cada etapa de la prod/harvard-
apparatus/product-22358-

reaccid. Alli s’hi duen a terme les fases de desnaturalitzacio, 1325713 html

annealing i elongacid a diferents temperatures (Figura 29).
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DESNATURALITZACIO A.N(TI;:AL.ING
separacio de cadenes unio el primero
94-952C encebador
50-652C

EXTENSIO o
ELONGACIO:

amplificacié

75-802C

Figura 29. Etapes d’una PCR
Realitzacid propia

El procés de la PCR consisteix en general en una serie de 20 a 35 canvis repetits de temperatura anomenats
cicles; cada cicle sol consistir en 3 passos a diferents temperatures. Les temperatures utilitzades i el temps

aplicat a cada cicle depenen d'una gran varietat de parametres.

¢ Inicialitzacié. Aquest pas consisteix a escalfar la reaccid fins a una temperatura de 94-96 °C
gue es manté durant 1-9 minuts. Aix0 només és necessari per a I'ADN polimerasa, que

requereix l'activacié per calor.

o Desnaturalitzacio. Se separen les 2 cadenes que componen I’ADN, és a dir, es desnaturalitza.

Aquest pas es realitza a una temperatura d’entre 94 i 95 °C.

e Alineament/unié de I'encebador. A continuacié I'encebador és acoblat a la seva seqiiéncia
complementaria de I'ADN motlle, és a dir, es formen ponts d’hidrogen, uns tipus d’enllagos,
entre les cadenes de DNA ja que la seqiiencia de I'encebador és molt similar a la de 'ADN
motlle. Per fer-ho, cal baixar la temperatura a 50-65 °C durant 20-40 segons permetent aixi
I'alineament. Els encebadors limiten la regié que han d’amplificar, per aixo la polimerasa sap a

on s’ha d’unir. Un cop unida comenca a sintetitzar.

e Extensié/elongacio de la cadena. L'ADN polimerasa compleix la seva funcid, prenent I'ADN
motlle per sintetitzar la cadena complementaria i partint de I'encebador com a suport inicial
necessari per la sintesi del nou ADN. Per realitzar aquest procés cal que la mostra estigui a una

temperatura de 75-80 °C. La polimerasa sintetitza una nova cadena d'ADN complementaria a
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la cadena motlle afegint els dNTPs complementaris en direccié 5' = 3', unint el grup 5' -fosfat
dels dNTP al grup 3'- hidroxil del final de la cadena d'ADN creixent. La temperatura d'aquest
pas depén de I'ADN polimerasa que es faci servir. El temps d'extensié depén tant de I'ADN
polimerasa utilitzada com de la longitud del fragment d'ADN per amplificar. Com a regla
general, a la seva temperatura optima, la polimerasa d'ADN és capac¢ de polimeritzar 1000

bases en un minut.

Elongacié final. Etapa Unica que es duu a terme a una temperatura de 70-74 °C durant 5-15
minuts després de I'Ultim cicle de la PCR. Assegura que qualsevol ADN de la cadena simple

restant sigui totalment ampliada.

Conservacié. Aquest pas es duu a terme a 4-15 °C durant un temps indefinit per conservar la

reaccio a curt termini.

A la practica, la PCR pot fallar per diverses raons, perdo normalment els errors sén deguts a la seva

sen

sibilitat a la contaminacid, que a vegades provoca I'amplificacié d'ADN "fals".

La contaminacid amb ADNs estranys es pot solucionar mitjancant protocols i procediments que

consisteixen en:

separar els llocs de treball on es realitza la PCR dels d’analisi o purificacié dels productes de
PCR

mantindre una bona neteja de la superficie de treball entre la realitzacié d'una PCR i la
seglent

millorar el disseny dels encebadors per millorar el resultat de la PCR.

Serveix per comprovar que la PCR ha sortit correctament i, per tant, que ’ADN ha amplificat.

Consisteix en sotmetre molécules a un camp eléctric. Les molécules seran de carrega positiva o de

carrega negativa, i segons la seva carrega es mouran cap al pol positiu o cap al negatiu (Figura 30).

En el cas de 'ADN, la carrega és negativa i ve donada pel grup fosfat; per tant, les particules de

DNA es mouran cap al pol positiu.
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i ,»/----

Muestras

el r,..--"'/

Figura 30. Esquema de l'electroforesi
Font: http://creationwiki.org/es/Electroforesis en gel

1. Preparacio del gel d’agarosa

1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

Necessitem una concentracido del 0'6% d’agarosa, per aix0 pesem 0’'6g d’agarosa a la
bal i els introdui tras d’Erl .

alanga i els introduim en un matras d’Erlenmeyer AGAROSA
Afegim 100 mL de tampd en el matras. 100 mL de gel > 0’6 g d’agarosa
L’escalfem al microones fins que no quedin grums MIDORI GREEN
d’agarosa, és a dir, fins que es vegi transparent, o 100 mL de gel > 5 pL de midori

- ., .. Taula 3. Realitzacio propia.
sigui, una solucié homogenia.

Deixem que es refredi (a ull) fins que estigui tebi per poder posar el colorant que
reaccionara amb el DNA. Ens podem ajudar d’aigua freda per tal de disminuir la
temperatura més rapidament.

Una vegada tebi, afegim 5 pL de la solucié de tincié de I'acid nucleic Midori Green, un
colorant el qual s’intercala entre les dues

cadenes de DNA i permet detectar-lo. A més,

permet I'observacié de les bandes en els raigs

uv. '@

NOTA: Actualment s’utilitza Midori Green, pero e Ll

fins fa poc s’utilitzava el bromur d’etidi (EtBr) el :

qual és toxic (Figura 31). Figura 31. Imatge propia.

Afegim la solucid en la cubeta d’electroforesi la qual conté tampd per poder cobrir el gel i

evitar que aquest s’escalfi massa i es trenqui.
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1.7. Col-loquem les pintes en la cubeta junt amb la solucié del gel. Quan es retirin aquestes
pintes quedaran uns forats anomenats pous que sén els llocs on es col-locaran les
mostres d’ADN les quals hem amplificat anteriorment en la PCR.

Cadascun dels pous és el comencament d’un carril. Un d’aquests carrils sera un carril guia
o ladder el qual servira per veure la mida de les bandes.

1.8. Deixem reposar la solucié durant uns 20 min per tal que es formi el gel.

Preparacioé de les mostres:

2.1. Agafem tants eppendorfs com mostres tenim i hi afegim 2 uL d’aigua en cadascun d’ells
amb I'ajuda de la pipeta.

2.2. Afegim 1 pL de tampd de carrega en cadascun dels eppendorfs.
El tampd de carrega, de color blau, és el que avanga en conjunt pero I’ADN es pot quedar
a mig lloc depenent de la seva mida o directament pot no ser-hi; per aixo caldra revelar
amb llum ultraviolada per tal de veure la posicio de les bandes.

2.3. Afegim 1 pL de cada mostra obtinguda en la PCR el qual contindra, si tot ha anat bé, ’ADN
amplificat amb els gens PIWI. En aquest pas és important anar canviant les puntes de la
pipeta per tal d’evitar que les mostres es contaminin.

2.4. Centrifuguem les mostres preparades per a poder realitzar I'electroforesi.

Carrega del pous amb les mostres. Agafem 4 uL de cada mostra i amb I'ajuda d’una pipeta els
col-loquem en els pous del gel d’agarosa; es diu que carreguem els pous. L’agarosa és porosa,
o sigui, conté porus; per tant, el DNA petit fara més via a passar a través dels porus i les bandes
avancgaran més. Si el DNA és més gran, li costara més cérrer a través dels porus i, per tant, les
bandes avangaran menys.

Es important apuntar quin carril hem carregat amb cada mostra per després poder-ne fer una

valoracio.

Una vegada carregats els pous, col-loquem la gradeta a I'aparell i encenem el corrent a 80V
durant 1 hora.
Tenint en compte que 'ADN té una carrega negativa i que el corrent circula de negatiu a

positiu, I’ADN tindra tendéncia a desplacar-se cap al pol contrari, és a dir, cap al positiu.

Passada I’hora, traiem la cubeta d’electroforesi i la portem a la maquina de raigs UV. Aquesta

és la que ens permetra veure les bandes d’ADN.
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Com més fosques siguin les bandes, més ADN hi haura pero no es podra quantificar.

e Purificacié:

La purificacio serveix per extreure només el filament d’ADN que obtenim del PCR i el qual ja ha

estat amplificat un nombre determinat de vegades que esta junt amb el buffer, la polimerasa, etc.
PASSOS:

1. Afegim un buffer, en aquest cas NTI (Figura 32), en totes les w= |

mostres.
2. Filtracié de les diferents mostres per tal d’obtenir només I’ADN
2.1. Col-loquem les diferents mostres en tubs amb filtres
(Figura 33).
2.2. Les centrifuguem durant 30 segons per tal que es filtri allo

gue no ens interessa.

2.3. Llancem allo que no vulguem.

2.4. Afegim 700 pL del buffer NT3 (Figura 32) i centrifuguem
per tal que es torni a filtrar 'ADN i aixi poder eliminar les
impureses. Descartem el liquid filtrat.

2.5. Repetim el procés 2.4. per tal d’obtenir resultats més

acurats.

2.6. Centrifuguem per assegurar-nos que no quedin ni etanols Figura 33. Imatge propia.
ni impureses.

2.7. Col-loquem els tubs amb filtre dins d’un tub normal.

2.8. Afegim entre 15 i 30 uL d'H,0, en aquest cas 16 pL, a cadascuna de les mostres.

2.9. Durant 1 minut mantenim les mostres a temperatura ambient (18 — 252C).

2.10. Centrifuguem les mostres: I'H,0 precipitara tot filtrant-se junt amb el DNA.

2.11. Realitzem la quantificacié per saber-ne la concentracié del DNA (veure pagina 52).

3.4. Practica

Fins ara hem explicat en que consisteix cadascun dels processos que realitzarem, pero ara ve el
gue realment és la practica d’aquest treball. Aquesta es divideix en dues parts: una primera, la
qual es basa en el treball al laboratori, i una segona que consisteix en treballar els resultats

obtinguts en el laboratori mitjancant la bioinformatica.
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Treball al laboratori

ELECTROFORESI 2 ELECTROFORESI 1

PURIFICACIO

Figura 34. Procés de la primera part: s’iniciara amb la PCR, seguit d’una electroforesi, una purificacié i una altra
electroforesi. Si aquesta segona electroforesi no sortis bé, tornariem a comengar el procés. En cas contrari,
continuariem amb una quantificacié de I’ADN i, finalment, una seqiienciacio.

Realitzacié propia.

e PCR:

Treballarem diferens mostres cadascuna de les quals correspon a I’ADN d’una poblacié diferent

formada pel material genétic d’entre 5i 10 mosques (Figura 35):

1. Puerto Montt I3 XVII
2. BilbaolI3bV 2

3. Control negatiu

Figura 35. Pots en els quals viuen les
mosques en el laboratori. Font:
Imatge propia
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Els reactius i les quantitats que utilitzarem per preparar la mix seran les seglients (Taula 4):

1 reaccio 3 reaccions
Aigua H,0 12,4 pL Aigua H,0 37,2 uL
Buffer HF 4 pL Buffer HF 12 uL
dNTPs 0,4 uL dNTPs 1,2 L
L1{t) Ll L1(L) 3L
Fé (R) Ll F6 (R) e
X | Polimerasa ] '
S Phusion 0,2 uL Polimerasa Phusion | 0,6 pL
57 pL +3 uL
Puerto Montt I3XVIl | 19uL  *+1HLdeDNA
19uL  +1pL d’ADN
Bilbao I3b V 2 19puL  *1lulLdeDNA
Control negatiu 19 plL +1pL d’H,0

Taula 4. Realitzacio propia.

Els primers utilitzats sén els que anomenem L1 i F6 i les seves seqliencies, les quals seran

complementaries a les del filament de DNA, soén les seglients:

L (F6): 5 — ACT CTG TGG AAT GGC GTG CAA -3’

R (R1): 5 — GAG CCG CCAATCCCATCAAG -3’

Si necessitem dos primers és perque volem delimitar la zona que ens interessa. El primer L (F6) és

el que delimita la zona per I'esquerra i el R (R1) per la dreta (Figura 36); d’aqui ve la L de left que

vol dir esquerra i la R de right que significa dreta en angles.

Filamentde DNA 5

PCR

e ,
CICLES  [EENm
[P ]

WJIVE
Wit/

W
[ P ]

Figura 36. Realitzacié propia
Quan estem fent la mix, mantindrem els reactius en gel i quan col-loquem els 19 uL de mix a cada

eppendorf de 0,2mL s’han d’anar posant en gel. Aixo és perque hi ha reactius delicats, com ara la

polimerasa o els ADNs (Figura 37).
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o

Figura 37. Els reactius de la mix en gel i les mostres obtingudes. Font: imatge propia

Centrifuguem les 3 mostres obtingudes durant 1 minut per tal de barrejar els 19 uL de mix i I’ADN

correctament i per portar tots els reactius al fons de I'eppendorf. Després, col-locarem les 3

mostres en el termociclador (Figura 38).

PTC-100" Programmable Thermal Controller

Figura 38. Mostres a la centrifugadora i al termociclador respectivament. Font: imatge propia
e ELECTROFORESI 1: (Figura 39)

1. Preparacio del gel d’agarosa: 20 minuts d’espera

2. Preparacio de les mostres

e Reactius per preparar les mostres
mostra
2 luLdeTC +2 uL de H,O  +1 uL de DNA Puerto Montt 13 XVII
3 luLdeTC +2 uL de H,0 +1 pL de DNA Bilbao I13b V 2
4 luLdeTC +2 ulL de H,0 +1 plL de H,0
Taula 5. Realitzacio propia.
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3. Carrega dels pous amb les mostres

POUS | ADN de les mosques A LG OCL
mostra
1 Ladder
2 Puerto Montt I3 XVII 2’
3 Bilbao I3b V 2 3
4 Control negatiu 4

Taula 6. Realitzacio propia

4. Corrent en la gradeta d’electroforesi: 80 volts durant 1h
5. Un cop ha passat aquesta hora, comprovem en la maquina de raigs UV si 'ADN ha

amplificat (apareixeran unes bandes).

Labnetsm |
— |

Figura 39. Electroforesi.
Dalt esquerra: mostra de la pinta col-locada de manera que donara lloc als diversos pous.
Dalt dreta: gradeta d’electroforesi en marxa.
Baix esquerra: gel d’agarosa després que les mostres hagin corregut.
Baix dreta: resultats de la maquina de raigs UV on podem apreciar les bandes que verifiquen que I’ADN ha amplificat.
Font: Imatges propies.

e PURIFICACIO:

Consisteix en eliminar tots aquells reactius utilitzats en la PCR i en la 1a Nom de les mostres

electroforesi per tal d’obtenir només I’ADN ja amplificat. 2 2> 1

3 > 2

No utilitzarem el control negatiu ja que no conté DNA, i purificarem les mostres 2’ i 3’. Abans pero,

canviarem el nom de les mostres per 1i2 per una qliestié de comoditat.
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1. Per cada 1 volum de mostra utilitzarem 2 volums de buffer NTI. Aleshores, si disposem de
19 uL (en la PCR hem obtingut 20 pL perd hem utilitzat 1 pL per I'electroforesi) ,
necessitarem 38 L del buffer NTI.

Per tant, afegim 38 uL del buffer NTI a cadascuna de les mostres. Tindrem en total 57 plL de
mostra en cadascun dels eppendorfs.

2. Posem els 57 pyL de mostra a una columna amb filtre la qual es troba a l'interior d’un tub

col-lector.

Centrifuguem durant 30 segons.

Afegim 700 uL del buffer NT3 a cadascun dels tubs.

Centrifuguem durant 30 segons.

Eliminem els residus que s’han filtrat del tub col-lector.

Afegim 700 pL del buffer NT3 a cadascun dels tubs.

Centrifuguem durant 30 segons.

w ©® N o U W

Eliminem els residus que s’han filtrat del tub col-lector.

