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1. RESUMEN

El género Drosophila aparte de ser un conocido modelo de experimentacion,
también se caracteriza por tener una amplia distribucion regional y altitudinal entre
sus especies, asi, éstas, se pueden distribuir desde el nivel del mar, hasta alrededor
de los 5500 m s.n.m. Este amplio rango de distribucién y las adaptaciones que
sufren estas especies para poder sobrevivir a diferentes condiciones climaticas
alrededor del mundo, son las que han convertido a estas especies en un foco de
interés para comprender los mecanismos de defensa que permiten la adaptacion a
diferentes ambientes. En ellas, las proteinas de choque térmico Hsp parecen ser
las mejores candidatas; estas, se encuentran en todos los organismos y su funcion
es protegerlos ante eventos de estrés como: cambios de temperatura, déficit de
agua, salinidad, radiacion, exposicion a metales pesados, toxicos, entre otros
factores estresantes. Por esta razon, el objetivo de este estudio es identificar y
analizar la divergencia aminoacidica de siete dominios proteicos Hsp 22, Hsp 23,
Hsp 26, Hsp 27, Hsp 68, Hsp 70 y Hsp 83 presentes en el genoma de Drosophila
mesophragmatica, Drosophila cashapamba y Drosophila machachensis, afiadiendo
al estudio a siete especies del género Drosophila presentes en el NCBI, indagando
su posible adaptacién con la altura y regién geografica en la que habitan estas
especies. La identificacion de las secuencias nucleotidicas de los genes Hsp en D.
mesophragmatica, D. cashapamba y D. machachensis se realiz6 mediante el
programa Biolinux y la relacion de divergencia se realiz6 mediante la creacion de
dendrogramas bajo el método de maxima verosimilitud. No se encontr6 una relacion
adaptativa entre la variacion aminoacidica de los dominios Hsp y las regiones
geograficas en las que se encuentran distribuidas las especies en estudio. Los
dendrogramas mostraron una tendencia positiva respecto a las variaciones
aminoacidicas de los dominios Hsp 22, Hsp 23, Hsp 27 y Hsp 70 en relacion a la
distribucion altitudinal en la que habita cada especie estudiada, por lo que se
sugiere realizar estudios a nivel poblacional y andlisis estadisticos para corroborar

dicha relacion adaptativa.

Palabras clave: estrés térmico, Hsp, distribucion altitudinal, regiones

geograficas, adaptacion



2.  ABSTRACT

The Drosophila gender besides being a known experimental model, is also
characterized for having a wide regional and altitudinal distribution between its
species, thus, these can be distributed from sea level up to 5500 m s.n.m. This wide
distribution range and the adaptations suffered by these species to be able to
survive under different climatic conditions worldwide, are the ones that have turned
these species on an interesting theme to understand the defense mechanisms to
allow its adaptation to different environments. The heat shock proteins (Hsp) on
them, seem to be the best candidates, these are found in every organism and its
function is to protect them against stress, events such as: temperature changes,
water deficit, salinity, radiation, toxic, heavy metals exposure among other stressors.
For this reason, the objective of this study is to identify and analyze the amino acid
divergence of 7 protein domains Hsp 22, Hsp 23, Hsp 26, Hsp 27, Hsp 68, Hsp 70
and Hsp 83 inside the Drosophila mesophragmatica, Drosophila cashapamba and
Drosophila machachensis genoma, adding 7 species of Drosophila gender found
on the NCBI, inquiring its possible adaptation to altitude and geographical region
where these species inhabit. The identification of the nucleotide sequences of the
Hsp genes in D. mesophragmatica, D. cashapamba and D. machachensis was
obtained from Biolinux program and the divergence relations was made through
dendrograms creation under maximum likelihood method. No adaptative
relationship was found between the amino acid variation of Hsp domains and the
geographic regions where the studied species are distributed. The dendrograms
showed a positive preference respecting to the amino acid variations of the Hsp 22,
Hsp 23, Hsp 27 and Hsp 70 domains in relation to the altitudinal distribution in which
each studied species lives for which it is suggested to incorporate population studies

and statistic analysis that will confirm this adaptative relation.

Key words: heat shock, Hsp, altitudinal distribution, geographic regions,

adaptation.



3. INTRODUCCION

Alrededor del mundo, los organismos y células se enfrentan a diferentes
condiciones de estrés a lo largo de su vida, como es el caso de cambios de
temperatura drasticos (Bakthisaran, Tangirala y Rao, 2015); independientemente
de si se trata de calor extremo o frio intenso, dichos animales deben poder
sobrevivir ante dichas temperaturas, ya que no todos los animales tienen la

capacidad de hibernar o migrar a lugares con climas favorables (Cruz et al., 2017).

Los animales incapacitados para migrar han desarrollado diferentes
mecanismos 0 estrategias para tolerar estos climas, evitando asi, que sus tejidos,
citoplasma, células sean congelados en el caso de frios intensos, o por el contrario,
evitar que las células exploten debido al calor extremo (Storey y Storey, 2013).
Aunque estos mecanismos varian en cada animal; existe una familia de genes
denominados Hsp (Heat shock proteins) que codifican para las proteinas de choque
térmico o también conocidas como proteinas anti-estrés (Hendrick y Hartl, 1993),
las cuales se encuentran presentes en todos los organismos y como su nombre lo
indica, tienen un papel fundamental ante eventos del estrés como: cambios de
temperatura, déficit de agua, salinidad, radiacion, exposicion a metales pesados,
toxicos, entre otros factores estresantes (Feder y Hofmann, 1999; Simdes,
Rumjanek y Margis, 2003; Richter, Haslbeck y Buchner, 2010; Yer, Baloglu y Ayan,
2018).

Las proteinas Hsp son moléculas generalmente conservadas que se
encuentran encargadas de la localizacién, plegamiento, acumulacién y degradacién
de otras proteinas tanto en el reino animal como en el vegetal (Hendrick y Hartl,
1993). La sobreexpresion y acumulacion de estas, al igual que la induccién de otras
proteinas no constitutivas pertenecientes a la misma familia, es desencadenada
cuando el organismo se encuentra bajo tension; es decir, su sobre-expresion es
“activada” ante estimulos, que pueden ser tanto internos como externos. Las
proteinas Hsp, ante condiciones normales tienen una produccién normal y continua,
gue se ve alterada ante condiciones estresantes que provocan el incremento de su

expresion (Zhang et al., 2015). En otras palabras, las proteinas Hsp, actian como



mecanismo de defensa cuando el organismo se ve afectado por algun tipo de estrés
gue provoca la desnaturalizacion de proteinas (Sharir, 2005; Morrow, Heikkila y
Tanguay, 2006), por lo tanto, su funcién es amortiguar o disminuir el dafio
provocado por factores externos o internos, esto lo realizan, mediante el
replegamiento o degradacion de otras proteinas; disminuyendo asi, efectos toxicos
provocados por el o los factores estresantes, aumentando asi, la esperanza de vida

tanto en células animales como vegetales (Tower, 2011).

Las proteinas Hsp tuvieron su primer registro en 1974 después de observar
gue organismos del género Drosophila que fueron expuestos a estrés, tuvieron un
gran incremento en la produccion de las proteinas Hsp (Coronato, Girolamo, Salas,
Spinelliy Laguens, 1999), especialmente cuando la diferencia de temperatura entre
la ambiental y la experimental, varié alrededor de 5 °C. Diversos estudios
demuestran que, el género Drosophila se ha convertido en un modelo ideal para el
entendimiento de la funcion de las proteinas Hsp, los tipos de respuesta ante
choque térmico e incluso el envejecimiento (Morrow y Tanguay, 2003; Morrow,
Samson, Michaud y Tanguay, 2004; Matzkin, Watts y Markow, 2009; Tower, 2011;
Stétina, Kostal, y Korbelova, 2015).

Después del primer registro, las proteinas Hsp han sido hombradas con el
peso molecular de sus subunidades y por la homologia de sus secuencias
(Beaulieu, Arrigo y Tanguay, 1989; Bhole, Allikian y Tower, 2004; Zhang et al.,
2015). Asi, se clasifican en seis subfamilias que son: Hsp 100, Hsp 90, Hsp 70, Hsp
60, Hsp 40 y las sHsps que poseen tamarfios de 12 a 42 kDa (Beaulieu et al., 1989;
Morrow y Tanguay, 2015; Guerrero y Guerrero, 2018).

Las proteinas cuyo peso molecular esta entre los 12 a 42 kDa, son
conocidas como Small heat shock proteins, cuya abreviatura es sHsps, la funcion
individual especifica de los Hsp que conforman esta familia, es todavia bizarra, sin
embargo, se conoce que segun la intensidad del estrés, las proteinas sHsps 22, 23,
26 y 27, actian y se acumulan en conjunto, para auxiliar y proteger a otras
proteinas, de efectos provocados por factores estresantes, principalmente los
relacionados con temperatura (Berger y Woodward, 1983; Beaulieu et al., 1989;

Morrow y Tanguay, 2015).



Actualmente se han registrado 12 genes sHsps en Drosophila, de los cuales
Hsp22, Hsp23, Hsp26, Hsp27, Hsp67Ba, Hsp67Bb, Hsp67Bc y CG4461 se
encuentran localizados en el brazo izquierdo del tercer cromosoma, en una seccién
de 12 kb de la region 67B; mientras que, los genes sHsps | (2) efl, CG14207,
CG13133 y CG7409 se encuentran vinculados a distintas regiones cromosomicas
(Morrow y Tanguay, 2015; Jagla, Dubinska, Poovathumkadavil, Daczewska y Jagla,
2018).

Los genes sHsps en Drosophila, se caracterizan por constar de una
secuencia codante simple, desprovista de regiones intronicas, a excepcion de los
sHsps | (2) efl, Hsp67Bb y CG14207. La localizacion de los genes sHsps
generalmente es en un entorno de cromatina activa, lo cual, facilita la transcripcion
tanto dependiente como independiente del factor de choque térmico (HSF).
Ademas, la activacion transcripcional de los genes Hsp es facilitada gracias a la
presencia de repeticiones de dinucleétidos GA presentes en todos los promotores
Hsp en Drosophila, mismos que se unen a factores GAGA caracterizados por

promover la configuracion de cromatina abierta (Jagla et al., 2018).

En cuanto a las familias Hsp, son chaperonas moleculares, es decir, son
proteinas que median el plegamiento correcto de otras proteinas que tienen fallas
en el plegamiento o tienen aminoacidos errados, corrigiendo y facilitando asi, su
correcta funcion, cabe la pena recalcar, que estas proteinas no forman parte de las
estructuras proteicas que han replegado. Ademas, al igual que las Small Heat shock
protein (sHsps), estas proteinas, ayudan a la recuperacion de otras proteinas que
han sido desnaturalizadas por factores estresantes; esto es posible, debido a que
las proteinas Hsp reconocen a las proteinas afectadas y se unen a ellas impidiendo

la agregacion durante el estrés (Chavez y Saenz, 2009).

