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TITULO: Identificaciéon de elementos genéticos transponibles de clase II en el genoma de

Drosophila amaguana (Diptera, Drosophilidae)

Autor: Manuel Alejandro Coba Males

Directora: Doris Jimena Vela Peralta, PhD

Resumen

La diversidad y abundancia de elementos genéticos moviles en la mayoria de los genomas
eucariotas han hecho que estas secuencias de DNA moderadamente repetitivo sean importantes
para el estudio y compresion de algunos mecanismos de regulacion génica y variabilidad
genética en muchas especies. La investigacion tiene la finalidad de identificar de novo,
clasificar y caracterizar los elementos transponibles (ETs) clase II presentes en el genoma de
Drosophila amaguana, una especie endémica neotropical que habita en los bosques andinos
del Ecuador. Las secuencias de elementos moviles se anotaron estructuralmente a partir del
genoma ensamblado (455.5 Mb) de D. amaguana utilizando el pipeline The Extensive De Novo
TE Annotator (EDTA), el cual agrupa programas con distintos algoritmos para una
identificacion de novo de elementos transponibles en todo el genoma. La caracterizacion de un
elemento completo en cada superfamilia de transposones TIR (una subclase de ETs de DNA
de repeticion terminal invertida) se realiz6 a través de dot plots con DOTTER, y la anotacioén
funcional se llevd a cabo con Artemis. Se encontrd que el 11.87 % del genoma de D. amaguana
corresponde de elementos transponibles, del cual el 7.87 % pertenece a transposones de DNA,
incluyendo ocho superfamilias como Mutator, CACTA, y, Helitron, siendo estas tres las que
mostraron mayor abundancia en el genoma de D. amaguana, a ellas se suma la presencia de
superfamilias PIF/Harbinger, Tcl/Mariner, hAT, Maverick, y, elementos P. Estos resultados
constituyen el primer reporte sobre el contenido de elementos moviles de una especie
neotropical en el Ecuador, y seran el punto de partida de analisis posteriores para comprender

los procesos adaptativos y evolutivos del grupo mesophragmatica en los bosques andinos.

Palabras clave: Elementos transponibles / Drosophila /| Drosophila amaguana / grupo

mesophragmatica / DNA repetitivo / EDTA
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TITLE: Identification of class II transposable genetic elements in the genome of Drosophila

amaguana (Diptera, Drosophilidae)

Author: Manuel Alejandro Coba Males

Director: Doris Jimena Vela Peralta, PhD

Abstract

The abundance and diversity of transposable elements in most eukaryotic genomes have made
these moderately repetitive sequences essential tools for studying and comprehending the
mechanisms of gene regulation and genetic variability in many species. The aim of this
investigation was to de novo identify, classify, and characterize class II transposable elements
(TEs) in the genome of Drosophila amaguana, a neotropical endemic species that inhabits the
Andean forests of Ecuador. Mobile element sequences were structurally annotated from the
assembly genome (455.5 Mb) of D. amaguana using The Extensive De Novo TE Annotator
(EDTA) pipeline, which integrates programs with different algorithms for de novo
identification of transposable elements in the whole genome. The characterization of a
complete element for each superfamily of TIR transposons (a subclass of terminal inverted
repeat DNA TEs) was performed through dot plots with DOTTER, and functional annotation
was conducted using Artemis. We identified that 11.87 % of the D. amaguana genome
corresponds to transposable elements, of which 7.87 % belong to DNA transposons, including
eight superfamilies such as Mutator, CACTA, and Helitron. These three superfamilies exhibited
high abundance in the genome of D. amaguana, and other sequences from PIF/Harbinger,
Tcl/Mariner, hAT, Maverick, and P element were also identified. These results represent the
first report on the content of mobile elements in a neotropical species of Ecuador, and they will
serve as a starting point for further in-depth analyses to gain an understanding of the adaptative

and evolutionary processes of the mesophragmatica group in the Andean forests.

Keywords: Transposable elements / Drosophila /| Drosophila amaguana | mesophragmatica

group / repetitive DNA / EDTA
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Capitulo I: Introduccion

Planteamiento del Problema

La presencia de elementos transponibles (ETs) en los genomas de un gran ntimero de
organismos pertenecientes a los tres dominios de la vida: Bacteria, Archaea, y Eukarya, ha
conducido a realizar diversas investigaciones para conocer los efectos funcionales
significativos que pueden influir en los rasgos de importancia evolutiva de las especies, sobre

todo en organismos eucariotas (Tiedeman & Signor, 2021).

Los ETs son considerados componentes importantes de los genomas, pues el impacto
que han tenido desde su descubrimiento en 1950 por Barbara McClintock ha abierto la
investigacion de una manera mas profunda (Almojil et al., 2021). La capacidad que tienen estos
elementos para propagarse y colonizar nuevas regiones del genoma mediante la transferencia
horizontal (M. Kidwell, 1983), sugiere hipodtesis en las que se habla de su participacion en
procesos celulares importantes que tienen lugar en el anfitrién, como por ejemplo, la regulacion

génica y la sintesis de proteinas (Chuong et al., 2016).

Por tanto, es primordial comprender los mecanismos de transposicion a través de los
cuales los ETs se mueven e inducen mutaciones a lo largo de todo el genoma, interrumpiendo
secuencias funcionales (Kaminker et al., 2002). Dado que estas modificaciones generadas por
elementos moviles, ayudan a entender la evolucion al favorecer la variabilidad genética inter e

intraespecifica a lo largo del tiempo (Biémont et al., 1999).

Entender la evolucion desde los puntos de vistas de diversas teorias es un hecho
interesante. Si bien la teoria de evolucion darwiniana, propone una evolucion por seleccion
natural, siendo la mas aceptada, ésta alin mantiene cuestiones que son debatibles, y que al ser
contrastadas con conceptos planteados en otras teorias abren muchas interrogantes que pueden

ser respondidas a través de nuevas hipotesis evolutivas (Colonna Romano & Fanti, 2022).



Y es precisamente la hipotesis de McClintock la que bioldgicamente mejor encaja con
las ideas que plantean que la evolucion se evidencia con apariciones abruptas de otras variantes
después de periodos de estasis, donde no ha existido cambios en las caracteristicas fenotipicas

de una especie, convirtiéndose en un mecanismo de especiacion (Colonna Romano & Fanti,

2022).

Los ETs representan una porcion considerable del genoma de organismos eucariontes
y en algunos casos su presencia esta asociada al tamafio del genoma debido a su abundancia
(Almojil et al., 2021). Asi, los ETs tienen un impacto sobre la funcion y estructura del genoma
en la adaptacion y evolucion de especies y poblaciones (Lerat et al., 2019). Pues algunas
inserciones o deleciones en secuencias de DNA que se generan producto de la transposicion de

estos elementos, pueden conducir a efectos perjudiciales para el huésped (Bourque et al., 2018).

Uno de los modelos bioldgicos mas estudiados, en cuanto se refiere a elementos
transponibles desde hace mas de 40 afos, es el género Drosophila con aproximadamente 1 500
especies descritas (Markow, 2015). Las especies de Drosophila han permitido durante varios
afios aportar al conocimiento sobre los mecanismos de regulacion y transposicion de ETs
(Mérel et al., 2020). Por consiguiente, Drosophila es un modelo que puede ayudar a
comprender la aparicion de algunas enfermedades humanas y variantes fenotipicas en plantas

y animales, asociadas a la movilizacion de estos elementos (McCullers & Steiniger, 2017).

Los estudios sobre ETs intentan aclarar el panorama del curso que sigue la dinamica
temporal evolutiva, explicando cémo los seres vivos estan en la capacidad de adaptarse a
entornos cambiantes para evitar su migracion a otras areas geograficas o extinguirse (Colonna
Romano & Fanti, 2022). Ya que gracias a la expresion y transposicion de ETs es posible inducir

la variabilidad genética que permite al organismo responder a condiciones ambientales



estresantes inicialmente para la especie endémica; mostrando diferentes respuestas

morfoldgicas, fisiologicas o conductuales (Colonna Romano & Fanti, 2022).

Por lo que, es indispensable la identificacion de estas secuencias repetitivas en los
genomas de cada una de las especies que se describen. En este sentido, el presente proyecto
busca anotar, clasificar y caracterizar los ETs clase II presentes en el genoma de Drosophila
amaguana, una especie descrita en el afo 2004 cuya distribucion es andina (Vela & Rafael,

2000, 2003, 2004).

Formulacion del Problema

(Qué superfamilias de elementos transponibles clase II estdn presentes en el genoma de
Drosophila amaguana?

Preguntas de Investigacion

- (Coémo es la estructura completa y funcionalidad de los elementos transponibles
clase II de las superfamilias que se identificaron en el genoma de Drosophila

amaguana?

- (Cual es el porcentaje de los transposones de DNA que fueron encontrados en el

genoma de Drosophila amaguana?

- (Cual es la diferencia en el contenido de elementos transponibles entre el genoma
de Drosophila amaguana y el modelo de estudio por excelencia, Drosophila

melanogaster?



Objetivos

Objetivo General

Identificar las superfamilias de elementos transponibles clase II en el genoma ensamblado de

Drosophila amaguana mediante la anotacion estructural de novo.

Objetivos Especificos

- Caracterizar estructural y funcionalmente los elementos transponibles clase II de la

subclase TIR identificados en el genoma de Drosophila amaguana.

- Determinar el porcentaje de los elementos transponibles de clase II que forman parte

del genoma de Drosophila amaguana.

- Comparar el contenido de elementos transponibles clase II identificados en

Drosophila amaguana respecto a los reportados en Drosophila melanogaster.

Justificacion e Importancia

En el Ecuador, el “Refugio de Vida Silvestre Pasochoa” es uno de los bosques relictos
de los Andes ubicado desde los 3 100 a 4 000 m.s.n.m., que permanece en condiciones poco
alteradas (Céspedes & Rafael, 2017). En este bosque se estudio la diversidad de Drosophila y
en el afio 2004 se describieron tres especies pertenecientes al grupo mesophragmatica (Vela &

Rafael, 2004).

El grupo mesophragmatica fue propuesto en 1957 por Brncic y Koref (Brncic & Koref,
1957). Es un grupo endémico de la regioén neotropical que actualmente cuenta con un nimero
considerable de especies endémicas que se encuentran distribuidas en los bosques andinos y
paramos sobre los 2 000 m.s.n.m (Figuero, 2017). En estos ecosistemas, las especies de
Drosophila ocupan nichos como descomponedores, polinizadores, depredadores, parasitos, o

vectores de organismos patdégenos (Dajoz, 2000); todas ellas de tipo alopatricas, al ser



derivadas de un escenario evolutivo en el cual los sistemas montafiosos permitieron su rapida

especiacion, originando poblaciones locales aisladas (Brncic, 1957; Nina R. Mota et al., 2008).

Drosophila amaguana es una especie de gran tamafo principalmente presente en
lugares donde prima la alta vegetacion, poca luminosidad y alta humedad (Céspedes & Rafael,
2017), perteneciente al grupo de Drosophila mesophragmatica (Vela & Rafael, 2004).
Morfolégicamente, D. amaguana presenta particularidades que la diferencia del resto de
especies del grupo mesophragmatica, como el surestilo con dientes primarios y secundarios en
los machos, y una espermateca pequefia no quitinizada y semicircular en las hembras (Ramos
& Rafael, 2017; Vela & Rafael, 2004). Estas caracteristicas son importantes para su
identificacion morfologica pero insuficientes para permitir abordar analisis evolutivos en este

grupo (Romero, 2018).

Debido a que la abundancia y regulacion de los ETs en los genomas es muy diferente
incluso entre especies cercanas (Lerat et al., 2019), es necesario hacer un andlisis de la
diversidad de los elementos transponibles en cada genoma, pues estas variaciones pueden
resultar en cambios significativos en la organizacidon y mecanismos de regulacion (genética y
epigenética) de los genomas, dando como resultado la evolucion de las especies (Lerat et al.,

2019).

Y precisamente, la transposicion de los elementos méviles es una fuente importante de
nueva variabilidad genética que impulsa los procesos adaptativos a los cambios ambientales
(Leratetal., 2019), en algunos casos favoreciendo la aparicion de nuevos fenotipos que podrian

contribuir a una rapida evolucion (Garcia, 2012).

Lo que finalmente se pretende con el presente proyecto, es contribuir con informacion
sobre ETs para entender los mecanismos de diversificacion y adaptacion de Drosophila, asi

como las relaciones evolutivas de estas especies que habitan los bosques andinos del Ecuador.



Capitulo II: Revision de la Literatura

Antecedentes de la Investigacion

Para el desarrollo del presente proyecto fue necesario la realizacion previa de una
investigacion bibliografica, en esta etapa se encontro trabajos similares al que proponemos y

que se detallan brevemente a continuacion:

Tiedeman & Signor, en su estudio “The transposable elements of the Drosophila
serrata reference panel” publicado en 2021 por Genome Biology and Evolution, reportaron
676 elementos transponibles en el genoma referencial de D. serrata distinguiendo elementos
MITEs, Helitron, y TIR; encontraron correspondencias importantes en al menos 27 elementos
relacionados con D. melanogaster, y 10 relacionados con D. simulans. Ademas, no se halld

evidencia de elementos P en la especie de D. serrata.

Jeong et al., en 2018 publicaron en Pacific Symposium on Computing su estudio “An
ultra-fast and scalable quantification pipeline for transposable elements from next
generation sequencing data”, en el cual principalmente, desarrollaron un pipeline
denominado SalmonTE como herramienta rapida para cuantificar elementos transponibles a
partir de datos de RNA-seq, obtenidos por NGS. Su objetivo, superar limitaciones comunes

que las herramientas de anotacion comparten.

Sassi et al., en su estudio “Transposable elements P and gypsy in natural populations
of Drosophila willistoni” que fue publicado por la revista Genetics and Molecular Biology en
el ano 2005, reportaron elementos Py gypsy en el genoma de poblaciones de D. willistoni
generados por enzimas de restriccion mediante ensayos de Southern Blot, con la finalidad de
comprender la variabilidad intrinseca sujeta a un proceso de seleccion natural, donde los ETs

juegan un papel importante.



Kaminker et al., identificaron 1 572 elementos transponibles con secuencias completas
o parciales en D. melanogaster, donde cada brazo cromosémico se compone de al menos 3.11
y 4.29 % de elementos transponibles. El estudio publicado bajo el titulo “The transposable
elements of the Drosophila melanogaster: euchromatin a genomics perspective” en
Genome Biology en el afio 2002, fue realizado gracias a la disponibilidad de la version 3 para
el genoma eucromatico de D. melanogaster por parte del Berkeley Drosophila Genome Project,

los autores determinaron que al menos 3.86 % de esta secuencia corresponde a ETs.

Germanos et al., en 2006 publican en Genetics and Molecular Biology su investigacion
“Transposable elements from the mesophragmatica group of Drosophila”, en la cual
mediante analisis Dot Blot y PCR, estudiaron la distribucion de elementos moéviles como: 7,
mariner, hobo, gypsy, Tom/17.6, micropia, y elementos P, en especies de Drosophila que
conforman el grupo mesophragmatica tales como: Drosophila pavani, Drosophila viracochi,
Drosophila brncici, y Drosophila gasici. Encontrando elementos gypsy en todas ellas,
elementos mariner ausentes solo en D. pavani, y, secuencias homologas a elementos P

exclusivamente en D. pavani 'y D. gasici.

Fundamentacion Teorica

DNA Repetitivo

Las secuencias repetitivas son fragmentos de DNA que se encuentran a lo largo de todo
el genoma en multiples copias, exhibiendo un alto grado de polimorfismo como consecuencia
de las mutaciones dentro de cada unidad repetida (Pathak & Ali, 2012). Este tipo de secuencias
fueron identificadas con las primeras investigaciones llevadas a cabo por Britten y Kohne cuyo
trabajo fue publicado en 1968 en la revista Science (Britten & Kohne, 1968). Su investigacion
manifiesta la presencia de grandes cantidades de DNA repetitivo en los genomas eucariotas de

forma moderada o altamente repetitiva, logrando estimar que en el genoma de una especie es



posible encontrar hasta 90 % de DNA repetitivo y que la frecuencia de estas secuencias puede

alcanzar hasta 1 milloén de veces (Lopez & Garrido, 2012).

Estas secuencias en su mayoria de caracter no codificante tienen la capacidad de
remodelar el genoma a través de varios mecanismos, por tanto, tienen un impacto en la
regulacion de la expresion génica, mantenimiento de la integridad cromosdmica y la estabilidad
genomica, lo cual puede conducir a una divergencia evolutiva (Kuo et al., 2021; Pathak & Alj,
2012). Sin embargo, cuando fueron descubiertos se desconocia la funcion de regulacion
gendmica que cumplian estos segmentos repetitivos de DNA dentro del genoma (Gemmell,

2021), y fueron catalogados como “DNA basura” (Kuo et al., 2021).

El DNA repetitivo es considerado como un recurso de variabilidad importante en la
evolucion de los genomas, y ha sido asociado con eventos de reordenamiento cromosémico
que han dado lugar a variaciones de cariotipos, lo cual se ha evidenciado a través de estudios
evolutivos de varias especies (Fablet et al., 2017; Zattera et al., 2020). Por ejemplo, en
mamiferos el gen syncytin, esencial para la formacion de placenta, se origind de un elemento
transponible (Sha et al., 2000); en Drosophila la insercion del elemento transponible Doc en el
gen CHKov le proporciond la resistencia a pesticidas (Aminetzach et al., 2005); en ratones el
gen FvI derivado del gen gag de un ET le confiere resistencia frente a un retrovirus al bloquear

el avance del ciclo viral (Yan et al., 2009).

La clasificacion de DNA repetitivo principalmente se lo hace en funcidon de su
organizacion estructural, la composicion de su secuencia y su frecuencia, de esta forma
encontramos dos grupos: repeticiones en tandem (secuencias altamente repetitivas) y

elementos transponibles (secuencias medianamente repetitivas) (Kuo et al., 2021).

Elementos Transponibles. Son considerados secuencias de DNA que tienen

autonomia para movilizarse, por tanto pueden cambiar de posicion a lo largo de todo el genoma,



lo cual evidentemente tiene un efecto mutagénico (Bourque et al., 2018). Sin embargo, también
los ETs son fuente de variabilidad genética que pueden llevar a una diversificacion y evolucion
en las especies (Bourque et al., 2018). Bajo este concepto también reciben la denominacion de
elementos madviles, y aunque si bien su auto propagacion genera consecuencias en el genoma,
es importante comprender su impacto biologico (Saleh et al., 2019), pues algunos de estos
elementos podrian ser utilizados como valiosas herramientas dentro del campo de la ingenieria

genética (Kapitonov & Jurka, 2006).

El descubrimiento de estos elementos se lo atribuye a Barbara McClintock durante sus
experimentos realizados con maiz desde el afio 1944, incluso los bautiz6 bajo el nombre de
elementos controladores, pues la evidencia sugeria que estos elementos influian en rasgos
fenotipicos (McClintock, 1950). A pesar de ello, su trabajo no fue bien recibido por personas
que formaban parte de la comunidad genética, e incluso fue despreciado sino hasta los primeros
afnos de la década de los 70 cuando el grupo Szybalski descubre secuencias de insercion en
genomas bacterianos (Malamy et al., 1972). Con este trabajo, la comunidad cientifica
reconocid el aporte que Barbara McClintock habia hecho inicialmente (Makalowski et al.,

2019).

Su presencia en la mayoria de organismos vivos los han vuelto en un componente
principal del DNA repetitivo en los genomas de animales y plantas, en algunos casos
representan una fraccion importante del genoma con multiples numeros de copias, por ejemplo,
en el genoma del maiz se estima mas del 50% de ETs (M. G. Kidwell & Lisch, 1997). En
Drosophila melanogaster aproximadamente el 15% de todo el genoma corresponde a
elementos transponibles, siendo su mayor distribuciéon en las regiones de heterocromatina
centromérica, donde el 80% de las mutaciones espontaneas son producidas por la insercion de
elementos moéviles o por reordenamientos cromosémicos asociados a estos (Deloger et al.,

2009).



Figura 1. Porcentaje de elementos transponibles en genomas de diferentes especies.
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Nota. Adaptado de “A comparative analysis of the amounts and dynamics of transposable
elements in natural populations of Drosophila melanogaster and Drosophila simulans” (p. 84),

por Vieira et al., 2012, Journal of Environmental Radioactivity, 113.