10. Centrifuguem durant 1 minut.

11. Canviem les columnes amb filtres dels tubs col:-lectors i les situem en eppendorfs.

12. Afegim 16 pL d’H,0 alfiltre.

13. Incubem durant 1 minut a temperatura ambient.

14. Centrifuguem durant 1 min per tal que el DNA es filtri i quedi a I'eppendorf ja que passara
junt amb l'aigua.

15. Finalment, obtenim I’ADN purificat.

o ELECTROFORESI 2:

Per tal de comprovar ja no possibles contaminacions, sind que realment ’ADN ha amplificat. No és
necessari el control negatiu ja que les contaminacions ja han estat descartades en la primera

electroforesi. Partim dels 16 uL d’"H,0 amb DNA que hem obtingut de la purificacié.

1. Preparacio del gel d’agarosa: 20 minuts d’espera

2. Preparacio de les mostres

N® de mostra Reactius per preparar les mostres
1 1luLdeTC +2uLde H,0  +1 uL de DNA Puerto Montt 13 XVII
2 1luLdeTC +2 uL de H,0 +1 pL de DNA Bilbao I13b V 2

Taula 7. Realitzacio propia
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3. Carrega dels pous amb les mostres: abans, fem un vortex a les mostres 1 2.

POUS | ADN de les mosques Numero de mostra
1 Ladder
2 Puerto Montt 13 XVII 1
3 Bilbao I3b V 2 2

Taula 8. Realitzacio propia
4. Corrent en la gradeta d’electroforesis: 80 volts durant 1h.

5. Tornarem a comprovar que I’ADN realment ha amplificat mitjancant la maquina de raigs

UV, i obtenim uns bons resultats (Figura 40).

Figura 40. Resultats de I’electroforesi 2. Les bandes que hi ha en la 2a i 3a columna ens indiquen que I’ADN
ha amplificat correctament. Imatge propia.

e QUANTIFICACIO:

Des dels 15 pL restants de les mostres obtingudes en la purificacié podrem quantificar el DNA per

coneixer-ne la seva concentracio.

Aqui tornarem a utilitzar un control negatiu que sera

aigua (H;0).

La concentraci6 és mesurada per la maquina
NANODROP (Figura 41) la qual compara la longitud
d’ona del control negatiu amb la longitud d’ona de la

mostra 1i 2. Per tant, la concentraciéo de DNA és mira a

partir de la longitud d’ona.

C . . Figura 41. Imatge propia.
Consisteix en agafar 1 pyL de cada mostra i del control i, . g€ prop

individualment, col-locar aquesta gota en un punt indicat de la maquina (Figura 41). Es aixi com la

nanodrop podra calcular la concentracié de cada mostra (Taula 9).
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Mostres Concentracio
1| Curicd13bVI1 38,4 ng/uL
2 Bilbao I13b V 2 49,2 ng/uL
3| Control negatiu 0’3 ng/uL

Taula 9. Realitzacio propia

e SEQUENCIACIO:;

Agafem les mostres 1 i 2 de la quantificacid, és a dir, les quals contenen 15 pL de DNA juntament

amb aigua, i s’etiqueten amb el nom que vulguem. En el meu cas, les he nombrat de la seglient

forma:
Mostres Etiqueta
1| Puerto Montt I3 XVII Puerto Montt 13
2 Bilbao I13b V 2 Bilbao 13b

Taula 10. Realitzacié propia

Per sequienciar el que es fa és localitzar la seqiiéncia de DNA que es trobi més vegades replicada i
llavors interpretar-ne la seqliéncia a partir d’uns processos realitzats a laboratoris especials que es
dediquen Unicament a aquesta tasca. Es per aixd que enviarem les mostres (Figura 42) a una

empresa, Macrogen, i aquesta ens enviara els resultats.

5
-, matre)
iy

T Macrogen seq; 0 - v te gy -

Figura 42. Mostres llestes per enviar. Imatge propia.

A més de les mostres de DNA que volem seqtienciar, també enviarem els encebadors o primers els
quals sén necessaris per a realitzar la reaccid de seqlienciacié. Pero no només s’enviaran els
primers que abans hem utilitzat per la PCR, és a dir, els externs, sind que s’enviaran uns altres
primers que no s’havien utilitzat abans, que sén els interns. Aixo és perqué en la primera ronda de
sequenciacido només es poden aconseguir unes 100 bases de la seqiiéncia per cada primer, pero la
nostra seqiiéncia té moltes més que aquestes bases. Es per aixd que I'empresa utilitza una “guia”
gue son els primers interns per fer una segona ronda i aixi aconseguir cobrir tota la seqliiencia que

ens interessa (Figura 43).
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R (R1): 5’ — ACT CTG TGG AAT GGC GTG CAA -3’
L (F6): 5’ — GAG CCG CCAATCCCATCAAG -3
SP6: 5’ — CCT CTC GCA AAG GTATAGCA-3'

T7: 5 —GCAACT CAATCATCCATG GT -3’

v

Solapaments

Figura 43. Realitzacid propia.

En el nostre cas el que volem és aconseguir seqlienciar el gen PIWI de cada mostra, el qual estara
repetit moltes vegades gracies a la PCR. Es per aixd que no interessa que les mosques siguin
heterozigotiques perque les seqliencies d’ADN d’aquest gen poden arribar a variar molt i, per tant,
a donar lloc resultats confosos. Per aconseguir que els dos al-lels pel gen Piwi de les mosques
siguin iguals, el que es fa és aconseguir linies isogéniques que consisteix en anar creuant mosques

entre germans dels mateixos pares durant diverses generacions.

INTERPRETACIO GRACIES A LA BIONFORMATICA

Una vegada els resultats de la seqiienciacié ens han arribat, els hem d’interpretar. Per a
interpretar-los el que volem és poder comparar la seqiiéncia de nucleotids del gen PIWI de la
mostra Puerto Montt I3 XVII i la seqliencia del gen PIWI de la mostra Bilbao I13b V 2 tot col-locant-
les una damunt de l'altra, pas que rep el nom d’alineament. Tot i aixi, no és tan facil i per arribar a

tindre les dues seqliéncies alineades sén necessaris diversos passos entremitjos.

Com ja he explicat abans, aquesta és la part en que es toca la bioinformatica, una ciéncia
estratégica imprescindible per donar sentit a I'allau de dades biologiques noves generades, per
explicar el funcionament dels sistemes biologics i per generar nous recursos, béns i serveis que
derivin dels nous coneixements i tecnologies; segons la Universitat Autonoma de Barcelona. O

sigui, consisteix en I'aplicacié de tecniques informatiques a la informacio biologica.
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Els programes bioinformatics que he utilitzat sén eines molt potents. Alguns d’ells sén programes

en linia (Augustus bioinformatics, Blast, Clustal i Bioinformatics), i d’altres s’han de descarregar

(Bioedit: totalment gratuit). Aniran apareixent a mesura que avanca el procés d’alineament.

Treballarem amb sequléncies de nucleotids, cadascun d’ells representats per la base nitrogenada

que té. Per exemple: 5'...TCCCGACCAGTTATAGTAGA..3".

1. LU'empresa ens envia les seqliencies de les mostres que vam enviar: Puerto Montt 13 XVII i
Bilbao 13b V 2. Cadascuna de les seqliéncies de cada mostra esta formada per 4 seqliéncies
diferents: una seqliéncia per cada primer o encebador (F6, R1, SP6, T7) que ha permeés a
I'empresa determinar cadascun dels trossos que formen la seqgiiéncia total d’'una mostra. A
partir d’ara ens dirigirem a cada seqliéncia rebuda pel nom del primer que hagi permes

seqlienciar aquella seqliéncia (Figura 44).

3' [ Bilbaoldb-F6 |5 3 [PuertoMonttiBXVI-F6 | 5

3| Bibaol3b-Sps |5 3 [Puerto Montt I3 XVil- Sp6| 5'

3| Bibaol3b-R1 |5  3'|PuertoMonttI3 XV-R1 | 5

3| Bibaol3b-T7 |5  3'|PuertoMonti3Xvil-T7 | 5°

Figura 44. Realitzacié propia

En conclusid, rebem 4 arxius amb 4 seqliencies corresponents al gen PIWI de la mostra
Curicdé 13b, i 4 arxius més amb les 4 de la mostra Bilbao I3b. Per tant, tenim un total de 8
arxius diferents, i ara el que hem de fer és treballar amb ells per obtindre una seqiiéncia de
cada mostra i després fer-ne I'alineament.

Anem a veure com transformem els 4 fragments de DNA en un de sol de més llarg.

2. “Neteja” de les diverses sequencies utilitzant el programa Bioedit.

El Bioedit és un programa que treballa amb cromatogrames que ens mostren diversos pics
pertanyents a diferents grafiques, una de cada color. Cada grafica d’'un color diferent
pertany a una base nitrogenada, i alla on apareguin els pics sera el nucleotid en el que hi

haura aquella base nitrogenada (Figura 45). Per exemple:

10 20 30 40 30 60 T
LG GAGCTAC AG GG TAGCTAGT TICTTAGCA ACT G GCAAACAGCAGGTACACGTGTAGTTCCCG ACCAGT

Figura 45. Cromatograma de DNA vist des del programa Bioedit. Podem observar els diferents
pics, on cadascun d’ells correspon a una base nitrogenada diferent. Font: realitzacié propia.
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El problema és que, tal i com es mostra a la imatge, al principi (des del nucleotid 0 fins el
40) i al final de cadascuna de les seqiéncies, els pics es troben poc definits, per tant, no
podem confiar que el programa ens estigui dient la veritat. Es per aixd que haurem de
“netejar” les diferents seqliencies tant del principi com del final tot seleccionant amb el
cursor aquell tros de seqliencia que ens interessa i del qual ens fiem (Figura 46). Copiarem
el fragment que volem en una llibreta de I'ordinador.

Repetirem aquest procés pels 8 arxius diferents que tenim.

$¥ Biokdit Sequence Alignment Editor - h Y .Y Y - =

File Edit view Zoom Horizontal Scale Accesory Application RNA Window Help

=0

% ABI Chromatogram: C:\Users\PAULA\AppData\Local\ Temp\RarSDIa0.42816_-_Bilbao_Bb_V_2_Rl.abl
V. \AppDataLocal Temp'RarSDI20 428

1

|
[ | |
il

fi
. |
i ‘l\

VA AV

Figura 46. Part seleccionada que ens interessa del cromatograma d’una de les seqiiéncies. Realitzacio propia.
3. Unid de les diverses seqiiéncies: F6 amb Sp6 (sintetitzades en sentit 5’=3’) i R1 amb T7
(sintetitzades en sentit 3’>5’), de manera que obtindrem dues seqléncies per cada

mostra: una seqiiencia F6Sp6 i una altra R1T7 (Figura 47).

D Bl ;

5] [
7 @@ LTI | [ |5
Solanaments
3 F6 5 3 R1 5
3 Spbé g 3 17 5
[3 5] [3: 5]
F6-Sp6 R1-T7

Figura 47. Realitzacié propia
En aquest pas haurem de tindre en compte, a I'"hora d’unir les seqléncies, els diferents
solapaments que es poden donar entre aquestes seqliencies. Aixi doncs, haurem de cercar
el tros del final de F6 que esta repetit al principi de Sp6, i el tros del final de R1 que esta
repetit al principi de T7, i eliminar-lo d’una de les seqliéncies.

Repetirem aquest pas 2 vegades, 1 per mostra (Figura 48).
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>F6_sp6_B1lbao_I3b

TACTTTTTATTAACTTTTTACATATTTTCACAAAATAAATAAAAC AACATAGCTGCC TGAGAAGAATGATGATCGCATGAATGTACCAATACGTTCACATACGAATTAAAATCTGTAAAATGAATATAATT
GTAATCTAATTTGTTCTCATATTTT TCGCAGCGTGCAAAAATTT TCAAAGGACCTTCTGAGGL TTCCACATCGGETCGGTCAAGTGGCACTTCAGCCACTCGTGAACCATCTCATGCATCATCGAGACGGE
AAGGTGGTCCGACACAGGAAC GGCAGCACTTGGATCGCTATGATATTGTGAAGACCCGTCCAGCTGATGTCGTGTCGAAGAAAGGCCATGAGGGAGAGCCTATTCGATTGCAATCAAACTTCTTTCGAATA
CAAACCAAGCCAGAGTGLECGCGTAGT TCACTACCATGTCGATTT TGAGCCTGAGT TGGAAAATATACGCGTGLGTATGGGCAT TCTCTCAAATCACGCTAATATTTTGGGATCCGGCTATTTATT TGATGG
AAAACAACTGTTCACAAAC AAAAAATTTGAGAAGGAGC TAACTGTGCTGTGTGGACAATCAAAAATGGGTATTGACTACAAAATC TCCGTAAAGTATGT TGGAGT TATATCGAACGCAGAACCCCGGTTTT
TGCAAGTTCTAAACCTTATTTTGCGCCGC TCCATGAAAGGAC TGAAAC TTGAGTTGGT TGGACGCAATCTTT T TGATCCTCTCGE AAAGGTATAGCAGATCGATGTAAATATATTTTTTTTTACTTTATAA
AAACATAATATTCCTAGATACCGATCCGAGAAT TTCAAATGGAAC TCTGGCCAGGATACGAAACCTCGATCCGACAACATGAAAAAGATATTATGCTGTGTACTGAAATAACACATAAAGTTATGLCGCACT
GAAACTGTGTATGAGATACTGAGACGTTGTTCTAATAACCCTTCACGCCATCAAGACGAGT T TCGCGTGAATGT TCTAGATTTAGTTGT TCTTACAGAT TATAACAACAAAACATATCGCATTAACGATGT
AGATTTTGCACAAACCCCAAAATCTACAT TTAGC TGCAAGGGGAAAGATGT TAGT TTTATCGAGTACTATCTGACTGTAAGTACAAATAAAAACGGCCGLEAAGCCTATAAATAAACATGGAAATAACTATC
ATTATTATATTTTTCTATTT TAGAAATATAACATACGCATTCGTGACCACAATCAACCCTTGT TAATT TCAAAAAATAGGGACAAGGC TCAGAAGACCAATGCCAATGAACTCGTAGTCCTTATTCCAGAA
CTATGCCGGGTTACGGGAC TAAC TGACAATATGCGT TCAAATTT TCAGTAAGAC T TGAAAATACAGC TATTT TAAGCATT TATGATTACATTCATT TCAAAATGTGCCACTTTCTTTATTACAGACTGATG
CGCGCAATGTCTGATCACACACGCATGAATCCCGACCGLCGTATTGATCGT T TGCGTAGAT TCAACAATCGT T TGCAAACCACTGCAGATAGTGTGAAAGT TCTAAAAGAC TGGGACATGAAAACTCGATGG

>R1_T7_Bilbao_I3b
CAGCAGGTACACGTGTAGTTCCCGACCAGTTATAGTAGAGATGGCACATCTTATATGTGAGC TTTTGGATTTGATCAGGGC TGAGACGTATGTTGC TGTAGAGCACATTGTAGC TCGTTGGCGAAACGGTTC
CTTGGCGAACCGTC TGTGACACCAAGTAGAAGTCGTATCGTTCGGGCAGAGTCACAATATCATC TACTACCGTTCCAGGGGGGGGATTTCTACCGTTGT TAAAGAAACGTGTGTTGCAAGATTTAGTGACCA
CAATGTATGCCAGCATCGGTGGAGCACTATTGGCACGCTTATATTCAGTATCAAGCTTTTCCACAATATCTTTCACTTCGTATTCAAACAAC TGCTTCAAAGATCC TGCGCTAACACCGTCACGATAGAATA
GTATGCGTGCTGGTAACTTATCATGCTCTCTCTGGTATTGTCTAAGGGCC TTAGCAATCATTGGCCAAAGGTTATTAGACAGCACATCAAAGGCACTGCACTCTGATACCGTGC TAAAGTAAGTTGAATTCC
GCTGGAGATCCATTGAAGC AAC TAAAGC ACCATAAGCCTTGCGGCGGTCACGTGCGCTTTTGGCAATGTCAAAGCCAATGGTCATTAAACC GGAAAGC GGCAAC TCAATCATCCATGGTGTATAACCCAATT
TACAATTAATTTGAATTGC TATTTTGGTTGCAATGCTCATTAGGCCTCGATTTTTTGCAGTTTTTACAGTCACAACTTGAGTAGGAACGGCTC TATCAATACAGCCTCTCTTTTTTATAGAAGAATATCTGA
AAAACATATGGATTAAATTGTGCATTGAAATTATTGGGC TATTTAGATTATCAAACCTTTCTTCATTGTTGTTGGGAACAAAACACAAGATTAATTTTGGATCCATGC GAACACACTCATCCATAGC TCGCA
CATATGTCGCAGTGCGATCATCGTAAATTTTTATTCTAAAAGT TAAGGCAGT TATTTTAAGAAGAGCACATTTGGAAGTGT TTAGCTTACTCGTGGGGGC TTCTTATTTTGAATCCCATACCAGAAGCTGCT
CGAAACAAACTTTCAAGCAAATTTTTAAGGTCAAACGAATTGCGCTCCGGTGCAATTACGGCCCAACGGTCGAGACCATCAC TGGGAGTAGTGAGCATACGTTGGTCACGGAAGCATCTTGTCCAATCAGCT
GTTTCGCCAGCAGAACATC TGAAATACACAATATTTTATGCCCGGTACTCAGTCAGTATTATGGAGGCGGAAACGTTTCTGTTTACTCGTTATATGC AATATGCATCCAC TTTAGAGCACAAATC TGAAGTA
CCTCTTTTACTCTTCAAATACCAGGTATAAAAACCATTTCATTTGGGACTCACTTTGATTGATTAAAGACAATTTTCTGCGGTGCAATTATACGTCCCTGTACTTCTGTAAGATTTCCATCGAGTTTCATGT
CCCAGTCTTTTAGAACTTTCACACTATCTGCAGTGGTTTGCAAACGATTGTTGAATC TACGCAAACGATCAATACGGC GGTCGGGATTCATGCGTGTGTGATCAGACATTGCGCGCATCAGTCTGTAATA

|
Figura 48. Exemple dels 2 trossos que obtenim en aquest pas. Imatge propia.