Los genes Hsp en Drosophila, al igual que los sHsps, se localizan en
diferentes regiones del cromosoma tres; asi, Hsp 68 se encuentra en la posicion
95D, Hsp 70 en las posiciones 87A y 87C, y Hsp 83 en la posicion 63BC. Del mismo
modo, estos genes, se caracterizan por la ausencia de intrones, a excepcion del

gen Hsp 83, mismo que posee un intron de 1131 pb (Holmgren, Corces, Marimoto,



Blackman y Melseson, 1981; Telonis, Heerwaarden, Johnson, Hoffmann y Sgro,
2013; Xiao et al., 2019).

El control de calidad de proteinas celulares, est4 dada por la presencia de
proteinas Hsp, donde las sHsps, se unen a las proteinas desnaturalizadas evitando
su agregacion irreversible, este proceso es logrado gracias a la actividad
chaperona. Al momento no se conoce que regiones de las sHsps son necesarias
para la funcién chaperona, sin embargo, se ha postulado que esta actividad esta
relacionada con diferentes regiones hidrofobas que incluyen los tres dominios
proteicos presentes en las sHsps (Anexo 1). La particularidad de la actividad
chaperona de las sHsps, radica en que estos complejos oligoméricos unen varias
cadenas polipeptidicas no nativas. La interaccibn entre las proteinas
denaturalizadas y las sHsps son estables, formando complejos sustrato-chaperona.
La liberacion y replegamiento de las proteinas no nativas requiere de la interaccion
de las Hsp 70, mismas que permiten la reactivacion de las proteinas unidas a las
SHsps, que su vez, tienen una asociacion con las proteinas Hsp 40 a través del
dominio J (Anexo 1) y en ocasiones también se requiere la interaccion de las Hsp
100 (Sun y MacRae, 2005; Basha, O Neill y Vierling, 2012; Xiao et al., 2019).

El género Drosophila aparte de ser un conocido modelo de experimentacion
por tener un ciclo de vida corto, gran nUmero de descendencia y una genética
altamente desarrollada (Tower, 2011), también se caracteriza por tener una amplia
distribucion altitudinal entre sus especies; asi, éstas se pueden distribuir desde el
nivel del mar, hasta alrededor de los 5500 m s.n.m (Céspedes y Rafael, 2013). Este
amplio rango de distribucion y las adaptaciones que sufren estas especies para
poder sobrevivir en diferentes pisos altitudinales sin afectar la localizacion de
comida, busqueda de pareja, futura descendencia y vida util, son las que han
permitido la diversificacion de estas especies a diferentes ambientes y condiciones,
lo cual, ha llevado al género Drosophila a ser uno de los mas diversos (Dillon y
Frazier, 2006).

Las especies Drosophila mesophragmatica, Drosophila cashapamba vy
Drosophila machachensis son especies predominantemente andinas, que habitan

en diferentes pisos altitudinales. Asi, D. mesophragmatica se encuentra distribuida



desde los 3100 hasta los 3700 m s.n.m (Céspedes y Rafael, 2013), Drosophila
cashapamba se ha registrado a los 1700 m s.n.m y 2200 m s.n.m, mientras que, a
Drosophila machachensis se la ha registrado actualmente solo a los 2200 m s.n.m.
Debido a que estas tres especies tienen una distribucién altitudinal elevada, son
buenos modelos para el estudio de adaptacion térmica, ya que como es conocido,
ante mayor altitud, menor temperatura y menor concentracion de oxigeno, por lo
tanto, D. mesophragmatica, D. cashapamba y D. machachensis, para poder
adaptarse a estos factores estresantes, tuvieron que sufrir modificaciones tanto a
nivel morfolégico, como molecular (Borda, 2018; Newman, Xiao y Robertson,
2005).

En este estudio, se separd a las especies del género Drosophila en 6
regiones geograficas. Donde la region neartica incluye el este de Canada, este y
oeste de Norteamérica y el norte de México; la region paleértica incluye a Europa,
Asia al norte del Himalaya, Africa septentrional y parte norte y central de la
peninsula Arébica. La region neotrdpica, incluye América central y sur de América;
la region etidpica, incluye el norte de Africa, Africa subhariana, Madagascar e islas
del océano indico occidental. La region oriental incluye el Indo malaya, Asia del sur
y oeste, Afganistan, Pakistan y sudeste de Asia. La region Australiana incluye

Australia, Melanesia, Nueva Zelanda (Diaz, Hernandez, Leon, y Quintero, 2020).

Las regiones geograficas del mundo han sido divididas bajo diferentes
parametros como fronteras biogeograficas, geologia, animales y plantas; no
obstante, existen areas separadas alrededor del mundo que tienen climas similares
y por lo tanto, biomas similares. Estas areas geograficas se caracterizan por tener
una fisionomia Unica, resultado de la adaptacion de las condiciones climaticas en
estas zonas (Allca, 2017). Por lo tanto, no es extrafio encontrar, que especies del
género Drosophila se encuentren en regiones geograficas con condiciones
climaticas completamente diferentes, debido a que dentro de estas regiones suelen

existir areas geograficas con biomas similares.

Cada bioma, cuenta con una gran variedad de microhabitats, que a su vez
conllevan a diferentes microclimas, por ejemplo, los bosques lluviosos tienen

diferentes estructuras desde el suelo hasta el dosel de los arboles, mismos que



representan variaciones en los microclimas y el género Drosophila, al ser tan
diverso, puede explotar un sinnUmero de microhabitats, como suelos, charcos,
cactus, troncos y diferentes alturas en los arboles (Diepenbrock y Burrack;

Scheffers, Edwards, Diesmos, Williams y Evans, 2013).

El objetivo de este estudio es identificar la secuencia aminoacidica y analizar
la divergencia de 7 dominios proteicos Hsp en D. mesophragmatica, D.
cashapamba y D. machachensis respecto a la posible relacion adaptativa con la

altitud y region geografica en la habitan estas especies.



3.1 OBJETIVOS

3.1.1 OBJETIVO GENERAL

Analizar la divergencia aminoacidica de 7 proteinas miembros de la familia

Hsp (Hsp 22, Hsp 23, Hsp 26, Hsp 27, Hsp 68, Hsp 70 y Hsp 83) presentes en el

genoma de Drosophila mesophragmatica, Drosophila cashapamba y Drosophila

machachensis indagando su posible adaptacién con la altura y region geogréfica

en la que habitan.

3.1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar las secuencias nucleotidicas de los genes Hsp 22, Hsp 23, Hsp
26, Hsp 27, Hsp 68, Hsp 70 y Hsp 83 en los genomas de D.
mesophragmatica, D. machachensis y D. cashapamba.

Traducir las secuencias nucleotidicas de los genes Hsp 22, Hsp 23, Hsp 26,
Hsp 27, Hsp 68, Hsp 70 y Hsp 83 en los genomas de D. mesophragmatica,
D. machachensis y D. cashapamba, y encontrar el dominio proteico
perteneciente a cada familia Hsp.

Analizar la divergencia aminoacidica de los siete dominios proteicos Hsp en
Drosophila mesophragmatica, Drosophila cashapamba y Drosophila
machachensis afiadiendo las secuencias de D. arizonae, D. ficusphila, D.
hydei, D. melanogaster, D. navojoa, D. novamexicana y D. serrata,

indagando su posible adaptacion con la altura y la region en la que habitan.



10

4. MATERIALES Y METODOS

4.1 BASE DE DATOS DE GENES HSP EN GENERO DROSOPHILA

Se descargo en formato FASTA la secuencia nucleotidica de los genes Hsp
22, Hsp 23, Hsp 26, Hsp 27, Hsp 68, Hsp 70 y Hsp 83 anotados en el Centro

Nacional de Informacion Biotecnoldgica (NCBI) https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene

y en Flybase de las especies D. arizonae, D. ficusphila, D. hydei, D. melanogaster,
D. navojoa, D. novamexicana y D. serrata. Cada secuencia nucleotidica, fue

clasificada por su respectiva familia Hsp para su posterior alineamiento y edicion.

4.2 IDENTIFICACION DE LOS GENES HSP EN Drosophila
mesophragmatica, D. cashapamba y D. machachensis

Para la identificacion de las secuencias de los genes Hsp en las tres
especies en estudio, se utilizé el programa informatico BioLinux (Field et al., 2006)
y se cred una base de datos con los genomas ensamblados. Una vez creada la
base de datos con D. mesophragmatica, D. cashapamba y D. machachensis se
realizd6 un alineamiento entre los nucleétidos del genoma en estudio y el gen
referencial. Cabe la pena recalcar, que todas las secuencias de genes Hsp

utilizadas como referencia, fueron de Drosophila melanogaster.

Una vez obtenidos los alineamientos, se escogié el alineamiento con el
menor valor e, es decir, el alineamiento con mayor coincidencia o similaridad entre

el genoma y el gen estudiado.

Identificadas las secuencia de interés de los genes Hsp en los genomas de
Drosophila mesophragmatica, Drosophila cashapamba y  Drosophila
machachensis, se procedio a la extraccion de las mismas con el comando segret

presente en el programa Biolinux (Field et al., 2006).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene
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Para la obtencién de un grafico que muestre el alineamiento del gen extraido
con las similitudes de los genes Hsp de D. melanogaster, se utilizo el paquete dotter
presente en Biolinux (Field et al., 2006), este mostré0 en un plano cartesiano la

posicion del gen Hsp de D. melanogaster en el eje “X” y la posicion del fragmento

extraido del genoma de D. mesophragmatica, D.cashapamba o D.machachensis,
en el eje “y”. Una vez determinadas las zonas de variacion en el grafico, se procedio
a la anotacién del cédigo de identificacion de estas regiones para la extraccion de

estas secuencias.

Con la utilizaciéon del software Artemis (Carver, Harris, Berriman, Parkhill, y
McQuillan, 2011), se analiz6 y anoto la presencia o ausencia de Open Reading
Frame (ORFs) de los genes Hsp de las especies estudiadas. El archivo final creado
en Artemis (Carver et al., 2011) con las regiones codificantes fueron guardadas en
formato EMBL.

4.3 BUSQUEDA MEGABLAST DE NUCLEOTIDO-NUCLEOTIDO ENTRE
Drosophila mesophragmatica, D. cashapamba, D. machachensis Y LA BASE
DE DATOS DEL NCBI

Las secuencias nucleotidicas obtenidas mediante el programa Biolinux (Field
et al., 2006) de D.mesopragmatica, D. cashapamba y D. machachensis, fueron
alineadas con todas las especies presentes en el NCBI, para esto se realiz6 un

megablast, es decir, con alineamiento con alta similaridad.