Historicamente, la clasificacion de ETs ha sido bien aceptada desde 1989 hasta la
presente fecha, siendo Finnegan quien propuso por primera vez un sistema de clasificacion
diferenciando dos clases segin el mecanismo intermedio de transposicion (Finnegan, 1989).
En este sistema, los ETs de clase I incluyen retrotransposones cuyo mecanismo de tipo “copiar
y pegar” requieren de un intermediario de RNA a través de una reverso transcriptasa; mientras
que, aquellos elementos de clase II abarcan transposones de DNA con un mecanismo “cortar y

pegar” que no requieren de intermediarios de RNA para su transposicion (Kojima, 2019).

Esta clasificacion ha recibido algunas objeciones y diversas criticas que han desafiado
este sistema de dos clases (Mufioz & Garcia, 2010). Con el descubrimiento de ETs bacterianos
y eucariotas que no requieren un intermediario de RNA, y cuya transposicion se lo realiza a
través de un modelo de “copiar y pegar” junto con elementos transponibles de repeticion
invertida en miniatura (MITEs), se abri6 la posibilidad de considerar una tercera clase de

elementos no autbnomos pero que presumiblemente requieren transposones autbnomos para su

movilidad (Wicker et al., 2007).



Figura 2. Mecanismos de transposicion de los elementos moviles.
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Nota. Adaptado de “Transposon-mediated Genome Manipulations in Vertebrates” (p. 14), por
Ivics et al., 2009, Nature methods, 6 (6).

Esta situacion particular llevo a Wicker y colaboradores a proponer una clasificacion
jerarquica desde niveles de clase hasta subfamilia, basandose en el modo de replicacion y las
caracteristicas estructurales de los ETs aplicando algunos criterios mecanicistas y enzimaticos

(Makalowski et al., 2019; Wicker et al., 2007).

Como se puede apreciar en la Figura 3, el objetivo de esta nueva clasificacion fue
disefiar un sistema unificado con criterios mas profundos a los utilizados inicialmente por la

idea de Finnegan, conservando su estructura basica (Piégu et al., 2015).



Figura 3. Sistema de clasificacion jerarquica para elementos transponibles.

Classification Structure TSD Code Occurrence
Order Superfamily
Class | (retrotransposons)
LTR Copia —>»{ GAG AP INT_RI _RH }—> 4-6 RLC PM,FO
Gypsy —>»{ GAG AP RT RH INT }—> 4-6 RLG PM,FO
Bel-Pao —>»{ GAG AP _RT RH INT }—> 4-6 RLB M
Retrovirus —>{ GAG AP RT RH INT ENV |} 46 RLR M
ERV —»{GAG_ AP _RT RH INT _ENV =3 46 RLE M
DIRS DIRS »—{ GAG AP _RT RH YR M= 0 RYD EMFEO
Ngaro —P- GAG AP RT RH YR oy 0 RYN M.F
VIPER — e R R e ey ™> 0 RYV 0
PLE Penelope <«>—{ RN ____ }—> Variable RPP RM,FO
LINE R2 —{—R RN} Variable  RIR M
RTE - APE RT - Variable RIT M
Jockey { ORFl = APE  RT | Variable RI) M
L1 —{ORM_H APE _RT = Variable ~ RIL PMFO
I —{__ORA__H___APE RT RH__— Variable Rl PM,F
SINE tRNA e Variable RST EM,F
7SL -—— Variable RSL PM,F
55 e Variable RSS M, O
Class Il (DNA transposons) - Subclass 1
TIR Te1-Mariner TA DTT RMFO
hAT »—{ Tase" < 8 DTA PM,FO
Mutator »—{ Tase* < 9-11 DTM PMFO
Merlin ] Taser 8-9 DTE M,0
Transib —{ Tase* < 5 DTR M,F
P 8 DTP PM
PiggyBac TTAA DTB M, 0
PIF-Harbinger { Tase* = ORE2Z } 3 DTH PM,FO
CACTA —e¢{  Tase [ ORF po—< 2-3 DTC P.M,F
Crypton Crypton - YR - 0 DYC F
Class Il (DNA transposons) - Subclass 2
Helitron Helitron —{ RPA__ 4 YIHEL p—=- 0 DHH PM,F
Maverick Maverick »—{ CINT_H AP _p=~{ CYP o POLB |—= 6 DMM M,FO
Structural features
- | ONgG terminal repeats W = Terminal inverted repeats ==l = Coding region e NoON-cOding region
i Diagniostic feature in non-coding region —/ f  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 CYP, Cysteine protease EN, Endonuclease
ENV, Envelope protein GAG, Capsid protein HEL, Helicase INT, Integrase ORF, Open reading frame of unknown function
POLB, DNA polymerase B RH, RNase H RPA, Replication protein A (found only in plants) ~ RT, Reverse transcriptase
Tase, Transposase (* with DDE motif) YR, Tyrosine recombinase Y2, YR with YY motif
Species groups
P, Plants M, Metazoans F, Fungi O, Others

Nota. Adaptado de “A unified classification system for eukaryotic transposable elements” (p.

974), por Wicker et al., 2007, Nature Reviews Genetics, 8 (12).

Retrotransposones. Los resultados obtenidos de la secuenciacion del genoma completo
en organismos eucariotas mostraron que estos genomas tienen mas genes que codifican para

una reverso transcriptasa en comparacion a cualquier otra proteina (Finnegan, 2012).




Adicionalmente, las secuencias mas grandes que estdn presentes en los genomas, se han
generado gracias a un mecanismo de transcripcion inversa; un descubrimiento sorprendente,
pues estudios anteriores limitaban la capacidad de copiar RNA en DNA tUnicamente a los

retrovirus (Finnegan, 2012).

La forma en que estos elementos moviles se integran en el genoma es mediante un
intermediario de RNA, que gracias a un mecanismo de “copiar y pegar” logran conservar su
ubicacion original, al mismo tiempo que las copias creadas por la reverso transcriptasa permite
la acumulacidn de estas secuencias en una o varias copias en otros sitios del genoma (Saleh et

al., 2019).

Lopez & Garrido (2012), basados en la clasificacion de Wicker et al. (2007), mencionan
que los retrotransposones de eucariotas se dividen en 5 drdenes segin la presencia de
repeticiones terminales: (1) retrotransposones LTR; (2) retrotransposones de secuencias de
repeticion intermedia de Dictyostelium (DIRS); (3) retrotransposones non-LTR o LINEs; (4)
retrotransposones de tipo Penélope (PLE); y, (5) SINEs. De los cuales, los retrotransposones

LTR y non-LTR son los mas abundantes en el reino Eukarya (Lopez & Garrido, 2012).

Retrotransposones LTR. Los retrotransposones de repeticion terminal larga (LTR)
estan presentes en la mayoria de genomas eucarioticos, y proliferan en el genoma del huésped
a través de multiples mecanismos, convirtiéndose en uno de los principales grupos abundantes

de retrotransposones (Havecker et al., 2004).

En su estructura contienen dos repeticiones terminales largas en ambos extremos con
una longitud que va desde 250 a 600 pb flanqueadas por target site duplication (TSD), contiene
un dominio interno entre 5 - 7 kb que abarca un tracto de polipurina (PPT), un primer binding
site (PBS) y una zona de codificacion de proteinas estructurales y enzimaticas con dos open

reading frames (ORFs) a partir de dos genes (L. Zhang et al., 2014). El gen gag que codifica



proteinas estructurales que forman una particula similar a un virus (VLP), y el gen pol
codificante de cuatro dominios proteicos: una proteasa (PR) que corta la poliproteina Pol, una
RNasa H (RH) que escinde el RNA de la union DNA-RNA, una transcriptasa inversa (RT) que
sintetiza cDNA a partir del RNA del retrotransposon y una integrasa (IN) que incluye el cDNA

al genoma (Aroh & Halanych, 2021).

Figura 4. Estructura de los retrotransposones LTR.
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Nota. Adaptado de “Genome-wide characterization of LTR retrotransposons in the non-model
deep-sea annelid Lamellibrachia luymesi” (p. 2), por Aroh & Halanych, 2021, BMC Genomics,
22 (D).

El contenido de estos retrotransposones es muy alto en los genomas de plantas,
reportando mas del 50 % de retrotransposones LTR en el genoma de Zea mays con
predominancia de las superfamilias Copia y Gypsy en comparacion a los genomas animales
(Neumann et al., 2019). En D. melanogaster se han reconocido las superfamilias Gypsy, Copia
y BEL/Pao con al menos 35 familias, siendo el grupo Gypsy el mas abundante (McCullers &

Steiniger, 2017).

Retrotransposones DIRS. El grupo de retrotransposones DIRS o también llamados
retrotransposones de tirosina recombinasa se encuentra en genomas fungicos, y recibe su
nombre por su miembro fundador, Dictyostelium discoideum (Muszewska et al., 2013).
Estructuralmente carece de una proteasa y reemplazan la integrasa por una tirosina

recombinasa (YR), la cual cumple la funcion de integracion genomica (Malicki et al., 2020).

Este orden de retrotransposones es el menos comprendido de la clase I, ya que apenas

se han descrito tres superfamilias: DIRS en el moho mucilaginoso Dictyostelium discoideum,



PAT del nematodo Panagrellus redivivus y Prtl del hongo zigomiceto Phycomyces

blakesleeanus (Goodwin & Poulter, 2001).

Se caracterizan por que en los extremos las secuencias LTR que flanquean estos
elementos no son idénticas y son repeticiones invertidas, que internamente abarcan una region
complementaria interna (ICR) y las regiones de codificacion proteica con tres ORFs largos y
atipicos (Poulter & Butler, 2015). El primero de los ORFs corresponde al gen gag similar al de
otros retrotransposones, el segundo ORF se superpone al primero extendiéndose hasta el
extremo 3’ del elemento transponible codificando una YR; y finalmente, su ultimo ORF que
se encuentra totalmente superpuesto al segundo ORF, codifica para una RT, RNasaH, y una

metilasa (MT) con funcidn desconocida (Duncan et al., 2002).

Figura 5. Estructura del retrotransposén DIRS-1.
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Nota. Adaptado de “Tyrosine Recombinase Retrotransposons and Transposons” (p. 3), por

Poulter & Butler, 2015, Microbiology Spectrum, 3 (2).

Retrotransposones non-LTR (LINEs). La retrotransposicion de LINEs han
diversificado el genoma humano de tal manera que ahora comprenden hasta un 17 % de todo
el genoma (Lander et al., 2001). Ademas, sus dos ORFs permiten la codificacion de proteinas
para la movilizacion de elementos moviles no autonomos y secuencias de RNAs no

codificantes, generando algunos pseudogenes (Beck et al., 2011).

Los retrotransposones de repeticion terminal no larga (non-LTR) conocidos como

LINEs (elementos nucleares largos intercalados) tienen una longitud completa entre 4 a 7 kb y
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estan flanqueados por regiones variables de UTR 5’ y 3° donde se incluyen dos ORFs (Qi &
Sandmeyer, 2012). La 5’-UTR actiia como un promotor interno que es reconocido por la RNA
pol II para la sintesis del transcrito (Beck et al., 2011). El primer ORF codifica una proteina
que permite la union a RNA inespecificos, mientras que el siguiente ORF codifica una reverso
transcriptasa (RT) y una proteina endonucleasa (EN) de DNA ademas de presentar un dominio

rico en cisteina, todos ellos esenciales para la retrotransposicion (Richardson et al., 2015).

Figura 6. Estructura del retrotransposon LINE-1.
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Nota. Adaptado de “LINE-1 Elements in Structural Variation and Disease” (p. 189), por Beck

et al., 2011, Annual review of genomics and human genetics, 12.

Cabe mencionar que la importancia de estos elementos, radica en la capacidad que
tienen para movilizar otros retrotransposones no autobnomos y mRNA hacia nuevas posiciones
del genoma, dando lugar a pseudogenes (Esnault et al., 2000). Esto sucede debido a que los
elementos no autébnomos pueden ser reconocidos por su estructura, ya que terminan con
secuencias ricas en poli A, estdn flanqueados por TSD variables y se pueden integrar a sitios

consensos de la endonucleasa (Richardson et al., 2015).

Retrotransposones de tipo Penélope (PLE). Pertenecen a retrotransposones poco
estudiados que incluyen a un Unico representante, el elemento Penélope, al que se le ha
atribuido las mutaciones visibles en la disgenesia hibrida en Drosophila virilis (Arkhipova,

2006).

Comparten un ancestro comun con las transcriptasas inversas de la telomerasa, pueden
detectarse en genomas de protistas, hongos, animales y plantas, en este ultimo presentan una

distribucion irregular (Arkhipova et al., 2013). Su estructura es un tanto inusual y cuenta con
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un unico ORF que codifica una RT altamente especializada no moévil responsable del
mantenimiento de los extremos cromosomicos, y una endonucleasa (EN) (Arkhipova et al.,
2013); cuyo dominio pertenece a la superfamilia GIY-YIG que se descubrieron en el grupo I

de los intrones moviles de bacterias (Dunin et al., 2006).

Figura 7. Estructura de los retrotransposones tipo Penélope.

TR RT uri(EN) TR

Nota. Adaptado de “Nonhomologous Recombination: Retrotransposons” (p. 285), por Qi &
Sandmeyer, 2012, Encyclopedia of Biological Chemistry, 4.

SINEs. Estos retrotransposones corresponden a secuencias de elementos nucleares
intercalados cortos que se los puede identificar en un abundante nimero de copias en la mayoria
de los genomas de mamiferos; por ejemplo, en el ser humano alrededor del 10 % del genoma
(equivalente a 300 Mb) se compone de la familia de SINEs denominada Alu s (Wang &

Kirkness, 2005).

Muchos elementos de esta familia pueden inducir mutagénesis por insercion o
sobrecruzamiento desigual (Kramerov & Vassetzky, 2011). Aunque de igual manera pueden
generar beneficios al influir en procesos como la expresion génica, la poliadenilacion y el

splicing alternativo (Deininger, 2011).

Su tamafio varia de 100 a 600 pb y son catalogados como elementos no autbnomos, ya
que dependen de enzimas codificadas por los genes de los elementos LINEs para permitir su

retrotranscripcion y retrotransposicion (Kanhayuwa & Coutts, 2016).

En su estructura se evidencian tres partes: 5’ - terminal “head”, “body” y 3’ - terminal
“tail”; la secuencia en la cabeza 5’ - terminal muestra similitud con uno de los RNA sintetizados

por la RNA pol III cuyo origen proviene de tRNA, 7SL RNA o 58S rRNA (Kramerov &
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Vassetzky, 2011). En su estructura se ha identificado regiones originarias de LINEs, mientras
finalmente la cola 3’ - terminal consta de secuencias de repeticiones simples de variable

longitud (Kramerov & Vassetzky, 2011).

Figura 8. Estructura de los retrotransposones SINEs.

R\ A pol\m&.msg 1
LINE-derived region

EE——_—

Direct Direct
repeat tRNA-related region tRNA-unrelated region repeat

Nota. Adaptado de “SINEs and LINEs: symbionts of eukaryotic genomes with a common tail ”
(p. 478), por Ohshima & Okada, 2005, Cytogenetic and Genome Research, 110 (1-4).

Transposones de DNA. Esta clase II de ETs son el grupo mas antiguos de elementos
moviles que pueden encontrarse en el genoma de los organismos de todos los reinos (M. C.
Thomas et al., 2010), salvo ciertas excepciones, como en el caso particular de Saccharomyces

cerevisiae donde su genoma carece de transposones de DNA (Lépez & Garrido, 2012).

Estos ETs se reorganizan a lo largo del genoma a través del mecanismo “cortar y pegar”,
donde se escinde el elemento del DNA para posteriormente integrarlo en un nuevo entorno
cromosomico, este proceso no replicativo, es realizado gracias a la intervencion de una proteina
transposasa que se encuentra flanqueada por terminal inverted repeats (TIRs) (Ivics et al.,

2009).

Se los clasifica en 3 subclases en funcion de la relacion de la transposasa y las
caracteristicas estructurales compartidas, abarcando las secuencias TIRs y la longitud de sus
TSDs, siendo estos: (1) DNA transposones “cortar y pegar”; (2) DNA transposones de circulo
rodante; y, (3) DNA transposones de autosintesis (Lopez & Garrido, 2012). Esta ultima clase

se encuentra comunmente mas extendida en protistas, hongos y animales, siendo los
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transposones de DNA mads complejos, pues tienen la capacidad de codificar hasta 10 proteinas

diferentes (Han et al., 2013).

TIR. Son elementos que contienen repeticiones terminales invertidas y pertenecen a la
subclase I de los transposones de DNA propios de genomas eucariotas, a su vez comprenden
10 superfamilias de acuerdo con la similitud de sus transposasas (Su et al., 2019), mientras que
en plantas existen apenas 5 grandes superfamilias (Feschotte & Pritham, 2007). Estos
elementos tienen efectos significativos en la regulacion epigenética, expresion génica,

produccion de genes quiméricos y variaciones en el numero de copias (Su et al., 2019).

Estructuralmente presentan TIRs que van de 9 a 40 pb de longitud en ambos extremos,
aunque esto depende de cada superfamilia, también comprenden internamente un ORF
principalmente encargado de codificar una transposasa (Pray, 2008). Ademds, toda su
estructura se encuentra flanqueada por cortas repeticiones directas idénticas denominadas TSD,

que se originan debido a la insercion de un transposon en el sitio de destino (Shen et al., 2021).

Esta proteina segun la triada de residuos 4cidos en su dominio catalitico puede dar lugar
a una transposasa DDE o DDD, que estructuralmente tienen un pliegue similar a la RNasa H
(Nesmelova & Hackett, 2010), siendo precisamente, la encargada de reconocer aquellas
secuencias TIRs de los ETs para mediar la movilidad hacia otra posicion del genoma a través

de un mecanismo conservador (Shen et al., 2021).

Figura 9. Estructura de los transposones de DNA de repeticiones terminales invertidas (TIR).

DR

DR ITR ITR
B<— Transposase D

Nota. Adaptado de “Mobile DNA transposition in somatic cells” (p. 2), por Kazazian, 2011,
BMC Biology, 9 (11).
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Tcl/Mariner. Tienen una longitud entre 1 a 5 kb y esta flanqueado con repeticiones
terminales invertidas que pueden ir desde los 17 a 1 100 pb (Mufioz & Garcia, 2010). Codifica
una transposasa de 282 - 345 AA con dos dominios principales: la region N-terminal donde se
encuentra un motivo helix - turn - helix (HTH) para reconocer y unirse a los TIRs, y una region
C-terminal donde se encuentra el sitio catalitico conformado por 3 residuos 4cidos, DDD para
elementos mariner o DDE para elementos 7c/ (Mufioz & Garcia, 2010). Ademas, cuenta con
una region de senal de localizacion nuclear (NLS) que permite el transporte de la transposasa

a través de la membrana nuclear (Brillet et al., 2007).

Esta superfamilia es considerada como la mayormente distribuida en taxones como
rotiferos, hongos, plantas, peces y mamiferos, apenas cuenta con alrededor de diez elementos

activos (Plasterk et al., 1999).

Figura 10. Estructura del transposon 7c//Mariner.

-HTH.HTH. NLS D D 34 E/D

DNA-binding domain Catalytic domain

Nota. Adaptado de “DNA Transposons: Nature and Applications in Genomics” (p. 117), por
Muiioz & Garcia, 2010, Current Genomics, 11 (2).

hAT. Con una longitud media entre 2.5 a 5 kb los elementos que forman parte de esta
superfamilia presentan TIRs cortos entre 11 - 24 pb, y codifican una transposasa multidominio
con 600 a 800 residuos (Mufioz & Garcia, 2010). Algunos de estos elementos reportados en
especies lejanamente relacionadas como en plantas y moscas, por ejemplo, 7am3 en
Antirrhinum majus, hobo en D. melanogaster, y, Activator en Z. mays, sugieren que existiria

una transferencia horizontal de genes (Rubin et al., 2001).

Mutator. Es una familia altamente mutagénica en especies de maiz, los elementos

autonomos MuDR son los mas representativos de esta superfamilia que incluso permite la
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transposicion de algunos elementos no auténomos (Lisch, 2002). Presentan TIRs de
aproximadamente de 215 pb, aunque en cada clase de transposon, internamente se puede
identificar secuencias unicas que los diferencian unos de otros (Lisch, 2015). El gen mudrA
codifica para una transposasa de 823 AA con un dominio catalitico DDE, mientras que el gen

mudrB codifica un polipéptido de 207 AA del que atn se desconoce su funcion (Lisch, 2015).

Figura 11. Estructura del transposéon MuDR.

Nl’. S
TIRA mudrA TIRB

mudrB
Nota. Adaptado de “Mutator and MULE Transposons” (p. 2), por Lisch, 2015, Microbiology
Spectrum, 3 (2).