.7

4. Reversio i complementacié de R1T7: L'objectiu final es obtindre la sequéencia F6-Sp6-T7-R1
ja que Spb6 i T7 son les seqiliéncies fetes pels primers interns respectius. Tenint en compte
que tenim R1T7 (3'=>5’), el que haurem de fer és revertir aquesta seqliéncia, és a dir, fer
un efecte mirall de la seqliiéncia per obtindre T7R1 (5'=3’). No obstant aix0d, un cop
revertida a T7R1, ens trobem que és una seqliencia pertanyent a la cadena no codificant, i
gue per tant haurem de trobar la seqliencia complementaria corresponent a la cadena

motlle o codificant. Aleshores tindrem T7R1 en sentit 3’25’ (Figura 49).

'}
|
1
v T7-R1

[3' 5] [3 5|
F6-Sp6 T7-R1

Figura 49. Realitzacié propia
Per fer tot aquest llarg i complexa pas utilitzarem un programa en linia anomenat
Bioinformatics que el fara directament. Només caldra introduir la seqliencia R1T7 i el
mateix programa te la revertira i et donara la seqliencia complementaria directament

(Figura 50).
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Sequence Manipulation Suite:

Reverse Complement

Reverse Complement converts a DNA sequence into its reverse, complement, or reverse-complement counterpart. The entire IUPAC DNA alphabet is supported, and the
case of each input sequence character is maintained. You may want to work with the reverse-complement of a sequence if it contains an ORF on the reverse strand.

Paste the raw sequence or one or more FASTA sequences into the text area below. Input limit is 100000 characters.

>R1_I7 Bilbao I3p =
CRAGCAGGTACACGTGTAGTTCCCGACCAGTTATAGTAGAGATGGCACATCTTATATGTGAG
CIITIGGAITIGATCAGGGCTGAGACGIATGITGCTGTAGAGCACATTGTAGCTCGITGGC
GRARCGETICCTTGECCGARCCGTCTCT CACACCAAGTAGRAGTCEGTATCGITCGEGCAGRG
TCACAATATCATCTACTACCGITCCAGEGEEEGEATTICTACCGTITCTTARAGARACETGET ~
GIIGCRAGATTTAGTIGACCACRRTGTIATGCCAGCATCGGTGGAGCACTATIGGCACGCTITA y

Please check the browser campatibility page befare using this program

Submit || Clear || Reset

* | reverse-complement ¥

[ aboutblank

Reverse Complement results

>R1_T7_Bilbao_ I3b reverse complement

TATTACAGACTGATGCGCGCAATGTCTCGATCACACACGCATGAATCCCGACCECCETATT
GATCGTTTGCGTAGATTCAACARTCGTTTGCARRCCACTGCAGATAGTGTGARAGTTCTA
ARAGACTGGGACATGAAACTCGATGGARATCTTACAGAAGTACAGGGACGTATAATTGCA
CCGCAGARARATTGTCTTTAATCAATCARAGTGAGTCCCARATGARATGEGTTTTTATACCT
GETATTTGARAGAGTARAAGAGGTACTTCAGATTTGTGCTCTARAGTGGATGCATATTGCA
TATAACGAGTARACAGARACGTTTCCGCCTCCATAATACTGACTGAGTACCGEGGCATARR
ATATTGTGTATTTCAGATGTICTGCTGCGCGARRACAGCTGATTGGACARGATGCTTCCGTG
ACCAACGTATGCTCACTACTCCCAGTGATGETCTCGACCGTTGEGECCETAATTGCACCGE
AGCGCAATTCGITTGACCTTARARATTTGCTTGARAGTTTGTTTCGAGCAGCTTCTGGTA
TGGEGATTCARARATAAGAAGCCCCCACGAGTARGCTARACACTTCCARATGTGCTCTTCTT
ARARATAACTGCCTTAACTTTTAGAATARRAAMATTTACGATGATCGCACTGCGACATATGTG
CGAGCTATGGATGAGTETGTICGCATGCATCCARRATTAATCTTGTGTTITTGTTCCCARAC
ARCARTGAAGCRAAAGGTTTGATAATCTARATAGCCCAATARTTTCARTGCACAATTTAATC
CATATGTTTTTCAGATATTCTTCTATAARRAAGAGAGGCTGTATTGATAGAGCCGTTCCT
ACTCARGTTGTGACTGTARRRRACTGCARARRATCCGAGGCCTAATGAGCATTGCARACCARR
ATAGCAATTCRAAATTAATTGTAARATTGCGGTTATACACCATGEGATGATTGAGTTGCCGCTT
TCCGETTTARTGACCATTGECTTTGACATTGCCARRARAGCGCACGTGACCGCCECARGGCT
TATGEGTGCTTTAGTTGCTTCAATGGATCTCCAGCGGAATTCARCTTACTTTAGCACGGTA

m m m mmme s e me s menomn am mmm Mo mmeem

Figura 50. Funcio del programa Bioinformatics. Realitzacié propia

Farem aquest pas dues vegades, una per la mostra Puerto Montt I3 i una altra per la

mostra Bilbao 13b.

Una vegada obtinguda la sequéncia revertida T7R1 (3’>5’) haurem d’ajuntar-la amb la
sequencia F6Sp6 tot trobant el solapament i eliminant-lo d’'una de les dues seqiiéncies, tal i
com hem fet anteriorment en el pas 3. Aixi doncs, en aquest pas obtindrem 2 seqiliéncies:

la seqliéncia de la mostra Puerto Montt I3 i la de la mostra Bilbao I3b.

>B1Tbao_13b

TACTTTTTATTAACTTTTTACATATT T TCACAAAATAAATAAAACAAC ATAGC TGCCTGAGAAGAAT GATGATCGCATGAATGTACCAATACGTTCACATACGAATTAAAATCTGTAAAATGAATATAATT
GTAATCTAATTTGTTCTCATATTTT TCGCAGCGTGCAAAAAT T TTCAAAGGACCTTCTGAGGC T TCCACATCGGGTCGGTCAAGTGGCACT TCAGCCACTCGTGAACCATCTCATGCATCATCGAGAC GGG
AAGGTGGTCCGACACAGGAACGECAGCACTTGGATCGCTATGATATTGTGAAGACCCGTCCAGCTGATGTCGTGTCGAAGAAA CATGA AGAGCCTATTCGATTGCAATCAAACTTCTTTCGAATA
CAAAMCCAAGCCAGAGTGGCGCGTAGTTCACTACCATGTCGAT T TTGAGCCTGAGT TGGAAAATATACGCGTGCGTATGGGCATTC TCTCAAATCACGC TAATATTTTGGGATCCGGC TATT TATT TGATGG
AAANCAACTGTTCACAAACAAAAAATT TGAGAAGGAGC TAACTGTGCTGTGTGGACAATC AAAAATGGGTATTGAC TACAAAATCTCCGTAAAGTATGT TGGAGT TATATCGAACGCAGAACCCCGGTTTT
TGCAAGTTCTAAACCTTATT T TGCGCCGCTCCATGAAAGGAC TGAAACT TGAGT TGGTTGGACGCAATCTTT T TGATCCTCTCGCAAAGGTATAGCAGATCGATGTAAATATATTTTTTTTTACTTTATAA
AAACATAATATTCCTAGATACCGATCCGAGAATT TCAAATGGAACTC TGGCCAGGATAC GAAACCTCGATCCGACAACATGAAAAAGATAT TATGCTGTGTACTGAAATAACACATAAAGT TATGCGCACT
GAAACTGTGTATGAGATACTGAGACGTTGT TCTAATAACCCTTCACGCCATCAAGACGAGT TTCGLGTGAATGTTCTAGATTTAGTTGT TCTTACAGAT TATAACAAC AAAACATATCGCATTAACGATGT
AGATTTTGCACAAACCCCAAAATCTACAT T TAGC TGCAAGGGGAAAGATGT TAGT TT TATCGAGTACTATC TGACTGTAAGTACAAATAAAAAC GOCCGGAAGCC TATAAATAAACATGGAAATAACTATC
ATTATTATATTTTTCTATT T TAGAAATATAACATACGCATTCGTGACCACAATCAACCCTTGT TAATTTC AAAAAATAGGGAC AAGGC TCAGAAGACCAATGCCAATGAACTCGTAGTCCTTATTCCAGAA
CTATGCCGGGTTACGGGAC TAACTGACAATATGCGT TCAAAT T TTCAGTAAGAC TTGAAAATACAGC TATT T TAAGCATTTATGAT TACATTCATT TCAAAATGTGCCACTTTCTTTATTACAGACTGATG
CGCGCAATGTCTGATCACACACGCATGAATCCCGACCGCCGTATTGATCGTTTGCGTAGAT TCAACAATCGTT TGCAAACCACTGCAGATAGTGTGAAAGT TCTAAAAGACTGGGACATGAAACTCGATGG
AAATCTTACAGAAGTACAGGGACGTATAAT TGCACCGCAGAAAATTGTC T T TAATCAATCAAAGTGAGTCCCAAATGAAATGGT T TTTATACCTGGTAT T TGAAGAGTAAAAGAGGTACTTCAGATTTGTG
CTCTAAAGTGGATGCATATTGCATATAACGAGTAAACAGAAACGTTTCCGCCTCCATAATACTGAC TGAGTACCGGGCATAAAATATTGTGTATTTCAGATGT TCTGCTGELGAAACAGCTGAT TGGACAA
GATGCTTCCGTGACCAACGTATGC TCACTACTCCCAGTGATGGTC TCGACCGT TGGGCCGTAATTGCACC GGAGCGCAATTCGT T TGACCTTAAAAATTTGCTTGAAAGT T TGT T TCGAGCAGCTTCTGGT
ATGGGATTCAAAATAAGAAGCCCCCACGAGTAAGC TAAACACTTCCAAATGTGC TCTTC T TAAAATAACTGCCTTAACT TT TAGAATAAAAATT TACGATGATCGCACTGCGACATATGTGCGAGCTATGG
ATGAGTGTGTTCGCATGGATCCAAAATTAATCTTGTGT T TTGT TCCCAACAACAATGAAGAAAGGT T TGATAATC TAAATAGCCCAATAATTTCAATGCACAATTTAATCCATATGTTTT TCAGATATTCT
TCTATAAAAAAGAGAGGC TGTATTGATAGAGCCGTTCCTACTCAAGT TG TGACTGTAAAAACTGCAAAAAATCGAGGCCTAATGAGCATTGCAACCAAAATAGCAATTCAAATTAATTGTAAATTGGGTTA
TACACCATGGATGATTGAGT TGLCGCTTTCCGGTTTAATGACCATTGGC T T TGACATTGCCAAAAGCGCACGTGACCGCCGCAAGGCTTATGGTGCTTTAGT TGCTTCAATGGATC TCCAGCGGAATTCAA
CTTACTTTAGCACGGTATCAGAGTGCAGTGCCTTTGATGTGCTGTC TAATAACCTTTGGCCAATGAT TGC TAAGGCCCTTAGACAATACCAGAGAGAGCATGATAAGT TACCAGCACGCATACTATTCTAT
COTGACGGTGTTAGCGCAGGATCTT TGAAGCAGTTGT T TGAATAC GAAGTGAAAGATAT TG TGGAAAAGC TTGATAC TGAATATAAGC GTGCCAATAGTGC TCCACCGATGC TGGCATACATTGTGGTCAC
TAAATCTTGCAACACACGTTTCTT TAACAACGGTAGAAATCCCCCCCCTGGAACGGTAGTAGATGATATTGTGACTC TGCCCGAACGATACGACTTCTACTTGGTGTCACAGACGGTTCGCCAAGGAACCG
TTTCGCCAACGAGCTACAATGTGC TCTACAGCAACATACGTC TCAGCCCTGATCAAATCCAAAAGC TCACATATAAGATGTGCCATCTCTACTATAACTGGTCGGGAACTACACGTGTACCTGLTG
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=Puerto_Montt_I3_XVIT