Este procedimiento, se efectu6 con el objetivo de confirmar que las
secuencias obtenidas en Biolinux (Field et al.,, 2006) correspondian a los
respectivos genes Hsp 22, Hsp 23, Hsp 26, Hsp 27, Hsp 68, Hsp 70 y Hsp 83 segun

la especie en estudio.
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4.4 ALINEAMIENTO Y COMPARACION DE GENES HSP ENTRE Drosophila
mesophragmatica, D. cashapamba, D. machachensis Y LAS ESPECIES DEL
GENERO Drosophila OBTENIDAS EN LA BASE DE DATOS DEL NCBI

Cada gen Hsp 22, Hsp 23, Hsp 26, Hsp 27, Hsp 68, Hsp 70 y Hsp 83 de D.
mesophragmatica, D. cashapamba y D. machachensis fueron alineados con los
respectivos genes Hsp de las especies D. arizonae, D. ficusphila, D. hydei, D.

melanogaster, D. navojoa, D. novamexicana y D. serrata.

El alineamiento multiple se realizé con todas las especies y con cada una de
las 4 familias de los genes Hsp, de modo individual, identificando asi, las regiones
con mayor similitud y cortando los extremos no utiles para el estudio. El programa
utilizado para el alineamiento mdultiple y la edicion de las secuencias fueron

realizadas con el programa Bioedit (Hall, 1999) de Windows.

45 TRADUCCION DE LAS SECUENCIAS HSP EN Drosophila
mesophragmatica, D. cashapamba, D. machachensis Y LAS ESPECIES DEL
GENERO Drosophila OBTENIDAS EN LA BASE DE DATOS DEL NCBI

Para facilitar el analisis de divergencia, se ingresé cada secuencia
previamente editada en Bioedit (Hall, 1999) a la base de datos Pfam (El-Gebali et

al., 2019) en linea con el siguiente URL: http://pfam.xfam.org/. Esta pagina web

arrojo los dominios presentes en la secuencia analizada, se escogio y descarg6 el

dominio relacionado con la funcion de choque térmico (Hsp).

Las secuencias obtenidas fueron alineadas mediante la herramienta
accesoria ClustalW version 1.4 (Thompson, Higging y Gibson, 1994) presente en el
programa Bioedit (Hall, 1999). En caso de ser necesario, las secuencias fueron

editadas para facilitar el posterior analisis de divergencia.


http://pfam.xfam.org/
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4.6 CLASIFICACION DE Drosophila mesophragmatica, D. cashapamba, D.
machachensis, D. arizonae, D. ficusphila, D. hydei, D. melanogaster, D.
navojoa, D. novamexicana Y D. serrata EN LAS REGIONES GEOGRAFICAS Y
ALTITUDES EN LAS QUE HABITAN ESTAS ESPECIES.

Se utilizé las coordenadas GPS obtenidas en la base de datos TaxoDros,

disponible en: http://evolution.ibmc.up.pt/node/15. Con las coordenadas de latitud y
longitud, se procedié a encontrar la altura mediante el programa Google earth en

linea.

Para la clasificacion de regiones geograficas, se insertaron las coordenadas
de latitud y longitud en Googlemaps en linea; este nos arroja la ubicacion exacta
de las coordenadas, con lo cual se procedi6 a clasificarlas segun las regiones

geograficas.

Cabe la pena recalcar que todas las coordenadas presentes en TaxoDros,

son resultado de muestreos realizados alrededor del mundo.

4.7 ANALISIS DE DIVERGENCIA DE LOS DOMINIOS PROTEICOS HSP EN
FUNCION A LA REGION GEOGRAFICA EN LA QUE HABITAN Drosophila
mesophragmatica, D. cashapamba, D. machachensis Y LAS ESPECIES
SELECCIONADAS DEL NCBI

Para analizar la presencia o ausencia de una relacion entre las variaciones
de los dominios proteicos Hsp y la regidon geogréafica en la que habitan estas
especies, se realizd6 un dendrograma por cada secuencia aminoacidica

correspondiente a los dominios Hsp 22, Hsp 23, Hsp 26, Hsp 68, Hsp 70 y Hsp 83.

El dendrograma se realizé con el programa MEGA (Molecular Evolutionary
Genetics Analysis) (Kumar, Stecher, Li, Knyaz y Tamura, 2018), bajo el método

estadistico de maxima verosimilitud (Maximum likelihood), debido a que este nos


http://evolution.ibmc.up.pt/node/15
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permitiria obtener dendrogramas mas precisos respecto a las secuencias
estudiadas (Saitou y Nei, 1987).

El test de la filogenia utilizado, fue Bootstrap con 100 repeticiones con el
modelo de sustitucion WAG, este modelo es el ideal para el estudio de reemplazo
de aminoacidos en aplicaciones que no son necesariamente de filogenética, como
es el caso de este estudio, siendo asi, utilizado mayormente en aplicaciones en las
gue se enfatiza la deteccion de homologias entre secuencias (Whelan y Goldman,
2016).

Para el analisis geografico, los rangos de distribucion de las especies en
estudio, se caracterizaron en seis regiones (OR: Oriental; PA: Paleértica; NE:
Neéartica; NT: Neotropica; AU: Australiana y ANT: Antartica); y sus respectivas
combinaciones (NE+NT: Neartica y Neotropica; AU+ET: Australiana y Etiopica,
OR+PA: Oriental y Paleartica). Cada region geografica y sus combinaciones, fueron
representadas mediante diferentes esferas en las ramas de los dendrogramas. La
distribucion geografica obtenida mediante TaxoDros, de las 10 especies en estudio,

se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Distribucion geografica obtenida de TaxoDros de las 10

especies en estudio

Género Subgénero Grupo Especie Distribucién

D. machachensis Neotrdpica
mesophragmatica D. mesophragmatica Neotrdpica, Oriental

Drosophila  Drosophila
Drosophila  Drosophila

Drosophila  Drosophila mesophragmatica D. cashapamba Neotrdpica
Drosophila  Drosophila repleta D. arizonae Etidpica, Nedrtica, Neotrdpica
Drosophila Sophophora  melanogaster D. ficusphila Australiana, Oriental, Paleartica
Australiana, Etidpica, Nedrtica,
Drosophila  Drosophila repleta D. hydei Neotrdpica, Oriental, Paleartica
Drosophila  Drosophila repleta D. navojoa Neartica, Neotrépica
Drosophila  Drosophila virilis D. novamexicana Neartica, Neotrépica
Antdrtica, Australiana, Etidpica,
Drosophila Sophophora  melanogaster D. serrata Neotrdpica, Oriental
Drosophila  Sophophora  melanogaster D. melanogaster Cosmopolita
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5. RESULTADOS

5.1 BASE DE DATOS DE LOS GENES HSP PRESENTES EN NCBI DE
ESPECIES DEL GENERO Drosophila

La basqueda de los genes Hsp 22, Hsp 23, Hsp 26, Hsp 27, Hsp 68, Hsp 70
y Hsp 83 en el NCBI, result6 en la obtencion de una base de datos de 10 especies
del género Drosophila, donde D. ficusphila, D. serrata y D. melanogaster,
pertenecen al subgénero Sophophora, mientras que, D. hydei, D. navojoa, D.

novamexicana y D. arizonae pertenecen al subgénero Drosophila.

Los cbdigos de identificacion, peso molecular, localizacion y tamafio de los
genes Hsp de cada especie, se encuentran en la Tabla 2.

Tabla 2. Caracterizacion de los genes Hsp 22, Hsp 23, Hsp 26, Hsp 27, Hsp 68,
Hsp 70 y Hsp 83 de Drosophila arizonae, D. ficusphila, D. hydei, D. navojoa,
D. novamexicana, D. serrata presentes en el NCBI

Especie Hsp Gene ID Localizacion Pares de bases Anotacion
D. arizonae Hsp22 108613830 7012616..7013374 759 Genoma
D. ficusphila Hsp22 108096308 1..802 802 Predicho
D. hydei Hsp22 111595146 1..987 987 Predicho
D. navojoa hsp22 108658122 1..1098 1098 Predicho
D. novamexicana hsp22 115770106 1..875 875 Predicho
D. serrata hsp22 110190604 1..1014 1014 Predicho
D. melanogaster Hsp22 3772576  9372931..9374964 2033 Genoma
D. arizonae hsp23 108614715 1..640 640 Predicho
D. ficusphila hsp23 108096307 1..1018 1018 Predicho
D. hydei hsp23 111603974 1..1164 1164 Predicho
D. navojoa hsp23 108652529 1..675 675 Predicho
D. novamexicana hsp23 115770110 1..963 963 Predicho
D. serrata hsp23 110190537 1..1030 1030 Predicho
D. melanogaster Hsp 23 39077 9381882..9382765 884 Genoma
D. arizonae hsp26 108613826 1..684 684 Predicho
D. ficusphila hsp26 108096304 1..1016 1016 Predicho
D. hydei hsp26 111595142 1..893 893 Predicho
D. navojoa hsp26 108651792 1..808 808 Predicho
D. novamexicana hsp26 115770445 1..856 856 Predicho
D. serrata hsp26 110190595 1..1046 1046 Predicho
D. melanogaster Hsp 26 39075 9376418..9377427 1010 Genoma
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D. arizonae hsp27 108613827 1..967 967 Predicho
D. ficusphila hsp27 108096448 1..1131 1131 Predicho
D. hydei hsp27 111601696 1..908 908 Predicho
D. navojoa hsp27 108652516 1..814 814 Predicho
D. novamexicana hsp27 115770426 1..1022 1022 Predicho
D. serrata hsp27 110190596 1..824 824 Predicho
D. melanogaster Hsp 27 39078 9384063..9385694 1632 Genoma
D. arizonae hsp68 108612285 1..1938 1938 Predicho
D. ficusphila hsp68 108091996 192..2102 1910 Predicho
D. hydei hsp68 111604194 1..2646 2646 Predicho
D. navojoa hsp68 108658722 1..1969 1969 Predicho
D. novamexicana hsp68 115764083 1..2258 2258 Predicho
D. serrata hsp68 110191071 1..2020 2020 Predicho
D. melanogaster Hsp 68 42852 24055080..24057310 2231 Genoma
D. arizonae hsp70 108613909 1..1741 1741 Predicho
D. ficusphila hsp70 108086915 1..3229 3229 Predicho
D. hydei hsp70 111600965 1..2828 2828 Predicho
D. navojoa hsp70 108651228 1..3236 3236 Predicho
D. novamexicana hsp70 115770077 1..2887 2887 Predicho
D. serrata hsp70 110189874 1..2851 2851 Predicho
D. melanogaster Hsp 70 48582 12505793..12508139 2347 Genoma
D. arizonae hsp83 108613601 1..2498 2498 Predicho
D. ficusphila hsp83 108099150 1..2719 2719 Predicho
D. hydei hsp83 111598466 1..2541 2541 Predicho
D. navojoa hsp83 108650751 1..2368 2368 Predicho
D. novamexicana hsp83 115769351 1..2750 2750 Predicho
D. serrata hsp83 110182799 1..2717 2717 Predicho
D. melanogaster Hsp 83 38389 3192969..3197059 2960 Genoma

52 IDENTIFICACION DE LOS GENES HSP EN Drosophila

mesophragmatica, D. cashapamba Y D. machachensis

La exhaustiva busqueda de los genes Hsp en los genomas completos de D.
mesophragmatica, D. cashapamba y D. machachensis, mediante la utilizacién de
los genes Hsp de D. melanogaster como secuencias de referencia, resulté en la
identificacion de una sola secuencia nucleotidica por cada gen Hsp 22, Hsp 23, Hsp
26, Hsp 27, Hsp 68, Hsp 70 y Hsp 83 en el caso de D. mesophragmatica (Tabla 3)
y D. cashapamba (Tabla 3), mientras que, en D. machachensis (Tabla 3) se
encontraron varias secuencias nucleotidicas cortas de los genes Hsp 22, Hsp 23,

Hsp 26 y Hsp 27 a lo largo del genoma.
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Las secuencias nucleotidicas de los genes Hsp 68, Hsp 70 y Hsp 83 en D.

machachensis fue de una sola por gen (Tabla 3).