Merlin. Esta superfamilia se ha identificado en genomas eubacterianos y animales,
incluyendo nematodos, platelmintos, mosquitos, ascidias, peces cebras y ranas, existiendo muy
pocos reportes en genomas de plantas u hongos (Lopes et al., 2021). Poseen TIRs variables que
van desde 24 a 462 pb, ademads, particularmente muestran similitud en las secuencias dentro y
entre especies, y también codifican proteinas de 300 residuos que han mostrado similitudes con
algunas transposasas codificadas por el grupo IS 1016, que pertenece a secuencias de insercion

bacterianas (Feschotte, 2004).

Transib. Los elementos de esta superfamilia se han reconstruido a través de
metodologias in silico partiendo de elementos fosiles degenerados de antiguas secuencias en
genomas de D. melanogaster y Anopheles gambiae (Kapitonov & Jurka, 2003). Se los logro
caracterizar bajo una longitud de 3 a 4 kb con TIRs entre 9 a 60 pb, que a su vez estan

flanqueadas por TSD de 5 pb con alto contenido de guanina-citosina (Chen & Li, 2008).

Se han reportado elementos autdbnomos y no autébnomos en organismos eucariotas,
como por ejemplo, en otras especies de Drosophila, anquilostoma del perro, gusano de seda,
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erizo de mar, entre otras (Kapitonov & Jurka, 2005). Su transposasa tiene entre 595 a 708 AA
pero particularmente no mantiene ninguna similaridad con otras transposasas de las demas
superfamilias (Chen & Li, 2008). Aunque se ha encontrado una semejanza con la proteina
RAG1 de la recombinasa V(D)J, esencial en la diversidad inmunoldgica en los
reordenamientos de los genes receptores de antigenos durante el desarrollo de los linfocitos

(Fugmann, 2001).

P elements. Elementos estudiados con mucha intensidad en poblaciones naturales de
D. melanogaster, estos transpones tienen un tamafio variable entre 0.5 a 2.9 kb, reportandose
dos clases en particular: elementos completos con tamafio de 2 907 pb, y, elementos
incompletos con secuencias internas de menor tamafio; en ambos casos las TIRs estan dadas

por una longitud de 31 pb (Simmons, 2013).

Codifican una transposasa compleja de seis dominios que abarca 751 AA Unicamente
cuando en los tejidos de la linea germinal se tiene al menos un elemento P completo, pues en
los elementos incompletos, la proteina codificada no es funcional y por lo tanto el elemento

pierde su capacidad de transposicion (Ghanim et al., 2020; Simmons, 2013).

Figura 12. Estructura de un elemento P completo.

P J31p R 31bp IR
CATGATGAAATAACATAAGGTGGTCCCGTCG CGACGGGACCACCTTATGTTATTTCATCATG
v N 2877 2907
M"MbpR MNbp R
- R a—
ATTAACCCTTA TAAGGGTTAAT
126 136 2763 2773
Exon 1
8bp Exon 2 Exon 3
— |21bp
Cl=s{Towo H__ow:1 M ows }—{ ows
Spacer
. | Al I 1 ' |
ey 85 442 501 168 1222 1947 2138 -
53 62 VS vs2 vs3 2858 2867
ATACACTTAA (ntron 1) (ntvon 2) (ntron 3) TTAAGTGGAT
10 bp TNP BS 10 bp TNP BS

Nota. Adaptado de “P transposable elements in Drosophila and other eukaryotic organisms”

(p. 2), por Majumdar & Rio, 2015, Microbiology Spectrum, 3 (2).
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PiggyBac. Transposon identificado en el genoma de la polilla Cabbage Looper
(Trichoplusia ni), aunque se ha encontrado también en genomas de plantas, hongos, animales
e incluso en el ser humano; sin embargo, en estas especies hay una alta probabilidad de que los
elementos transponibles de estas familias carezcan de actividad por mutaciones que han
presentado (Mufioz & Garcia, 2010). Tiene un tamafio de 2.4 kb, con 13 pb correspondientes a
TIRs y 19 pb que corresponden a repeticiones internas asimétricas adicionales, ademas presenta
un ORF de 1.8 kb que codifica para una transposasa funcional (Zhao et al., 2016). Este es un
elemento muy versatil que ha ganado campo para su uso en estudios genéticos, ya que a partir
de la modificacion de su transposasa se han direccionado investigaciones hacia la transgénesis,

mutagénesis y terapia génica (Li et al., 2013).

PIF/Harbinger. Los elementos de esta superfamilia predominan en el genoma del
maiz, Arabidopsis thaliana, Oryza sativa, zanahoria y algunas otras especies del reino vegetal
y animal (Grzebelus et al., 2007). Se trata de elementos autonomos con TIRs de 14 a 25 pb que
se encuentran flanqueadas por TSDs de 3 pb (Sinzelle et al., 2008), internamente tiene dos
ORFs que codifican hacia una transposasa catalitica semejante a la misma proteina de la
secuencia de insercion bacteriana IS5 (Grzebelus et al., 2007), y una segunda proteina de
funcion hasta ahora desconocida pero de caracteristicas similares a la proteina Myb, importante
en los mecanismos transcripcionales de procesos celulares (Sinzelle et al., 2008). El estudio de
estos elementos es importante para entender la funcion de genes domesticados que han
derivado de esta clase de transposones, contribuyendo a la aparicion de nuevas secuencias

codificantes (Casola et al., 2007).

CACTA. Estos elementos han sido descritos en los tltimos 20 afios como parte de una
de las superfamilias mas abundantes de transposones clase II, identificados con demasia en los
reinos vegetal, fungi y animal; observando que han contribuido moderadamente a la expansion
de tamafio del genoma del huésped y su evolucion (Belyayev et al., 2022). En su estructura
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muestran dos TIRs de 10 a 28 pb, en donde en sus extremos tiene terminaciones de un motivo
conservado CACTA o CACTG, ademas de repeticiones subterminales muy proximas entre si,
con 10 a 20 nucleétidos en orientacion directa e invertida (Wicker et al., 2003). Su primer ORF
codifica una transposasa con un centro catalitico muy conservado, mientras un segundo ORF

lo hace para una proteina de funcidén desconocida (Buchmann et al., 2014).

Crypton. Superfamilia detectada en varios hongos patégenos como Cryptococcus
neoformans, Coccidioides posadasii ¢ Histoplasma capsulatum, muchos de ellos altamente
virulentos asociados a infecciones sistémicas graves, por lo cual se diferencian del resto de
transposones (Goodwin et al., 2003). Estructuralmente resulta dificil caracterizarlos debido a
que no presentan TIRs ni tampoco repeticiones largas directas, sino tan solo se ha podido
identificar repeticiones directas cortas entre 4 a 6 pb que se cree que pueden actuar como
sustratos para el reconocimiento de la tirosina recombinasa (YR), una proteina de
aproximadamente 691 pb (Kojima & Jurka, 2011). Ademads, presentan un dominio proteico
GCR1_C conservado de union al DNA de varios factores de transcripcion fungicos (Goodwin

et al., 2003; Kojima & Jurka, 2011).

Figura 13. Estructura del elemento Crypton-Cnl.

Crypton-Cn1 [ —
YR GCR1_C

Nota. Adaptado de “Crypton transposons: Identification of new diverse families and ancient

domestication events” (p. 3), por Kojima & Jurka, 2011, Mobile DNA, 2 (1).

Helitron. Carecen de repeticiones terminales invertidas y tienen una longitud desde 1 a
3 kb, con motivos bien conservados en 5’-TC y CTRR-3’ que se transpone gracias a un
mecanismo denominado replicacion de circulo rodante (Kapitonov & Jurka, 2001). En
genomas de plantas se han reportado algunos elementos Helitron autonomos, con tamafios que

van desde 8 a 15 kb en especies como por ejemplo A. thaliana, O. sativa y Caenorhabditis
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elegans (K. Hu et al., 2019). Esta superfamilia codifica una proteina multidominio de hasta
aproximadamente 1 800 AA carente de un dominio catalitico semejante a una RNasa H
(Grabundzija et al., 2018). Sino mas bien, se observa un dominio Rep que contiene dos residuos
de tirosina en el sitio activo cerca de la region N-terminal (Grabundzija et al., 2018), que da la
actividad de endonucleasa HUH para permitir su union al ssDNA. Seguidamente también se

aprecia una helicasa encargada del desenrollamiento del DNA (J. Thomas & Pritham, 2015).

Figura 14. Estructura de transposones Helitron.

a Typical animal Helitron (autonomous)

100 bp A+T rich Mobile genes
_"W' ~—

A
W
v E1 T o s

b Non-autonomous animal Helitron T Sy
Open Reading Frame
100 bp A+T rich B zn-finger like
—N\\\Ws B rer
5 ATC TCTRRTa' B velicase

Nota. Adaptado de “Comparative analysis of morabine grasshopper genomes reveals highly
abundant transposable elements and rapidly proliferating satellite DNA repeats” (p. 5), por
Palacios-Gimenez et al., 2020, BMC Biology, 18 (1).

Maverick/Polinton. Son elementos muy grandes con un tamafio que puede ir desde 15
a 20 kb y con TIRs largas desde 100 hasta 1 000 pb, pueden codificar hasta 10 proteinas,
algunas de ellas, homologas a la de diversos virus de dsDNA (Lopez & Garrido, 2012). Su
importancia esta en la capacidad que tienen para transferirse horizontalmente entre especies no
relacionadas (Haapa et al., 2014). Se encuentran muy distribuidos en invertebrados y
vertebrados no mamiferos, no siendo detectados en plantas (Pritham et al., 2007). Sin embargo,
llama la atencion su relacion evolutiva con los virus, donde analisis filogenéticos han colocado

a estos elementos dentro del linaje PRD1-adenovirus (Nifio & Katzourakis, 2021), mismos que
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se encuentran representados en la virosfera asociado a los tres dominios: arqueovirus,

bacteriovirus y eucariovirus (Woo et al., 2019).

MITEs. Considerados como derivados truncados de transposones de DNA auténomos
(Feschotte & Mouches, 2000), se distribuyen principalmente en los brazos cromosémicos y
son los mas abundantes en los genomas de plantas (Macko et al., 2021). Tienen una longitud
aproximada entre 100 a 800 pb, poseen TIRs menores a 10 pb y apenas cortos TSDs de tamafio
desde 2 a 10 pb (Venkatesh & Nandini, 2020). Estos elementos se activan naturalmente cuando

el huésped esta expuesto a condiciones ambientales severas como respuesta para mitigar el

peligro (McClintock, 1984).

Figura 15. Estructura de los transposones MITEs.

MITE(50-800bp)
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Nota. Adaptado de “MiteFinderll: A novel tool to identify miniature inverted-repeat
transposable elements hidden in eukaryotic genomes” (p. 52), por J. Hu et al., 2018, BCM
Medical Genomics, 11 (5).

Drosophila

Género que abarca mas de 1 500 especies de pequenias moscas conocidas cominmente
bajo el nombre de moscas de la fruta, pertenecen a la familia Drosophilidae y se distribuyen a
lo largo de regiones tropicales, zonas alpinas, ciudades, desiertos, pantanos y selva tropical
(Perveen, 2018). Constituye uno de los organismos modelos més versatiles con importancia en
la investigacion cientifica y médica (Animal Research, s.f.). Drosophila es un género en el que

se han realizado diversos trabajos sobre diferentes aspectos que involucran su biologia, para el
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estudio de varios fendmenos por su rapido ciclo de vida, rentabilidad y tecnologias avanzadas

disponibles (Harnish et al., 2021; Jennings, 2011).

Durante un siglo, la participacion de Drosophila en el desarrollo de la biologia ha
contribuido notablemente para estudiar y probar teorias evolutivas, sentando las bases de la
genética y permitiendo la comprension de algunos mecanismos moleculares (Martinez, 2008).
Desde hace mas de cien afios se le atribuye a Thomas Hunt Morgan como el padre de la
investigacion de Drosophila, al ser quién refino la teoria cromosdmica de la herencia planteada

por Mendel, al demostrar que el gen white se localizaba en el cromosoma X (Tolwinski, 2017).

Particularmente D. melanogaster se ha convertido en el modelo comun para estudios
genéticos en la biologia moderna, ya que se la considera como un organismo sumamente
importante en biologia, genética, medicina, entre otras ciencias del area de la salud y la vida

(Perveen, 2018).

La secuenciacion del genoma de D. melanogaster a inicios del siglo XXI fue uno de los
resultados importantes que se han podido obtener (Adams et al., 2000; Myers et al., 2000).
Anos mas tarde al secuenciarse el genoma humano (Craig Venter et al., 2001), las
comparaciones de las secuencias nucleotidicas entre ambos organismos mostraron una
identidad global de casi el 40% entre Drosophila y mamiferos, con una identidad
probablemente mayor al 80% en cuanto se refiere a la conservacién de dominios proteicos

funcionales (Yamaguchi & Yoshida, 2018).

El genoma de D. melanogaster comprende cuatro pares de cromosomas: los
cromosomas sexuales X/Y, dos cromosomas autosomicos II y Il y un cromosoma muy
pequetio IV, siendo comun encontrar la mayor cantidad del contenido genético en los

cromosomas X, II y III (Fernandez et al., 2007). El genoma fue publicado en marzo del afio
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2000 convirtiéndose en el segundo y mas largo genoma animal que habia sido secuenciado

(Kornberg & Krasnow, 2000).

El tamano del genoma en D. melanogaster es de aproximadamente 180 Mb, del cual
dos tercios corresponde a regiones eucromaticas (120 Mb) y el tercio restante (60 Mb) se trata
de heterocromatina, que principalmente estd formada por repeticiones de secuencias simples

(Celniker & Rubin, 2003).

Figura 16. Estructura cromosomica de Drosophila melanogaster

B —
222 62121 20.3 234

Heterochromatin
Euchromatin

o Centromere

+ Physical map gap

Nota. Adaptado de “The Drosophila Melanogaster Genome” (p. 91), por Celniker & Rubin,

2003, Annual Review of Genomics and Human Genetics, 4.

La anotacion funcional del genoma R6.13 secuenciado de Drosophila logro identificar
17 728 genes, de donde 13 907 se traducen en proteinas que codifican 21 953 polipéptidos
unicos; mientras que los 3 821 genes restantes codifican diversos RNA no codificantes, entre
ellos rRNA, tRNA, snRNA, snoRNA, miRNA, IncRNA y algunos pseudogenes (Kaufman,

2017).
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Figura 17. Genes reportados en el genoma de D. melanogaster FB2016_05 (R6.13)

Gene Type Number
Protein coding 13,907
rRNA 147
tRNA 313
snRNA 31
snoRNA 288
miRENA 256
LncENA 2,470
Pseudogenes 315

Nota. Adaptado de “A Short History and Description of Drosophila melanogaster Classical

’

Genetics: Chromosome Aberrations, Forward Genetic Screens, and the Nature of Mutations’

(p. 674), por Kaufman, 2017, Genetics, 206 (2).

La diversidad fenotipica (morfologia, ecologia y comportamiento) de las especies de
Drosophila se puede analizar a través de la gendmica comparativa, ya que permite observar las
funciones conservadas frente a la divergencia de secuencias producidas por los factores
ambientales a los cuales cada especie debe adaptarse (Clark et al., 2007). La Figura 18 nos

permite apreciar la anotacion de los genomas en 12 especies diferentes de Drosophila.

Figura 18. Resumen de anotaciones de los genomas para 12 especies de Drosophila.

Protein-coding gene annotations Non-coding RNA annotations Repeat coverage  Genome size (Mb;
(%)* assemblyt/flow
Total no. of protein- coding  Coding sequence/ tRNA (pseudo) snoRNA miRNA rRNA snRNA cytometry})
genes (per cent with D, intron (Mb) (585 + 5%

melanogaster homologue)
D. melanogaster 13,733 (100%) 38.9/218 297 (4) 250 78 101 28 535 118/200
D. simulans 15,983 (80.0%) 458/196 268 (2) 246 70 72 32 273 111/162
D. sechellia 16,884 (81.2%) 4759/219 312 (13) 242 78 133 30 367 115/171
D. yakuba 16,423 (82.5%) 508/229 380 (52) 255 80 55 37 1204 1277190
D. erecta 15,324 (86.4%) 49.1/220 286 (2) 252 81 101 38 697 134/135
D. ananassoe 15,276 (83.0%) 573/223 472 (165) 194 76 134 29 2493 176/217
D. pseudoobscura 16,363 (78.2%) 49.7/240 295 (1) 203 73 55 31 276 127/193
D. persimilis 17,325 (72.6%) 54.0/219 306 (1) 159 75 80 31 847 138/193
D. willistoni 15,816 (78.8%) 65.4/235 484 (164) 216 77 76 37 1557 187/222
D. virilis 14,680 (82.7%) 578/21.7 279 (2) 165 74 294 31 1396 172/364
D. mojavensis 14,849 (80.8%) 578/219 267 (3) 139 /1 74 30 892 161/130
D. grimshawi 15,270 (81.3%) 5497225 261 (1) 154 82 70 32 284 138/231
*Repeat coverage calculated as the fraction of scaffolds >200 kb covered by repeats, estimated as the midpant b BLASTER-tx + PILER and RepeatMasker + ReAS (Supplemertary
Information section 3). Total genome size estimated as the sum of base pairs in genomic scaffold =200 000 bp. § Genome size estimates based on flow cytometry™

Nota. Adaptado de “Evolution of genes and genomes on the Drosophila phylogeny” (p. 205),
por Clark et al., 2007, Nature, 450 (8).
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Elementos transponibles en Drosophila. Comprender la variabilidad genética
inducida por elementos transponibles en poblaciones naturales, ha sido posible gracias a
estudios de dinamica poblacional de ETs llevados a cabo durante mas de 25 afios, utilizando
D. melanogaster como organismo modelo (Barron et al., 2014). Los reportes del contenido de
ETs en Drosophila han sido obtenidos a través de estudios interespecificos, pues la abundancia
y actividad de estos elementos repetitivos estan relacionadas al genotipo del huésped y al medio

ambiente en el cual se desarrolla (Mérel et al., 2021).

La activacion de ETs es inducida por dos principales causas: el estrés ambiental y/o
shocks genodmicos, como por ejemplo, la hibridacion, esto permite una divergencia en la
secuencias reguladoras y/o en el contenido de ETs (Banho et al., 2021). Estos elementos
moviles sufren patrones evolutivos complejos a través de mecanismos como: transferencia
horizontal, pérdida estocastica, inactivacion y degeneracion de secuencias, y, reactivacion por
recombinacion de secuencias (Germanos et al., 2006), pese a esto, se han reportado 96 familias

de ETs para D. melanogaster (Kaminker et al., 2002).

Las repercusiones que tienen los ETs a nivel de especie son importantes para considerar,
ya que del 80 % de mutaciones fenotipicas generadas por elementos transponibles en
Drosophila, algunas resultan perjudiciales (Mérel et al., 2020). Cerca del 5 — 10 % de
inserciones por elementos P activos genera mutaciones recesivas letales en D. melanogaster
(Cooley et al., 1988), asi como, la transposicion somatica de elementos mariner en D. simulans

puede disminuir la esperanza de vida en la especie (Nikitin & Woodruff, 1995).

Sin embargo, los ETs siguen mostrando un papel relevante en la adaptacion ambiental
(Casacuberta & Gonzalez, 2013), pues, las mutaciones de gran variedad y magnitud generadas
por estos elementos, tienen en algunos casos la capacidad de responder a los cambios

ambientales, fijandose rapidamente en las poblaciones (Biémont & Vieira, 2006).
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Capitulo ITI: Metodologia
Disefio de la Investigacion

Enfoque de la Investigacion

El trabajo investigativo se realiz6 dentro del enfoque cualitativo, ya que llevando a cabo
un proceso inductivo y haciendo uso de herramientas bioinformaticas se logro de forma
objetiva anotar estructuralmente y caracterizar funcionalmente los elementos genéticos

moviles clase Il en el genoma de D. amaguana.

Alcance de la Investigacion

El alcance de este proyecto de desarrollo fue catalogado bajo un nivel exploratorio,
porque se requirio de un acercamiento inicial a la tematica debido a que se ha investigado muy
poco en cuanto se refiere a la identificacion de elementos transponibles para genomas de

especies de Drosophila reportadas en Ecuador.

Por otra parte, también cayd dentro de un nivel descriptivo, con el cual se logrd
eficazmente identificar elementos transponibles de clase Il en D. amaguana. Esto permitid
establecer una clasificacion de los ETs por superfamilias, reportando el porcentaje de ETs en
el genoma de D. amaguana. Posteriormente estos resultados fueron comparados con el
contenido de los elementos moviles clase II reportados en estudios previos para la especie de

D. melanogaster.

Tipo de Investigacion

Principalmente este estudio recurrid a los tipos de investigacion que se enlistan a

continuacion:

- Investigacidon basica, misma que permitid6 adquirir informacién y ampliar el
conocimiento tedrico sobre los elementos moviles, el genoma de Drosophila y la
relacion entre ambos.
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- Investigacion documental, aquella que brindé informacion bibliogréafica sobre los
algoritmos para identificacion de ETs clase I, asi como, los softwares apropiados

para estos andlisis de identificacidon y anotacion estructural especificos.