TTCATGTTTTCCCTACTT T T TATTAACTT T T TACATATT T TCACAAAGTAAATAAAAC AACAAAGC TGCC TGAGAAGAAAGATGATCGCATGAATGTACCAATACGT TTACATACGAAT TAAAATCTGTAA
AATGAATATAATTGTAATCTAATTTGTTCTCATAT T T T TCGCAGCGTGCAAAGAT T T TCAAAGGACC T TCTGAGGC TTCCACATCGGETCGGTCAAGTGGCACTTCAGCCACTCGTGAACCATCTCATGCA
TCATCGAGACGGGAAGGTGT TCCGACACAGGAACGLGCAGCACTTGGATCGC TATGATAT TGTGAAGACCCGTCCAGCTGATGTCGTGTCGAAGAAAGGCCATGAGGGAGAGCCTATTCGT T TGCAATCAAA
CTTCTTTCGAATACAAACCAAGCCAGAGTGGCACGTAGT TCACTACCATGTCGAT T T TGAACC TGAGT TGGAAAATATACGCGTGCGAATGGGCATTC TCTCAAATCACGC TAATAT T T TGGGATCCGGCT
ATTTATTTGATGGAAAACAACTGT TCACAAAC AAAAAAT T TGAGAAGGAGC TAACTGTGC TG TGTGGACAATC AAAAATGGGTAT TGAC TACAAAATC TCCGTAAAGTATGTTGGAGT TATATCGAACGCA
GAACCCCGGTTTTTGCAAGT TCTAAACCTTAT T T TGCGCCGC TCCATGAAAGGAC TAAAGC T TGAGT TGGTTGGACGCAATCTT T T TGATCCTCTCGCAAAGGTATAGCAGATTGATGTAAATATTTTTAA
ATTACTTTATAAAAACATAATATTCCTAGATACCGATCCGAGAAT T TCAAATGGAAC TCTGGLCAGGATAC GAAACATCGATCCGACAACACGAAAAAGATAT TATGCTGTGTACTGAAATAACACATAAA
STTATGCGCACTGAAACTGTGTATGAGATAC TGAGACGT TGTTC TAATAACCCTTCACGCCATCAAGAC GAGTTTCGCGTGAATGTTCTGGAT T TAGTTGTTC TTACAGATTATAACAACAAAACATATCG
CATTAACGATGTTGATT T TGCACAAACCCCAAAATC TACAT T TAGC TGCAAGGGGAAAGATGT TAGT T TTATCGAGTACTATC TGAC TG TAAGTACAAATAAAAACGGCCGTTCGCCTATAAATATACTCG
AAAATAACTATCATTATTATATT T T TCTATT T TAGAAATATAACATACGCATTCGTGACCACAATCAGCCCTTGTTAAT T TCAAAAAATAGGGAC AAGGC TCAGAAGACCAATGCCAATGAACTCGTAGTC
CTTATTCCAGAACTATGCCGGGT TACGGGACTAACTGACAATATGCGT TCAAATT T TCAGTAAGAC T TGAAAAAACAGCTATTT TAAGCAT T TATGATTACATTCAT T TCAAAATGTGCCACTTTCTTTAT
TACAGACTGATGCGCGCAATGTCTGATCACACACGCATGAATCCCGACCGCCGTATTGATCGT T TGCGTAGAT TCAACAATCGT T TGCAAACCACTGCAGATAGTGTGAAAGT TCTAAAAGAC TGGGACAT
GAAAACTCGATGGAAATCTTACAGAAGTACAGGGAC GTATAATTGCACCGCAGAAAATTGTC T T TAATCAATTCAAAGTGAGTCCCAAATGAAATGGTTTTTATACC TGGTAT T TGAAGAGTAAAAGAGGT
ACTTCAGATTTGTTCTC TAAAGAGGATGCATATAAC GAATAAAC AGAAACCTTTCCGACTCCATAATACTTGAC TGAGTACCGGGCATAAAAGGTGTAACGCGTTCGAGCGCGTC TCAACATTCCGCCTCG
TTTATATAAATATTGTGTAT T TCAGATGT TCTGC TGGCGAAACAGC TGATTGGACAAGATGC T TCCGTGACCAACGTATGC TCACTACTCCCAGTGATGGTC TCGACCGT TGGGCCGTAATTGCACCGGAG
CGCAATTCGTTTGACCTTAAAAATTTGCTCGAAAGT TTGT T TCGAGCAGC TTCTGGTATGGGAT TCAAAATAAGAAGCCCCCACGAGTAAGC TAAACACTTCCAAATGTGC TCTTCT TAAAATAACTGCCT
TAACTTTTAGAATAAAAATT TACGATGATCGCACTGCGACATATGTGCGAGC TATGGATGAGTGTGT TCGCATGGATCCAAAATTAATCTTGTGT T TTGT TCCCAACAACAATGAAGAAAGGTTTGATAAT
CTAAATAGCCCAATAATTTCAATGCACAAT T TAATCCATATGT T T T TCAGATATTC TTC TATAAAAAAGAGAGGC TGTAT TGATAGAGCCGTTCCTACTCAAGTTGTGAC TGTAAAAACTGCAAAAAATCG
AGGCCTTATGAGCATTGCAACCAAAATAGCAAT TCAAATGAAT TG TAAATTGGGT TATACACCATGGATGATTGAGT TGCCGCTTTCCGGT T TAATGACCATTGGC T T TGACATTGCCAAAAGCGCACGTG
ACCGCCGCAAGGCTTATGGTGCTT TAGT TGCT TCAATGGATC TCCAGCGGAAT TCAACTTACT T TAGCACGGTATCAGAGTGCAGTGCCTT TGATGTGC TGTC TAATAACCTTTGGCCAATGATTGCTAAG
GCCCTTAGACAATACCAGAGAGAGCATGATAAGT TACCAGCACGCATACTATTCTATCGTGACGGTGT TAGCGCAGGATCT T TGAAGCAGT TGT T TGAATACGAAGTGAAAGATATTGTGGAAAAGCTTGA
TACTGAATATAAGCGTGCCAATAGTGC TCCACCGATGC TGGCATACATTGTGGTCACTAAATC TTGCAACACACGTTTCTT TAACAAC GG TAGAAATCCCCCCOCCTGRAACAGTAGTAGATGATATTGTGA
CTCTGCCCGAACGATACGACTTCTACTTGGTGTCACAGAC GGTTCGCCAAGGAACCGT T TCGCCAACGAGC TACAATGTGC TCTACAGCAACAT TCGTC TCAGCCCTGACCAAATCCAAAAGC TCACATAT
AAGATGTGCCATCTCTACTATAACTGGTCGGGAACTACACGTGT

Ara, haurem d’alinear les 2 seqliéncies per tal d’observar-ne les semblances i les
diferencies. Per fer-ho podem utilitzar dos programes en linia: el Blast o el Clustal. Tenen
algunes diferéncies pel que fa a la nomenclatura utilitzada per mostrar |'alineament, pero
no son importants. En el meu cas he utilitzat el Clustal.

Una vegada obtingut I'alineament, cal estudiar detingudament tots i cadascun dels canvis
qgue s’hi observen a nivell nucleotidic. En el meu cas, un petit percentatge d’aquests canvis
corresponien a errors de seqliencia que van haver de ser corregits manualment, i la resta
de canvis corresponien a diferencies reals.

(Per veure les seqiiencies nucleotidiques obtingudes, veure I’annex 5)

Un pas addicional seria buscar I'alineament de la seqliencia d’aminoacids. Per fer-ho,
primer haurem de transformar la seqiéncia de nucleotids o de DNA a seqiéncia
d’aminoacids o proteina tot utilitzant el programa en linia Augustus Bioinformatics. Altra
vegada tornarem a utilitzar el programa Clustal, o el Blast per tal d’alinear les proteines.

(Per veure les seqiiencies proteiques obtingudes, veure 'annex 5)
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4.Conclusions

Les conclusions que he extret d’haver realitzat aquest treball es poden dividir en les procedents de

la part teodrica i les procedents de la part practica.

La part tedrica m’ha permés endinsar-me en el mén de la geneética, concretament coneéixer millor
aquests caracteristics individus, els transposons. Quan vaig iniciar la meva recerca, em vaig
interessar molt per les conseqgliencies negatives que aquests podien tindre dins d’un organisme, ja
gue no m’imaginava, ni molt menys, que poguessin arribar a ser tan importants: doncs algunes de
les seves insercions poden provocar, en alguns casos (i molt pocs), malalties tan greus com el
cancer o la distrofia muscular. Es per aixd que he intentat aprofundir al maxim possible aquest
apartat donat que en un inici volia encaminar el meu treball en la relacié que hi havia entre els ETs
i les malalties. Malgrat tot, els transposons no deixen d’estar poc estudiats per la comunitat
cientifica, encara que faci bastant temps que van ser descoberts per la genetista Barbara
McClintock. El motiu d’aquest fet, probablement, és que la informacié genética té una estructura
molt complexa, i els constants canvis d’aquesta n’augmenta la dificultat per estudiar-ne els seus

components i el seu mecanisme.

També he pogut ampliar els meus coneixements al respecte dels mecanismes de regulacid que
utilitza I'organisme per restringir I'expressid genica, ja que en els cursos anteriors no s’arriba a
aquest grau d’aproximacié ni d’amplificacié. Tampoc s’arriba a coneixer qué sén aquests elements,

i aquest treball, de ben segur, que ha permeés resoldre els meus dubtes al respecte.

Pel que fa a la part practica, no he pogut treure’n cap conclusié en general, donat que les dades i
el nivell de coneixement necessari per poder establir una resposta segura i verdadera al cent per

cent no es troben al meu abast, tal i com veurem a continuacio.

A partir del gen i la proteina predita a través de la seqliéncia codificant no ens és possible afirmar,
amb les dues seqliencies que hem obtingut, que hi hagi una clara separacié entre poblacions que

podria correlacionar-se amb la seva situacid geografica i/o climatica.

Amb les dades disponibles, podem dir relativament poc de les implicacions evolutives que podrien
tenir certs polimorfismes d’aquestes seqiiéncies nucleotidiques de cara a I’activitat dels ETs. Es a
dir, no podem afirmar que el polimorfisme present en el gen Piwi sigui I'agent culpable de la

variacié de la transposicié que s’ha observat darrerament.
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Tot i aixi, aquest estudi ens permet aproximar-nos millor al paper que juguen els ETs en el
remodelatge genomic i les implicacions que podrien tenir a nivell de poblacid, aixi com també de

guins mecanismes disposa el genoma per silenciar-los.

Amb aquest treball, podriem especular sobre el per qué de I'existencia d’aquest polimorfisme tan
elevat en un gen que sembla complir funcions essencials per a 'organisme, com veurem a

continuacio.

Per una banda, podria ser que aquesta elevada variabilitat de Piwi ajudés al genoma a fer front a
les constants invasions per ETs. Aixi, Piwi s’hauria d’anar “actualitzant” constantment perqué fos
capa¢ de regular totes les insercions d’aquests elements mobils per evitar conseqliéncies

negatives i perjudicials per I'organisme.

En segon lloc, no podem afirmar amb aquestes dues seqiiencies si hi ha molta diferenciacié entre
poblacions originals i colonitzadores. De totes maneres, les diferéncies a nivell de polimorfisme

son notables entre aquestes dues seqliéncies, fins i tot trobem canvis a nivell de proteina.

En ultim lloc, malgrat tot aquest elevat nivell de polimorfisme, les proteines continuen essent
viables, és a dir, aparentment, la proteina PIWI és capa¢ de dur a terme exitosament les seves

funcions a la linia germinal, malgrat incorporar els canvis.

Els canvis observats en la proteina PIWI des les dues poblacions sén 3: un V-G (valina — glicina), un
M-I (metionina-isoleucina) i un H-R (histidina-arginina). Es a partir del programa en linia Mutation
Analyzer que em pogut determinar si aquests canvis se solen donar a la natura i si poden
repercutir en la funcionalitat de la proteina (veure annex 6). La primera diferencia és un canvi que
no s’observa en la natura i el segon i el tercer sén canvis que possiblement no repercuteixin en la
funcionalitat de la proteina. Es per aixd que podem parlar d’una proteina PIWI viable en ambdds

Casos.

Ha estat molt gratificant poder realitzar aquest estudi sobre uns elements tan desconeguts com ho
sén els transposons i espero que els lectors d’aquest treball hagueu pogut arribar a fer-vos una
idea general, per petita que sigui, de que sén i de la importancia que arriben a tindre. No s’ha
d’ignorar que aquests elements es troben dins de tots nosaltres, és més, formen part de la nostra
informacié genetica i, per tant, a grans trets “estem formats de transposons”. A més, es troben
presents en tots els genomes eucariotes, i també en els procariotes, en més o menys quantitat,

perod la vida sense la seva existéncia seria molt diferent a tal com la coneixem.
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7.ANNEXOS

+ ANNEX 1: Breu introduccié a la genética

Per tal que aquest treball pugui ser el maxim entenedor possible tenint en compte que es tracta
d’un tema bastant complexa, cal tindre una base del qué és la genética: des de les parts de la

cel-lula, passant pel nucli i material genétic fins a la teoria d’«un gen — un enzim».

La cel'lula, les seves parts i TADN

La cél-lula és I'estructura viva més senzilla que existeix ja que té la capacitat realitzar les tres
funcions vitals: nutricid, relacié i reproduccid. La teoria cel-lular anuncia que la cél-lula és la unitat
morfologica (o estructural), fisiologica (o funcional) i genética (o reproductora) de tots els éssers
vius. La forma de les cel-lules depén moltes vegades de la funcid que exerceixen, i nosaltres ens

centrarem pel que fa a la funcionalitat genética de la cél-lula: ’ADN.

ESTRUCTURA BASICA DE LA CEL-LULA:

- Membrana plasmatica: paret que té la funcid de separar el medi intern cel-lular del medi

extern i de regular els intercanvis amb I'exterior.

- Citoplasma: inclou el medi intern anomenat citosol i unes estructures anomenades

organuls cel-lulars que son les responsables del metabolisme cel-lular.
- Material genétic o DNA: format per moléecules filamentoses de DNA.

TIPUS DE CEL-LULES:

Les cél-lules es classifiquin en procariotes o eucariotes segons si el e
plasmatica

material genetic es troba envoltat per una membra anomenada

nucli o no. Nucleoide

Cél-lula procariota (Figura 51)
e Cel-lula primitiva i molt més senzilla que I’eucariota.

e El material genétic no esta envoltat pel nucli. Es troba

dispers en una regié del citoplasma anomenada nucleoide. . . .
Figura 51. La cél-lula procariota, la

. . . . . . més senzilla
e En el citoplasma hi ha ribosomes i uns plecs interiors de la  ropt-nttp://www.xtec.cat/~jqurrer

a/classes.htm

membrana plasmatica, els mesosomes.
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e Tenen una coberta gruixuda i rigida per fora de la membrana plasmatica anomenada paret

cel-lular.

Cél-lula eucariota;

e Cél-lula molt complexa i més evolucionada ja que posseeix més organuls cel-lulars.

e El material genetic esta envoltat pel nucli. El nucli és una estructura formada per una
membrana doble, anomenada embolcall nuclear, que envolta el material genétic (DNA) de
la cel-lula. El medi intern nuclear s’anomena nucleoplasma, i conté fibres de DNA, en
diferents graus de condensacid, que reben el nom de cromatina, i un o dos corpuscles, rics

en RNA, anomenats nucléols.

e Hi ha dos tipus d’organitzacio segons si es troben formant organismes animals o vegetals.

Per aixo es parla de cel-lules animals i de cel-lules vegetals (Figura 52).

Complex Vesicula Paret cel-lulosica

: Citoplasma .
de Golgi pinocitica P | Ribosoma
Mitocondri Gisnulde \ ;
Centriol greix i A &
4 s Cloroplast
Granul de § : .
! Reticle midé | .; 4
Nucleol endoplasmatic E v : 5 .
3 : asmodesma
Membrana — j /
Membrana | fibosoma cel-luldsica } :
nuclear -
eticle
Vactol endoplasmatic
; Nucli Porus
Lisosoma
Complex
de Golgi

Vactiol Cromatina

Membrana

Citoplasma citoplasmatica

Leucoplastide

Mitocondri

Nucléol

Nucli

Membrana
nuclear

Figura 52. Classes de cél-lules eucariotes: animal i vegetal respectivament. Font:

http://www.glogster.com/belaro/poster-glog-by-belaro-webgquest-la-cellula-1/g-6133m0Ocpbbnt4p2hsb5gpa0

Els acids nucleics

Els acids nucleics sén unes biomolécules que sén molt riques en fosfor (P), concretament sén
riques en acid fosforic (HsPO,), i també contenen carboni (C), hidrogen (H), oxigen (O) i nitrogen

(N).

Estan formats per unes molécules riques en nitrogen anomenades bases nitrogenades, que sén
I’adenina (A), la guanina (G), la citosina (C), la timina (T) i I'uracil (U); i una pentosa, una classe de

glucid simple formada per una estructura de cinc atoms de carboni.
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Els acids nucleics poden ser acids ribonucleics (RNA) si la pentosa que contenen és la ribosa o

poden ser acids desoxiribonucleics (DNA) si la pentosa que contenen és la 2-desoxiribosa. Una

altra diferéncia entre ambdds és que el RNA conté les bases nitrogenades AUGC i en canvi, el DNA

conté ATGC (Taula 11).

PENTOSA BASES NITROGENADES
v | Acid desoxiribonucleic >-desoxiribosa Citosina (C)
v = (ADN) Guanina (G) Timina (T)
0O w
—
:E) g Citosi C
> | Acid ribonucleic (ARN) Ribosa Guanina (G) L‘::::"(‘J))
Taula 11. Realitzacio propia.
Els acids nucleics es poden dividir en unes unitats DNA RNA

anomenades nucleotids que estan formades
cadascuna d’elles per una pentosa, una base
nitrogenada i un acid fosforic (HsPQO4). Si a un
nucleotid li manca el seu grup fosfat s’anomena
nucleodsid. Aixi doncs, podem definir a un acid

nucleic com un polimer™ de nuclebtids.

Des del punt de vista estructural, es diferencien dos
extrems, I'extrem 5’ on hi ha I’acid fosforic (H3PQOg)
del primer nucleotid i I'extrem 3’ on hi ha un radical

hidroxil (-OH) de I'Gltim nucleotid (Figura 53).

Figura 53. Font: http://www.biologia.arizona.edu/
biochemistry /problem sets/large molecules

/06t.html

Estructura primaria del DNA. Es la seqiiéncia de nucleotids d’una sola cadena o filament. A

través de la seqliencia de nucledtids es pot emmagatzemar una determinada informacid,

I'anomenat missatge biologic o informacié geneética. Si es canvia la seqliéncia de nucleotids,

aquest missatge també canviara.