Tabla 3. Caracterizacion de las secuencias nucleotidicas obtenidas de

los genes Hsp de Drosophila mesophragmatica, D. cashapamba y D.

machachensis

Sentido de la cadena Numero de
nucleotidica respecto secuencias por gen

Especie Hsp Pares de bases a D. melanogaster Hsp

D. mesophragmatica 22 481

D. mesophragmatica 23 519

D. mesophragmatica 26 580 Inverso

D. mesophragmatica 27 313 Inverso

D. mesophragmatica 68 1812 Inverso

D. mesophragmatica 70 1823 Inverso

D. mesophragmatica 83 2163

D. cashapamba 22 346

D. cashapamba 23 560

D. cashapamba 26 311 Inverso

D. cashapamba 27 312 Inverso

D. cashapamba 68 1817

D. cashapamba 70 916

D. cashapamba 83 2159

D. machachensis 22 238 Inverso 1
D. machachensis 22 480 2
D. machachensis 22 439 3
D. machachensis 22 211 4
D. machachensis 23 323 1
D. machachensis 23 216 2
D. machachensis 23 327 Inverso 3
D. machachensis 23 293 Inverso 4
D. machachensis 23 554 Inverso 5
D. machachensis 23 340 6
D. machachensis 23 324 7
D. machachensis 26 263 Inverso 1
D. machachensis 26 245 2
D. machachensis 26 218 3
D. machachensis 26 312 Inverso 4
D. machachensis 26 210 Inverso 5
D. machachensis 26 742 Inverso 6
D. machachensis 26 315 7
D. machachensis 27 302 Inverso 1
D. machachensis 27 316 Inverso 2
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D. machachensis 27 467 Inverso 3
D. machachensis 27 364 Inverso

D. machachensis 27 221 Inverso 5
D. machachensis 68 1830

D. machachensis 70 1941 Inverso

D. machachensis 83 2160

5.3 BUSQUEDA MEGABLAST DE NUCLEOTIDO-NUCLEOTIDO ENTRE
Drosophila mesophragmatica, D. cashapamba, D. machachensis Y LA BASE
DE DATOS DEL NCBI

El alineamiento de las secuencias de los genes Hsp de las tres especies en
estudio, con la base de nucleétidos del NCBI, mostro alta similaridad con los
respectivos pesos moleculares de los genes Hsp en D. mesophragmatica y D.
cashapamba, por lo tanto, se confirmd, que las secuencias obtenidas mediante el
programa Biolinux (Field et al., 2006) corresponden a las secuencias nucleotidicas

de los genes Hsp analizados respectivamente.

Drosophila machachensis, al tener varias secuencias nucleotidicas
correspondientes a un mismo peso molecular de los genes Hsp y al ser estas de
pocas pares de bases, se escogio para el andlisis la secuencia que tuvo alta
similaridad con su respectivo peso molecular, que en el caso de Hsp 22, fue la
secuencia 2 con 480 pares de bases (Tabla 3), en Hsp 23, la secuencia 5 con 554
pares de bases (Tabla 3), en Hsp 26, la secuencia 6 con 742 pares de bases (Tabla

3) y en Hsp 27 la secuencia 3 con 467 pares de bases (Tabla 3).

5.4 TRADUCCION DE LAS SECUENCIAS HSP EN D. mesophragmatica, D.
cashapamba, D. machachensis Y LAS ESPECIES DEL GENERO Drosophila
OBTENIDAS EN LA BASE DE DATOS DEL NCBI

Se obtuvo la regiébn aminoacidica correspondiente al dominio proteico de
choque térmico (Hsp) de cada gen y especie en estudio; los dominios encontrados

se encuentran en la Tabla 4.
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Las secuencias aminoacidicas y el alineamiento multiple de las proteinas

codificadas por los genes Hsp 22, Hsp 23, Hsp 26, Hsp 27, Hsp 68, Hsp 70 y Hsp

83 se encuentran en los Anexos 2, 3, 4, 5, 6, 7 y 8 respectivamente.

Tabla 4. Descripcion del tipo de dominio proteico encontrado en la

traduccion de las secuencias nucleotidicas Hsp en las 10 especies

analizadas del género Drosophila

HSP Family Description Entry Type Clan Envelope
Start End
Hsp 22 D. machachensis Hsp20  Hsp20/alpha crystallin family Domain Clo190 59 158
Hsp 22 D. mesophragmatica Hsp20  Hsp20/alpha crystallin family Domain Clo190 59 157
Hsp 22 D. cashapamba Hsp20  Hsp20/alpha crystallin family Domain Clo190 17 114
Hsp 22 D. arizonae Hsp20  Hsp20/alpha crystallin family Domain Clo190 92 190
Hsp 22 D. ficusphila Hsp20  Hsp20/alpha crystallin family Domain Clo190 99 196
Hsp 22 D. hydei Hsp20  Hsp20/alpha crystallin family Domain Clo190 171 269
Hsp 22 D. navojoa Hsp20  Hsp20/alpha crystallin family Domain Clo190 99 197
Hsp 22 D. novamexicana Hsp20  Hsp20/alpha crystallin family Domain Clo190 139 237
Hsp 22 D. serrata Hsp20  Hsp20/alpha crystallin family Domain Clo190 129 226
Hsp 22 D. melanogaster Hsp20  Hsp20/alpha crystallin family Domain Clo190 497 594
Hsp 23 D. machachensis Hsp20  Hsp20/alpha crystallin family Domain Clo190 63 161
Hsp 23 D. mesophragmatica Hsp20  Hsp20/alpha crystallin family Domain Clo190 76 172
Hsp 23 D. cashapamba Hsp20  Hsp20/alpha crystallin family Domain Clo190 385 483
Hsp 23 D. arizonae Hsp20  Hsp20/alpha crystallin family Domain Clo190 72 170
Hsp 23 D. ficusphila Hsp20  Hsp20/alpha crystallin family Domain Clo190 143 241
Hsp 23 D. hydei Hsp20  Hsp20/alpha crystallin family Domain Clo190 96 194
Hsp 23 D. navojoa Hsp20  Hsp20/alpha crystallin family Domain Clo190 75 173
Hsp 23 D. novamexicana Hsp20  Hsp20/alpha crystallin family Domain Clo190 128 226
Hsp 23 D. serrata Hsp20  Hsp20/alpha crystallin family Domain Clo190 147 245
Hsp 23 D. melanogaster Hsp20  Hsp20/alpha crystallin family Domain Clo190 101 199
Hsp 26 D. machachensis Hsp20  Hsp20/alpha crystallin family Domain Clo190 84 181
Hsp 26 D. mesophragmatica Hsp20  Hsp20/alpha crystallin family Domain Clo190 87 184
Hsp 26 D. cashapamba Hsp20  Hsp20/alpha crystallin family Domain Clo190 1 96
Hsp 26 D. arizonae Hsp20  Hsp20/alpha crystallin family Domain Clo190 88 185
Hsp 26 D. ficusphila Hsp20  Hsp20/alpha crystallin family Domain Clo190 149 247
Hsp 26 D. hydei Hsp20  Hsp20/alpha crystallin family Domain Clo190 116 213
Hsp 26 D. navojoa Hsp20  Hsp20/alpha crystallin family Domain Clo190 92 189
Hsp 26 D. novamaxicana Hsp20  Hsp20/alpha crystallin family Domain Clo190 123 220
Hsp 26 D. serrata Hsp20  Hsp20/alpha crystallin family Domain Clo190 162 259
Hsp 26 D. melanogaster Hsp20  Hsp20/alpha crystallin family Domain Clo190 160 258
Hsp 27 D. mesophragmatica Hsp20  Hsp20/alpha crystallin family Domain Clo190 1 96
Hsp 27 D. machachensis Hsp20  Hsp20/alpha crystallin family Domain Clo190 24 121
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Hsp 27 D. cashapamba
Hsp 27 D. arizonae

Hsp 27 D. ficusphila

Hsp 27 D. hydei

Hsp 27 D. navojoa

Hsp 27 D. novamexicana
Hsp 27 D. serrata

Hsp 27 D. melanogaster
Hsp 68 D. mesophragmatica
Hsp 68 D. machachensis
Hsp 68 D. cashapamba
Hsp 68 D. arizonae

Hsp 68 D. ficusphila

Hsp 68 D. hydei

Hsp 68 D. navojoa

Hsp 68 D. novamexicana
Hsp 68 D. serrata

Hsp 68 D. melanogaster
Hsp 70 D. mesophragmatica
Hsp 70 D. machachensis
Hsp 70 D. cashapamba
Hsp 70 D. arizonae

Hsp 70 D. ficusphila

Hsp 70 D. hydei

Hsp 70 D. navojoa

Hsp 70 D. novamexicana
Hsp 70 D. serrata

Hsp 70 D. melanogaster
Hsp 83 D. mesophragmatica
Hsp 83 D. machachensis
Hsp 83 D. cashapamba
Hsp 83 D. arizonae

Hsp 83 D. ficusphila

Hsp 83 D. hydei

Hsp 83 D. navojoa

Hsp 83 D. novamexicana
Hsp 83 D. serrata

Hsp 83 D. melanogaster

Hsp20
Hsp20
Hsp20
Hsp20
Hsp20
Hsp20
Hsp20
Hsp20
Hsp70
Hsp70
Hsp70
Hsp70
Hsp70
Hsp70
Hsp70
Hsp70
Hsp70
Hsp70
Hsp70
Hsp70
Hsp70
Hsp70
Hsp70
Hsp70
Hsp70
Hsp70
Hsp70
Hsp70
Hsp 90
Hsp 90
Hsp 90
Hsp 90
Hsp 90
Hsp 90
Hsp 90
Hsp 90
Hsp 90
Hsp 90

Hsp20/alpha crystallin family
Hsp20/alpha crystallin family
Hsp20/alpha crystallin family
Hsp20/alpha crystallin family
Hsp20/alpha crystallin family
Hsp20/alpha crystallin family
Hsp20/alpha crystallin family
Hsp20/alpha crystallin family
Hsp 70 protein
Hsp 70 protein
Hsp 70 protein
Hsp 70 protein
Hsp 70 protein
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5.5 ANALISIS DE DIVERGENCIA DE LOS DOMINIOS PROTEICOS HSP EN
FUNCION A LA REGION GEOGRAFICA EN LA QUE HABITAN Drosophila
mesophragmatica, D. cashapamba, D. machachensis Y LAS ESPECIES
SELECCIONADAS DEL NCBI

Se obtuvo un dendrograma por secuencia aminoacidica de Hsp estudiada,
estos se encuentran en las Figuras 1, 2, 3, 4, 5, 6 y 7 respectivamente, alado del
nodo se encuentra el valor de bootstrap. Aunque el valor idoneo ha sido de gran
discusion, se ha estandarizado que un buen valor de bootstrap para confiar en la
robustez de una reconstruccion filogenética, es del 70% al 100% especialmente en
los estudios en los que se busca encontrar un ancestro a partir de taxones
terminales; sin embargo, cuando el objetivo es la deteccion de homologia entre

secuencias, se acepta como confiable un valor mayor al 50% (Hillis y Bull, 1993).