- Investigacion aplicada, principalmente porque se logré hacer uso de conocimientos
previamente adquiridos en el campo de la biologia computacional, complementando
con la informacioén teorica recopilada en las primeras etapas del desarrollo de este

trabajo.

Metodologia

El genoma ensamblado de D. amaguana fue proporcionado con anterioridad por la
directora de este trabajo en colaboracion con otros investigadores. El genoma se obtuvo
mediante secuenciacion Illumina, y su ensamblaje de novo se realizd con la herramienta
Maryland Super-Read Celera Assembler (MaSuRCA) (Zimin et al., 2013). Ademas, integridad
del ensamblaje del genoma se evalud a través de la herramienta Benchmarking Universal

Single-Copy Orthologs (BUSCO) version 2.0 (Simao et al., 2015)

La anotacion estructural para identificar los elementos transponibles clase II en el
genoma ensamblado de D. amaguana fue realizada a través de la herramienta The Extensive de

novo TE Annotator (EDTA) v.2.1.0. (https://github.com/oushujun/EDTA) (Ou et al., 2019)

basado en el lenguaje de programacion Perl. EDTA consiste en un pipeline para la anotacion
de novo de elementos transponibles en genomas eucariotas recién ensamblados (Ou et al.,
2019), esto es realizado a través de multiples softwares de codigo abierto especificos para una
subclase particular de ETs, produciendo una biblioteca no redundante de estas secuencias para
anotarlas estructuralmente intactas y fragmentadas, con un conjunto de programas de alta
sensibilidad, especificidad y precision (Ou et al., 2019). Esto permitid posteriormente llevar a

cabo la caracterizacion de un elemento completo en cada superfamilia de la subclase TIR y la
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anotacion de su secuencia, utilizando DOTTER v.4.22.1. (Sonnhammer & Durbin, 1995) y
Artemis v.17.0.1. (Carver et al., 2012) respectivamente.
Evaluacion de la calidad del ensamblaje del genoma

El archivo fasta proporcionado con el genoma ensamblado de D. amaguana, fue
sometido a una evaluacion de calidad de su ensamblaje a través de la herramienta Quality

Assessment Tool for Genome Assemblies (QUAST) v.5.2.0. (Gurevich et al., 2013).

Preparacion del entorno de trabajo

Se realizo la creacion de un entorno conda en el servidor de la Pontificia Universidad

Catdlica del Ecuador que cuenta con un sistema operativo CentOS Linux 7 (Core), en €l se

instald el paquete EDTA (https://github.com/oushujun/EDTA.git) que incluye varios
programas de anotacion de elementos transponibles, tales como: LTRharvest (Ellinghaus et al.,
2008), LTR FINDER (Xu & Wang, 2007), LTR FINDER parallel (Ou & Jiang, 2019),
LTR retriever (Ou & Jiang, 2018), TIR-Learner (Su et al., 2019), Generic Repeat Finder (Shi
& Liang, 2019), HelitronScanner (Xiong et al., 2014), TEsorter (R. G. Zhang et al., 2022), y,

RepeatModeler (http://www.repeatmasker.org/RepeatModeler/).

Pipeline EDTA

Se comenz6 creando un directorio de trabajo dentro del cual se encontraba el archivo
en formato FASTA del genoma ensamblado de D. amaguana, obtenido partir de los datos de

secuenciacion con lecturas paired-end provenientes de [llumina.

A continuacion, se ejecutd el script EDTA.pl con el genoma ensamblado de D.
amaguana en formato FASTA, el script contiene un conjunto de comandos que
secuencialmente filtra los outputs de cada programa para reducir descubrimientos falsos
positivos (Ou et al., 2019). El flujo de trabajo de este pipeline se evidencia en la Figura 19 y
brevemente se describe a continuacion.
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El pipeline inici6 con un filtro basico para la eliminacion de repeticiones en tandem y
secuencias cortas en los candidatos a transposones identificados por cada una de las
herramientas que lo conforman. Posteriormente, otros filtros de mayor nivel son aplicados para
la eliminacién de secuencias falsas positivas, esto permite la generacion de una biblioteca de
elementos transponibles completa y de alta calidad. A partir de los ETs no redundantes, el
genoma es enmascarado y la porcion desenmascarada es analizada por RepeatModeler para
identificar ETs que no fueron detectados por su estructura. Finalmente, todos estos elementos

restantes se agregan a la biblioteca anterior para la obtencion de una biblioteca final.

Figura 19. Workflow en el pipeline EDTA.
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streamlined, comprehensive pipeline” (p. 11), por (Ou et al., 2019), Genome Biology, 20 (275).

Caracterizacion de elementos transponibles

Esta etapa se realizd bajo una distribucion de Ubuntu 20.04 LTS de Linux. La
caracterizacion de ETs fue llevada a cabo a partir del archivo de anotacion en formato GFF3
para los elementos intactos reconocidos por el pipeline de EDTA. Se inici6 con la separacion

y ordenamiento descendente de todas las anotaciones para cada superfamilia en funcion de la
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longitud de la secuencia para cada transposon de forma independiente, segin el cddigo ID
asignado a cada superfamilia acorde la ontologia de secuencias para ETs

(https://github.com/oushujun/EDTA/blob/master/util/TE_Sequence Ontology.txt). Esto se

realizo a través de la terminal utilizando el lenguaje de programacion AWK y la salida del

resultado fue dirigida hacia un archivo GFF3 nuevo.

Posteriormente dentro de cada archivo para cada superfamilia se procedio6 a separar las
secuencias clasificadas como MITEs en un nuevo archivo de anotacion, para dejar inicamente
aquellas secuencias que podrian corresponder a elementos transponibles intactos en un solo

archivo de tipo GFF3 que contenia informacion en 7 columnas (ver Figura 20).

Figura 20. Visualizacion parcial de un archivo de anotacion para ETs intactos.

» ® o & © ® (@)

[CACTA_TIR_transposon 4942 7180002881543 Name=TE_00001609 Classification=DNA/DTC Identity=0.9 TIR=CACTGTAAGT_ACTTACAGCG

ICACTA_TIR_transposon 4939 7180002876874 Name=7180002876874:22455..27394 Classification=DNA/DTC Identity=1 TIR=CACTAATACA TGTATTAGTG
[CACTA_TIR_transposon 4939 7180002852805 Name=TE_00000970 Classification=DNA/DTC Identity=0.9 TIR=CACTARAGAG_CTTTTTAGTG
ICACTA_TIR_ transposon 4931 7180002869268 Name=TE_00001621 Classification=DNA/DTC Identity=0.9 TIR=CACTATCAGA_TCTGATAGAG
[CACTA_TIR_transposon 4924 7180002787722 Name=TE_000013959 Classification=DNA/DTC Identity=0.9 TIR=CACTAGGCGA_TCGCCTTGTG
[CACTA_TIR_transposon 4895 7180002874058 Name=TE_00001650 Classification=DNA/DTC Identity=0.9 TIR=CACTGAAAGA_TCATTCAGTG
[CACTA_TIR_transposon 4875 7180002868810 Name=TE_00000944 Classification=DNA/DTC Identity=0.9 TIR=CACTGGGGTA_TACCCCATTG
[CACTA_TIR_transposon 4828 7180002880582 Name=TE_00001463 Classification=DNA/DTC Identity=1 TIR=CACTGCAGCA_TGCTGCAGTG
ICACTA_TIR_transposon 4828 7180002868961 Name=TE_00001463 Classification=DNA/DTC Identity=1 TIR=CACTGCAGCA TGCTGCAGTG
[CACTA_TIR_transposon 4785 7180002818701 Name=TE_00001174 Classification=DNA/DTC Identity=0.9 TIR=CACTGCTAAA_TTCAGCAGTG

[CACTA TIR transposon 4760 7180002883895 Name=TE 00000781 Classification=DNA/DTC Identity=0.9 TIR=CACTGCAAAA TTTTGAAGTG

Nota. Archivo de anotacion en formato GFF3 modificado para la superfamilia CACTA que
contiene informacion principal que permitira caracterizar y anotar manualmente los elementos
con estructura completa. (A) Nombre de la superfamilia del ET; (B) Longitud del elemento
transponible; (C) Contig del genoma donde se identifico el ET; (D) Nombre del elemento
transponible; (E) Codigo ID asignado al ET; (F) Valor de identidad que representa la
divergencia entre sus TIRs; (G). Secuencia de los TIRs para el ET. Elaborado por: Coba, M.

A continuacion, desde el archivo resultante de la libreria que contenia todas las
secuencias de los elementos transponibles bajo el formato EDTA.TEIib.fa identificados en el
genoma por el pipeline, se extrajo en formato FASTA una por una la secuencia de cada
elemento transponible cuyos nombres constaban en el tltimo archivo de anotacion modificado

(Figura 20, columna D).

Identificacion de elementos transponibles completos. A partir de cada secuencia en

formato FASTA extraida previamente y en orden descendente de longitud, se llevd a cabo un
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dot plot de cada una de ellas contra si misma, esto se realiz6 utilizando el software DOTTER
(Sonnhammer & Durbin, 1995). El analisis de cada dot plot consisti6 en identificar visualmente
en el grafico los TIRs a los extremos de la secuencia del transposon, estos tenian que mostrarse
como diagonales de sentido contrario al del dominio interno conservado de la secuencia. Este
procedimiento se detuvo una vez que se identificaron TIRs en una secuencia que eran
congruentes con el tamafo reportado por la literatura para cada superfamilia analizada. Una
vez que se encontrd una secuencia completa, se obtuvo una imagen de su dot plot y se etiqueto

asignando cada estructura que forma parte del elemento.

Identificacion de elementos transponibles activos. La anotacion funcional de cada
elemento transponible que fue identificado anteriormente como un elemento estructuralmente
completo se realiz6 a través del programa Artemis (Carver et al., 2012). Se inicid cargando la
secuencia en formato FASTA del elemento a anotar, y se report6é cada componente estructural
del elemento indicando sus posiciones en la secuencia. Luego, se marcé automaticamente con
una de las funcionalidades del programa los ORFs vacios a partir de 100 pb, o de ser necesario
aquellos ORFs desde 75 pb. El siguiente paso consistié en alinear localmente cada secuencia
de los ORFs mostrados en ese elemento utilizando el servidor de BLAST (Altschul et al., 1990)
bajo el algoritmo blastx para la identificacion principalmente de una proteina transposasa.
También se realizo la busqueda de dominios conservados en las proteinas identificadas
utilizando el servicio de CD-Search (Marchler-Bauer & Bryant, 2004) disponible también en
el mismo servidor de BLAST. Asi, se concluyé anotando la funcionalidad de estos elementos
de la secuencia en el transposon mediante Artemis. Para concluir, se export6 el archivo de

anotacion en formato GenBank y se extrajo la imagen con todos los elementos anotados.

Identificacion manual de elementos transponibles

Esta seccion fue llevada a cabo como alternativa para identificar ETs por homologia

utilizando secuencias de elementos transponibles de referencia recuperados de especies de
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Drosophila, en su mayoria de D. melanogaster. Las secuencias referenciales en formato
FASTA fueron recuperadas desde bases de datos que contenian elementos transponibles

naturales como Berkeley Drosophila Genome Project (BDGP) (https://www.fruitfly.org/)

(Kaminker et al., 2002), y, FlyBase (http:/flybase.org/) (Drysdale, 2008; Gelbart et al., 1998).

El objetivo de esta identificacion manual fue verificar algin elemento activo de cada
superfamilia de transposones de TIRs reportados por el pipeline EDTA en el genoma de D.

amaguanda.

Su metodologia se basé en el alineamiento local del elemento de referencia y de su
transposasa contra el genoma ensamblado de D. amaguana y con el archivo de salida de la
biblioteca no redundante de elementos transponibles en formato EDTA.TElib.fa, a través de
los algoritmos blastx y tblastn respectivamente utilizando BLAST+ 2.8.1. (Camacho et al.,
2009). Para los resultados del alineamiento solo se consideraron aquellos que mostraron
porcentajes de identidad mayor al 85% y longitud de alineamiento similar al tamafio del
elemento referencial. El proceso exclusivamente continud con los resultados que cumplieron

estas dos condiciones, caso contrario la identificaciéon manual de ETs no fue llevada a cabo.

Para los resultados favorables se procedid a extraer en formato FASTA el contig
especifico del genoma de D. amaguana con el cual se obtuvo el mejor alineamiento con el
elemento referencial utilizado, esto se realiz6 a través del paquete de EMBOSS (Rice et al.,
2000). Posteriormente mediate DOTTER se realizo un dot plot del contig extraido frente al
elemento referencial para identificar las posiciones de sus TIRs y la longitud completa del
elemento en el contig. Finalmente se extrajo la secuencia FASTA del elemento transponible
segun sus posiciones en el contig del genoma utilizando nuevamente EMBOSS, y se realizd la

caracterizacion de este utilizando la metodologia ya descrita previamente en la seccion anterior.
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Capitulo I'V: Resultados

La anotacion estructural de los elementos transponibles ejecutada con la herramienta
EDTA permitié la obtencion de resultados iniciales que posteriormente sirvieron para la
caracterizacion de las superfamilias, informacion con la cual se logré determinar con mejor

precision los elementos completos que podrian tener capacidad de transposicion en el genoma.

Calidad del ensamblaje del genoma en Drosophila amaguana

Los resultados de la evaluacion de calidad del ensamblaje del genoma de D. amaguana
obtenidos en el reporte a través de Quality Assessment Tool for Genome Assemblies (QUAST)

muestran algunas métricas importantes que se reportan en la Tabla 1.

Tabla 1. Resumen del reporte de QUAST para el genoma de D. amaguana.

D. amaguana

Numero de contigs (= 0 pb) 75 476
Nuimero de contigs 55 860
Longitud total (= 0 pb) 455 546 830
Longitud total 448 275 502
% GC 38.36
N50 29 434
N90 4151
L50 4 094
L90 18 082
Numero de N’s por 100 kb 140.60

Nota. Métricas basadas en contigs de longitud > 500 pb, exceptuando aquellas en las que

propiamente se indica la longitud del contig. Elaborado por: Coba, M.

Con esto se ha estimado que el tamafio del genoma ensamblado es de aproximadamente
455 Mb distribuido en 75 476 contigs. Ademas el N50 reportado es de 29 434 pb que
corresponde al contig nimero 4 094, seguin el pardmetro del L50.

Composicion del genoma en Drosophila amaguana

A partir del genoma en formato FASTA, el pipeline de EDTA se ejecut6 por alrededor

de 87 horas, y arrojoé un archivo de salida en formato EDTA.TE.anno.sum que contenia el
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resumen de la anotacion estructural para las secuencias de DNA repetitivo. Estos resultados

permitieron estimar la composicion del genoma que se muestra en la Figura 21.

Figura 21. Composicion del genoma de Drosophila amaguana.

. Regiones codificantesy no codificantes
I ONA repetitivo

 DNA altamente repetitivo

- Retrotransposones(Clase |)

- Transposonesde DNA (Clase Il)

LTR

LINE (0.48%);
Penélope (0.01%);
non-LTR (0.01)

TIR
Drosophila
amaguana Helitron
Maverick (< 0.01%);
84.22% Unknown (0.01%)

Nota. Porcentajes estimados de los componentes que conforman el genoma de D. amaguana

luego de la anotacion estructural de ETs con la herramienta EDTA. Elaborado por: Coba, M.
Elementos transponibles en el genoma de Drosophila amaguana

El archivo de anotacion en formato EDTA.TEanno.gff3 resultante de la ejecucion del
pipeline EDTA contiene informacion de todos los elementos transponibles identificados en el
todo genoma, obtenidos por los algoritmos que utiliza cada uno de los programas que lo

conforman.

Las anotaciones que en ¢l se observan son realizadas por la estructura del elemento o

por homologia, esta Gltima es realizada automaticamente basandose en la ontologia de
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sequencias (SO), este recurso permite la descripcion de caracteristicas y atributos en las

secuencias ensambladas por contigs en el genoma de D. amaguana.

EDTA reconoci6 454 916 558 pb en el genoma ensamblado de D. amaguana, del cual
enmascard 17 796 615 pb correspondiente a DNA altamente repetitivo y 53 967 332 pb
correspondiente DNA moderadamente repetitivo, donde se incluyen 35 769 226 pb para

elementos transponibles clase II'y 18 198 106 pb para retrotransposones.

Tabla 2. Elementos transponibles en el genoma de Drosophila amaguana.

Superfamilia Nuamero de copias
Mutator 63 185
CACTA 38 721

Gypsy 38 490
Helitron 23 316
Unknown LTR 16 091
hAT 9718
PIF/Harbinger 8 906
LINE 5374
Tcl/Mariner 3674
Penelope 103
Unknown non-LTR 82
Unknown DNA transposons 43
Copia 73
Maverick 19

Nota. El nimero de copias por cada superfamilia se obtuvo a partir del archivo de anotacion
proporcionado como resultado del analisis con EDTA que considera todos los elementos
estructuralmente intactos y fragmentados. Los Unknown DNA transposons es un nombre

genérico que abarcan superfamilias del PiggyBac y Sola2. Elaborado por: Coba, M.
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Figura 22. Totalidad de elementos transponibles en el genoma de Drosophila amaguana.

Secuencias totales de elementos transponibles en el genoma de Drosophila amaguana
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Nota. Superfamilias de los elementos transponibles identificados por EDTA en el genoma de
D. amaguana, se muestra el nimero total de copias de estas secuencias que corresponderian a

secuencias de elementos completos y elementos fragmentados. Elaborado por: Coba, M.

Caracterizacion de elementos transponibles en Drosophila amaguana

El archivo de anotacion en formato EDTA. intact.gff3 recopila informacién sobre los
ETs estructuralmente intactos que fueron identificados en el genoma. A partir de €1, se extrajo
un registro para cada superfamilia con los datos respecto a la longitud de la secuencia en los
elementos, nombre del elemento, nombre del contig en el cual se identifico, y, la clasificacion

realizada seglin la ontologia de secuencias.

Para la caracterizacion, se identificd un elemento transponible clase II estructuralmente
completo en todas las superfamilias del orden TIR como Mutator, CACTA, hAT,
PIF/Harbinger, y, Tcl/Mariner. Adicionalmente de forma manual se reconocio y caracterizo

un Elemento P, cuya superfamilia no fue identificada en el pipeline de EDTA.



Los elementos fueron considerados completos cuando se identificaron mediante un dot
plot las secuencias de sus repeticiones terminales invertidas del tamafio correspondiente segliin
cada superfamilia. Finalmente para cada elemento de estructura completa se realizd la

anotacion funcional de su secuencia.

Elemento P

El resultado del alineamiento local del archivo de salida en formato EDTA.TEIib.fa que
contiene las secuencias no redundantes de elementos transponibles identificados por EDTA
contra la base de datos creada con elementos P de referencia, no fue satisfactorio. Apenas se
obtuvieron dos similitudes con un elemento P de Drosophila ambigua con un porcentaje de
identidad entre 80 — 90 %, pero tan solo con una longitud de alineamiento de aproximadamente

150 pb, un indicativo de la falta de homologia con este elemento completo.

Por otra parte, el alineamiento local entre el genoma ensamblado de D. amaguana y la
base de datos creada con elementos de referencia mostrd buenos resultados, indicando una
similitud del 96.197 % entre el contig jcf7180002852566 y elemento P de D. melanogaster

(GenBank Accession No. X06779.1) con una longitud de alineamiento de 2 051 pb.

El elemento P identificado manualmente en D. amaguana y caracterizado a través de
un dot plot mostrd una longitud de 2 772 pb flanqueado por TSDs de 8 pb (GCCAATAC), se
visualizaron TIRs pequefios de 32 pb (CATGATGAAATAACATAAGGTGGTCTCGTCGQG)
y un dominio interno de 2 708 pb. Estructuralmente a este elemento se lo catalogd como un

transposon intacto y completo.
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Figura 23. Dot plot de un transposon de la superfamilia elemento P en D. amaguana.
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Nota. Alineamiento de la secuencia del elemento P de D. amaguana comprendido desde la
posicion 1 115 hasta la posicion 3 886 del contig jcf7180002852566 en su genoma ensamblado;
las repeticiones terminales invertidas se muestran como pequefias diagonales invertidas a los
extremos del dot plot. La estructura grafica del transposon se muestra debajo del dot plot,

triangulos negros corresponden a TIR. Elaborado por: Coba, M.