19 \ . N \ \ ; . ~
Molécula de grans dimensions (macromolecula) formada per molecules més simples anomenades mondémers.
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Estructura secundaria del DNA (doble hélix de 20 A) (Figura 54). El DNA esta format per dues
cadenes de nucleotids antiparal-leles?®, complementaries® i enrotllades de forma plectonimica®?,
gue formen una doble hélix amb les bases nitrogenades enfrontades i unides entre si de manera
gue els enllacos s’estableixen entre les adenines (A) i les timines (T) i, entre les citosines (C) i les
guanines (G). Llavors diem que I'adenina amb la timina i la citosina amb la guanina sén bases

complementaries, i parlem de cadenes complementaries.

Cytosine . - Cytosine .
NHz __—Nucleobases NHy

SN N

[ [

o o
Guaninec . GuanineD .
. NH M NH
il \ N/A\NHE 14 \ N/)\NH‘

N ]
H Base pair H
Adeni Adeni
enlneHzN @ enlneHZN El
=N =N
N N
W W
Lu N Lu W
Uracil o . Thymine .

ﬁﬁ helix of/ anf(ii

N sugar-phosphates N o

Nucleobases
of DNA

Nucleobases
of RNA

RNA DNA
Ribonucleic acid Deoxyribonucleic acid

Figura 54. Font: https://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_ribonucleico

La doble hélix de DNA en estat natural és molt estable pero si s’escalfa, quan la temperatura
arriba aproximadament a uns 1002C, els dos filaments de la doble héelix se separen, és a dir, es
produeix la desnaturalitzaci6 del DNA. Per altra banda, si posteriorment es manté
desnaturalitzat a 652C, els dos filaments tornen a unir-se; fenomen que rep el nom de

renaturalitzacio.

Estructura terciaria del DNA. La fibra de 20 A es retorca sobre si mateixa formant una espécie
de superhélix, estructura que rep el nom de DNA superenrotllat. D’aquesta manera la longitud del

DNA es redueix.

2% Les dues cadenes de DNA es troben col-locades de manera que si una es troba orientada en sentit 5’ >3’, I'altra es
troba en sentit 3'>5’

?! Les dues cadenes no sén iguals, siné que les bases es troben enfrontades I’Adenina amb la Timina i la Citosina amb
la Guanina. Aixi doncs, les seqliéncies de les dues cadenes son diferents pero les bases sén complementaries.

22 . .
Per poder separar els dos filaments cal girar-ne un respecte laltre.
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Primer nivell d’empaquetament, fibra de cromatina de 100 A o collaret de perles. Esta
formada per la fibra de DNA de 20 A (doble hélix) associada a histones, una proteines basiques.
Estructuralment, esta formada per un conjunt de particules de 100 A de diametre anomenades
nucleosomes, cadascun dels quals esta format per vuit histones (octamer) i per una fibra de DNA

gue s’enrotlla sobre I'octamer.

Aguesta estructura s’anomena forma laxa, perd quan cada nucleosoma s’associa a una histona

anomenada H1, la fibra s’escurca i rep el nom de forma condensada.

Doble hélix
20A

Dy

COLLARETDE PERLES
100A

CROMOSOMA

SOLENOIDE
300A

DOMINIS EN FORMA
DE BUCLE
3000 A

QoY

Nivells superiors
d'empaquetament
7000A

Figura 55. Nivells d’'empaquetament del DNA. Font:
http://www.maristasgranada.net/webcole/documentos/Ciencias/Bach-
2%BA/Biologia/2 Citologia/Cel Graficos/CROMATINA.jpg

Segon nivell d’empaquetament, fibra de cromatina de 300 A o solenoide. Es forma per
I'enrotllament sobre si mateixa de la fibra condensada de cromatina de 100 A, és a dir, la que

conté la histona H1.

Tercer nivell d’empaquetament o dominis estructurals en forma de bucle. La fibra de
cromatina de 300 A forma una série de bucles que queden estabilitzats per un eix de proteines

anomenat bastida proteica.
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Cromatides

Cromosomes. Es el grau maxim d’empaquetament de la

Telomer

7 fibra de cromatina i s’obté a partir de I'enrotllament sobre

Brag curt si mateix dels dominis estructurals en forma de bucle.

Cinetocor 3
(com) <« X Constricci6 primaria

e ber La funcié dels cromosomes és facilitar el repartiment de la

informacié genética continguda al DNA (Figura 56).

Brag llarg
El nombre de cromosomes és constant en totes les cél-lules
i somatiques® de tots els individus d’'una mateixa espécie,
Constriccié e . . , .. . . . .
secundaria pero varia segons l'especie. Hi ha organismes diploides

(Taula 12) els quals tenen dos exemplars que cada
Figura 56. Parts d’'un cromosoma. Font:

http://microrespuestas.com/como-se- cromosoma en les cél-lules somatiques, per aixd se
llaman-las-partes-del-cromosoma/

simbolitzen com a cél-lules 2n on n és el nombre de tipus
de cromosomes diferents; i hi ha organismes haploides, és

a dir, amb un sol exemplar de cada tipus, fet que se simbolitza com a cél-lules n.

Espécie Parells de cromosomes en les ceél-lules somatiques
Essers humans (Homo sapiens) 23 2n
Ximpanzés i goril-les 24 2n
Mosca de la fruita (Drosophila melanogaster) 4 2n
Ratoli 20 2n
Blat de moro 10 2n

Taula 12. Exemples d’organismes diploides i el nombre de cromosomes que tenen. Realitzacio propia.

RNA de transferéncia (RNAt)

Es troba en el citoplasma en forma de molécula dispersa i té

com a funcié transportar aminoacids®* fins als ribosomes?, on, segons la seqiiéncia especificada
en un RNA missatger se sintetitzen les proteines (Figura 57). La seva estructura tridimensional té
forma de fulla de trévol i esta formada per tres bracos: el brag D, el brag¢ T, el bra¢ anticodé i el

bra¢ acceptor d’aminoacids. En el bra¢ anticodd conté un triplet de nucledtids denominat

23 cel-lules no especialitzades en la reproduccio cel-lular, és a dir, cél-lules no reproductores.

4 56n les “peces” que formen les proteines.

% Estructures formades per una subunitat gran i una subunitat petita que tenen com a funcié dur a terme la sintesi de
proteines.
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anticodd que és complementari d’un triplet de I’'RNAm que rep el nom de codé. El brag¢ acceptor

d’aminoacids és aquell que transporta els aminoacids fins el ribosoma.

Brac D Brac T

Figura 57. Formes més comunes de
representar 'RNAt. Font:

Bracanicods  Nttp://www.genome.qov/GlossaryS/resource
s/transfer rna lg _adv.jpg

Anticodo Anticod6 Anticod6

La seva funcié és
copiar la informacié que conté en el DNA i portar-la
fins als ribosomes, perque s’hi sintetitzin les proteines
a partir dels aminoacids que aporten els RNAt (Figura

58).

L'RNAmM eucariotic es forma a partir del transcrit

Nucleétidos Poli A

|
{f {

|
R““c .NNCHAAP«"

CAP

Figura 58. RNA de missatger amb les seves parts.
Font: http://biologia.laguia2000.
com/qgenetica/arn-mensajero

primari o preRNAm el qual té una série de segments amb informacié, denominats exons, alternats

amb uns altres sense informacié anomenats introns, que després sén suprimits i no apareixen en

I'RNAmM. Aquest procés es denomina maduracid i té lloc al nucli. A I'extrem 5’ té una molecula que

rep el nom de caputxa, i a I'extrem 3’ hi té uns 200 nucleotids d’adenina que reben el nom de cua

de poli-A. Tant la caputxa com la cua tenen una funcidé protectora per tal que I'RNAm no sigui

destruit per alguns enzims.

Per altra banda, 'RNAm procariotic no presenta ni exons ni introns ni tampoc caputxa i cua de

poli-A. A més, conté informacions separades per a diferents proteines.

RNA ribosomic (RNAr)

L'RNA ribosomic forma els ribosomes i facilita el procés de sintesi de proteines.

RNA nucleolar (RNAN)

Es un RNA que es troba constituint el nucléol i que s’origina a partir

de diferents segments de DNA. També intervé en la fabricacié dels ribosomes perque s’associa a

proteines.

Del gen a la proteina
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El DNA conté tota la informacié genética que defineix I'estructura i la funcié d’'un organisme. Hi ha

tres processos diferents encarregats de la transmissié de la informacid genética: la replicacio, la

transcripcio i al traduccié (Figura 59).

Per altra banda, els gens aporten les instruccions per a elaborar proteines especifiques. Perd un

gen no pot construir una proteina directament, per aixo intervé I’'RNA en la sintesi proteica.

Els acids nucleics, tal com hem dit, estan formats per un conjunt de nucleodtids; en canvi, les
proteines estan formades per un conjunt d’aminoacids. Aixi doncs, els acids nucleics i les proteines
contenen informacio escrita en dos llenguatges quimics diferents. Per arribar des del DNA fins a la

proteina necessita dues etapes fonamentals: la transcripcid i la traduccié.

o, Traduccio
Replicacio DNA ARNT (Sintesis proteica)
# e

ey

Transcripcié Ribosdma@
(Sintesis d'RNAm) —

Proteina

=t DN ARNm | prde;nag
s

Figura 59. Font: http://mariajosevega22.blogspot.com.es/2014 01 01 archive.html

La transcripcio és el pas d’una seqliencia de DNA motlle a una seqiiéncia complementaria d’'RNA,
tant si és RNAm com RNAr o RNAt (Figura 60). Consta de quatre etapes: la iniciacid, I’elongacié, la

terminacio i la maduracié.

Basicament aquest procés consisteix en que un enzim anomenat RNA polimerasa separa les dues
cadenes del DNA i enganxa els nucleotids d’'RNA entre si. Un detall a tindre en compte és que els
nucleotids de la seqiiéncia d’'RNA han de ser complementaris amb els nucleotids de la seqiiéncia
de DNA motlle. L'RNA polimerasa només es desplaca per la cadena de DNA motlle en sentit 3’5’

i sintetitza la cadena de RNA en direccié 5’=>3".
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' TRANSCRIPCIO

Figura 60. Font: http://www.xtec.cat/~mbarrio/talassemia/interficies tala/coneixements previs.htm

La traduccié és el pas d’una sequéncia de ribonucledtids d’RNA missatger a una seqliéncia

d’aminoacids. Consta de tres passos: la iniciacid, I'elongacié i la terminacio (Figura 61).
Polipéptido

Polipéptidos completo
en crecimiento

Q =
Subunid

ades
ribosémicas

entrantes /
>

Polirribosoma
Inicio St
del mRNA ina \
(extremo 5) del mRNA
(extremo 3’d)

Figura 61. Font: llibre Biologia (Ed. Médica Panamericana)

Durant la iniciacio, 'RNAm s’associa a la subunitat petita del ribosoma i a aquest conjunt s’hi
associa un RNAt que transporta I'aminoacid que iniciara la cadena polipeptidica: la metionina en
eucariotes, que té I'anticodé UAC. Tot aquest conjunt es desplacara per 'RNAm fins que trobin el
cod6?®, el qual és complementari amb I'anticodé UAC: AUG. Llavors, la subunitat gran del

ribosoma s’hi unira (Figura 62).

Un cop s’ha iniciat la cadena polipeptidica, ara el conjunt es desplacara al llarg de 'RNAm i aniran
arribant la resta de RNAt amb I'aminoacid corresponent segons el missatge que porti escrit
I'RNAm. Aquests aminoacids s’aniran unint entre si fins que apareguin els triplets sense sentit en
'RNAm, que soén triplets de nucleotids que no codifiquen per a cap aminoacid, i per tant, la

traduccio finalitzara i la cadena polipeptidica quedara alliberada.

?® seqiiencia de tres nucleotids en 'RNAm que codifica un aminoacid determinat.
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TR T
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° Polipéptido Aminoéacidos
tRNA con
aminoacidos

adheridos
Ribosoma

Figura 62. Font: llibre Biologia (Ed. Médica Panamericana)

Conceptes de genética

Caracter (hereditari). Cadascuna de les caracteristiques que presenta un ésser viu.
Gen. Sequliéncia de nucleotids que duu informacié hereditaria.
Locus. Es el lloc que ocupa un gen en el cromosoma.

Diploide (2n). Esser o cél-lula que té dos cromosomes de cada tipus (n). Un és heretat del

pare i I'altre de la mare.

Haploide. Esser o cél-lula que només té un cromosoma de cada tipus (n). En els ésser

humans només sén haploides les cel-lules reproductores, els gametes.

Gen dominant. Es tracta del gen que imposa la seva informacio, és a dir, que no deixa que
s’expressi I'altre gen que porta informacid sobre el mateix caracter i que s’Tanomena gen

recessiu.
Caracter. Cadascuna de les particularitats morfologiques o fisiologiques d’un ésser viu.

Al-lel. Cadascun dels diferents gens que poden ocupar un mateix locus. En un ser diploide,
per a cada caracter hi ha dos gens que sén al-lels entre si. Per exemple, els al-lels pel

caracter “grup sanguini” sén I*, I i .

Mutacié. SO6n alteracions a l'atzar del material genetic. Normalment signifiquen

deficiencies i poden arribar a ser letals. Malgrat que normalment sén negatives per a
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I'individu, comporten un aspecte positiu per a I'espécie, ja que aporten variabilitat a Ia

poblacid.

Existeix una classificacio segons la quantitat de DNA que afecta: mutacions géniques, que
son alteracions de la seqliéncia de nucleotids d’un gen; mutacions cromosomiques,
alteracions de la seqliencia de gens d’un cromosoma; i mutacions genomiques, alteracions

del nombre de cromosomes.

Plasmidi: petites molécules de DNA circular que es troben en els bacteris i també en els

llevats, que sén organismes eucariotes i unicel-lulars. Sén elements mobils.

Genoma: conjunt complet dels gens d’un organisme, és a dir, material genetic d’'un

organisme.

Fenotip: conjunt de trets observables en un organisme, o no, com per exemple el grup

sanguini. Depén del genotip i de I'accié ambiental.
Genotip: constitucio genetica, o conjunt d’al-lels, d’'un organisme.

Polimorfisme: preséncia de diverses formes d’un caracter o d’un gen en una poblacié.
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* ANNEX 2: Classificacio de Thomas Wicker, 2008, basada en la

classificacié de Finnegan, 1989

Classification Structure
Order Superfamily
Class I (retrotransposons)
LIR Copia GAG AP INT RT _RH |
Gypsy _ GAG AP RT RH INT
Bel-FPao
Retrovirus  GAG AP RT RH INT ENV |
ERV
DIRS DIRS
Ngaro
VIPER
PLE Penelope <—>—{ TR BN
LINE R2 e —
RTE C APE_ RT
Jockey R 70113 e g - e e g
L1 B 5113 g ) e
I
SINE tRNA  m—
SS — .
Class Il (DNA transposons) - Subclass 1
TIR Te1-Mariner
hAT

—{ T —
>R
Mutator »— Tase' —

Merlin Pl Taset e

Transib »— Tase* <

P e —<

PiggyBac — Tase___ =

PIF=Harbinger e T ORZ_—

CACTA »—er{Tase - ORFL__H-—<
Crypton Crypton —_ VR
Class Il (DNA transposons) - Subclass 2

Heliton  Helitron — A~ =
Maverick  Maverick g 1 g 1 g o g et

Structural features

—gp LONG terminal repeats P w——g  Terminal inverted repeats =l e Coding region

——— Diagnostic feature in non-coding region e s RegiON that can contain one or more additional ORFs

Protein coding domains
AP, Aspartic proteinase APE, Apurinic endonuclease ATP, Packaging ATPase C-INT, C-integrase

ENV, Envelope protein GAG, Capsid protein HEL. Helicase INT, Integrase

POL B. DNA polymerase 8 RH, RNase H RPA, Replication protein A (found only in plants)
Tase, Transposase (* with DDE motif) YR, Tyrosine recombinase

Species groups

P. Plants M, Metazoans F. Fungi O, Others

TSD Code  Occurrence
4-6 RLC EM.FO
4-6 RLG EM.FO
4-6 RLB M

4-6 RLR M

4-6 RLE M

0 RYD EM.FO
0 RYN M. F

0 RYV (o]
Variable RPP EM.FO
Variable RIR M
Variable RIT M
Variable Rl M
Variable RIL EM.FO
Variable RII EM.F
Variable RST EM,F
Variable RSL EM.F

Variable RSS M.O

TA DTT PM.FO
8 DTA EM.FO
9-11 DIM EM.FO
8-9 DTE M.O
5 DTR M.F
8 DIP EM
TTAA DTB M.O
3 DTH EM.FO
2-3 DTC PM,F
0 DYC F

DHH EM.F
6 DMM M.EO

Non-coding region

CYP, Cysteine protease EN, Endonuclease
ORF, Open reading frame of unknown function
RT, Reverse transcriptase

Y2. YR with YY motif

Nature Reviews | Genetics

Font: http://www.nature.com/nrq/journal/v8/n12/fig tab/nrg2165 F1.html
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* ANNEX 3: Grdfic del material genétic de I'ésser huma

A continuacio, podem veure un grafic on s’observa de que esta format el 45% de DNA del genoma
gue sén ETs. Observem que els percentatges més grans sén dels elements L1 (LINE 1) amb un
16'9%, els Alu amb un 10°6% i els retrotransposons LTR amb un 8'3%. No cal dir, que aquestes

xifres soOn orientatives i poden variar, en poca quantitat, segons la font d’on procedeixi la

informacid.
Non-LTR
retrotransposons
L s
169% .
Non- \
transposable
SVA /  elements (-55%)

0.2%

Others

6.0%

LTR retrotransposons DNA transposons
8.3% 2.8%

Font: www.nature.com/nrqg/journal/v8/n12/fig tab/nrg2165 F1.html

* ANNEX 4: Aplicacions i utilitat dels elements transposables en la
investigacio

Com que la majoria dels ETs s’insereixen a I'atzar en les seqliencies de DNA, serveixen de gran

ajuda pels investigadors per introduir mutacions en el genoma, el que els permet determinar les

funcions de gens, estudiar fenomens genetics i ubicar gens. A més, com que l'investigador coneix

la seqliencia de I'element transposable, pot servir com a marca per identificar el gen en el qual es

produeix la mutacié.