100 —&ES— Hsp 22 D. arizonae
G I:@— Hsp 22 D. navojoa
x L Sg= Hsp 22 D. hydei
z L Hsp 22 D. mesophragmatica
Hsp 22 D. cashapamba
Hsp 22 D. machachensis
S Hsp 22 D. novamexcana

= a—— @— Hsp 22 D. serrata
100 o=—Hsp 22 D. ficusphila
3 Hsp 22 D. melanogaster

@ Australiana (AU) @@Antartica (ANT) (g Etidpica (ET) @ Nedrtica (NE) () Neotropica (NT){gg Oriental (OR)
@ Paledrtica (PA) £ NE+NT @ AU+ET = OR+PA % Cosmopolita

Figura 1. Dendrograma de maxima verosimilitud del dominio proteico
sHsp 22 en 10 especies del género Drosophila. EI dendrograma se
generd con el programa MEGA, utilizando el modelo de sustitucion
WAG. Los numeros presentes en los nodos indican los valores de
soporte medidos por la probabilidad posterior. Las esferas presentes
en las ramas, representan la distribucién geogréafica de cada especie
(Tabla 1).
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Figura 2. Dendrograma de méxima verosimilitud del dominio proteico
sHsp 23 en 10 especies del género Drosophila. El dendrograma se
generd con el programa MEGA, utilizando el modelo de sustitucién
WAG. Los numeros presentes en los nodos indican los valores de
soporte medidos por la probabilidad posterior. Las esferas presentes
en las ramas, representan la distribucion geografica de cada especie
(Tabla 1).
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Figura 3. Dendrograma de maxima verosimilitud del dominio proteico
sHsp 26 en 10 especies del género Drosophila. EI dendrograma se
generd con el programa MEGA, utilizando el modelo de sustitucion
WAG. Los numeros presentes en los nodos indican los valores de
soporte medidos por la probabilidad posterior. Las esferas presentes
en las ramas, representan la distribucién geografica de cada especie
(Tabla 1).
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Figura 4. Dendrograma de méxima verosimilitud del dominio proteico
sHsp 27 en 10 especies del género Drosophila. EI dendrograma se
generd con el programa MEGA, utilizando el modelo de sustitucién
WAG. Los numeros presentes en los nodos indican los valores de
soporte medidos por la probabilidad posterior. Las esferas presentes
en las ramas, representan la distribucién geografica de cada especie
(Tabla 1).
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Figura 5. Dendrograma de méxima verosimilitud del dominio proteico
Hsp 68 en 10 especies del género Drosophila. EI dendrograma se
generd con el programa MEGA, utilizando el modelo de sustitucion
WAG. Los numeros presentes en los nodos indican los valores de
soporte medidos por la probabilidad posterior. Las esferas presentes
en las ramas, representan la distribucion geogréafica de cada especie
(Tabla 1).
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Figura 6. Dendrograma de maxima verosimilitud del dominio proteico
Hsp 70 en 10 especies del género Drosophila. EI dendrograma se
generd con el programa MEGA, utilizando el modelo de sustitucién
WAG. Los numeros presentes en los nodos indican los valores de
soporte medidos por la probabilidad posterior. Las esferas presentes
en las ramas, representan la distribucion geogréafica de cada especie
(Tabla 1).
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Figura 7. Dendrograma de maxima verosimilitud del dominio proteico
Hsp 83 en 10 especies del género Drosophila. EI dendrograma se
generd con el programa MEGA, utilizando el modelo de sustitucion
WAG. Los numeros presentes en los nodos indican los valores de
soporte medidos por la probabilidad posterior. Las esferas presentes
en las ramas, representan la distribucion geografica de cada especie
(Tabla 1).
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Distribucion altitudinal de 10 especies del género
Drosophila
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Figura 8. Registro de la distribucién altitudinal de 10 especies del
género Drosophila.
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6. DISCUSION

Para desentrafiar la posible relacibn de divergencia de los dominios
proteicos Hsp respecto a la altitud y la region geogréfica en la que habitan estas

especies, se analizo cada variable de modo individual.

6.1 Relacion de la divergencia de los small Hsp respecto a la altura y las
regiones geograficas en las que habitan Drosophila mesophragmatica, D.
cashapamba y D. machachensis incluyendo en el analisis a D. arizonae, D.
ficusphila, D. hydei, D. melanogaster, D. navojoa, D. novamexicana y D.

serrata

La Figura 1 muestra un dendrograma de maxima verosimilitud creado con
los dominios proteicos de Hsp 22 en 10 especies del género Drosophila; bajo este
esquema, D. arizonae y D. navojoa se agrupan cercanamente, lo que permite inferir
gue la similitud en la variacién aminoacidica entre sus secuencias es alta, por lo
tanto, bajo la hipétesis de este estudio, se esperaria que estas dos especies
compartan o se encuentren en gradientes altitudinales similares. Dicha hipétesis se
cumple entre estas 2 especies, donde, D. arizonae ha sido muestreada desde los
0 a2758 ms.n.my D. navojoa, desde los 5 a los 1378 m s.n.m, por lo tanto, ambas
especies comparten una distribucion en altitudes bajas, sin embargo, D. arizonae
se puede distribuir en altitudes mayores que D. navojoa. Dicha diferencia en la
altitud alcanzada por D. arizonae, es mayor a 1000 m en comparacion a D. navojoa,
lo cual, implicaria variaciones en las condiciones climaticas. Puesto que, se espera
que por cada incremento de 100m de altitud, exista un descenso de temperatura

de 1 °C y de ~0,6 °C cuando existe condensacion de aire (Allca, 2017).

Bajo este conocimiento, se esperaria que los especimenes de D. navojoa
gue habitan en mayor altitud respecto a D. arizonae, hayan tenido que sufrir una
mayor variacion en las proteinas Hsp para adaptarse a altitudes mayores, debido a

gue se ha informado en experimentaciones con D. melanogaster, que la
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sobreexpresion de estas proteinas, se ven influenciadas visiblemente cuando la

temperatura varia alrededor de 5°C (Coronato et al., 1999).

A pesar de que las small heat shock protein estan estrechamente
relacionados con la resistencia a cambios de temperatura, cada proteina
perteneciente a esta familia, tiene una “funcion especifica”. La presencia de Hsp
22, esta estrechamente relacionada con la vida util (Morrow et al., 2004), y se ha
comprobado experimentalmente que la sobreexpresién de esta, incrementa la
esperanza de vida hasta en un 30% cuando las células son sometidas a factores
estresantes, por lo tanto, actia como un efecto protector ante lesiones oxidativas,
ambientales y el envejecimiento (Stétina et al., 2015; Zhao, 2005). Lo cual también
podria tener una influencia en la adaptacion a climas mas o menos célidos, debido
a que el envejecimiento esta dado por acumulacién de proteinas alteradas y tanto
el estrés térmico como oxidativo provocan la alteracion de proteinas, lo que deriva

en la disminucion en la esperanza de vida.

La sobreexpresion de las proteinas Hsp 22 va aumentando la resistencia
contra el estrés térmico, disminuyendo asi la sensibilidad de las células contra estos
factores estresantes (Zhao, 2005) dando como resultado, mayor tolerancia a los
cambios térmicos y una respuesta mas rapida ante choque térmico (Stétina et al.,
2015; Jagla, Dubinska-Magiera, Poovathumkadavil, Daczewska, y Jagla, 2018).
Por esta razon, este estudio contrastdé la posibilidad de que las variaciones
aminoacidicas encontradas en los dominios proteicos Hsp se puedan deber a una
adaptacion generada en las células de estas especies para poder encontrarse en
estos gradientes altitudinales debido a que en los ecosistemas de montafia en los
gue habitan generalmente la familia Drosophilidae, tienen una caracteristica
llamativa, y es que a distancias relativamente cortas, estos ecosistemas sufren
cambios ambientales robustos provocados generalmente por los diferentes
gradientes de altitud en la montafa (Kérner, 2007). Por lo cual, cada piso altitudinal
implicarian diferentes factores estresantes, en los cuales, las proteicas Hsp podrian

ser la respuesta adaptativa frente al estrés climatico en Drosophila (Allca, 2017).
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El dendrograma presente en la Figura 1 también incluye en el mismo grupo
de D. arizonae y D. navojoa a D. hydei, D. mesophragmatica, D. cashapamba y D.

machachensis, cuya distribucion altitudinal detallada se encuentra en la Figura 8.

Aunque los rangos altitudinales entre estas especies varian entre si, existen
pisos altitudinales en comun, es decir, D. hydei se puede distribuir desde los 0 a los
3300 m. s.n.m, mientras que D. mesophragmatica, D. cashapamba y D.
machachensis se distribuyen desde los 234-5269, 1700-2220y alos 2220 ms.n.m
respectivamente, por lo tanto, estas 4 especies podrian compartir temperaturas
similares, a pesar de que sus rangos por especies puedan ser menores 0 mayores
respecto a las otras especies, lo cual explicaria su agrupacion cercana en la Figura
1.