La anotacion funcional del elemento P mostro cuatro ORFs, cada uno de ellos se traduce
en una transposasa de una longitud entre 200 a 400 AA. Adicionalmente, se identifico tres
dominios proteicos conservados: el dominio zinc finger importante en la regulacion de genes,
un dominio de una transposasa caracteristica de insectos, y, el dominio de una transposasa de

89 kDa asociado a un dominio THAP para catalizar la escision de elementos P no autonomos.
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Finalmente parece ser que los cuatro marcos de lectura corresponderian a un solo gen

codificante para una transposasa, que posiblemente es un indicativo de la actividad de este

transposon en D. amaguana.

Figura 24. Anotacion funcional del elemento P en D. amaguana.

[300 l600 [EED) l1200 [1500 l1800 [2100 [2400 [2700
|| | I |
repeat r mat peptide mat peptide mat peptide rep|
| | | Il | |
ICDS Cbs Ccbs Ccbs |
gene
source 12772
repeat region 1 32 TIR
mobile element 12772 P element
gene 131 2573 Transposase of P element
CcDs 131 445 Truncated transposase
[l mat peptide 202 378 Zinc finger domain
DS 490 1203 Truncated transposase
[l mat peptide 621 1169 Transposase protein found in insects
cbs 1218 1967 Transposase
DS 1998 2573 Transposase
.mat_peptide 2025 2267 87kDa Transposase (catalyzes the excision of a nonautonomous P transposable element)

repeat region 2741

2772

TIR

Nota. Informacion de las diferentes regiones que forman parte del elemento P identificado en

el genoma de D. amaguana, donde se reportan cuatro regiones codificantes (CDS), dominios

proteicos conservados (mat_peptide), regiones repetitivas (repeat_region) y un gen, donde para

cada caso se reporta la posicion que tienen en la secuencia. Elaborado por: Coba, M.

Mutator

El reporte de EDTA mostréo 632 secuencias intactas como parte de la superfamilia

Mutator, sin embargo, tan solo 485 fueron clasificadas como tal propiamente, mientras que 147

secuencias fueron reportadas como MITEs, todas ellas con una longitud menor a 600 pb.

Se identificé un elemento completo con una longitud de 4 314 pb dentro del contig

Jjcf180002856425. Estructuralmente se evidenciod caracteristicas propias de esta superfamilia

en el elemento caracterizado. Se observo TIRs de 422 pb flanqueados por TSDs de 10 pb

(AATTTAAATT), y un dominio interno de 3 470 pb.
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Figura 25. Dot plot de un transposon de la superfamilia Mutator en D. amaguana.
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Nota. Alineamiento de la secuencia de un transposoén Mutator en el genoma D. amaguana que
esta ubicado en contig jcf180002856425 del genoma ensamblado. Se evidencian repeticiones
terminales invertidas mayores a 300 pb que se muestran como diagonales invertidas a los
extremos del dot plot. La estructura grafica del transposon se muestra debajo del dot plot,

triangulos negros corresponden a TIR. Elaborado por: Coba, M.

La anotacion funcional en el elemento caracterizado no mostr6 secuencias codificantes
a proteinas debido a que se observéd codones stop consecutivos a lo largo del dominio interno
en el transposon. Esta inactividad de la secuencia para poder transponerse autbnomamente en
el genoma esta dada por la falta precisamente de una transposasa en el elemento transponible,

que posiblemente esté ligada a mutaciones que han generado multiples codones de parada.
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Figura 26. Anotacion funcional del transposon Mutator en D. amaguana.

|see |1600 |2400 |3200 |4000
| I |
repeat _regiont repeat region
source 1 4314
repeat region 1 422 TIR
mobile_element 1 4314 Mutator
repeat region 3893 4314 TIR

Nota. Anotacion funcional en la secuencia del transposon de la superfamilia Mutator en el
genoma de D. amaguana, donde se identifican TIRs largas (repeat region) y existe una

carencia de sequencias codificantes. Elaborado por: Coba, M.

CACTA

EDTA catalogd 345 secuencias intactas como parte de la superfamilia CACTA, de las
cuales apenas 289 fueron propiamente parte de esta superfamilia, mientras que las 56
secuencias restantes se clasificaron bajo el orden de MITEs pertenecientes a esta misma

superfamilia, sus secuencias presentaban una longitud por debajo de los 600 pb.

Dentro del contig jcf7180002876874 se identificé un elemento de 4 940 pb que
estructuralmente presenta aquellos elementos caracteristicos para transposones CACTA
reportados comiinmente en especies del reino vegetal. En este elemento se evidencia TIRs de
47 pb  (CACTAATACACTGAAACAAACTGTTGCTCTCTTTGTGAATCTCTCGA)
acompafiados de sub-repeticiones terminales (STRs). Las longitudes de todas estas STRs
oscilaron variablemente entre al menos 256 hasta 571 pb aproximadamente. El elemento se

encontrd flanqueado por TSDs cortos de 2 pb (TA), y mostré un dominio interno de 4 324 pb.
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Figura 27. Dot plot de un transposon de la superfamilia CACTA en D. amaguana.
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Nota. Alineamiento de la secuencia de un transposon CACTA de D. amaguana ubicado en
contig jcf7180002876874 del genoma ensamblado. Se evidencian repeticiones terminales
invertidas que se muestran como pequenas diagonales invertidas a los extremos del dot plot, y
las repeticiones sub-terminales se muestran al finalizar cada TIR. La estructura grafica del
transposon se muestra debajo del dof plot, triangulos negros corresponden a TIR, y tridngulos

blancos corresponden a STRs. Elaborado por: Coba, M.

La anotacién funcional de este transposon de DNA no mostré un ORF para la
traduccion a una transposasa que permita autonomia y funcionalidad en el elemento. Pero, por
otra parte, se identificaron dos regiones codificantes hacia una misma proteina, la peroxisoma
hidroxiacido oxidasa, aunque cada una con dominios distintos en cada CDS. Para el primero

de ellos se identifico un domino de barril de triosa-fosfato isomerasa (TIM) multifuncional
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dentro de las vias metabolicas, mientras que en el siguiente CDS un segundo dominio fue
correspondiente a flavoproteinas que contienen un flavin mononucleétido (FMN) y estan
implicadas en reacciones catalizadas por oxidorreductasas. Ambos CDS podrian corresponder

a exones que provienen del mismo gen, como entonces lo hemos considerado.

Figura 28. Anotacion funcional del transposon CACTA en D. amaguana.

|00 [1600 |2400 3200 |4000 [4800
[ ] | I
repeat regioni mat peptideitide | | repeat
repeat region
L I |
Cbs  CDS
I |
gene
source 1 4940
repeat region 1 47 TIR
mobile_element 1 4940 CACTA susperfamily
repeat region 48 1018 STR
gene 2910 4049 Peroxisomal (S)-2-hydroxy-acid oxidase GLO3-1like
CDs 2910 3284 Peroxisomal (S)-2-hydroxy-acid oxidase GLO3-1like
Il mat_peptide 3036 3281 TIM-like beta/alpha barrel domains
CcDs 3312 4049 Peroxisomal (S)-2-hydroxy-acid oxidase GLO3-1like
Il mat_peptide 3351 4013 FMN-dependent dehydrogenase

repeat_region 4141 4884 STR
repeat_region 4894 4940 TIR

Nota. Elementos anotados funcionalmente en el transposén CACTA identificado en el genoma
de D. amaguana, se reportan regiones codificantes (CDS), dominios proteicos conservados
(mat_peptide), regiones repetitivas (repeat_region) correspondientes a TIRs y STRs, y un gen.

Para cada uno de ellos se detalla su posicion en la secuencia. Elaborado por: Coba, M.

hAT

La anotacion para esta superfamilia mediante EDTA encontr6 91 secuencias intactas de
transposones de la superfamilia 24T y 38 secuencias con longitudes por debajo a 600 pb

catalogadas como MITEs derivados de esta superfamilia.

Un elemento 74T completo estructuralmente fue identificado dentro del contig

jcf18000288581 'y su longitud fue de 2 385 pb. Se reporté TIRs de 21 pb
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(TAGAGGTGGTAAACAATCGAT) y un dominio interno de 2 343 pb, todo ello

comprendido entre TSDs de 8 pb (CCGTGCAC) caracteristicos en esta superfamilia.

Figura 29. Dot plot de un transposon de la superfamilia 24T en D. amaguana.
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Nota. Alineamiento de la secuencia para el transposén hAT anotado en el contig
Jjef18000288581 del genoma de D. amaguana. Se evidencian repeticiones terminales invertidas
que se muestran como pequenias diagonales invertidas a los extremos del dot plot. La estructura
gréafica del transposon se muestra debajo del dot plot, triangulos negros corresponden a TIR.

Elaborado por: Coba, M.
La anotacion funcional en este elemento mostro tres CDS, todos ellos codificantes para

un péptido similar a la proteina 4 que contenia un dominio ZBED. Se observo una
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superposicion entre dos CDS que requiere una revision detallada, pues probablemente el CDS
que tendria mayor posibilidad de encontrase en el genoma seria el que se encuentra en la
posicion 724 — 1 239 del transposon, pues tiene un codon de inicio que puede corresponder al
primer exén con el que se dé lugar a la traduccion del mRNA maduro correspondiente. Pese a
ello, hemos considerado estas tres secuencias codificantes para asumirlas como parte del
mismo gen. Finalmente identificamos dos dominios proteicos importantes, el dominio de BED
de dedos de zinc, mismo que acta como regulador transcripcional; y, el dominio de una

proteina de funcidon desconocida pero asociada a una transposasa.

Figura 30. Anotacion funcional del transposon ZAT en D. amaguana.

[300 [600 [960 [1260 [1500 [1800 [2100
| | 1]
Hobile element mat_peptide mat peptide rep
repeat region \ |
| s ] —
lCDS Ccbs |
gene
source 1 2385
repeat region 1 21 TIR
mobile element 1 2385 hAT
gene 267 1941 ZBED domain-containing protein 4-like
DS 267 839 ZBED domain-containing protein 4-like isoform X1
Il nat peptide 396 518 BED zinc finger
cDbs 724 1239 ZBED domain-containing protein 4-like
Il nat_peptide 1878 1236 Transposase-like protein with no known function
cDs 1576 1941 ZBED domain-containing protein 4-like isoform X2

repeat region 2365 2385 TIR

Nota. Elementos anotados funcionalmente en el transposén 24T identificado en el genoma de
D. amaguana. Se detallan posiciones en la secuencias para regiones codificantes (CDS),
dominios proteicos conservados (mat peptide), regiones repetitivas (repeat region)

correspondientes a TIRs, y un hipotético gen. Elaborado por: Coba, M.
PIF/Harbinger

Para esta superfamilia, dentro del contig jcf180002881401 encontramos un transposon

estructuralmente completo con un tamafio de 1 893 pb, en ¢l se identificd 16 pb para sus dos
TIRs (GAGCGGATGAGCGGCT), flanqueados dentro de 3pb (TTA) correspondientes a sus

TSDs y un dominio interno de 1 861 pb.

45



Figura 31. Dot plot de un transposon de la superfamilia PIF/Harbinger en D. amaguana.
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Nota. Alineamiento de la secuencia para el transposon PIF/Harbinger anotado en el contig
Jjcf180002881401 del genoma de D. amaguana. Se evidencian repeticiones terminales
invertidas que se muestran como pequefias diagonales invertidas a los extremos del dot plot.
La estructura grafica del transposén se muestra debajo del dot plot, triangulos negros

corresponden a TIR. Elaborado por: Coba, M.
El archivo de anotacion final para ETs desde EDTA mostr6 54 elementos
PIF/Harbinger de un total de 65 secuencias intactas, pues apenas 11 elementos

correspondieron a MITEs que se presentaron como secuencias de longitud menor a 600 pb.
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Este elemento identificado como estructuralmente intacto, no es funcional, ya que no

se observo secuencias codificantes para una transposasa, la proteina encargada de mover el

elemento hacia otras regiones del genoma.

Figura 32. Anotacion funcional del transposon PIF/Harbinger en D. amaguana.
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repeat_regiont

source 1 1893
repeat region 1 16 TIR
mobile element 1 1893 PIF/Harbinger

repeat region 1878 1893 TIR

Nota. 1dentificacion de regiones repetitivas (repeat _region) correspondientes a TIRs en el
transposon de la superfamilia PIF/Harbinger identificado en el genoma de D. amaguana,

indicando las posiciones correspondientes en la secuencia. Elaborado por: Coba, M.

Tcl/Mariner

Esta superfamilia esta representada por un elemento de 1 834 pb dentro del contig
Jjef180002759449, con una estructura completa que comprende TIRs de una longitud de 42 pb
(AGTGAGACAGTAAAATATATATTTACACAGACTTAAAGTAAT) flanqueados por

TSDs de 2 pb (TA) caracteristicos en este grupo, dejando tinicamente un dominio interno con

un tamafio de 1 750 pb.

Aunque funcionalmente resultd ser un elemento no activo al carecer de al menos una

secuencia codificante para una transposasa. Tampoco se observaron CDS para otras secuencias

proteicas.
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Figura 33. Dot plot de un transposon de la superfamilia 7c//Mariner en D. amaguana.
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Nota. Alineamiento de la secuencia para el transposon Tcl/Mariner anotado en el contig
Jjcf180002759449 del genoma de D. amaguana. Se evidencian repeticiones terminales
invertidas que se muestran como pequenas diagonales invertidas a los extremos del dot plot.
La estructura gréafica del transposon se muestra debajo del dot plot, tridngulos negros

corresponden a TIR. Elaborado por: Coba, M.

EDTA identifico y anoté un total de 33 elementos intactos correspondientes a la
superfamilia 7cl/Mariner, de los cuales 6 resultaron ser MITEs, catalogados asi por ser
secuencias menores a 600 pb. Esto dejo 27 de elementos intactos Tcl/Mariner reportados en

el genoma de D. amaguana.
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Figura 34. Anotacion funcional del transposon 7cl/Mariner en D. amaguana.
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Nota. ldentificacion de regiones repetitivas (repeat region) correspondientes a TIRs en el
transposon de la superfamilia Tcl/Mariner identificado en el genoma de D. amaguana,

indicando las posiciones correspondientes en la secuencia. Elaborado por: Coba, M.

Contenido de elementos transponibles en otras especies de Drosophila

Utilizando reportes del contenido de ETs descritos en otras especies de Drosophila se

han comparado esos valores con los obtenidos aqui en D. amaguana mediante EDTA.

Los elementos transponibles identificados en D. melanogaster se obtuvieron del estudio
de Ou et al., (2019), quienes al desarrollar EDTA evaluaron su propia herramienta con varios
genomas referenciales, entre ellos la version 16.28 del genoma de D. melanogaster. La
anotacion de ETs lo hicieron con una libreria curada de secuencias de RepBase (v.20170127).

Tabla 3. Porcentaje de ETs identificados en D. melanogaster y D. amaguana.

LTR non-LTR TIR Helitron Unknown Total
D. melanogaster 10.16 % 3.92 % 1.32 % 0.68 % 1.03 % 17.11 %
D. amaguana 2.06 % 0.49 % 6.5 % 1.37 % 1.45 % 11.87 %

Nota. Los porcentajes corresponden a la totalidad del contenido de ETs obtenidos mediante

EDTA. Para D. melanogaster, Ou et al., (2019) utilizaron el genoma r6.28 con un tamafio
estimado de 142.6 Mb. Para los elementos clasificados como Unknown se consider6 a aquellos

elementos que no encajaron en los 6rdenes propuestos. Elaborado por: Coba, M.
Como se observa comparativamente en la Figura 35, el contenido reportado en el

genoma de D. melanogaster es mucho mayor en retrotransposones pero menor en los ETs clase
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II, donde especialmente el contenido de TIR para D. amaguana se anotd en un 6.5 % de

secuencias en todo el genoma.

Figura 35. Contenido de ETs anotados por EDTA en Drosophila.
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Nota. Grafica de barras que muestra la abundancia relativa de cuatro 6rdenes de elementos

transponibles anotados por EDTA en el genoma ensamblado de D. amaguana (454.9 Mb) y D.
melanogaster (142.6 Mb). Elaborado por: Coba, M.

Por otra parte, también se analiz6 el porcentaje de elementos transponibles en
Drosophila tomando los datos reportados por Mérel et al., 2020, quienes reconstruyeron copias
de ETs combinando las herramientas RepeatMasker y OneCodeToFindThemAll, y utilizando

secuencias consensos disponibles en RepBase para Drosophila.
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Tabla 4. Contenido de ETs identificados en especies de Drosophila.

LTR non-LTR TIR Helitron Unknown Total

D. melanogaster 12.0 % 5.0% 1.5 % 0.8 % N/A 19.3 %
D. simulans 51% 51% 0.9 % 0.8 % 0.34 % 12.24 %
D. virilis 6.3 % 4.05 % 0.4 % 3.0% N/A 14.95 %

D. amaguana 2.06 % 0.49 % 6.5 % 1.37 % 1.45 % 11.87 %

Nota. Los porcentajes corresponden a la ocupacion de las secuencias para cada orden de ETs
en el genoma ensamblado de tres especies de Drosophila realizado por Mérel et al., 2020,

utilizando una biblioteca RepBase (v.20181026). Elaborado por: Coba, M.

En la Figura 36 se visualiza que para especies de D. melanogaster, D. simulans, y D.
virilis la variabilidad de ETs es evidente con el contenido que hemos encontrado en el genoma
de D. amaguana. El contenido anotado de ETs en la subclase TIR en D. amaguana es el mas
abundante en comparacion a las otras especies, donde principalmente su genoma esta
compuesto por elementos LTR y non-LTR, este ultimo orden mostré ser el mas bajo reportado

D. amaguana con apenas 0.5 %.

Figura 36. Contenido de ETs identificado para especies de Drosophila.
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Nota. Para cada especie de Drosophila se muestra el porcentaje de ETs identificados en los

genomas ensamblados, mostrando su abundancia seglin su subclase. Elaborado por: Coba, M.
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Capitulo V: Analisis y Discusion de Resultados

El contenido de elementos transponibles en los genomas eucariotas y procariotas es
muy variable entre cada especie, incluso pueden llegar a representar un porcentaje relevante de
todo el material genético de los organismos. Drosophila se ha mantenido como un género que
realiza aportes importantes sobre la evolucion del genoma, se cree que apenas 1.6 % del total
de especies descritas a nivel mundial de Drosophila, han sido estudiadas para comprender la
organizacion del genoma (Gregory & Johnston, 2008). Particularmente en Ecuador en el ultimo
siglo se han descrito nuevas especies en nichos ecologicos importantes. La identificacion de
ETs en D. amaguana, una especie neotropical de Drosophila podria proporcionar informacion
importante acerca del papel que estas secuencias desempefian para permitir una radiacion

adaptativa en los grupos neotropicales de Drosophila.

Dentro de los principales resultados de calidad con QUAST se resume un genoma
ensamblado con aproximadamente un tamano de 456 Mb y un N50 de 29 kb. Si bien el tamafio
del genoma estimado en D. amaguana corresponde a 632 Mb (dato no publicado), este difiere
en cerca de 176 Mb con el genoma ensamblado; probablemente debido a que representa una
parte del genoma con regiones altamente repetitivas que los algoritmos de los ensambladores
no pueden resolver bien al trabajar con lecturas cortas. Sin embargo, el valor para el N50 nos
indica una buena calidad en el ensamblaje, donde encontramos que al menos el 50 % del
tamafo total del genoma estd contenido en contigs con una longitud mayor o igual a 29 kb.
Esto junto a los resultados de la temprana evaluacion mediante BUSCO, donde se identificaron
2 764 genes completos (98.7 %), 20 genes fragmentados (0.7 %) y 15 genes faltantes (0.6 %)
de un total de 2 799 genes, muestra que las métricas son similares a las reportadas por Rech et
al., (2022), quienes obtuvieron genomas de alta calidad al secuenciar y ensamblar genomas de
novo a partir de lecturas largas para 32 cepas de D. melanogaster, recolectadas en 11

localidades europeas y una norteamericana de cinco diferentes regiones climaticas.
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D. amaguana perteneciente al grupo mesophragmatica mostrd un contenido estimado
de 15.78 % de DNA repetitivo en su genoma, del cual el 11.87 % corresponde a elementos
transponibles, distribuidos entre transposones de DNA (7.87 %) y retrotransposones (4.0 %),
mientras que 3.91 % corresponderia a DNA altamente repetitivo. El poder comparar los
resultados con otros de los que han sido reportados para otras especies del género, permitiria
resolver interrogantes que involucran a estas secuencias genéticas moviles con el tamafio y la

evolucion de los genomas (Sessegolo et al., 2016).