Per exemple, 'ET anomenat Bella Dorment (Sleeping Beauty), dissenyat per investigadors,
s’utilitza per induir mutacions en ratolins i buscar gens que puguin causar cancer. Aixi doncs,
introduint el transposé Sleeping Beauty en el ratoli, aquest s’inseria a 'atzar en diferents llocs del
genoma. Ocasionalment, s’inseria en un gen que protegia en contra del cancer i destruia el gen. Al
buscar la localitzacid de la seqiiencia Sleeping Beauty en el DNA de les cél-lules tumorals, els

investigadors van poder identificar diversos gens que protegeixen en contra del cancer.
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* ANNEX 5: Seqiiéncies alineades

A continuacié trobareu 3 seqiiéncies alineades pertanyents a la poblacié de Drosophila subobscura
de Bilbao i de Puerto Montt, Xile. En cadascuna hi ha marcats aquells nucleotids i/o aquelles

proteines que sén diferents d’una poblacié respecte I'altra.

La primera d’elles fa referencia a l'alineacié de seqliéncies de nucleotids abans que els canvis
fossin corregits. Tal com hem dit anteriorment, hi ha canvis que sén “falsos” i que el programa els

ha marcat sense que verdaderament ho siguin, és per aixd que s’hauran de comprovar un per un.

En la segona alineacié podem trobar les seqiiéncies, també de nucleotids, que aquesta vegada ja

han estat corregides manualment. Tot i aixi, molts dels canvis romanen igual.

Finalment, i en ultim lloc, trobem les seqiiéncies de proteines les quals han estat codificades
segons la informacié que porta cada seqliencia de DNA. Ja hem vist en I'annex 1 que cada
seqliencia de DNA ddna lloc a una seqiiéncia de RNAmM mitjancant el procés de la transcripcié i,
aquesta, déna lloc a una seqiliencia d’aminoacids mitjancant la traduccié la qual agrupa tres
nucleotids d’RNAm que codifiquen un aminoacid determinat (Figura 63). Una seqiiéncia
d’aminoacids dona lloc a una proteina. Hi ha diverses formes d’anomenar els aminoacids,
normalment es fa una abreviacié del nom complert, pero també es pot utilitzar una nomenclatura
basada en només una lletra per cada aminoacid, com és el meu cas (Taula 13).

Segona lletra
C A
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=
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Figura 63. Clau genética. Relacio entre la seqiiéncia de nucleotids de RNA i la seqiiencia d’aminoacids. Font:
http://aulatres.wikispaces.com/El+codi+qen%C3%A8tic
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ABREVIACIO AMINOACID ABREVIACIO | AMINOACID
A Ala Alanina M Met Metionina
C Cys Cisteina N Asn Asparagina
D Asp Acid aspartic P Pro Prolina
E Glu Acid glutamic Q Gin Glutamina
F Phe Fenilalanina R Arg Arginina
G Gly Glicina S Ser Serina
H His Histidina T Thr Treonina
| lle Isoleucina \ Val Valina
K Lys Lisina w Trp Triptofan
L Leu Leucina Y Tyr Tirosina

Taula 13. Formes d’anomenar els aminoacids. Realitzacio propia.

ALINEACIO 1: seqiiéncies de nucledtids de DNA abans de ser corregides

ALINEAMENT EN DNA
Puerto_Montt_I3_XVII
Bilbao_13b

Puerto_Montt_I3_XVII
Bilbao_13b

Puerto_Montt_I3_XVII
Bilbao_13b

Puerto_Montt_I3_XVII
Bilbao_13b

Puerto_Montt_I3_XVII
Bilbao_13b

Puerto_Montt_I3_XVII
Bilbao_13b

Puerto_Montt_I3_XVII
Bilbao_13b

Puerto_Montt_I3_XVII
Bilbao_I3b

Puerto_Montt_I3_XVII
Bilbao_13b

Puerto_Montt_I3_XVII
Bilbao_13b

Puerto_Montt_I3_XVII
Bilbao_13b

Puerto_Montt_I3_XVII
Bilbao_13b

TTCATGTTTTCCCTACTTTTTATTAACTTTTTACATATTTTCACAAAGTAAATAAAACAA
————————————— TACTTTTTATTAACTTTTTACATATTTTCACAAAATAAATAAAACAA

R RN RN RN RRRRRARRRARRRRRRRRT AT

CAAAGCTGCCTGAGAAGAAAGATGATCGCATGAATGTACCAATACGTTTACATACGAATT
CATAGCTGCCTGAGAAGAATGATGATCGCATGAATGTACCAATACGTTCACATACGAATT

W RN R RN R TR R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R W

AAAATCTGTAAAATGAATATAATTGTAATCTAATTTGTTCTCATATTTTTCGCAGCGTGC
AAAATCTGTAAAATGAATATAATTGTAATCTAATTTGTTCTCATATTTTTCGCAGCGTGC

AAAGATTTTCAAAGGACCTTCTGAGGCTTCCACATCGGGTCGGTCAAGTGGCACTTCAGC
AAAAATTTTCAAAGGACCTTCTGAGGCTTCCACATCGGGTCGGTCAAGTGGCACTTCAGC

VeV ¥ W YR Y Y R Y N R R N Y S N R R R R R R R R R W R R R R R R R R R R

CACTCGTGAACCATCTCATGCATCATCGAGACGGGAAGGTGTTCCGACACAGGAACGGCA
CACTCGTGAACCATCTCATGCATCATCGAGACGGGAAGGTGGTCCGACACAGGAACGGCA

NIRRT AR

GCACTTGGATCGCTATGATATTGTGAAGACCCGTCCAGCTGATGTCGTGTCGAAGAAAGG
GCACTTGGATCGCTATGATATTGTGAAGACCCGTCCAGCTGATGTCGTGTCGAAGAAAGG

Ve Y Y W Y Y YR Y Y R R R YR YR YR W R R R R R VR W R R R R R R R W VR R R R R R R R R R R R R O O O R R R O O O O O W W Y

CCATGAGGGAGAGCCTATTCGTTTGCAATCAAACTTCTTTCGAATACAAACCAAGCCAGA
CCATGAGGGAGAGCCTATTCGATTGCAATCAAACTTCTTTCGAATACAAACCAAGCCAGA

GTGGCACGTAGTTCACTACCATGTCGATTTTGAACCTGAGTTGGAAAATATACGCGTGCG
GTGGCGCGTAGTTCACTACCATGTCGATTTTGAGCCTGAGTTGGAAAATATACGCGTGCG

VN Ve VO Y Y Y R R R R R R W R R R R R R R O R VY R R W R R R o R R R R R R O O O O O O O O W W

AATGGGCATTCTCTCAAATCACGCTAATATTTTGGGATCCGGCTATTTATTTGATGGAAA
TATGGGCATTCTCTCAAATCACGCTAATATTTTGGGATCCGGCTATTTATT TGATGGAAA

N e R R R R R R N N N N R N N N R N R N R N N e e e Ve e e e

ACAACTGTTCACAAACAAAAAATTTGAGAAGGAGCTAACTGTGCTGTGTGGACAATCAAA
ACAACTGTTCACAAACAAAAAATTTGAGAAGGAGCTAACTGTGCTGTGTGGACAATCAAA

Ve T Y Y Y N R R R R R R R R R R R R R R R R R NN RN RN

AATGGGTATTGACTACAAAATCTCCGTAAAGTATGTTGGAGTTATATCGAACGCAGAACC
AATGGGTATTGACTACAAAATCTCCGTAAAGTATGTTGGAGT TATATCGAACGCAGAACC

W Y Y R T R T R T R R R R NN RN RN

CCGGTTTTTGCAAGTTCTAAACCTTATTTTGCGCCGCTCCATGAAAGGACTAAAGCTTGA
CCGGTTTTTGCAAGTTCTAAACCTTATTTTGCGCCGCTCCATGAAAGGACTGAAACTTGA

R R N R RN R AR RN R RN R RN R R R R R R R R R R R W W
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Puerto_Montt_I3_XVII
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Els transposons, uns individus egoistes dins nostre

GTTGGTTGGACGCAATCTTTTTGATCCTCTCGCAAAGGTATAGCAGATTGATGTAAATAT
GTTGGTTGGACGCAATCTTTTTGATCCTCTCGCAAAGGTATAGCAGATCGATGTAAATAT

T R N N RN RRRRERRTRRRT RN R

TTTTA-AATTACTTTATAAAAACATAATATTCCTAGATACCGATCCGAGAATTTCAAATG
ATTTTTTTTTACTTTATAAAAACATAATATTCCTAGATACCGATCCGAGAATTTCAAATG

W W VW Y VWO Y W W W W W W W R W W W W W W W W W O N N N N N W O O W W W W W WY

GAACTCTGGCCAGGATACGAAACATCGATCCGACAACACGAAAAAGATATTATGCTGTGT
GAACTCTGGCCAGGATACGAAACCTCGATCCGACAACATGAAAAAGATATTATGCTGTGT

WRHRRHRRRRRARRARRRRRRRRRRR WRRRRRRRRRRRRR IR RN RRRRR

ACTGAAATAACACATAAAGTTATGCGCACTGAAACTGTGTATGAGATACTGAGACGTTGT

ACTGAAATAACACATAAAGTTATGCGCACTGAAACTGTGTATGAGATACTGAGACGTTGT
¥ e SV Ve Ve Ve SO0V VY VY VeSS0V VY VY VeSS0V VY VY e e 0V VE VY Ve eS0TV Y eS0TV Y e eS0T VY Y Y eSSV Y N SRV N

TCTAATAACCCTTCACGCCATCAAGACGAGTTTCGCGTGAATGTTCTGGATTTAGTTGTT
TCTAATAACCCTTCACGCCATCAAGACGAGTTTCGCGTGAATGTTCTAGATTTAGTTGTT

RN RN RN RN RN RN RRRR RN RRRRRRRRRRR RN RY

CTTACAGATTATAACAACAAAACATATCGCATTAACGATGTTGATTTTGCACAAACCCCA

CTTACAGATTATAACAACAAAACATATCGCATTAACGATGTAGATTTTGCACAAACCCCA
¥ ¥V VY Ve Ve SRV VY VY Ve SRV VY VYV SRV VY e RS0V VY Ve RSOV VY VEOROROROV e SO0V VY Y ¥ SO0V Y N RO N

AAATCTACATTTAGCTGCAAGGGGAAAGATGTTAGTTTTATCGAGTACTATCTGACTGTA
AAATCTACATTTAGCTGCAAGGGGAAAGATGTTAGTTTTATCGAGTACTATCTGACTGTA

VWV Y Y Y YR Y YR Y Y Y Y Y S S S T R R R R R N O N O N O R W O N R N R O RO R OO R R R R RO R R R WO

AGTACAAATAAAAACGGCCGTTCGCCTATAAATATACTCGAAAATAACTATCATTATTAT

AGTACAAATAAAAACGGCCGGAAGCCTATAAATAAACATGGAAATAACTATCATTATTAT
e e e Ve Ve Ve Ve Ve Ve Ve Ve Ve VY VYV VY VNV VeVOVOVOVOVOVOVOVOVON VeV ¥e eV VY VY VY VY VY Y VY VY VY Y Y

ATTTTTCTATTTTAGAAATATAACATACGCATTCGTGACCACAATCAGCCCTTGTTAATT
ATTTTTCTATTTTAGAAATATAACATACGCATTCGTGACCACAATCAACCCTTGTTAATT

RN RRRFRRRRTNRN RN T

TCAAAAAATAGGGACAAGGCTCAGAAGACCAATGCCAATGAACTCGTAGTCCTTATTCCA
TCAAAAAATAGGGACAAGGCTCAGAAGACCAATGCCAATGAACTCGTAGTCCTTATTCCA

W W Ve W W W W W N R W N W W W R W W O W W O R W O O W N O O W W o O O W O O o O O o o O O O N W Y

GAACTATGCCGGGTTACGGGACTAACTGACAATATGCGTTCAAATTTTCAGTAAGACTTG
GAACTATGCCGGGTTACGGGACTAACTGACAATATGCGTTCAAATTTTCAGTAAGACTTG

WY Y Y Y e S Y R B N N N N N N NN R

AAAAAACAGCTATTTTAAGCATTTATGATTACATTCATTTCAAAATGTGCCACTTTCTTT
AAAATACAGCTATTTTAAGCATTTATGATTACATTCATTTCAAAATGTGCCACTTTCTTI

VWOV Y W VW W W W W W W W W W W W W Y W W Y W W Y W W R W N N N N N N O N W W W W W WY

ATTACAGACTGATGCGCGCAATGTCTGATCACACACGCATGAATCCCGACCGCCGTATTG
ATTACAGACTGATGCGCGCAATGTCTGATCACACACGCATGAATCCCGACCGCCGTATTG

N RN

ATCGTTTGCGTAGATTCAACAATCGTTTGCAAACCACTGCAGATAGTGTGAAAGTTCTAA
ATCGTTTGCGTAGATTCAACAATCGTTTGCAAACCACTGCAGATAGTGTGAAAGTTCTAA

WV VOV Y Ve W W Y W YR W YR W W Y VR W Y N R N W W R W N W WY N O N O R W O O RO O R W W O O

AAGACTGGGACATGAAAACTCGATGGAAATCTTACAGAAGTACAGGGACGTATAATTGCA
AAGACTGGGACATGA-AACTCGATGGAAATCTTACAGAAGTACAGGGACGTATAATTGCA

WOV VOV VOV VOV VWV VWV WY YW VY VRN WY YWY W Y VY WY WY WY WY W W W W W

CCGCAGAAAATTGTCTTTAATCAATTCAAAGTGAGTCCCAAATGAAATGGTTTTTATACC
CCGCAGAAAATTGTCTTTAATCAA-TCAAAGTGAGTCCCAAATGAAATGGTTTTTATACC

W AR RN RN RN TR RRRRRRN AR R RN RN RN R

TGGTATTTGAAGAGTAAAAGAGGTACTTCAGATTTGTTCTCTAAAGAGGATGCATATAAC
TGGTATTTGAAGAGTAAAAGAGGTACTTCAGATTTGTGCTCTAAAGTGGATGCATATTGC