Las Unicas dos especies que no compartirian rangos altitudinales, serian D.
cashapamba y D. machachensis, debido a que el piso altitudinal tope de D.
cashapamba, coincide con el inicio de la distribucion altitudinal de D. machachensis,
no obstante, tanto D. cashapamba como D. machachensis, son especies poco
estudiadas hasta el momento, por ende, existen pocos muestreos de las mismas,
razon por la cual, se podria esperar que se encuentren distribuidas en otros pisos

altitudinales en los que todavia no se ha estudiado a estas especies.

La distribucién altitudinal de D. mesophragmatica es muy llamativa, ya que
se distribuye en casi todos los pisos altitudinales, lo cual implica grandes cambios
tanto en el clima como en el tipo de vegetacion; las proteinas Hsp 22 al ser
protectoras ante choques térmicos y estar relacionadas con la vida Gtil (Stétina et
al., 2015; Zhao, 2005; Jagla et al.,, 2018), nos permitirian inferir que fueron
esenciales en la adaptacion climatica que tuvo que sufrir esta especie para
adaptarse a todos los pisos altitudinales y cambios en la temperatura, debido a que
la regulacién de las proteinas Hsp 22 de modo natural, son reguladas ante
diferentes tensiones tanto internas como externas, y cada vez que la especie es
expuesta a un factor estresante, aumenta la resistencia celular ante dicho factor
(Zhao, 2005; Jagla et al., 2018).
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En la Figura 1, se evidencia una segunda agrupacion, donde se puede notar
gue D. ficusphila y D. melanogaster, se encuentran agrupadas cercanamente, esto
se puede deber a que las alturas en las que habitan estas especies son muy
similares, donde D. ficusphila se encuentra desde los 9 hasta los 2575 m s.n.my
D. melanogaster se ha encontrado desde los 3 hasta los 3258 m s.n.m, por lo tanto,
estas dos especies, no solo compartirian la altitud en la que habitan, si no, también
las condiciones y tensiones climéaticas que implican estos rangos altitudinales
(Allca, 2017).

En la misma agrupacion en la que se encuentra D. ficusphila y D.
melanogaster, se incluye a D. serrata y D. novamexicana, cuyos rangos
altitudinales, van desde los 2 hasta los 1091 m s.n.m en el caso de D. serrata y
desde los 19 hasta los 3031 m s.n.m en D. novamexicana.

D. novamexicana comparte altitudes con todas las especies en las que se
encuentra agrupada en la Figura 1; mientras que D. serrata, D. fiscusphila y D.
melanogaster, aparte de compartir altitudes entre si, su agrupacion las ubica de
modo jerarquico en cuanto a las altitudes en las que pueden ser encontradas, ya
gue D. serrata alcanza hasta los 1091 m s.n.m, seguido por D. ficusphila que
alcanza los 2575 m s.n.m y por D. melanogaster que puede llegar hasta los 3258
m s.n.m, lo cual indicaria que entre cada especie hay una diferencia en altitud de
1000 m. Esto nos permitiria inferir que la agrupacién dada en el dendrograma, se
debe a una posible adaptacion de las secuencias aminoacidicas respecto a las
altitudes en las que habita cada especie, agrupandolas asi de manera mas cercana
cuando estas comparten rangos altitudinales y la diferencia entre el inicio y fin del

rango altitudinal, no es grande.

En cuanto a las regiones geograficas, en la Figura 1, se puede notar dos
agrupaciones; en la primera se encuentra D. arizonae, D. navojoa, D. hydei, D.
mesophragmatica, D. cashapamba y D. machachensis. Todas estas especies en la
primera agrupacion tienen en comun la region neotropical, caracterizada por la
presencia de bosques humedos tropicales, subtropicales, praderas, desiertos,
bosque temperado de coniferas, chaparral, sabana, bosque deciduo tropical y

bosques secos tropical y subtropical (Cayuela y Granzow, 2012). A pesar de que
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se podria aludir que la agrupacion de estas especies este dada por la regién
neotropical, hay especies en este grupo que se encuentran distribuidas en otras
zonas geograficas, asi, tanto Drosophila arizonae y D. hydei, pese a que
pertenecen al grupo repleta conocido por tener un origen neotropical (Betancourt,
2012), los eventos migratorios y la presencia del hombre, han permitido la
dispersion de estas especies a otras regiones con caracteristicas climaticas
similares. Lo cual ha permitido su colonizacion en la regién etiopica, misma que
cuenta con bosque y matorral mediterraneo, chaparral, praderas, sabanas,
sabanas inundadas, desiertos, bosques humedos y secos tropicales y
subtropicales (Allca, 2017); por lo tanto, a pesar de que se encuentran localizados
en regiones geografias diferentes, la agrupacion presente en el dendrograma de la
Figura 1, se podria deber a que en ambas regiones tienen los mismos tipos de
bosques (biomas). Como son el bosque hiimedo tropical y subtropical, bosque seco
tropical y subtropical, chaparral, sabanas, desiertos y matorral montano, el tipo de
bosque en el que habitan estas especies estan directamente relacionados con el
tipo de clima existente en estas zonas; ademas, se ha comprobado que las
condiciones estresantes pueden conducir a una adaptacioén local y a diferenciacion
genética (Carmel, Rashkovetsky, Nevo y Korol, 2011), donde se comprobd que la
variacion climética local en D. buzzatti, mantiene una variacion geografica minima
(Bubliy y Loeschcke, 2004), por lo tanto, las proteinas Hsp podrian tener un papel
importante en la adaptacién de estas especies a estos biomas, debido a que los
biomas son productos de condiciones ambientales; donde el clima es el mayor
influyente y esta dado por dos factores primordiales, que son la temperatura y la
precipitacion (Allca, 2017), y a su vez, estos dependen de la latitud, la posicion

relativa respecto a masas de aire, montana, tierra y de la altura.

Drosophila hydei, que se encuentra en la primera agrupacion, ha sido
muestreada también en la regidn neartica, paleartica, oriental y australiana (Tabla
1), donde la regién neartica cuenta con bosque boreal, temperado, taiga, tundra,
chaparral y praderas temperadas, la region paleartica, cuenta con pradera y
matorral montano, bosque temperado de coniferas, bosque boreal, taiga, bosque
temperado, praderas y tundra, la region oriental, tiene bosque humedo y seco
tropical, y bosque deciduo tropical y la region australiana se caracteriza por tener

bosque y matorral mediterraneo, bosque temperado, praderas temperadas, sabana
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y desierto (Allca, 2017). Por lo tanto, D. hydei tendria en sus diferentes regiones
geograficas todos los tipos de biomas presentes en las especies con las que se
agrupa en la Figura 1, en cuanto a D. mesophragmatica, D. machachensis y D.
cashapamba, solo han sido registradas en la region neotropical, consistente con los
estudios que las han determinado predominantemente como especies, Andina
(Figuero, 2017; Mason, Hall y Gausz, 1984), no obstante, D. mesophragamatica
también ha sido encontrada en la regién Oriental, lo que es coherente si se

examinan los tipos de biomas presentes en ambas regiones.

La segunda agrupacion incluye a D. novamexicana, D. serrata, D. ficusphila
y D. melanogaster, a pesar de que se esperaria que estas especies compartan la
mayoria de regiones geograficas, esto no ocurre en esta agrupacion, sin embargo,
D. serrata se encuentra en casi todas las regiones geograficas, y como es bien
conocido, D. melanogaster es una especie cosmopolita, por lo que se podria aludir
esta agrupacion a la amplia distribucion geografica de estas especies, no obstante,
la agrupacion de D. serrata, D. ficusphila y D. melanogaster se podria deber a que
estas tres especies pertenecen al grupo melanogaster dentro de Drosophila (Anexo
9) , razoén por la cual, existiria mayor similitud entre sus secuencias debido a su

taxonomia, explicando asi su agrupacion en la Figura 1.

El aumento en la esperanza de vida en Drosophila, también se encuentra
relacionada con la expresion de los genes Hsp 23, al igual que su presencia ante
choque térmico por calor (Qin, Neal, Robertson, Westwood y Walker, 2005; Stétina
et al., 2015; Arrigo y Ahmad, 1981), ademas la ausencia de estas proteinas indujo
a una recuperacion lenta de coma por frio (Stétina et al., 2015), por lo tanto, se
espera que exista una agrupacioén entre especies que poseen el mismo rango
altitudinal y/o region geografica. En la Figura 2, se observan dos agrupaciones, en
la primera se encuentra D. ficusphila, D. melanogaster, D. serrata, D. arizonae, D.
navojoay D. hydei; se puede notar, que todas estas especies, comparten los limites
inferiores de altitud Figura 8 pero no limites superiores, donde cada especie difiere
de la otra con alrededor de 1000m. La variacion aminoacidica de los dominios
proteicos de Hsp 23 no parecen mostrar una relacion respecto a las regiones
geograficas en las que habitan estas especies, debido, a que como se puede
observar en la Tabla 1, cada una de estas especies habitan en regiones diferentes,
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por lo que no se podria aludir que la agrupacion presente se deba a una similitud
aminoacidica respecto a las regiones en las que se pueden encontrar estas
especies, de hecho, la agrupacién dada en el dendrograma de Hsp 23, se ajusta
fuertemente a la taxonomia de las especies estudiadas (Anexo 9); la falta de
relacion entre la variacion aminoacidica, genera una expectativa interesante en
realizar estudios de expresion génica, que nos permitan comparar la actividad

transcripcional de cada gen Hsp.

En la segunda agrupacion de la Figura 2, no se encuentra relacién entre las
alturas en la que habitan estas especies y la agrupacion dada por los dominios
proteicos, debido a que estas cuatro especies, no poseen los mismos limites
inferiores ni superiores de altitud; no obstante, esta agrupacion muestra algo
interesante respecto a las regiones geogréficas, debido a que D. machachensis, D.
novamexica, D. mesophragmatica, y D. cashapamba son especies que habitan en
la regidn neotropical, por lo tanto, pueden habitar en los bosques antes
mencionados de esta regién, por lo que es posible aludir que las proteinas Hsp 23
pudieron haber sufrido modificaciones para adaptarse a los climas presentes en los
bosques de esta region, lo cual podria analizarse detalladamente si se realizaran

estudios de expresion génica como se mencionod anteriormente.

A pesar de que D. novamexicana ha sido registrada también en la region
nearticay D. mesophragmatica en la region oriental, ambas regiones comparten los
mismos tipos de bosques que la region neotropical, por lo que la agrupacion de
estas especies si pueden ser resultado de una adaptacion de las proteinas Hsp 23
con las regiones geogréficas en las que habitan y por ende a los climas y factores

estresantes que presentan las mismas (Allca, 2017).