Aunque si bien, hacer comparaciones directas del contenido de ETs entre especies
siempre sera arriesgado. Y es que precisamente la diversidad de software y metodologias a las
que los investigadores tienen disponibilidad de uso, generan distintos resultados en la
identificacion de secuencias de ETs (Lerat, 2010). Asi por ejemplo, en D. willistoni se ha
estimado con dos diferentes programas bioinformaticos un contenido de ETs del 9 o del 16 %
(Clark et al., 2007), o tal y como en D. ananassae, donde se obtuvo 12 0 20 % de ETs usando
la misma herramienta pero con una libreria de secuencias referenciales o mediante una

anotacion de novo (Clark et al., 2007).

En particular, el consorcio Drosophila 12 genomes halldo en D. melanogaster un
contenido de 20 % en elementos transponibles, del cual, en la region eucromatica realmente se
concentra entre 2 — 8 % de ETs, (McCullers & Steiniger, 2017), algo parecido al contenido de
ETs reportado por (Kaminker et al., 2002), quienes en la secuencia eucromatica para la misma
especie identificaron 3.68 % de este DNA moderadamente repetitivo, aunque con conocimiento
de estudios previos sobre que el contenido total de en el genoma de elemento moéviles llegaba
apenas al 9 % (Spradling & Rubin, 1981). Adicionalmente, se ha reportado resultados del
contenido de ETs en otras especies del género como D. busckii con 4.65 %, D. suzukii con
30.80 %, D. simulans con ~7 %, D. kikkawai con ~ 18 %, D. ananassae con ~19 %, D. virilis
con ~ 15 % (Sessegolo et al., 2016), algunas de ellas, neotropicales y exodticas, descritas y
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colectadas al sur de Brasil (Cavasini et al., 2014), pero de poblaciones de las que aiin no se

tienen datos de la composicion de su genoma.

Si bien el contenido de 11.87 % de ETs encontrado en el genoma D. amaguana es
relativamente bajo comparado con el reportado con otras especies cuyos genomas tiene un
tamafio de hasta 3 veces menor, como por ejemplo en D. melanogaster con un genoma
estimado de 180 Mb donde se reporta 19.3 % de ETs (Mérel et al., 2020); hay evidencia acerca
de la variacion en el tamafno del genoma, asociada a la amplificacion o eliminacién de
elementos transponibles a través de mecanismos en respuesta a factores de estrés ambientales
en periodos particulares o entornos especificos (Canapa et al., 2015). Lo que, en parte, podria
explicar el bajo porcentaje de secuencias de DNA repetitivo dentro de un genoma estimado de

632 Mb (dato no publicado), sin embargo se requiere una revision y analisis mas profundo.

Pero, ;realmente se podria afirmar con seguridad que este es el contenido real de
elementos transponibles en esta especie?, la respuesta a esta interrogante definitivamente es
no, pues aquellos porcentajes de ETs en el genoma resultan ser apenas una aproximacion, que
si bien pueden acercarse a la realidad, depende en gran medida de la ensamblaje del genoma y
de la region analizada (McCullers & Steiniger, 2017). Sin dejar también de lado la tecnologia
de secuenciacion utilizada, la deteccion de mas inserciones de ETs en genomas puede ser
posible trabajando con secuenciacidon de tercera generacion (Guio & Gonzélez, 2019). Las
tecnologias de esta generacidn permiten obtener lecturas con regiones importantes de
repeticiones que no estén infrarrepresentadas y dificultan su ensamblaje (Sessegolo et al.,

2016), un problema comun que se presenta con lecturas cortas.

Con EDTA no fue posible identificar ningiin elemento P en el genoma de D. amaguana.
La distribucién de esta superfamilia se ha estudiado con interés en el género Drosophila,

aunque su presencia se ha extendido a otras especies de vertebrados (Hammer et al., 2005),
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parece predominar en el orden Diptera (Silva & Kidwell, 2004). Por lo tanto, una verificacion
manual para identificar la presencia o ausencia de estos elementos en D. amaguana fue

necesaria a partir de un elemento referencial.

Se encontr6 al menos un elemento P completo de 2.7 kb con cuatro CDS, cada uno de
ellos codificante para una transposasa, dos de las cuales son proteinas truncadas. Considerando
que la funcionalidad de un elemento P est4 dada por la codificacion de una transposasa activa
de 87 kDa, generada a partir de un mRNA transcrito por el splicing de cuatro exones que se
han reportado en elementos P de longitud completa de hasta 2.9 kb (Majumdar & Rio, 2015).
Y sin dejar de mencionar, que en algunos casos, el splicing alternativo puede dar lugar a un
transcrito diferente de mRNA originado por la escision de alguno de los exones traduciéndose
en una proteina truncada de aproximadamente 66 kDa, y que puede presentar actividad
represora transposicional, sobre todo cuando el exon escindido es aquel del extremo C-terminal
(Ghanim et al., 2020). La transposasa del elemento P en D. amaguana demuestra falta de
actividad autonoma, pues se identifico) un codon stop en la mitad del primer CDS, que podria

corresponder a un exon, truncando la traduccion completa de la secuencia proteica.

Dentro del grupo mesophragmatica algunas especies neotropicales como D. gaucha, D.
gasici, D. brncici, D. pavani, y D. viracochi (reportadas en Brasil, Colombia y Chile) no han
mostrado presencia de algiin elemento P homologo al de D. melanogaster (da Silva Loreto et
al., 1997; Germanos et al., 2006). Por lo tanto, la secuencia del elemento P descrito en D.
amaguana permitiria rastrear el origen de esta superfamilia para conocer el mecanismo de
transposicion del elemento hacia esta especie; ya que la distribucion de esta familia de ETs ha
sido propuesta mayormente mediante eventos de transferencia horizontal (Silva & Margaret,
2000). Es decir, su aparicion en nuevas especies neotropicales puede haber sido influenciada
por factores geograficos, temporales y ecoldgicos entre la especie donante y receptora (Loreto
etal., 2001).
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El pipeline de EDTA ha identificado estructuralmente elementos de la superfamilia
Mutator como la mas abundante. La caracterizacion de un elemento completo en D. amaguana
permitid identificar una secuencia de 4.3 kb con TIRs largos mayores a 100 pb, caracteristico
de estos transposones (K. Liu & Wessler, 2017). Su importancia dentro los genomas tiene que
ver con la capacidad con la que estos transposones podrian portar fragmentos génicos del
hospedador producto de inserciones en su dominio interno (Cerbin & Jiang, 2018), con este

criterio se los ha catalogado como Pack-MULE (Jiang et al., 2004).

Los Mutator o actualmente conocidos como MULEs (Mutator like elements) son una
fuente valiosa para comprender algunas interacciones con el huésped (Dupeyron et al., 2019),
sin embargo, aun no han sido explorados por completo en mas genomas de otras especies
animales, a pesar de reportes de identificacion en protozoos o insectos, como el del elemento
Mutal en Aedes aegypti (K. Liu & Wessler, 2017), pues los estudios se han centrado mucho

en hongos y algunas plantas (Dupeyron et al., 2019).

El elemento completo que reportamos en D. amaguana demostraria falta de actividad
transposicional, pues carece de una transposasa funcional. Esta inactividad de transposones en
esta superfamilia ya se ha observado en la gran parte de eucariotas, y, ha sido asociada a
mutaciones, deleciones y/o mecanismos de regulacion epigenética que silencian estos
elementos (Lisch, 2009). Ademas a lo largo de su secuencia no se encontrd marcos de lectura
codificantes para alguna otra proteina, lo que excluye la posibilidad que el transposon sea un
Pack-MULE. Aunque una vez mads, la caracterizacion de este grupo es bastante raro en

animales que incluso no se ha identificado en genomas de referencia (Tan et al., 2021).

Continuando el analisis, CACTA en D. amaguana mostro ser la segunda superfamilia
de transposones de DNA con mayor abundancia en el genoma. Si bien estos transposones

pueden estar presentes en los reinos vegetal, fungi y animal (Buchmann et al., 2014), por
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ejemplo en insectos como Mengenilla moldrzyki, Rhodnius prolixus, Bombyx mori (Tang et al.,
2015). Muchos reportes publicados se limitan a caracterizacion elementos CACTA en plantas,
donde presentan gran abundancia en su genoma, como en el caso de algunas gramineas que

comprenden hasta 10 % de estos transposones (Fedoroff, 2013).

En D. amaguana, la caracterizacion de un elemento CACTA completo de 4.9 kb
estructuralmente mostré componentes caracteristicos de esta superfamilia tales como TIRs y
STRs, como se ha reportado en genomas de la familia Triticeae (Wicker et al., 2003). Sin
embargo, el dominio interno del transposon no mostré un ORF codificante para una transposasa
que permita el movimiento del elemento a lo largo del genoma. Aunque dos CDS anotados
codifican una peroxisoma (S)-2-hidroxiacido oxidasa, una proteina participe del metabolismo
lipidico y de especies reactivas de oxigeno, cuya aparicion puede correlacionarse con la
expresion génica (Pridie et al., 2020), que a su vez estaria implicada por la asociacion de

elementos reguladores con los elementos transponibles CACTA (Wicker et al., 2003).

Y aunque reportes dentro de RepBase también muestran elementos CACTA para
algunas especies de Drosophila de las cuales se tiene muy pocos estudios, quedard la
interrogante a responder sobre si la identificacion de esta superfamilia en D. amaguana es
valida. Pues, hay que reconocer que existe un desafio para identificar elementos CACTA por la
erronea catalogacion de secuencias debido a la anidacion que pudiese darse desde otros ETs
(Belyayev et al., 2022), esto junto a la muy limitada conservacion del motivo CACTA presente
en los TIRs, dificulta el reconocimiento de elementos nuevos a través de repeticiones

terminales invertidas de elementos ya conocidos (Wicker et al., 2003).

Todo esto supone en cierta medida tres escenarios, la falta de estudios profundos de

esta superfamilia en otros organismos eucariotas, la inaccesibilidad a datos publicados o la
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ausencia de elementos CACTA en sus genomas; temas que deben ser tratados para comprender

interrogantes de ETs que no han podido estudiarse en un grupo de organismos mas amplio.

En cuanto a la superfamilia h47, que resultd ser la sexta mas abundante en D.
amaguana, dentro de Drosophila es una de las superfamilias de ETs mas estudiadas,
principalmente haciendo hincapié sobre el elemento 4obo, uno de los mas representativos de
este grupo (N. R. Mota et al., 2010). Caracterizar estos elementos aporta informacion
significativa para comprender sobre la distribucion de elementos #AT, pues al tener una
distribucion muy amplia en eucariotas (Rubin et al., 2001), y al ser transposones que se han ido
identificado por metodologias in silico todavia carecen de informacion biologica (Ladeveze et

al., 2012).

Usualmente los transposones 447 presentan menos de 50 copias en todo el genoma del
huésped (Ladeveze et al., 2012), algunas veces el numero de copias se relaciona con la
plasticidad cromosomica y gendmica, esto impulsa cambios evolutivos para permitir que la
especie ocupe un habitat especifico en una distribucion geografica (Bertocchi et al., 2022).
Apenas se conoce que pocos de estos elementos se encontrarian en su forma activa (Atkinson,
2015), por ejemplo, en D. willistoni tres de cinco elementos 24T se han caracterizado como
transposones activos (De Freitas Ortiz & Loreto, 2009), en D. buzzatti la identificacion del
elemento BuT2 (Rossato et al., 2014), y, el elemento hobo que se ha identificado en D.
melanogaster (Calvi et al., 1991) y en especies neotropicales como D. simulans o D. kikkawai
(da Silva Loreto et al., 1997), el mismo que no ha sido encontrado en especies del grupo

mesophragmatica (Germanos et al., 2000).

El elemento 24T completo que hemos caracterizado y anotado mostr6 una longitud de
2.3 kb con un CDS codificante para una proteina involucrada en procesos de regulacion

transcripcional (Ravasi et al., 2003), que muestra un dominio BED-type zinc finger originado
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a partir de una familia de genes ZBED (Zinc Finger Bed Domain) (Hayward et al., 2013). Esto
sugiere la presencia de un transposon domesticado #47 de la familia Ac en D. amaguana, ya
que el origen de los genes ZBED se remota hacia la domesticacion de transposones 24T en dos
eventos independientes observados en ancestros primitivos de vertebrados (Hayward et al.,
2013). Aunque todavia queda por estudiar el papel que desempenaria esta proteina en el
genoma de D. amaguana, pues la funcion de la triada de aminoacidos DDE observada en el
dominio catalitico de genes ZBED domesticados va mas alla de un mecanismo de cortar y pegar

(Hayward et al., 2013).

Los resultados para la superfamilia PIF/Harbinger, los posicionan como la séptima
superfamilia abundante que se identific6 en D. amaguana. La mayor distribucion de elementos
PIF parece estar presente en genomas vegetales por sobre otras especies como vertebrados,
insectos, gusanos y protistas, donde se ha visto una distribucion mas amplia de elementos
Harbinger (Nouroz et al., 2016), tal como se ha encontrado en el genoma de algunos mosquitos

(Kapitonov & Jurka, 2004).

Aqui, se logrd -caracterizar estructuralmente un transposén completo de esta
superfamilia en D. amaguana, el mismo que mostrd una longitud de 1.9 kb pero ninguna
secuencia codificante en su dominio interno. Esto catalogd al elemento como inactivo al
carecer de dos proteinas indispensables para su movimiento en el genoma, una transposasa y
una proteina con un dominio MADF (myb/SANT-like domain in Adf-1), (Markova et al.,
2022). Estudios basados en genomas de Drosophila reportan al menos cuatro clados de
transposones PIF-like (DPLT) en especies como D. willistoni, D. yakuba, D. pseudoobscura,
y, D. persimilis (Casola et al., 2007), mismos que han dado origen a genes denominados
Drosophila PIF Like Genes (DPLG) como parte de la domesticacion de sus transposasas

(Casola et al., 2007).
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Esta informacion resulta ser la base para llevar a cabo mas estudios que permitan
comprender e identificar eventos de domesticacion con estos transposones en D. amaguana,
pues durante la evolucion de los insectos es probable que hayan sucedido mas de uno de estos
eventos (Markova et al., 2022), quiza por la naturaleza inherente de las transposasas en esta
superfamilia (Casola et al., 2007) que aun no han sido estudiados en su totalidad en nuevas

especies de Drosophila.

A pesar de que muchos insectos son muy susceptibles a ser invadidos por transposones
Tcl/Mariner (Jacobson et al., 1986), una de las superfamilias con mayor distribucion en la
naturaleza y en el reino eucariota (Y. Liu et al., 2021; Yuan & Wessler, 2011), los resultados
para la superfamilia Tc//Mariner en D. amaguana fueron de los menos abundantes del genoma,
superando al de las superfamilias Maverick, Copia, y, Penelope, que mostraron un nimero de

copias inferior a cien, lo que apenas representa el 0.01 % de secuencias en el genoma.

Sin embargo, la identificacion y caracterizacion de estos transposones en esta especie
andina genera un panorama inicial para comprender de mejor manera la evolucion y diversidad
de estos elementos transponibles, cuya informacion todavia sigue siendo un poco limitada
(Dupeyron et al., 2020). Dentro del grupo mesophragmatica se ha identificado in vitro a través
de PCR elementos mariner en especies como D. gasici, D. brncici, y, D. viracochi (Germanos

et al., 2006).

Estructuralmente el elemento completo identificado presenta una longitud de 1.8 kb,
pero internamente no mostrd una region codificante para una transposasa, o algin otro gen.
Esta inactividad actual del elemento analizado, podria ser consecuencia de eventos de
transposicion muy antiguos junto con la aparicion de indels. A pesar de ello, durante el analisis
de otras secuencias de las diferentes superfamilias que hemos abordado en este trabajo, se

encontro una secuencia identificada dentro del grupo de los transposones 24T que contenia un

60



CDS codificante para una transposasa Tc-like. Esta transposasa ha sido catalogada como parte
del elemento Bari-1, una familia de transposones con similitud frente al transposén 7c!

reportado por primera vez en C. elegans (Caizzi et al., 1993).

El hecho en cuestion abre una duda respecto a la correcta clasificacion de las secuencias
realizada por el pipeline de EDTA. El transposon de 2.1 kb que inicialmente fue clasificado
como parte de la superfamilia 24T dentro del contig jcf7180002877861 fue analizado en un
dot plot, esto permitid identificar graficamente TIRs de 36 pb flanqueados por TSDs muy
cortos de 2 pb (TA), un motivo muy conservado y caracteristico por excelencia en la
superfamilia Tcl/Mariner (Wicker et al., 2007), pues para los elementos 24T se hubiese
esperado TSDs de 8 pb. Sin embargo, el hallazgo sobre este transposon se convierte en un
hecho interesante, ya que algunas familias de elementos transponibles como Bari-1 y Bari-3
han demostrado ser autbnomamente funcionales en el género Drosophila (Palazzo et al., 2014),
incluso en especies con genomas evolutivamente distantes (Palazzo et al., 2019) introduciendo

novedades gendmicas (Palazzo et al., 2022).

La identificacion de novo de ETs activos en un genoma puede resultar todo un reto. Ya
que la acumulacion de mutaciones que generan codones stop prematuros en la transposasa de
un ET (Ma et al., 2004) dificulta el reconocimiento de ETs activos, sobre todo cuando los
elementos inactivos los superan en ntimero (Z. Liu et al., 2021). Ademas, muchos elementos
podrian estar silenciados (Atkinson, 2015) por la expresion de mecanismos represores como la
metilacion del DNA, modificacion de la cromatina o interferencia de RNA (Fultz et al., 2015),

sin embargo, estos hechos solo podrian determinarse a partir de datos transcriptomicos.

En D. amaguana la identificacion de novo de elementos transponibles con repeticiones
terminales invertidas (TIR), segun la clasificacion de Wicker et al., 2007, mostr6 resultados

con ausencias de elementos activos en aquellas secuencias estructuralmente intactas que fueron
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caracterizadas y anotadas manualmente. Este hecho tal vez podria asociarse a la idea planteada
afios atras donde se hablaba respecto al fuerte sistema de defensa en los mosquitos, y su
capacidad de silenciar efectivamente ETs exdgenos (Scali et al., 2007). No obstante, encontrar
la presencia de elementos activos no siempre deberia limitarse a un solo ejemplar, pues podria
existir la posibilidad de encontrarlos en otros individuos o poblaciones de la misma especie

(Rossato et al., 2014).

Por otra parte, se observaron ciertas inconsistencias de los resultados finales arrojados
por el pipeline, como por ejemplo el reporte de elementos transponibles que hasta ahora han
sido identificados predominantemente solo en plantas y no en otras especies. Asi mismo, con
EDTA no fue posible identificar la presencia de un elemento P que por su importancia dentro
del género de Drosophila, tuvo que ser buscado manualmente y fue encontrado
estructuralmente intacto. Incluso se evidencidé en un caso particular la asignacion de una
superfamilia a un transposon que posiblemente corresponde a otra superfamilia, como ya se lo

menciond en parrafos anteriores.

Y aunque si bien se han obtenido los primeros resultados respecto al genoma de esta
especie, se deben considerar estos detalles para profundizar en los estudios y evaluar pipelines
alternativos que de manera mas precisa permitan la identificacion y anotacion de elementos
transponibles, de tal modo que se aporte con datos verdaderos sobre ETs en especies

neotropicales del grupo mesophragmatica que habitan los bosques andinos.
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Capitulo VI: Conclusiones y Recomendaciones

Conclusiones

- Seidentifico a través de una anotacion estructural de novo utilizando la herramienta
EDTA, siete superfamilias de elementos transponibles clase II en el genoma
ensamblado de Drosophila amaguana, las mismas que fueron Mutator, CACTA,
Helitron, hAT, PIF/Harbinger, Tcl/Mariner, y, Maverick. Mientras que una
superfamilia adicional correspondiente a elementos P fue anotada por su estructura

de forma manual en uno de los contigs del genoma.

- Se caracterizé un elemento transponible completo de clase II de la subclase TIR
perteneciente a cada superfamilia identificados en el genoma de Drosophila
amaguana. Estructuralmente la caracterizacion se ejecuté con DOTTER a través de
un dot plot para la identificaciéon de TIRs de tamafios especificos para cada
superfamilia, mientras que la caracterizacion funcional se llevd a cabo mediante
anotacion de los componentes del transposén en su secuencia completa. Asi,
reportamos seis ETs de la subclase TIR con estructura completa pero sin capacidad

de transposicion en el genoma.