WHWHNRHR RN RRRRRRRIRRRRRCRRRRRRERRRRRRT RN RRRT RN RR w

GAATAAACAGAAACCTTT-———-——-- CCGACTCCATAATACTTGACTGAGTACCGGGCATA
ATATAACGAGTAAACAGAAACGTTTCCGCCTCCATAATAC-——— - === == === ——————

WRRR WR WWR W WRFR WRRRRRRRRRR

AAAGGTGTAACGCGTTCGAGCGCGTCTCAACATTCCGCCTCGTTTATATAAATATTGTGT

------------------------------ TGACTGAGTACCGGGCATAAAATATTGTGT
W RN

ATTTCAGATGTTCTGCTGGCGAAACAGCTGATTGGACAAGATGCTTCCGTGACCAACGTA
ATTTCAGATGTTCTGCTGGCGAAACAGCTGATTGGACAAGATGCTTCCGTGACCAACGTA

R R R R R R R R R N R R R R R R R RN RN AR RN R R R R RN R RRRRR
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Els transposons, uns individus egoistes dins nostre

TGCTCACTACTCCCAGTGATGGTCTCGACCGTTGGGCCGTAATTGCACCGGAGCGCAATT
TGCTCACTACTCCCAGTGATGGTCTCGACCGTTGGGCCGTAATTGCACCGGAGCGCAATT

T R R R R R R RN RERRRRRRRRRRRRRR

CGTTTGACCTTAAAAATTTGCTCGAAAGTTTGTTTCGAGCAGCTTCTGGTATGGGATTCA
CGTTTGACCTTAAAAATTTGCTTGAAAGTTTGTTTCGAGCAGCTTCTGGTATGGGATTCA

RN RN RN RN RN RRARRRR A R R R R R W

AAATAAGAAGCCCCCACGAGTAAGCTAAACACTTCCAAATGTGCTCTTCTTAAAATAACT
AAATAAGAAGCCCCCACGAGTAAGCTAAACACTTCCAAATGTGCTCTTCTTAAAATAACT

B T T R R R R R RN RERRERRRRRRRRRRRR

GCCTTAACTTTTAGAATAAAAATT TACGATGATCGCACTGCGACATATGTGCGAGCTATG
GCCTTAACTTTTAGAATAAAAATTTACGATGATCGCACTGCGACATATGTGCGAGCTATG

N N N R R N R R R R R R R R R R R R R R N N R N R R R R RW

GATGAGTGTGTTCGCATGGATCCAAAATTAATCTTGTGTTTTGTTCCCAACAACAATGAA
GATGAGTGTGTTCGCATGGATCCAAAATTAATCTTGTGTTTTGT TCCCAACAACAATGAA

N N N R N R N N R R N N N N N NN RN W RN RN RN RN RN RN

GAAAGGTTTGATAATCTAAATAGCCCAATAATTTCAATGCACAATTTAATCCATATGTTT

GAAAGGTTTGATAATCTAAATAGCCCAATAATTTCAATGCACAATTTAATCCATATGTTT
¥V VY VY VeV REOREOREOREOV VY VY Y Y SRRV VY VY VY Y Y ROV VY VY Y Y YO0V VY Y Y Y Y OOV VN

TTCAGATATTCTTCTATAAAAAAGAGAGGCTGTATTGATAGAGCCGTTCCTACTCAAGTT
TTCAGATATTCTTCTATAAAAAAGAGAGGCTGTATTGATAGAGCCGTTCCTACTCAAGTT

WV YT T Y N Y N R R T R R R R R R R N O N R R R R O RN RN RN RN RN RN W

GTGACTGTAAAAACTGCAAAAAATCGAGGCCTTATGAGCATTGCAACCAAAATAGCAATT
GTGACTGTAAAAACTGCAAAAAATCGAGGCCTAATGAGCATTGCAACCAAAATAGCAATT

W W W W W e W W N N N W W W N O O W W W N N O O W W N O o W W W o O O O o W W o O O O O O O N O O O O W W Y

CAAATGAATTGTAAATTGGGTTATACACCATGGATGATTGAGTTGCCGCTTTCCGGTTTA
CAAATTAATTGTAAATTGGGTTATACACCATGGATGATTGAGTTGCCGCTTTCCGGTTTA

VWOV VO Y YRV YR VY N Y N N Y S S S Y R S R R R R O R O R R N O O O W O W O O R R O R W RO R R W W R

ATGACCATTGGCTTTGACATTGCCAAAAGCGCACGTGACCGCCGCAAGGCTTATGGTGCT

ATGACCATTGGCTTTGACATTGCCAAAAGCGCACGTGACCGCCGCAAGGCTTATGGTGCT
e ¥V Ve VY Ve Ve Ve eSS0 V0V VY VY VY e e S0V V0V VY VY Y Y S e 000V VY VY Y Y e 0000V VY VY Y Y S OSSOV VN

TTAGTTGCTTCAATGGATCTCCAGCGGAATTCAACTTACTTTAGCACGGTATCAGAGTGC
TTAGTTGCTTCAATGGATCTCCAGCGGAATTCAACTTACTTTAGCACGGTATCAGAGTGC

WV VY Y Y Y YR Y YR YR YR YR R W Y N Y N S N R S S S N W W W N T N O W O N O W R W W W O R W R R O W R W R W O W

AGTGCCTTTGATGTGCTGTCTAATAACCTTTGGCCAATGATTGCTAAGGCCCTTAGACAA
AGTGCCTTTGATGTGCTGTCTAATAACCTTTGGCCAATGATTGCTAAGGCCCTTAGACAA

WOV VN VW VYW VYW VY W VY N N N O O VO VO VO VO N O O O O O O O O O O VO O O W W W WO WY

TACCAGAGAGAGCATGATAAGTTACCAGCACGCATACTATTCTATCGTGACGGTGTTAGC
TACCAGAGAGAGCATGATAAGTTACCAGCACGCATACTATTCTATCGTGACGGTGTTAGC

WY Y Y N R S Y N N e N RN RN

GCAGGATCTTTGAAGCAGTTGTTTGAATACGAAGTGAAAGATATTGTGGAAAAGCTTGAT
GCAGGATCTTTGAAGCAGTTGTTTGAATACGAAGTGAAAGATATTGTGGAAAAGCTTGAT

VWV VW VOV VW VYW VW N W N N N N O VN VRO VY VO W O N O N O N O N O O O VO O WO W W W W W WY

ACTGAATATAAGCGTGCCAATAGTGCTCCACCGATGCTGGCATACATTGTGGTCACTAAA
ACTGAATATAAGCGTGCCAATAGTGCTCCACCGATGCTGGCATACATTGTGGTCACTAAA

R R R R R N R R R R R N N RN RN RN R RN RN

TCTTGCAACACACGTTTCTTTAACAACGGTAGAAATCCCCCCCCTGGAACAGTAGTAGAT
TCTTGCAACACACGTTTCTTTAACAACGGTAGAAATCCCCCCCCTGGAACGGTAGTAGAT

TN TN N N N N N N N NN NN NN NN NN RN O OO WO WO WO WO WO W O W ON O WO WO WO W W WO WO W

GATATTGTGACTCTGCCCGAACGATACGACTTCTACTTGGTGTCACAGACGGTTCGCCAA
GATATTGTGACTCTGCCCGAACGATACGACTTCTACTTGGTGTCACAGACGGTTCGCCAA

Y Y Y Y Y Y Y Y S N T R T R T R T R R N R R T R NN RN TR

GGAACCGTTTCGCCAACGAGCTACAATGTGCTCTACAGCAACATTCGTCTCAGCCCTGAC
GGAACCGTTTCGCCAACGAGCTACAATGTGCTCTACAGCAACATACGTCTCAGCCCTGAT

WRRERRR RN RN RRARRARRRRRRRARRARRARRRRRRRRRRRRRRRIRRY AR RN RRY

CAAATCCAAAAGCTCACATATAAGATGTGCCATCTCTACTATAACTGGTCGGGAACTACA
CAAATCCAAAAGCTCACATATAAGATGTGCCATCTCTACTATAACTGGTCGGGAACTACA

W Y e e Y Y Y R T R R R R R R R N TNV

CGTGTACCTGCTG

WRRRW
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Els transposons, uns individus egoistes dins nostre

ALINEACIO 2: seqiiéncies de nucleotids de DNA corregides

ALINEAMENT EN DNA Puerto Montt - Bilbao
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TTCATGTTTTCCCTACTTTTTATTAACTTTTTACATATTTTCACAAAGTAAATAAAACAA
TTCATGTTTTCCCTACTTTTTATTAACTTTTTACATATTTTCACAAAATAAATAAAACAA

RN RN RRRRRNRRRRRRRRRRRRR AR

CAAAGCTGCCTGAGAAGAAAGATGATCGCATGAATGTACCAATACGTTTACATACGAATT
CATAGCTGCCTGAGAAGAATGATGATCGCATGAATGTACCAATACGTTCACATACGAATT

TR WRRRRWRRRRRRIRRRRIN AR RRRRARRARRARRARRRRRRRRRRRRRRRY AR w

AAAATCTGTAAAATGAATATAATTGTAATCTAATTTGTTCTCATATTTTTCGCAGCGTGC
AAAATCTGTAAAATGAATATAATTGTAATCTAATTTGTTCTCATATTTTTCGCAGCGTGC

W Y Y Y Y Y R R R T R R N N R RN

AAAGATTTTCAAAGGACCTTCTGAGGCTTCCACATCGGGTCGGTCAAGTGGCACTTCAGC
AAAAATTTTCAAAGGACCTTCTGAGGCTTCCACATCGGGTCGGTCAAGTGGCACTTCAGC

R R N R N R N R N R N R N R N R R R R R R R R R R RN RRW

CACTCGTGAACCATCTCATGCATCATCGAGACGGGAAGGTGTTCCGACACAGGAACGGCA
CACTCGTGAACCATCTCATGCATCATCGAGACGGGAAGGTGGTCCGACACAGGAACGGCA

RN RN NN RRRRRNRRRRRRRNNT AR

GCACTTGGATCGCTATGATATTGTGAAGACCCGTCCAGCTGATGTCGTGTCGAAGAAAGG
GCACTTGGATCGCTATGATATTGTGAAGACCCGTCCAGCTGATGTCGTGTCGAAGAAAGG

N N N N R N R N R N R N R R R N NN R RN RN RN RN RN RN W

CCATGAGGGAGAGCCTATTCGTTTGCAATCAAACTTCTTTCGAATACAAACCAAGCCAGA
CCATGAGGGAGAGCCTATTCGATTGCAATCAAACTTCTTTCGAATACAAACCAAGCCAGA

WRHRRRR RN RRRCRRRRT RN

GTGGCACGTAGTTCACTACCATGTCGATTTTGAACCTGAGT TGGAAAATATACGCGTGCG
GTGGCGCGTAGTTCACTACCATGTCGATTTTGAGCCTGAGT TGGAAAATATACGCGTGCG

WRERR WRRRRRARRARRARRIRRRRRRRRRRRRRRRY AR RN RN RRw

AATGGGCATTCTCTCAAATCACGCTAATATTTTGGGATCCGGCTATTTATTTGATGGAAA
TATGGGCATTCTCTCAAATCACGCTAATATTTTGGGATCCGGCTATTTATTTGATGGAAA

N N T N N RN

ACAACTGTTCACAAACAAAAAATT TGAGAAGGAGCTAACTGTGCTGTGTGGACAATCAAA
ACAACTGTTCACAAACAAAAAATT TGAGAAGGAGCTAACTGTGCTGTGTGGACAATCAAA

N R R N N R N N N T N N N N RN RN RN RN RN RRR

AATGGGTATTGACTACAAAATCTCCGTAAAGTATGTTGGAGTTATATCGAACGCAGAACC
AATGGGTATTGACTACAAAATCTCCGTAAAGTATGT TGGAGTTATATCGAACGCAGAACC

W R N R N N RN

CCGGTTTTTGCAAGTTCTAAACCTTATTTTGCGCCGCTCCATGAAAGGACTAAAGCTTGA

CCGGTTTTTGCAAGTTCTAAACCTTATTTTGCGCCGCTCCATGAAAGGACTGAAACTTGA
¥ e e Ve Ve Ve VY e e ¥ ¥ ¥ ¥V VY VY VY VY Ve e e e VTV VYV N R R R R RV VOV N R R R RNV VR VRN

GTTGGTTGGACGCAATCTTTTTGATCCTCTCGCAAAGGTATAGCAGATTGATGTAAATAT
GTTGGTTGGACGCAATCTTTTTGATCCTCTCGCAAAGGTATAGCAGATCGATGTAAATAT

W W W W W W Y W W R W W W N W W W W O O O W W N O O O O O O N O O O N N N N N O N O W W W W O

TTTTTTTTTTACTTTATAAAAACATAATATTCCTAGATACCGATCCGAGAATTTCAAATG
ATTTTTTTTTACTTTATAAAAACATAATATTCCTAGATACCGATCCGAGAATTTCAAATG

WV YR VYR VYR YR YR Y YR Y R Y Y N N N R S S T S S R S R S R R R R W O R O R R O W O R R W R R W W W W R WO R

GAACTCTGGCCAGGATACGAAACATCGATCCGACAACACGAAAAAGATATTATGCTGTGT
GAACTCTGGCCAGGATACGAAACCTCGATCCGACAACATGAAAAAGATATTATGCTGTGT

WRWNWR RN WRRR RN RN RRRN RN WRRR RN RN RRT SRR RN RN R RN RN Ww

ACTGAAATAACACATAAAGTTATGCGCACTGAAACTGTGTATGAGATACTGAGACGTTGT
ACTGAAATAACACATAAAGTTATGCGCACTGAAACTGTGTATGAGATACTGAGACGTTGT

R N N R R R N N R N R R N N N NN NN RN RN RN RN AR RRRRR

TCTAATAACCCTTCACGCCATCAAGACGAGTTTCGCGTGAATGTTCTGGATTTAGTTGTT
TCTAATAACCCTTCACGCCATCAAGACGAGTTTCGCGTGAATGTTCTAGATTTAGTTGTT

Ve Ve VW VW VW W W W W W W W N W W W W W W WO WO W W W W W W W WY W W W W W W W W W W WY

CTTACAGATTATAACAACAAAACATATCGCATTAACGATGTTGATTTTGCACAAACCCCA
CTTACAGATTATAACAACAAAACATATCGCATTAACGATGTAGATTTTGCACAAACCCCA

W RN RN RN R RN RRRR IR RRRRRR IR W ww

AAATCTACATTTAGCTGCAAGGGGAAAGATGTTAGTTTTATCGAGTACTATCTGACTGTA
AAATCTACATTTAGCTGCAAGGGGAAAGATGTTAGTTTTATCGAGTACTATCTGACTGTA

VW VWV VW VYW VYW W W N N N N N N N O N N N O O O N O O W WO W W W WO WY
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Els transposons, uns individus egoistes dins nostre

AGTACAAATAAAAACGGCCGTTCGCCTATAAATATACTCGAAAATAACTATCATTATTAT
AGTACAAATAAAAACGGCCGGAAGCCTATAAATAAACATGGAAATAACTATCATTATTAT

WV eV Ve Ve e e e Ve e WRRWR R RR W% W RV VRV VR VR Ve R e

ATTTTTCTATTTTAGAAATATAACATACGCATTCGTGACCACAATCAGCCCTTGTTAATT
ATTTTTCTATTTTAGAAATATAACATACGCATTCGTGACCACAATCAACCCTTGTTAATT

HRHRH AN NRRRNARNRRANANRANRNAANANURNRNARNARARARARARNT IR R

TCAAAAAATAGGGACAAGGCTCAGAAGACCAATGCCAATGAACTCGTAGTCCTTATTCCA
TCAAAAAATAGGGACAAGGCTCAGAAGACCAATGCCAATGAACTCGTAGTCCTTATTCCA

VY Y e Y YR e Y Y e e R e e e e e e R e R e Y e R R e e e e e i R e R e e R R e e e Y e R R R e e R e e e e e Ve

GAACTATGCCGGGTTACGGGACTAACTGACAATATGCGTTCAAATTTTCAGTAAGACTTG
GAACTATGCCGGGTTACGGGACTAACTGACAATATGCGTTCAAATTTTCAGTAAGACTTG