En la actualidad, no se conoce a profundidad cual es la funcion especifica
de las proteinas Hsp 26, sin embargo, ha sido confirmada su participacion ante
estrés térmico en varias experimentaciones (Marin, Valet y Tanguay, 1993; Dura,
1981); la Figura 3, muestra dos agrupaciones dominantes, donde la primera
agrupacion, no parece deberse a los limites altitudinales de las especies (Fig 8); a
pesar de que en la primera agrupacion, todas las especies se encuentran en la

region neotropical, no se puede aludir dicha agrupacion por la region geografica en
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comun en la que habitan estas especies, debido a que el dendrograma se ajusta
con relaciones taxondémicas, donde D. arizonae, D. navojoa y D. hydei pertenecen
al grupo repleta y D. mesophragmatica y D. cashapamba perteneces al grupo
mesophragmatica, concordante con la filogenia realizada por diversos autores
(Figuero, 2017), (Mason, Hall y Gausz, 1984).La segunda agrupacion, también se
encuentra fuertemente relacionada con la taxonomia de las especies, como se
mencionod y detallo al grupo al que pertenecen las especies presentes en la Figura
3.

Las proteinas de choque térmico Hsp 27 son una de las proteinas mas
estudiadas. Se ha comprobado que participan en la proteccion y resistencia celular
tanto ante estrés térmico como oxidativo (Arrigo y Ahmad, 1981; Bruey et al., 2000;
Jagla et al., 2018). En un estudio, se observé que el silenciamiento de los genes
Hsp 23, Hsp 26 y Hsp 27 desembocé en letalidad, por lo que se ha sugerido que

las proteinas respectivas tienen funciones vitales en el desarrollo (Jagla et al., 2018)

Hsp 27 es de gran importancia, debido a que se ha demostrado su presencia
en células foliculares somaticas, que rodean quistes en la linea germinal en el
germario y vitelio, por lo que se ha sugerido que Hsp 27 podria tener un papel
importante en el control de division celular y/o diferenciacion de células germinales
en el crecimiento del organismo, ademas, ayudaria a proteger la integridad ovarica
ante estrés ambiental (Jagla et al., 2018), razon por la cual, estas proteinas podrian
haber sufrido variaciones en funcion de adaptar a los organismos a diferentes
temperaturas o ambientes. Ademas un estudio determiné que la presencia de Hsp
27 de Drosophila, es suficiente para conferir resistencia térmica en células de
hamster chino, lo cual indica que la funcién de resistencia de los small Hsp se
conserva a través de la evolucion, no obstante, el modo en el que actian los sHsps
para convertir las células en termotolerantes es desconocida al momento (Rollet,
Lavoie, Landry y Tanguay, 1992; Simdes, Rumjanek y Margis, 2003; Basha, O’Neill
y Vierling, 2012). Los antecedentes antes mencionados, nos permiten proponer la
existencia de una relacion entre la altura y las regiones geograficas respecto a la
agrupacion dada de los dominios Hsp 27 en la Figura 4, la primera agrupacion
donde se encuentra D. arizonae, D. serrata y D. hydei, comparten rangos de altitud

bajo (Fig. 8), por lo que se presume que se encontrarian expuestas a temperaturas



34

similares. En cuanto a las regiones geogréficas, estas tres especies tienen en
comun la region neotropical y etidpica, mismas que tienen bosque humedo y seco
tropical y subtropical, chaparral y sabana, por lo tanto, al compartir estas especies
los mismos rangos de altitud y regién geogréfica, se podria aludir su cercania en la
Figura 4, a una posible adaptacion de la secuencia aminoacidica respecto a los
factores a los que estan expuestos estas especies. De modo cercano se encuentra
D. mesophragmatica y D. cashapamba cuya relacion taxondémica y regiones

geograficas fueron descritas anteriormente.

La agrupacion cercana de D. navojoa y D. novamexicana en la Figura 4,
parece responder a las regiones geograficas en las que habitan, donde ambas
especies han sido muestreadas en la region neotropical y neértica, ademas
comparten rangos altitudinales inferiores. Estos datos presentados en la Figura 4,
nos permiten inferir la posibilidad de una relacion entre la variacibn aminoacidica

de los dominios Hsp 27 y la regidon geogréfica en la que habitan estas especies.

6.2 Relacién de ladivergencia del dominio proteico Hsp 68 respecto ala altura
y las regiones geograficas en las que habitan Drosophila mesophragmatica,
D. cashapamba y D. machachensis incluyendo en el andlisis a D. arizonae, D.
ficusphila, D. hydei, D. melanogaster, D. navojoa, D. novamexicana y D.

serrata

La Figura 5 muestra el dendrograma de los dominios proteicos Hsp 68, esta
proteina ha sido poco estudiada, y lo Unico que se conoce es que no existid
produccion de la misma después de exponer a embriones de Drosophila a choque
térmico (Dura, 1981; Hoffmann, Sgrensen y Loeschcke, 2003). Razon por la que
Nno se espera que exista una adaptacion de los dominios proteicos a la altura y
region geogréafica. Los resultados arrojados confirman esta hipotesis, debido a que
las especies se encuentran agrupadas segun el grupo taxondémico de Drosophila.
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6.3 Relacidon deladivergenciadel dominio proteico Hsp 70 respecto ala altura
y las regiones geograficas en las que habitan Drosophila mesophragmatica,
D. cashapamba y D. machachensis incluyendo en el andlisis a D. arizonae, D.
ficusphila, D. hydei, D. melanogaster, D. navojoa, D. novamexicana y D.

serrata

La familia de proteinas Hsp 70 sin duda alguna es la proteina principal de
choque térmico, por lo que es, una de las mas conocidas y estudiadas actualmente.
La importancia de estas proteinas en esta investigacion radica en que su expresion
esta estrechamente relacionada con la exposicion y aclimatacion al frio (Stétina et
al.,2015) y como se mencioné anteriormente, ante mayor altitud, menor
temperatura (Allca, 2017), razon por la cual se presume que las proteinas Hsp 70,
probablemente tienen un rol importante en la adaptacion climatica de las especies
gue habitan en altitudes mayores como es el caso de D. mesophragmatica, no
obstante, los Hsp 70 no solo brindan proteccién ante temperaturas bajas, sino
también en temperaturas elevadas, esto fue comprobado con D. arizonae, una
especie que esta siendo analizada en este estudio, misma que al ser expuesta a
temperaturas mayores 40 °C, tuvo mayor produccion de proteinas Hsp 70, lo que
indico su rol importante en la termoproteccion (Newman et al., 2005; Ravagnan et
al., 2001). Otro dato importante presentado no Unicamente en las proteinas de
choque térmico Hsp 70, es el aumento en los niveles de produccion de proteinas
Hsp en especies que habitan en zonas céalidas respecto a las especies que habitan
en climas temperados o frios (Puig, Santos y Garcia, 2020). Ademas, la produccién
de Hsp 70 es esencial para la sobrevivencia del organismo ante un choque térmico
severo (Gong, 2005). Con estos antecedentes, se esperaria encontrar una
agrupacion de especies que se encuentren en regiones mas calidas, respecto a
especies que se encuentran en regiones templadas o frias. En la Figura 6, existen
dos agrupaciones marcadas, en la primera, todas las especies comparten los
limites inferiores de altitud a excepcion de D. machachensis y D. cashapamba
cuyos rangos altitudinales se encuentran en la Figura 8. En cuanto a las regiones
geograficas, esta se encuentra dada mayormente por su taxonomia, donde D. hydei
y D. navojoa, pertenecen al grupo repleta, D. ficusphila y D. serrata pertenecen al
grupo melanogaster y D. machachensis y D. cashapamba, a pesar de no pertenecer
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al mismo grupo de Drosophila, su agrupacion se podria justificar debido a que son
especies predominantemente Andinas, ademas han sido poco estudiadas, por lo

gue no se conocen con precision otras regiones en las que podrian habitar.

A pesar de que se ha comprobado que Hsp 70, juega un papel importante
en la termoproteccion, no parece existir una relacion adaptativa entre la variacion

de sus secuencias aminoacidicas y las regiones geogréficas en las que habitan.

6.4 Relacion deladivergenciadel dominio proteico Hsp 83 respecto alaaltura
y las regiones geograficas en las que habitan D. mesophragmatica, D.
cashapamba y D. machachensis incluyendo en el analisis a D. arizonae, D.
ficusphila, D. hydei, D. melanogaster, D. navojoa, D. novamexicana y D.

serrata

La funcién de la familia de proteinas Hsp 83 no ha sido dilucidada en su
totalidad hasta el momento, sin embargo su sensibilidad ante el choque térmico es
lo que la convirtié en objeto de este estudio (Hoffmann et al., 2003; Carmel, et al.,
2011). Sin embargo, no se encontré relacién entre la agrupacion dada en el
dendrograma de la Figura 7 y la region geogréfica en la que habitan, debido a que
el tipo de agrupacién esta dada por su taxonomia.

6.5 Importancia de las proteinas Hsp en la adaptacion a diferentes regiones
geograficas en especies del género Drosophila

Como se menciond anteriormente, las proteinas de choque térmico Hsp
tienen funciones muy importantes, principalmente cuando el organismo se
encuentra expuesto a temperaturas extremas. Donde los small Hsp son los mas
influyentes; la importancia de estas proteinas radica en que se encuentran
presentes en los testiculos y ovarios. Las proteinas Hsp 23, Hsp 26 y Hsp 27 se
encuentran presentes en testiculos, mientras que en los ovarios se han encontrado
a las proteinas Hsp 26 y Hsp 27 (Jagla et al., 2018), por lo tanto, estas proteinas
se encuentran en todas las etapas de desarrollo, de hecho se ha comprobado que

la omision de los mismos, desencadena en letalidad en la F1, confirmando asi, un
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papel esencial en el desarrollo de Drosophila (Jagla et al., 2018). Ademas, se
confirmd que la carga materna de Hsp 23 tiene un papel importante en la tolerancia
térmica, ya que al inducir la sobreexpresion de estas proteinas en los ovocitos
(Jagla et al., 2018), condujo a un aumento significativo en la tolerancia térmica en
embriones y en el rendimiento larval; ademas, autores han sugerido que los genes
de Hsp podrian tener un rol importante en la adaptacion microclimatica (Carmel et
al., 2011), donde se ha demostrado que estos, estabilizan y reducen la temperatura
local, lo cual disminuye el impacto ante temperaturas extremas a los que estan

expuestos organismos que habitan en estos microhabitats (Scheffers et al., 2013).

Hoffman y sus colaboradores describieron a las proteinas de choque térmico
como factores importantes para la adaptacibn de temperaturas extremas
(Hoffmann, Sgrensen y Loeschcke, 2003), también se ha postulado que las
condiciones locales son las que determinarian los patrones de termotolerancia en
las especies (Carmel et al., 2011; Allca, 2017) por lo tanto, no es absurdo pensar
gue estas proteinas tengan un papel importante en la adaptacion a factores
climaticos presentes en biomas de diferentes regiones geogréficas.