- Se determind el porcentaje de elementos transponibles clase Il identificados de novo
en el genoma de Drosophila amaguana, el cual fue 7.87% de transposones de DNA
en un total de 11.87 % de elementos modviles. El orden TIR fue el mas abundante
con 6.50 % de secuencias y que estuvo contribuido por 3.29 % de Mutator, 1.98 %
de CACTA, 0.52 % de hAT, 0.46 % de PIF/Harbinger, 0.24 % de Tcl/Mariner, y
una contribucion de hasta el 0.01 % entre Maverick, un elemento P,y superfamilias
desconocidas. Por otra parte, elementos Helitron representaron el 3.91 % del total

del contenido de transposones.
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Se compar¢ el contenido de elementos transponibles clase II entre los valores que
identificamos para Drosophila amaguana con aquellos obtenidos en reportes de
otros estudios en el genoma de Drosophila melanogaster. Se observd que el
contenido reportado entre 2 — 2.3 % de ETs clase II en el genoma referencial
ensamblado de D. melanogaster con un tamafio estimado de 142.6 Mb, es
evidentemente hasta 4 veces menor al contenido identificado en el presente estudio
para D. amaguana, cuyo tamafio del genoma ensamblado fue 455.5 Mb, donde se
encontrd 7.87 % de transposones de DNA, con una predominancia en la subclase

TIR.
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Recomendaciones

- Serecomienda evaluar y aplicar otras herramientas bioinformaticas que permitan la
identificacion elementos transponibles mediante una metodologia de novo, y
también considerando el uso de librerias curadas de secuencias homoélogas de ETs
en otras especies para los datos del genoma ensamblado de D. amaguana, y asi, de
esta manera, determinar el programa con mayor sensibilidad y especificidad para la

anotacion estructural de elementos mdviles en esta especie.

- Realizar un andlisis completo para cuantificar el nimero de copias exactas de cada

secuencia en el genoma del organismo.

- Es importante abrir la invitacion a la academia para poder solicitar, gestionar, y
conseguir acceso mediante licencias académicas a bases de datos como RepBase,
ya que cuentan con secuencias unicas de DNA repetitivo para un gran numero de
especies eucariotas que no son publicadas en otros repositorios o bases de datos, y
por lo tanto, existe una limitante de acceso a informacioén importante que puede

requerirse en cualquier etapa de la investigacion.

- Generar nuevos analisis de secuencias de ETs en D. amaguana partiendo de datos
obtenidos con NGS de 3™ generacion para su transcriptoma o nuevamente su
genoma, y asi, evitar subrepresentaciones de las secuencias repetitivas en el genoma

ensamblado al utilizar solo lecturas obtenidas de la secuenciacion de 24 generacion.

- Finalmente, se deberia continuar complementando otros estudios in silico € in vitro
que permitan ampliar el conocimiento sobre otras especies andinas de Drosophila,
pues los resultados presentados como parte de esta investigacion, constituyen la
primera informacién a nivel genético sobre una especie neotropical de Drosophila

distribuida en el Ecuador.
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Anexos

Anexo A. Arbol de Problemas

Anotar y clasificar los Comparar la abundancia Comprender Establecer relaciones
ETs de clase Il en el de ETs con los reportados la diversidad evolutivas con otras
genoma de D. amaguana en D. melanogaster de ETs especies de Drosophila
— _/
~

i | . Cuales son los propositos?

JEl genoma de Drosophila amaguana presenta los mismos
elementos transponibles y en la misma abundancia que los
reportados en otras especies neotropicales de Drosophila del grupo

ﬂ . Cuales son los antecedentes?

N
- I
La transposicion de Imposibilidad de Variabilidad Inestabilidad
elementos transponibles establecer relaciones genética intra e gendmica propia de
influye en rasgos de filogenéticas de ETs interespecifica procesos
importancia evolutiva entre especies de las especies moleculares
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Anexo B. Anotacion del elemento P en D. amaguana en formato GenBank.

source

repeat_region

mobile_element

gene

CcDs

mat_peptide

(@)

mat_peptide

CcDS

CcDs

mat_peptide

repeat_region

1..2772

/organism="Drosophila amaguana”
/country="Ecuador"”
/mol_type="genomic DNA"

1..32

/note="TIR"

/colour=3

1..2772

/note="P element"

131..2573
/product="Transposase”
/colour=12

/note="Transposase of P element”
131. .445

/note="Truncated transposase”
/colour=5

202..378

/note="Zinc finger domain"
/colour=4

4909..1203

/note="Truncated transposase"
/colour=5

621..1169

/note="Transposase protein found in insects"
/colour=4

1218..1967
/note="Transposase"

/colour=5

1998..2573
/note="Transposase"

/colour=5

2025..2267

/note="87kDa Transposase (catalyzes the excision of &

nonautonomous P transposable element)"
/colour=4

2741..2772

/note="TIR"

/colour=3

BASE COUNT
ORIGIN

1/

6l
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1581
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761

956 a

catgatgaaa
aacttcagtg
aaaacattaa
tgtgactgga
gcagagecctg
ttcgcagtgg
agatgccgta
cagtgggagt
ataaagtgac
aazaattcgta
aagttggagg
ggtggacaaa
gcaggecctc
actttgtaca
gacctaatgg
gagatgaagg
agcgactatg
tttttcgatt
cataggaaag
ctatggacag
taatccttta
taaagatttt
tggattccgg
ttcatctttg
atgttcgatc
ctgctagctc
ctgecggactt
catccaattg
ttttgaacag
catttcaaaa
aagaaaactt
atttttttegg
tgaagtatag
aattgtttaa
actctgaaag
atgatgagcc
atgtcaccga
ttaaaaaatt
aggtgtctca
tagaatgtat
aggaaaaatt
attttaaaat
atcaaaaaca
ttcgtctaat
caatcatatc
tcgcacttat
tatttcatca
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475 ¢

taacataagg
cacgtttgect
cccttacgtg
gtgaaattaa
geggtgeagec
aagtctgcac
cctagtaaag
acacaaacag
tgtgegttag
ctttggagta
agtctctacg
gagcgacgtt
gagcgtataa
gatggttatc
acagtgatgg
tcgectgetge
tccaactgge
ttaatacccg
gatatttagt
agctcggtat
aatttaattt
cgttttttcg
attaacaata
taacaagtcc
gctcgcaaaa
catcagacgc
cttcaaattg
cattgagtcc
aatgtcggaa
agggatcatt
cagtatgcaa
cagcatgcga
gttaagaaaa
tgtttagcta
ctggcttaat
tgtcgatgat
aatggatgag
gagaatcagt
cggeggactt
tttttcgcag
aatattagca
tagaatatat
aaagttaatt
taatattatg
gctttctecac
tgcaagcata
tg

554 g

tggtctegtc
tgttgagagg
gactaaaaaa
ttcacgtgcce
ttggtgaaaa
ctgcaaaagg
tgatagagcc
agtaagtttg
gtcctgttca
cgaaatgcgt
caacatcttc
caattccgaa
ccatctgtac
agatgtggac
agttgatgac
cttcgagtat
tattgttcgt
aatggacccg
agttgctatt
atcagaatgt
ttagcaaaaa
gatacgtcac
aatggaaaaa
gatctgtcta
cagaaggtta
tgctattcat
atgaatgatt
tcgecaacctt
attatgcaaa
gtgaataatg
tacatattaa
tcgagaggtg
tatataatag
tatgtttcag
ttagacttaa
gagecctgteg
ttaacggagg
gacaaagtaa
attaaaccgt
tatacaaata
gcgcaaaacg
tttagaatta
ggaaactcca
agttaattca
tcagactcaa
cgttaagtgt

787 t

ggaagccgaa
aaagcttgtg
aatgaaatat
gaagtgtgct
ctcccaaatt
tcagacattt
tgaaccagaa
aatagtaaaa
ttgtttaatg
cgcttagagc
acggaaacgce
gacatttcta
aaaaaaggat
ataaaaacag
gccgacaagce
gacagctctg
ggtctaaaaa
gatactctta
gtatccgatt
aagtttcgta
cctggtttag
atttaattaa
aattaacaaa
tcctctttaa
aattggctac
tggeggtatga
ggttcgacat
atggcaagca
caggaatttt
cttcccttga
caagccgtct
gacaattcga
gtatgacaaa
gaaagtttca
gttctaaaaa
atgatgagct
atgcgatgga
aagaaaattt
ccgaaaaatt
ataataattt
tcgatgtcga
agtacttaaa
aattattaaa
aaccccacgg
tatgacactc
atgtctcttg

gcttaccgaa
tgcggacgaa
tgcaaattgt
attaagagaa
tgtgataccc
aaaaggaggc
aagataaaag
aaaaatcatt
aaaataagag
agcagctaag
agatacggat
cggctatttg
ttectttacc
gatgtttgga
tttgegtact
ctgatattgt
aatcgtggaa
acaatatatt
taggtaccgg
tatgccttaa
ccatcctgea
gttagtccgt
aaaaacaatt
aattaatgaa
ccaactgttt
cattgaaaat
ttttaattct
gttggatata
ggataaaccc
tggecttgtat
Caaccaagac
ccatccgact
aatgtaattt
gttgaatatc
aaaggaaaat
gagcataata
atatatcgcg
gacatttaca
tcaagagaag
tgaaattaca
taaactagta
Caaaaaaatt
aataaaactt
acatgctaag
agtagtctac
ccgacgggac

gtatacactt
tttttttttt
gctgcaaagce
aattgtggga
actttaatga
gacttaacgc
aaggctatgce
tatgtaaaca
cttgagggaa
ggagtctcaa
actgaagaat
tctccacacc
cagtcgtagc
tgttgtcata
cgctttegac
ttacgagcca
gcagccagtt
aagcaaactg
aaaccaaaag
aaaaattaga
gatgaccact
aaccactatg
caggaggcac
aatcacatta
tcgaatacca
gccaccgaaa
aaattgtcca
cagaatgaca
aaaaggctcc
aaatatttgc
attgtggagc
ccactgcagt
catgatttat
gaagaggaaa
aagactaaag
agcaatatag
ggctatgtca
tacgtcgacg
ctgaaagagc
aataatgtaa
aaatcttttt
gcaattaaaa
taaaaataat
ggttaatcaa
tTtcctttcac
caccttatgt



Anexo C. Anotacion del transposén Mutator en D. amaguana en formato GenBank.

source

repeat_region

mobile_element

repeat_region

BASE COUNT
ORIGIN

61
121
181
241
3e1
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621

1..4314

/organism="Drosophila amaguana"

/country="Ecuador”
/mol_type="genomic DNA
1..422

/note="TIR"

/colour=3

1..4314
/note="Mutator"
3893..4314

/note="TIR"

/colour=3

1395 a 745 ¢ 724 g 1

gtatttgagt
acatttgtcg
tacatatatt
tccagaaaat
taagaggcaa
tcagctacag
tatgcttccc
ttatctgaac
gcttacaact
tctggtecatt
aagtcacaaa
aagacaatgt
aaaaagtttt
atactaatgt
aaagttcaac
aactgaaaat
agtttttgac
aattcaatcg
tgttgtgcca
aaaagtttga
agacgtgtat
accaaaccgt
actgatgatt
gaatatcaaa
gttctacaac
gattaaacgt
cattcagcaa
aacactcaaa

tcaagaatcc agttgctaat
gacaaagaac aaggtctgat
gctgctaaag ttgataggea
tacaggaaaa ataagccggc
attcggcgaa tgacggtgga
ctcaatgtag acgggtgaac
gcgaggetgt acccaggcecta
ttttttgttt tcgaaaattt
atggttctat tgttttctga
tacaaacaaa taataccgat
cacaaatcgt agtaagaatt
caaaaacata atactagtat
caatacgaag tgcagctata
caatagctaa aatctggaaa
gttgccattg getttgttta
atcaaaaaaa aaaaaaaaaa
gtgaattatc tgaaccagaa
tggtcgtagt tcgggcgceca
caaaacatcg gtgcagtgceg
tgtctttgtt gtaaagaaat
taaatcagct gatagctgac
gtggatgtcc taagaccgge
cattctgcat atagttacaa
ggtaaactgc ctggtcaaca
catgttttgt aggtttatca
attgaaaagt gtattgataa
gtaattttga ctaattgatt
atgtcaaaat ttggtatcgg

450 t

gtgattttat
cacagggttg
tagaaacaca
cggecgacct
agacagcatg
cagattttac
ttaaaacgcc
cgttgtataa
ctctcacatt
atttgtttge
gtattatgtt
gtaattttge
tgtgtactat
caataataaa
cagtgagtta
taaaaaactc
tgtgtagatg
acgaattccg
tgaactgata
gctttaaaac
gaaacatgga
caaatctaac
tttggcacct
atttacgagc
agaggaatgg
ccaaggtgtg
acaacatttg
tacaacaaaa

gctagaatgce
gctgaaggtg
gtggccaatt
accgacattg
tcatgtaccg
aggagaacga
acataaacgc
acatagtatc
ctttccatct
taacgccggt
ttgcaatggt
ttacgatatc
ttatatatca
gttttgtatt
agaaaatcaa
ttcggtggat
aacttagttt
tgaaggtcgt
atgtaagatc
ttecgaccgtg
tatataaata
aaaaattagt
gatgacatca
gccgaaaaag
aaaaactgct
tattgataaa
tcattcaaca
aaataaattg

ctcgtggatc
gaaagaatat
tcctcagaaa
ataatcgctg
aaatccaacg
cacggttcaa
ccgectagea
aacatagttt
ttcatgttgt
tcaatttaaa
gataatgtaa
tacaaaaacc
ggaactggca
tttaagtata
tttggeccaa
aatttttcac
tttagcgatg
ctaaatcggt
gtcatgtaac
gtgcttcaaa
cgagccggaa
ctcccccatg
tcttgttect
catttgaagc
atgacaaatg
acaatggggg
tgaaatttgt
aagtgtgata

1

98

1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261

cgtaatacca
aaagctataa
tgatacatca
taaatatttt
aaagtatgaa
tattgaacac
atttaaacaa
aagtaaatac
tgttcatctg
tttattgege
cgtgctatcc
catatatttt
ctgattcatc
tgtcgtaaca
acaacctctg
tatattttta
acgctacttt
aaatgtaaat
caaacagact
aatcttttga
atttatatta
aagaataagg
gtattaagat
agaaaatcat
gtactgcttt
ttaacaaagt
aagaagtagt
cttattaaca
tgaaaagtca
aaactggegg
gcttaggtcc
atttttggtt
tccgtatagg
tgeatttgtt
ccaaatcata
tacatctcge
ggaaaaaata
gcgggegttt
cgtgtegttc
atttcggtac
ttatcaatgt
aggaaattgg
tttccacctt
cgaggcattc

atttatttat
aggctgatct
caaggaaata
ctattctcga
agacttatgt
ttaagcataa
tcaaaaaact
agttttaacg
tttgttettt
tttgaaattg
cttttectttt
gtacccgeaa
gtttgttegt
attacaaagt
gaagatgttc
ttctgaaaaa
ttattattgc
atacatccac
ttacttacac
aatttcccaa
tattttatta
aagtaaaacc
atctatctat
tgaaaaacta
agaaatataa
ttatttcata
ttgttgtctt
agcatttgac
atttcatccc
ttatttttgt
ggactgatcg
ttccgegeag
tctccagcaa
ctcgtgggta
aaggatcctc
caatactttt
acatttttga
atgtgecett
tcctgtaaaa
atgacatgct
cggtaggteg
ccactgtgtt
cagccaaccc
taacataaaa

atgaagaaag
ttataaaata
agggattact
aacataaata
ttagtttaat
tttcttgttt
aagtaggtta
ctgataaagc
ggcttatgea
ctcectttttc
gctcagegtt
gtaaaaatta
tgtatttttg
catctacata
ttcctaaaaa
atttaaaaaa
caagtcttat
taaattgtca
agatttatat
tgttggattt
gtacaacttg
atgcgacaca
gcgtgtattg
tattacaatt
tttttttttt
tgaaaaaagt
atccaataat
tagttcgact
attctttgat
agaccttgeg
caggccattc
tatgaattgg
actcaataag
taaaacagag
caccgtggtt
ggaaacagtc
actcttctga
ttaatagcct
tctggttcac
gtcttccacc
geeggeegge
tctatgecta
tgtgatcagce
tcacattagc

tttgaaatac
gtataatgct
gataaagcga
gtactttagc
ttagcttaat
gtttttaaat
actttcaaaa
ctttaacaca
atgaatcata
ctcgattata
gcactctctg
gcatatgtag
ttggtcagtc
gttcctcteg
tagccaccca
tcgaatgtta
attaaaataa
gaattaaatt
aataaatgct
tatatgtttt
gecgetgtaag
aaaccgttag
tacctcagtg
tttgtttttt
tattatcctc
atatgtgcaa
atttgttatt
tgccattgaa
tagtgeccttt
tgacaatatt
caaaataggt
cgecattgtcc
tattgtgtct
tgtagacttt
gcgcttatga
tggtccatcet
ccaaaatgta
geegtacagcec
ccgtctacat
gccattegec
ttatttttcc
tcaactttag
ccttgttctt
aactgtattc

ttaggtggcet
attcagcagg
ttttaatttt
taccaatcga
ttaatttaat
cttaaccata
caaatagtca
agaaatcgaa
gctcgeattc
gcaaacatat
ccgetttege
ccttaacctt
tacatcgcca
aagtaattac
agacttttaa
ataaatttag
tttttaaccc
tggttgctta
gctaatgget
ttatacaatt
tgatcgaaaa
gtctgeattt
aaataaatgc
ttcaaatatt
aagaaactta
aatgataaat
taatagttaa
tttgacaagt
ttaaggtcct
ccccaaagat
attttcctat
tgtccataag
aacaattcta
cctgecatatc
catgaattac
aagttaaact
tatttttccc
tcgegggaag
tgagctgtag
gaatttgcct
tgtaattttc
cagcaatata
tgtccgacaa
ttgaactcaa

actttaataa
tactgattac
aaaatgtttg
aagaaaataa
ttattaattt
ttaaatgtat
agtaatgatc
aaatgtactt
gcaatctatt
tctctatttg
ttgttccgtg
attttttgtt
gggtatacat
ccctgtttaa
ttgtaaaaca
tggtttttct
tgctaacgtg
aaataaattg
gcataaactc
tcaatattaa
tcaataatgt
gcctgettat
catttttgaa
tagtatacat
aaatatttaa
gtgaagaaaa
tatgttttcc
tttgcagagt
ttacagtatc
cttcaatcgg
ccgcaaacaa
tccatgtatc
tataaatttc
caaatgcggce
gtggttgect
tetttttgte
caaatgctag
catattgaac
ctgacgttgg
cttacagcga
tggatttctg
tgtaatattc
atgtgatcca
atac



Anexo D. Anotacion del transposén CACTA en D.

amaguana en formato GenBank.

source 1..4949 1381 aaataaactc atttcaaaca gtagaatgta gggctttggg atatatgtac atccatttgg

/organism="Drosophila amaguana" 1441 tgtcaaaatg atgctctgaa aatttcaata agatcgtaca tctagaactg aagttattca

/country cuador” 1501 actaccatag tgtaaggcta tgtgaagaac aagttgcata aagtgcccga taggtggegc

/mol_type="genomic DNA" 1561 acgtatgtgt gtgctcttgt gtgcatgtgt atgtatgtat ataagaagaa gcttagaatg

repeat_region 1..47 1621 attgaaggag cagctttgac catggatcag agtacatcct agtcgtgcac tcccgactag

/note="TIR" 1681 agcactctta cttgtttatg tttcttttat ttatataata tatatatatg gtatatatta

/colour=3 1741 tatataatat taaaacttta tctagcattt aatatgtaca taaatatgta tcacatattt

mobile element 1..4946 1801 ttggttatca aatttgttga ttttttacac aataatttca aatattacat atattatatt

- /note="CACTA susperfamily" 1861 atatatatat atatgcatat gaatgtatat atgcataaga atgtttttgt agcaattttg

repeat_region join(48..303,447..1018) 1921 aattcattta atatattttt atatgcaagt asataagtta gataagctgc gcccatctct

/note="STR" 1981 gccatctctt tcgcacgttc gaacttctca getgaatttt gtataaaagc gggaactggce

/colour=8 2041 ctegtcttee getcagagag caaagcaaca gecaactgaa agttaaagee ctecageaaat

gene 2916. .4849 2101 cagagaatca aaacatatat caacttaaat atatagacaa aatatatatc tataaaaaaa

/product="Peroxisomal (5)-2-hydroxy-acid oxidase 2161 agagtacata taatttaata taataatata aatatttaaa atatcttagt tgtcegtget

GLO3-1like" 2221 gcctaaaaag ttagttttct aataaaaata ttaaaaataa ttaaaataat atttatatta

/colour=12 2281 ataataatat ataataaaag tcatgtcttt ggtttctgtc gccgactttg agcaaaaggc