VR R R R R R R N N N RN RN N

AAAAAACAGCTATTTTAAGCATTTATGATTACATTCATTTCAAAATGTGCCACTTTCTTT
AAAATACAGCTATTTTAAGCATTTATGATTACATTCATTTCAAAATGTGCCACTTTICTTT

VOV VN Y Y YR Y Y Y e R YR Y R e e R e YR R e e e R R e e e e e e e e e e e e e e e e e e Y e e e R e e e R e

ATTACAGACTGATGCGCGCAATGTCTGATCACACACGCATGAATCCCGACCGCCGTATTG
ATTACAGACTGATGCGCGCAATGTCTGATCACACACGCATGAATCCCGACCGCCGTATTG

N RN AR AR RRR AR RNRN

ATCGTTTGCGTAGATTCAACAATCGTTTGCAAACCACTGCAGATAGTGTGAAAGTTCTAA
ATCGTTTGCGTAGATTCAACAATCGTTTGCAAACCACTGCAGATAGTGTGAAAGTTCTAA

T R R R N N N NN NN

AAGACTGGGACATGAAAACTCGATGGAAATCTTACAGAAGTACAGGGACGTATAATTGCA
AAGACTGGGACATGAAAACTCGATGGAAATCTTACAGAAGTACAGGGACGTATAATTGCA

N R R R R RN RN AR R

CCGCAGAAAATTGTCTTTAATCAATTCAAAGTGAGTCCCAAATGAAATGGTTTTTATACC
CCGCAGAAAATTGTCTTTAATCAA-TCAAAGTGAGTCCCAAATGAAATGGTTTTTATACC

TR RRT RN NN TR

TGGTATTTGAAGAGTAAAAGAGGTACTTCAGATTTGTTCTCTAAAGAGGATGCATATAAC
TGGTATTTGAAGAGTAAAAGAGGTACTTCAGATTTGTGCTCTAAAGTGGATGCATATAAC

WRH RN RARRRRRARRARARRARRAARRARRARRRRRRRNNT ARRRRRAR RN TR

GAATAAAC------—--— AGAAACCTTTCCGACTCCATAATACTGACTGAGTACCGGGCAT
GAGTAAACGAGTAAACAAGAAACGTTTCCGCCTCCATAATACTGACTGAGTACCGGGCAT

TR WRWWRW WRRRRR WRRRRN W R W w

AAAAGGTGTAACGCGTTCGAGCGCGTCTCAACATTCCGCCTCGTTTATATAAATATTGTG
AAAA — = = e TATTGTG

WRRW WRRRRRR

TATTTCAGATGTTCTGCTGGCGAAACAGCTGATTGGACAAGATGCTTCCGTGACCAACGT
TATTTCAGATGTTCTGCTGGCGAAACAGCTGATTGGACAAGATGCTTCCGTGACCAACGT

R R RN RN RERANRARRARRRRERRRRRRRRRRRRRRR

ATGCTCACTACTCCCAGTGATGGTCTCGACCGTTGGGCCGTAATTGCACCGGAGCGCAAT
ATGCTCACTACTCCCAGTGATGGTCTCGACCGTTGGGCCGTAATTGCACCGGAGCGCAAT

R R AR AR AR AR AR AR AR AR AR RN R AR R

TCGTTTGACCTTAAAAATTTGCTCGAAAGTTTGTTTCGAGCAGCTTCTGGTATGGGATTC
TCGTTTGACCTTAAAAATTTGCTTGAAAGT TTGTTTCGAGCAGCTTCTGGTATGGGATTC

RN RN RRRRTRRTRRNN RV

AAAATAAGAAGCCCCCACGAGTAAGCTAAACACTTCCAAATGTGCTCTTCTTAAAATAAC
AAAATAAGAAGCCCCCACGAGTAAGCTAAACACTTCCAAATGTGCTCTTCTTAAAATAAC

P N N T N R R R N R R R R R R R RN RN Rw

TGCCTTAACTTTTAGAATAAAAATTTACGATGATCGCACTGCGACATATGTGCGAGCTAT
TGCCTTAACTTTTAGAATAAAAATTTACGATGATCGCACTGCGACATATGTGCGAGCTAT

N N N N RN RARRRRRRRRR

GGATGAGTGTGTTCGCATGGATCCAAAATTAATCTTGTGTTTTGTTCCCAACAACAATGA
GGATGAGTGTGTTCGCATGGATCCAAAATTAATCTTGTGTTTTGTTCCCAACAACAATGA

B R R R R R R R R R R R R R R R R N R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R

AGAAAGGTTTGATAATCTAAATAGCCCAATAATTTCAATGCACAATTTAATCCATATGTT
AGAAAGGTTTGATAATCTAAATAGCCCAATAATTTCAATGCACAATTTAATCCATATGTT

W Y Y T R N N T R R RN

TTTCAGATATTCTTCTATAAAAAAGAGAGGCTGTATTGATAGAGCCGTTCCTACTCAAGT
TTTCAGATATTCTTCTATAAAAAAGAGAGGCTGTATTGATAGAGCCGTTCCTACTCAAGT

R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R RRRR R RRRRERRRR
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Puerto_Montt_I3_XVII
Bilbao_13b

Puerto_Montt_I3_XVII
Bilbao_13b

Puerto_Montt_I3_XVII
Bilbao_I3b

Puerto_Montt_I3_XVII
Bilbao_13b

Puerto_Montt_I3_XVII
Bilbao_13b

Puerto_Montt_I3_XVII
Bilbao_13b

Puerto_Montt_I3_XVII
Bilbao_13b

Puerto_Montt_I3_XVII
Bilbao_13b

Puerto_Montt_I3_XVII
Bilbao_13b

Puerto_Montt_I3_XVII
Bilbao_1I3b

Puerto_Montt_I3_XVII
Bilbao_13b

Puerto_Montt_I3_XVII
Bilbao_13b

Puerto_Montt_I3_XVII
Bilbao_13b

Els transposons, uns individus egoistes dins nostre

TGTGACTGTAAAAACTGCAAAAAATCGAGGCCTTATGAGCATTGCAACCAAAATAGCAAT
TGTGACTGTAAAAACTGCAAAAAATCGAGGCCTAATGAGCATTGCAACCAAAATAGCAAT

WA RARARENARARARECRRARANNT RN RN

TCAAATGAATTGTAAATTGGGTTATACACCATGGATGATTGAGTTGCCGCTTTCCGGTTT
TCAAATTAATTGTAAATTGGGTTATACACCATGGATGATTGAGTTGCCGCTTTCCGGTTT

R R RN R R N N R R R R RN R R

AATGACCATTGGCTTTGACATTGCCAAAAGCGCACGTGACCGCCGCAAGGCTTATGGTGC
AATGACCATTGGCTTTGACATTGCCAAAAGCGCACGTGACCGCCGCAAGGCTTATGGTGC

WYY Y N Y Y O R T R N R RN RN R

TTTAGTTGCTTCAATGGATCTCCAGCGGAATTCAACTTACTTTAGCACGGTATCAGAGTG
TTTAGTTGCTTCAATGGATCTCCAGCGGAATTCAACTTACTTTAGCACGGTATCAGAGTG

WV Y Ve Y Y Y Y Y Y Y S Y T R R R N R R N N R TR

CAGTGCCTTTGATGTGCTGTCTAATAACCTTTGGCCAATGATTGCTAAGGCCCTTAGACA
CAGTGCCTTTGATGTGCTGTCTAATAACCTTTGGCCAATGATTGCTAAGGCCCTTAGACA

R R N R N R R N NN R R RN RN RN RN R RN RN RN

ATACCAGAGAGAGCATGATAAGTTACCAGCACGCATACTATTCTATCGTGACGGTGTTAG
ATACCAGAGAGAGCATGATAAGTTACCAGCACGCATACTATTCTATCGTGACGGTGTTAG

W Y Y e e e R e R R R R R N N N RN RFRRRRRT TR R

CGCAGGATCTTTGAAGCAGTTGTTTGAATACGAAGTGAAAGATATTGTGGAAAAGCTTGA
CGCAGGATCTTTGAAGCAGTTGTTTGAATACGAAGTGAAAGATATTGTGGAAAAGCTTGA

N B R R R R R R R R N R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R W

TACTGAATATAAGCGTGCCAATAGTGCTCCACCGATGCTGGCATACATTGTGGTCACTAA
TACTGAATATAAGCGTGCCAATAGTGCTCCACCGATGCTGGCATACATTGTGGTCACTAA

NV T N T R R R R RN

ATCTTGCAACACACGTTTCTTTAACAACGGTAGAAATCCCCCCCCTGGAACAGTAGTAGA

ATCTTGCAACACACGTTTCTTTAACAACGGTAGAAATCCCCCCCCTGGAACGGTAGTAGA
e ¥ ¥ ¥ ¥ Ve Ve Ve Ve Ve Ve e e e e ¥ VY VY VY Ve Ve e e e ¥ ¥V VY VY VY Ve e e 0 V0V VOV VY VY Ve VeV SRV Ve Ve R S R RN

TGATATTGTGACTCTGCCCGAACGATACGACTTCTACTTGGTGTCACAGACGGTTCGCCA
TGATATTGTGACTCTGCCCGAACGATACGACTTCTACTTGGTGTCACAGACGGTTCGCCA

W Ve Y e Y e Y e Y e e Y Y S S e S T R R R R R R R N R N R R T TR R e e

AGGAACCGTTTCGCCAACGAGCTACAATGTGCTCTACAGCAACATTCGTCTCAGCCCTGA
AGGAACCGTTTCGCCAACGAGCTACAATGTGCTCTACAGCAACATACGTCTCAGCCCTGA

RN RN AR AR AR AR RN RRARRARRRRRRRRRRRR IR RRRRRIR AR R R R wRw

CCAAATCCAAAAGCTCACATATAAGATGTGCCATCTCTACTATAACTGGTCGGGAACTAC
TCAAATCCAAAAGCTCACATATAAGATGTGCCATCTCTACTATAACTGGTCGGGAACTAC

W Ve Ve Ve Y Ve Y Ve e Y e Y e YR e YR e YR e YR e YR e Y Y YR e YR e YR Y YR YR YR YR R YR e YR Y YR e YR e YR e Y e R e T e T e Ve e e

ACGTGTACCTGCTGT
ACGTGTACCTGCTGT

WRRH RN RR RN R
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ALINEACIO 3: seqiiéncies d’aminodcids

ALINEAMENT PROTEINES Puerto Montt - Bilbao

Puerto_Montt
Bilbao

Puerto_Montt
Bilbao

Puerto_Montt
Bilbao

Pgerto_Montt
Bilbao

Puerto_Montt
Bilbao

Pgerto_Montt
Bilbao

Puerto_Montt
Bilbao

Puerto_mMontt
Bilbao

Puerto_mMontt
Bilbao

Puerto_Montt
Bilbao

Puerto_montt
Bilbao

Puerto_Montt
Bilbao

RAKIFKGPSEASTSGRS5GTSATREPSHASSRREGVPTQERQHLDRYDIVKTRPADVVSK
RAKIFKGPSEASTSGRS5GTSATREPSHASSRREGGPTQERQHLDRYDIVKTRPADVVSK

RN RN RN RRRRRRRRRRRRRRRCRN RN

KGHEGEPIRLQSNFFRIQTKPEWHVVHYHVDFEPELENIRVRMGILSNHANILGSGYLFD
KGHEGEPIRLQSNFFRIQTKPEWRVVHYHVDFEPELENIRVRMGILSNHANILGSGYLFD

Y e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e w e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

GKQLFTNKKFEKELTVLCGQSKMGIDYKISVKYVGVISNAEPRFLQVLNLILRRSMKGLK
GKQLFTNKKFEKELTVLCGQSKMGIDYKISVKYVGVISNAEPRFLQVLNLILRRSMKGLK

WO R R R RN

LELVGRNLFDPLAKIPIREFQMELWPGYETSIRQHEKDIMLCTEITHKVMRTETVYEILR
LELVGRNLFDPLAKIPIREFQMELWPGYETSIRQHEKDIMLCTEITHKVMRTETVYEILR

Y Y Y e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

RCSNNPSRHQDEFRVNVLDLVVLTDYNNKTYRINDVDFAQTPKSTFSCKGKDVSFIEYYL
RCSNNPSRHQDEFRVNVLDLVVLTDYNNKTYRINDVDFAQTPKSTFSCKGKDVSFIEYYL

RN

TKYNIRIRDHNQPLLISKNRDKAQKTNANELVVLIPELCRVTGLTDNMRSNFQCSAGETA
TKYNIRIRDHNQPLLISKNRDKAQKTNANELVVLIPELCRVTGLTDNMRSNFQCSAGETA

Y e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

DWTRCFRDQRMLTTPSDGLDRWAVIAPERNSFDLKNLLESLFRAASGMGFKIRSPHEIKI
DWTRCFRDQRMLTTPSDGLDRWAVIAPERNSFDLKNLLESLFRAASGMGFKIRSPHEIKI

W R R R R R R R R R R R R R R R R R R RN R RN RN TR RRRRRRRR

YDDRTATYVRAMDECVRMDPKLILCFVPNNNEERYSSIKKRGCIDRAVPTQVVTVKTAKN
YDDRTATYVRAMDECVRMDPKLILCFVPNNNEERYSSIKKRGCIDRAVPTQVVTVKTAKN

W Y e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

RGLMSIATKIAIQMNCKLGYTPWMIELPLSGLMTIGFDIAKSARDRRKAYGALVASMDLQ
RGLMSIATKIAIQINCKLGYTPWMIELPLSGLMTIGFDIAKSARDRRKAYGALVASMDLQ

RN RRRRN s AR RN RN RN RRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRR

RNSTYFSTVSECSAFDVLSNNLWPMIAKALRQYQREHDKLPARILFYRDGVSAGSLKQLF
RNSTYFSTVSECSAFDVLSNNLWPMIAKALRQYQREHDKLPARILFYRDGVSAGSLKQLF

W e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

EYEVKDIVEKLDTEYKRANSAPPMLAYIVVTKSCNTRFFNNGRNPPPGTVVDDIVTLPER
EYEVKDIVEKLDTEYKRANSAPPMLAYIVVTKSCNTRFFNNGRNPPPGTVVDDIVTLPER

R R R R R R R R R R RN RN

YDFYLVSQTVRQGTVSPTSYNVLYSNIRLSPDQIQKLTYKMCHLYYNWSGTTR---
YDFYLVSQTVRQGTVSPTSYNVLYSNIRLSPDQIQKLTYKMCHLYYNWSGTTRVPA

W e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
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* ANNEX 6: Com afecten els canvis entre les dues poblacions a nivell de
proteina?

En I'annex 5, i en aquesta mateixa pagina, podem veure marcats els canvis que hi ha a nivell de
proteina entre les dues poblacions, la de Puerto Montt i la de Bilbao. Si més no, a simple vista no
podem establir si aquests canvis influiran molt en la funcionalitat de la proteina o gairebé ni es
notaran. Per poder anar més enlla, hem utilitzat el programa Mutation Analyzer, el qual és

totalment gratuit i es troba en linia.

Ara analitzarem cada canvi per separat. En el programa s’introdueixen els 2 aminoacids que
configuren cada canvi i ell, dins d’'una escala del 10 al -8 (Figura 64) et diu si normalment es pot

trobar aquest canvi (nombres positius) o rarament es pot trobar (nombres negatius).

RSN e e 3 2 1 0 a2 [ [ NS -

Figura 64. Escala utilitzada pel programa Mutation Analyzer. Font:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Class/Structure/aa/aa_explorer.cqi

- . NOMBRE / COLOR DONAT
CANVI EN LA SEQUENCIA DE PROTEINES PEL PROGRAMA SIGNIFICAT
Puerto Montt V (Valina)
- — -3 No s’observa en la natura

Bilbao G (Glicina)

Puerto Montt H (Histidina) |:| No repercutira en la funcionalitat
Bilbao R (Arginina) de la proteina

Puerto Montt M (Metionina) _1 No repercutira en la funcionalitat
Bilbao I (Isoleucina) de la proteina

Per tant, podem veure que els canvis no séon molt importants. Tot i aixi, no deixen de ser

diferéncies, i per petites que siguin, alguna conseqliéncia tindra en una de les poblacions, ja sigui

positiva o negativa, en la regulacié de I’expressié génica, concretament dels transposons.
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