Todos los antecedentes antes mencionados permitieron plantear la hipotesis
de que las variaciones presentes en las proteinas Hsp podrian tener una relacion
con la adaptacion de especies del género Drosophila en diferentes regiones, y por
ende a los diferentes factores estresantes existentes en estas zonas. Los
resultados mostraron que no existe una asociacion directa entre los dominios
analizados con las areas geogréaficas. Unicamente los dominios proteicos Hsp 27
mostraron una asociacion con la distribucién geogréfica, lo cual, podria dar un
indicio de un evento adaptativo; no obstante, estos resultados no descartan la
posibilidad de que las proteinas Hsp tengan influencia en la adaptacion a cada

region geogréfica.

Las variaciones mostradas en los dendrogramas, podrian deberse a

diferentes motivos, tales como:

El tamafio; los organismos pequefios requieren de menos recursos para su

sobrevivencia, ocupando areas reducidas, por lo que ocupan mayor diversidad de
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habitats, razon por la cual tienen mayor diversidad (Allca, 2017), lo cual es
caracteristico en el género Drosophila. La mayoria de especies analizadas, se
encuentran en la regidbn neotropical, misma que cuenta con diferentes
microecosistemas y microclimas, los cuales generan diferentes condiciones
geograficas y por lo tanto, condiciones adaptativas. Esta amplia diversidad de
habitats es una de las posibles causas que pudo complicar una agrupacion en los
dendrogramas, debido a que, la mayoria de especies se distribuyen en varias
regiones geograficas, que se caracterizan por tener diferentes ambientes, lo cual

dificulto la clasificacion entre zonas célidas y zonas templadas.

Las proteinas de choque térmico se caracterizan porque sus secuencias son
altamente conservadas (Carmel et al., 2011); razon por la cual, los dendrogramas
de dominios proteicos Hsp 22, Hsp 23, Hsp 26, Hsp 68, Hsp 70 y Hsp 83 reflejaron

una relacion taxondmica y no geografica.

A pesar de que las proteinas de choque térmico son las mas conocidas para
proteccion ante factores estresantes; la adaptacion térmica no depende Unicamente
de estas, debido a que existen otros sistemas como la modificacién de enzimas y
membrana celular, la proteccién contra el estrés osmotico (Carmel et al., 2011)
reservas energéticas (Hoffmann et al., 2003), la presencia de genes como el Fst,
Dca y el hromega. Por lo tanto, encontrar una relacién directa entre la adaptacion
de las proteinas Hsp y la resistencia a los diferentes factores estresantes que
influyen en regiones geograficas, es compleja, debido a que los mecanismos de
proteccidon actian a nivel celular, de tejidos, 6rganos, organismos e incluso
especies, por lo que se requiere incorporar estudios genéticos, de expresion,

ecologicos y fisiologicos.

6.6 Importancia de las proteinas Hsp en la adaptacion a diferentes altitudes

en especies del género Drosophila

En este estudio se tomd en cuenta los rangos altitudinales inferiores y
superiores en las especies del género Drosophila, en funcion de estimar la

disminucién o aumento de temperaturas segun la altitud alcanzada por las
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especies. Debido a que se espera que especies que habitan en altitudes mayores
estén expuestas a temperaturas menores, mientras que especies que viven en
altitudes bajas habiten en temperaturas mas calidas (Allca, 2017). No obstante, la
temperatura no es el Unico factor relacionado con la altitud; (Kérner, 2007), informo
gue el incremento de altitud esta relacionado con cuatro cambios atmosféricos
principales que son el descenso de oxigeno y CO2, aumento de los rayos V,
incremento en la radiacién solar y la reduccion de temperatura que desemboca en
cambios en la humedad ambiental (Allca, 2017). Por lo tanto, la diferencia de altitud
deberia tener influencia en las proteinas Hsp, debido a que los cambios
atmosféricos relacionados con el incremento de altitud, condicionan a las especies
a factores estresantes a los que deben enfrentarse y adaptarse para su

sobrevivencia.

Los dendrogramas de los dominios Hsp, tuvieron agrupaciones de altitudes
similares en Hsp 22, Hsp 23, Hsp 27 y Hsp 70, donde todas las especies agrupadas
comparten rangos inferiores de altitud, lo cual, permite inferir que se pueden
encontrar a temperaturas y factores estresantes similares, por lo tanto, la
resistencia térmica podria ser parecida en estas especies. Esto se basa en que las
especies que habitan en zonas con temperaturas bajas, tienen una resistencia
mayor cuando son expuestas a choque térmico frio, en comparacion con especies
gue habitan en zonas con temperaturas calidas (Hoffmann et al., 2003), lo mismo
ocurrié con D. buzzatii, donde se demostrd que las poblaciones que se encuentran
en tierras bajas tienen mayor resistencia al calor que las poblaciones que se
encuentran en tierras altas (Sorensen, Dahlgaard y Loeschcke, 2001). Esto indica
gue las especies que se encuentran en las mismas altitudes, estan expuestas a
factores estresantes similares, y por lo tanto, la respuesta de proteccién de las
proteinas Hsp parece ser muy similar; ademas, como se menciond anteriormente,
las exposiciones de tiempo prolongado ante factores estresantes hacen que las
proteinas Hsp incrementen la resistencia a las células de los organismos expuestos
a dichos factores de estrés (Stétina et al., 2015; Jagla et al.,2018).; la resistencia
adquirida suele ser heredada, lo cual, a largo plazo podria desembocar en una
adaptacion a estas condiciones climaticas (Hoffmann, Sgrensen y Loeschcke,
2003).


https://dspace.unila.edu.br/bitstream/handle/123456789/4915/TCC%20Angela%20A.Q..pdf?sequence=1yisAllowed=y.(Allca

40

Estos resultados arrojan una relacion respecto a la variacién aminoacidica
de los dominios proteicos Hsp 22, Hsp 23, Hsp 27 y Hsp 70 y la distribucion
altitudinal de cada especie, sin embargo, se sugiere realizar analisis a nivel
poblacional e incorporar analisis estadisticos que respalden esta posible relacién

adaptativa.
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7. CONCLUSIONES

1. La variacion aminoacidica de los dominios proteicos Hsp 22, Hsp 23, Hsp
26, Hsp 68, Hsp 70 y Hsp 83 no esta asociada a las distribuciones
geograficas de las especies analizadas: D. mesophragmatica, D.
cashapamba, D. machachensis, D. arizonae, D. ficusphila, D. hydei, D.
melanogaster, D. navojoa, D. novamexicana y D. serrata, por lo tanto, en
este estudio no se ha detectado una asociacion adaptativa entre el dominio

proteico y las regiones geogréficas.

2. No se observé una relacion entre los dominios proteicos y la distribucion
altitudinal de las especies, sin embargo, el dominio Hsp 27 esta conservado
en las especies analizadas, por lo tanto, es de interés para futuros estudios

de expresion de la familia Hsp

3. Se evidencia que las proteinas de choque térmico pueden ser factores que
influyan en la adaptacion térmica, sin embargo, es necesario la inclusion de
otros genes que actuen en la termoproteccién. Ademas, es importante

complementar con estudios de expresion génica.
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Anexo 1. Esquema de dominios proteicos de la familia de proteinas Hsp

9. ANEXOS

| Dominios proteicos Hsp |

Small heat shock protein |

| Heat shock protein

[

Poseen 3 dominios:

Regién N-terminal = muy
variable, tanto en la secuencia
como en la longitud.

Dominio a-cristalino = la
secuencia aminoacidica es
variable a excepcién de algunas
posiciones. Es el motivo
caracteristico de las proteinas
SHsps.

Region C-terminal

e Los residuos de las tres
regiones son necesarias
para la oligomerizacion

Basados en la naturaleza de funciones y
masa molecular, se clasifican en 6 familias:

| )

l

|
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Hsp 70

Hsp 40 (Familia de proteinas J)

[

(NBD) = N-terminal

- C-terminal

Dominio de unién de nucleétidos

Dominio de unién sustrato (SBD)

Poseen 2 dominios conservados: Poseen un dominio

caracteristico,
aproximadamente
aminodcidos

J
de
70

I

I

El dominio J de las Hsp 40, interactia con el dominio
ATpasa de Hsp 70, actuando en conjunto como una
“maaquina chaperona’

- Hsp 60

Poseen un dominio ecuatorial,
seguido de una regién central y un
dominio apical

— Hsp 90

Poseen un dominio conservado de
unién ATP N-terminal, seguida de una
region media y un dominio de
dimerizacién C- terminal.

e Los residuos de las tres
regiones estan involucradas
en la unién a proteinas
cliente

— Hsp 100

Posee un nucleo caracteristico de
200 a 250 aminodcidos, que
comprenden un dominio a-
helicoidal
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Anexo 2. Alineamiento multiple de los dominios proteicos sHsp 22 en 10
especies del género Drosophila. Los puntos (.) indican conservacion
aminoacidica entre las especies analizadas y las barras medias (-) indican

ausencia del aminoacido
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Anexo 3. Alineamiento multiple de los dominios proteicos sHsp 23 en 10
especies del género Drosophila. Los puntos (.) indican conservacion
aminoacidica entre las especies analizadas y las barras medias (-) indican

ausencia del aminoacido
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Anexo 4. Alineamiento multiple de los dominios proteicos sHsp 26 en 10

especies del género Drosophila. Los puntos (.) indican conservacion

aminoacidica entre las especies analizadas y las barras medias (-) indican

ausencia del aminoacido
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especies del género Drosophila. Los puntos (.) indican conservacion

aminoacidica entre las especies analizadas y las barras medias (-) indican

ausencia del
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Anexo 6. Alineamiento multiple de los dominios proteicos Hsp 68 en 10

especies del género Drosophila. Los puntos (.) indican conservacion

aminoacidica entre las especies analizadas y las barras medias (-) indican

ausencia del aminoacido
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Anexo 7. Alineamiento multiple de los dominios proteicos Hsp 70 en 10

especies del género Drosophila. Los puntos (.) indican conservacion

aminoacidica entre las especies analizadas y las barras medias (-) indican

ausencia del aminoacido
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Anexo 8. Alineamiento multiple de los dominios proteicos Hsp 83 en 10
especies del género Drosophila. Los puntos (.) indican conservacion
aminoacidica entre las especies analizadas y las barras medias (-) indican

ausencia del aminoacido
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Anexo 9. Relaciones taxondmicas de especies del género Drosophila

Drosophila
-Drosophila

--mesophragmatica group

& Drosophila mesophragmatica
é----ririlis group

i B-Drosophila novamexicana

--epleta group
-~hydei subgroup
. &-Drosophila hydei
\mulleri sub group

BE-mojavensis species complex

g----Mphila arizonae
\.Drosophila navojoa
~Sophophora

E-melanogaster group

g----ﬁcusghila subgroup

| &Drosophila ficusphila
é---me!a_nogaster subgroup

- &Drosophila melanogaster
wme

B-Drosophila serrata

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/CommonTree/wwwcmt.cqi



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/CommonTree/wwwcmt.cgi