/note="Peroxisomal (S)-2-hydroxy-acid oxidase GLO3-like" 2341 caaagagcaa atggaacgaa atgctctgga ctattatasa agtggttccg gggagcaggt

DS 2910..3284 2401 gacacttgga ctcaatcatg aggccttcaa gaggtaagat taaagatata tctaacatat

/note="Peroxisomal (S)-2-hydroxy-acid oxidase GLO3-like" 2461 tcttacagct aactaacata tatacttagg tataccaaat acttataact aacttagata

/colour=5 2521 tatattgaag tataccaaat ctttctatat atctaagtta tatgttcaag tatactaaat

mat_peptide 3036..3281 2581 acttctaact aactaacata tatattcagg tataccctat acttatatct aactaacata

- /note="TIM-like beta/alpha barrel domains” 2641 tatgtatatt tcagtataca aaatccatcc acatataact attccagtat atcgaacact

/colour=4 2701 tctatctaac taacatatat attcaagtac accaaatact tctttctata tagcatatat

DS 3312..4849 2761 atatacgaaa tctttctata tagctaagat gtatactcaa gtttaccaat ctaacatcca

/note="Peroxisomal (S)-2-hydroxy-acid oxidase GLO3-like" 2821 tatatctaac taccatatgt attcagatat actccaaatc cttctatata actaacatac

/colour=5 2881 attgaagtat acgaaatctg gatatataac taagttatat attcaagtat accaaatcct

mat_peptide 3351..4013 2941 actatctatc gaacatatat atacagatat accaaatcct aacttatata ttcatattcc

- /note="FMN-dependent dehydrogenase” 3001 cctttagatt gegtttgegt cctegetgte tacgegatgt ttcccacttg gacaccaget

/colour=4 3061 gcgagatcct gggagagecag ctcgettgge ccttgggeat tgcgeccacg getatgeaga

repeat_region  join(4141..4612,4629..4884) 3121 agctagctca tccggatggg gaaataggea ctgeccttge agetggecaa gegggeteca

/note="STR" 3181 tcttcatcct gagcactcta tccacgtget ccattgagga ggtggctgea gcggeaccca

/colour=8 3241 agacaatcaa atggtttcag ctctacatct acaaggatcg gtaagtggac tcaactggaa

repeat_region  4894..4940 3301 gatgatcata aagatatcta ttgctccttc ttcactcccg cagectectctc acccageage

- /note="TIR" 3361 tggtgcgacg cgecgagett gggggettca aggegetegt cctgaccgtg gacatgecca

/colour=3 3421 tcaatgggga tcgtcgageg gatgcacgca atcaatttag tctgccgteg cacctgagec

3481 tggccaactt ccaggacgaa ctcactcaag gettegtete ccagtttgge ggetcgggac

BASE COUNT 1588 a 860 c 807 g 1685 t 3541 tgaatgagta tgtggccagc cactacgatc caagcatcac ctggcaggac atcaagtggce

ORIGIN 3601 tgcagcagct cacccagetg cccategtec tgaagggeat cctcacagec gaggatgege

1 cactaataca ctgaaacaaa ctgttgctct ctttgtgaat ctctcgattt cacgaagttce 3661 aactggctcg cgatgctgge tgcgecggga tcattgtctc caaccatgge ggacgacagce

61 aaagcagctc aacagctget tcccatatac gagetcacac gecatagectt agetgagegt 3721 tggacacggc gcecagecacg atcgaggege tgecagagat tgttgetgeo gtgggcaagg

121 aaaactttga ctgtgttggt gaatctatgg aactcaccaa tacagttaaa gacaaagacg 3781 atctggtcgt catgectcgat ggeggeatca tgcagggeat cgatatactc aaggeccteg

181 ctctctttac agaaataggc aaagagcata acatgtgagt tagtattgga aattgtatga 3841 cactgggege caagaccgte ttcataggtc gtccagetet gtgggggetg geggecaatg

241 cacttactaa cactaacaaa ccaacagctg ctctctttee atttcaatte tetgtttatg 3991 gtcagcgggg agtggagcag ctgctgaaga ttctgegeca cgacttagaa gtcaccatga

301 ttttgcttca gettcttgaa cttcaatcaa tgttttttge atcagtctca gttcgtggge 3961 agctaacggg ctgccccaca ttgagecaca tacagegetc catggtggtg cacgagtcca

361 taattgaaca ggttttcgag aattggccaa aataacgcca ggggccattg agattttgge 4921 gctactggaa actcggegac tttaattage tatctaaact tatcgtataa tagtttataa

421 agctgagctg tgctcagtga aatttgtgaa attaattaaa tttatatgtt gaattcttga 4881 gcatttatat ttcataaaca gtatataact tagttttaag ttgaaacasa tacaacatga

481 agaatattac gaatatatta tttatacatt tatttaacaa attaaaacta atattaaata 4141 aagcatttta aaattttttg tatttttatc tgtttttata tatttttttt aatttttaca

541 tcaacttaat acasaattta aagagtattg tttccttcga ctattacgaa tattacatat 4201 tattttgtgt tttattttta tatattttat atatatacta tgtataaaat atatttttaa

6081 atatataaat gtgaagatgt atgtaaatat tgtaataata atatatgtaa tcgcatatat 4261 aattaatttt tacatatttc acatatttgt gatttatgtt taatagaatt tttatatatt

661 ttatataatg ttttaatatg ttgaaatgcc tttcgtaatt tgtagatttt gttcattttt 4321 attttacata tatttccatt tacatttttt tatattttta aaaatatata aaaatgtttt

721 aaaagctaaa aataatgata tcataggaac aataccaaat gaaatgaggt ttatataatg 4381 aaatgaaatt tatatagttt ttgatttatt ttttaggtac atatatttat ttttataaat

781 ataaaattta atatttcttt gatttgttta atactaaagt gttattaata ttatacatat 4441 tasaatatat ttttattgaa ttatttaagt tcttataaat tttattaagt ttgactataa

841 acattttgaa ggctttacct attcgtgtta agtgaatatt atatatatat catatagata 4501 tttttaataa ttttttatat taatattacg tatatttctt acatttttta tctattctat

981 ctatatattt tgeaataaat atgtattatt catactcaat tgtatttaat atttatattt 4561 attctattct atatttgttg gtttaattaa ttaattttaa gtatttataa atatttattt

961 attttcagca aatatgtttt agctataaaa taattaaata tttcattcta aatagttttt 4621 aaacagccaa acgltaaacag agaattgata tgaaaagagc gcaactgttg ctttgttagt

1821 ttattatctg aacccattga aaatgggatt ttagggtaaa attttgtgga aatgtatgta 4681 gttggtaagt gtcatacaat ttccaatact aactcacatt ttatgctctt tgectatttc

1081 acaggcagaa ggaggcgtgg cagacctcat aagctcataa actacaaaac tggagagcetg 4741 tgtgaagaga gegtetttgt ctttagetgt gttggtgagt tccatacatt tatcaacaca

1141 aaattgtaaa catatattcc atastacctt acgcagttca agtttatctt ttttttctceg 4801 ttcaaagttt tacgctcagc taaggctatg cgtgtgagct cgtatatggg aagcagctgt

1201 ataacttatc taattttctt ttatcgataa ctatcgaaat ttggattttg ttttgacagc 4861 tgagctgett tgaacttegt gaacttcgtg aaattgagag atgttgaaag agcgcaacag
1261 ataacttgaa aaccaagagc gctaaacaca ccaaatttgg caggtatatt cccctaatga 4921 tttgtttcag tgtattagtg

1321 gtacacaaaa tatgacatct ttcgattttg gatacctaac ctcactcccc ccaaaaataa 4y
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Anexo E. Anotacion del transposon 24T en D. amaguana en formato GenBank.

source

repeat_region

mobile_element

gene

cDs

mat_peptide

DS

mat_peptide

DS

repeat_region

1..2385

/organism="Drosophila amaguana"
/country="Ecuador"

/mol type="genomic DNA"

1..21

/note="TIR"

/colour=3

1..2385

/note="hAT"

267..1941

/product="ZBED domain-containing protein 4-like"
/colour=12

/note="ZBED domain-containing protein 4-like"
267..839

/note="ZBED domain-containing protein 4-like isoform X1"
/colour=5

396..518

/note="BED zinc finger"

/colour=4

724..1239

/note="ZBED domain-containing protein 4-like"
/colour=5

1078..1236

/note="Transposase-like protein with no known function"
/colour=4

1576..1941

/note="ZBED domain-containing protein 4-like isoform X2"
/colour=5

2365..2385

/note="TIR"

/colour=3

BASE COUNT

ORIGIN

/!

100

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
le8l
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341

808 a

tagaggtggt
gtggtcgata
tttgtgacgc
aattaaattt
gaagcagttt
actcgaagga
agccaaaccc
gatcggacga
ggaatacttc
gaactgacgc
gcagcagtgt
atgattccaa
tagatgtcca
agatacacgc
gaaacttcag
gacctatgga
gacaatagcc
tcggectcaaa
aaaacagtct
aagatacgaa
gaagatgact
aaaaaagttc
tgctgcagga
tgacaacaca
ttaatgcagt
agcctccgag
gtatggactt
aacatggtta
acagttacga
aatacaaatg
aaggaaaatc
aactttttgg
gcgaaaagga
ataaaaacat
caggttaacc
ccggecacat
cgcagaacaa
attaaagtcc
taaatactaa
cgtccactat

416 ¢

aaacaatcga
gtgccataga
cgcttgattt
aaaaaaatgg
taatgcagtt
aatatgcgat
aaaattgaaa
caaaaaattc
gaatttgcga
cattattgat
tcggtcaagce
ctcagaaagg
accctataga
tgccaagtcg
caaaactttt
cgtcgegtgce
tgaaaacagc
acgttgcaaa
gtgtagtcac
acattccttg
caactatcgc
gattgccaac
aacaccaacc
tgaggaaatc
ggaaataaat
aaagtttccg
tttaaaaaat
ctgttttget
gaatggecgac
cggaacaagc
gagatagctc
accatcaagc
gagggcaata
ttaactatcg
aggcggattt
ctgtggagtc
gattaaaaga
agcaaaaata
ttacagttgt

cgatggggca

476 g

tggcgctatc
taagttgtgt
gttgatttgc
atcgctttat
aattaaaatt
tgcaatcctt
aagaaaagta
gctaagtgtt
gatcacctca
gcaggtgcett
atgcgatcaa
aaaaaatgta
gaatgcgaga
cgggcattta
agtaaatttg
aaatacaagt
atccttacca
cactttacac
ggataatgct
ctttgctcat
tttaattcag
gagaagttta
cgatggaata
gcagcagtat
gtcttaaaga
gagggaaata
taacaatatt
ggaggegect
cattttggac
tgcaatttge
taatgaggga
cagctgcteg
gtacctcaat
atattcaaaa
tccttccatt
tgagcggata
ggaaaatgtc
aggaacatgt
ttcaaattgg
cactatcgat

685 t

gacactatcg
ttacacagca
ttaacaaatt
tcacaaaggt
tggttttttt
cagagtctga
aaatttcgga
tgaattgecgg
aaaggtgtta
ctcttgggeg
tggattecta
ttgataaatc
tttatacaat
aaatatgtat
gaaagtgttt
ttcctaatag
acgagaaagt
gatgtactaa
agttcgatgg
acactaaatt
aagtgctaga
aattgtccca
gtttttatta
tattggccac
tatggaaaaa
cgttacgatt
tcttcccagt
gcaaagcgtt
ccacgattca
tttgaagacg
gtcacccaaa
catgggaacg
atatgaatcc
atttatttat
aaaacaataa
tttagcaagg
aatgttgaac
tgaacatcag
gcactatcga
ggttttccac

atggggeegc
ctgaaattgc

atattcccac
aagtaacata
tttaaaagga
aaaaaatttt
tgtttggaat
aaaggaatat
cgcaaattta
cgacaacata
tattaaaaag
tttagcggag
actgcaaaat
tggtgaagca
cgtgtattge
tgactggtca
tattggatgt
ctttttggaa
tcaaagcttg
tagtagatgg
cgatcgtaag
agaaaacttt
tatgattgaa
agtaaatgca
atacttgcgt
tctctaataa
tgaaaactca
tggcgecata
aaaaaattgg
agttggtggc
ttgatggega
cgctatcgga
tttgttatgg
ttcaacatta
tgttcaaata
cagggcaaat
caaaatcttt
agcaaataaa
ggcactatcg
ctcta

actcccgata
gcectttttea
tattttaaac
acacacagtt
caacgtcgaa
gcgtcgaaaa
tatttcaaag
aaaactagcg
aaggatgatg
ccctctacaa
gctgtactat
atgattgcta
tttggattgc
attatttaag
gattacgtgt
ctttgttcac
aactacccat
tttgctggaa
cgaattgttg
actgcaattt
gtttttttta
gcatattcgt
tattgaatat
ccgecaategt
tatttttgaa
ctccattaac
tgtggeggaa
cgaaaaacga
gttccaacaa
tataagtaat
ctcattcttc
cgcaattatt
atacaagtaa
aattttattt
cctcagtata
cgtctcagac
gcattattca
aattcatttt
atgccacttt



Anexo F. Anotacion del ET PIF/Harbinger en D. amaguana en formato GenBank.

source 1..1893
/organism="Drosophila amaguana
/country="Ecuador"
/mol_type="genomic DNA"

repeat_region 1..16
/note="TIR"

/colour=3

mobile_element 1..1893
/note="PIF/Harbinger"

repeat_region  1878..1893
/note="TIR"
/colour=3

BASE COUNT 535 a 385 ¢ 400 g 573 t
ORIGIN
1 gagcggatga geggetgage ggaggaacag ctgaagatgt tcactcttca gecatccage
61 tgtctgctct ttgcatagat ccgccaatge tggacgctct ttggaacgtt aacggattgg

121 aaatgcccat acggcaatgc ctacatgtgt ttgcgttcct gtgggaaacg ttgacatgac
181 aatgattaat aagacccgtt gtcatgtcga atatgacgga actcatttaa aaacggatct
241 ggagacggag atcagcctca caaacgaaat ggagcatgag ctatacatag tatgtcagag
301 gggggatgga agcagtgtaa taataatgag ggagagatag agagagagag ggagagagag
361 ctcgcacgag cgaggtaaag acagcggegt tgtcttcgac cggtttcttc gaagagecgeg
421 aggggggagg cgattaacag agtttggtgt gctccctage ccagetgagg tgccaggeat
481 cagcagatat ttcagtactc aacgaactct tggccgcaac ggacgtttgg cgectctectt
541 gctgcatggg caaacttggt gagcgcaacg tgggacgagc gacgaaacgc ttgtagtgag
601 agtgaatgta aacgtgtcgc gcatgcgtcc gtcgacttca attgttgetg ttgcccgttc
661 ggttcggttc ggcatcgtct tcaccgttat tataatttgt gtgctgegeg ttttatctat
721 gcaaagtgac aagccaagtt atgtgctgge aaattgttga aattgtttgt cgaaaattgc
781 aaataggaaa aggaaaaaca agaaagaaaa aaccagcaac tccacccget gcaatgtttt
841 taaatagtct ccatgttggt tgtggctgect gttgttgttg cttctttttt tgattttgtg
901 ttgttgcttt ttgggtcgac gtttcgttcg gtttgccatc tcttttgectc acacgcaaat
961 tcgtcgtctt cggttcggte gtcttttcge ctctetgett tgttcatttt tagecgtcgtc
1021 gtcttcttgt cttttgctta tgtacgtttt cgttcatgaa tataatttat attcgtgttt
1081 atttctgcgg ctgctgegge ttcttcttct tcttcttctt tcaaaaacca cctctccaca
1141 atcatcccac tctccgectg ttcaatacaa caacaaaaat aaccaacaac tacaacaaac
1201 acaattcaca aaatttagtt gtcgcttgecg caattttagec gcttaataaa attattatta
1261 gcaaaaccaa aataaattcc aagtacgaaa attaaatata gcggaagtgc aaaaataacg
1321 gttaagtgtg tgcaaaatca taagtgctca agataattta aaaaaataaa taaggaaata
1381 taatgagaaa aataaatgaa atgaaagtcg caagcaacga ccagcttata aaccaagtct
1441 ttgaatatgt ctcttagaga tttgcataca aattattata aactagttga ctttaagacc
1501 cgatatattc ccaaggcctc aagagcatac ttacatacac acatatgtac gtatatgact
1561 taagagagag aagcgaacag cttgaactaa ggacgaacaa taatatgttg ttccttattc
1621 gttgctattc tttaagaata aagtasaatt taaaatcagt aaaaaacata ttcaatgttt
1681 tttttttgtc cacaagtctt ttaattggca ataattactc ttggaggcgc ttcgggeccat
1741 aagtgcccaa aaattattca acctttgtct gettggettc caaaaccgca taattttttt
1801 ctttctttcc ttgcattcca ttataattat ggctttcaac tctgecacge tttettgeat
1861 ttctattgct ccagctctca cgectctteceg cte

//
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Anexo G. Anotacion del transposon Tcl/Mariner en D. amaguana en formato GenBank.

source 1..1834
/organism="Drosophila amaguana"
/country="Ecuador"
/mol_type="genomic DNA"
repeat_region 1..42
/note="TIR"
/colour=3
mobile_element 1..1834
/note="Tcl/Mariner"
repeat_region 1793..1834
/note="TIR"
/colour=3
BASE COUNT 618 a 293 ¢ 324 g 599 t
ORIGIN

1 agtgagacag taaaatatat atttacacag acttaaagta attttgcttt aaaaggtggt
61 cattgtcctc atgatatgca agcttttaaa agaggaaatt aacagactat tgttatgcat
121 tagtaaattt aaaagtatat ataatcgagt gggaaagaag ctatataaca gctaaacttc
181 acgtttattg cgtctgacat ttcttgaggt gttcataact taaattccat gtatgtaata
241 cagggcattt aaatgacagt caacccatta aacactcgcc aaataaacca gtcttgttat
301 agttataata agcttaaaaa cataacaaac aagtaaaaat gttgtagttg agcgtaatcg
361 actacgtaat actcgtctac agtttaacga cttaaaagag tttctcaggc aaattaacta
421 aaagattaga cctcacgtaa tatgaacact tactttgatg tagatataca cttgatatat
481 atagtaagtt tcaagtctct atttatagtc aaaccaatat actcttttca ctctgtgagc
541 gagcataaaa acagagcttt caagaatcag catgaaagga tttgcatcga gtaaatatgt
601 ataagtcttg cagatgaatg caaatatgat tgaatcattt aaataaattg tctgcctgca
661 gctggagggt gtgacaaatg gatcagagcc cgaggatagg gaaatcgccg ccattaacaa
721 atatttttat tatacccaaa taacaatttc acgtctgctg cgtccgecgaa ccgaatttat
781 ttacgtcatt tatttgccaa tcatttattt tgcattaatt aaatatgtgg tttgttttat
841 acaaaaccgc ataaatattt atgttttttt gtgcataaat ttaacagtgg atgagaaaaa
901 tgcattttta agctgtaata caaacatgaa aatccaatga aaacattcac ggattttcct
961 ttttgaagaa gtgaacaaaa ctgaaatgaa atggaaaaag cctttgagtg attttgattt
1021 tttttcttct gtgggtgcgg catgtttttg acaaattgac tttggaagca acaataataa
1081 caacagcaac aacagcagca aatggctctc aagtactata ttcatattga tttcaaacga
1141 aactcaacat gcaaatgaca gatttatttt tcatgctgtc gtttcgecctg tcaatcaact
1201 tggccaaggt gttgattgat gtctagactc ctagacgcag ctggttgage tcgtatgccc
1261 cagccaggcg attttcccca actctaaage tgagcagcaa aaacatttca tatacataca
1321 tatacatata cgtattatac gttttttgac agctacgcat tcagtttttt tcattcggtt
1381 ctggttccat atttggattt ctttagatgt gggtgcaatg cccgccaaat agagecgectt
1441 gactacggct gggcacactt gattgaattt ggtatgggga aacgagtgga gctactaagc
1501 tgggcattag caatgcttag aaatgcaatg acgcatgtag cgtgccatgt tgaataggat
1561 tatattacaa tattcaagta cctatgtatg tacatattat gtacatatgt atgtttgaaa
1621 ttatactcat atgtctgtca tccagcaaat gaaatgaaat gaaatgggcg tcagtcaaaa
1681 ctttttcgtg aatcgacttg agaaagtagt caaaagcact ttataagcat gttcaagaat
1741 ttgatgaatt cgattttgat taaagtaact taatctattt taaataaaat tgattgaatt
1801 ttttttaaat tgatgtcatt ttaggtgtct cact
1/
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