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1. Anfibios

La clase Amphibia fue el primer grupo de vertebrados que desarrollé patas y que consiguio salir
del agua para conquistar la tierra. Aunque en ocasiones se considera a estos animales simples y
primitivos, los anfibios muestran una gran diversidad de estrategias de supervivencia que les

permiten ocupar gran parte de habitats terrestres y de agua dulce.

1.1.Historia y evolucion de los anfibios

La clase Amphibia se originé en el Devénico (Era Paleozoica), hace aproximadamente 350
millones de afos, y sufrié una gran diversificacion durante el Carbonifero y el Pérmico,
apareciendo por un lado los antepasados de los anfibios actuales y, por el otro, los animales que

mas tarde daran lugar a los reptiles.

Los anfibios evolucionaron a partir de peces de aletas lobuladas (clase Sarcopterygii, orden
Osteolepiformes), desarrollando adaptaciones fisioldgicas importantes como pulmones, narinas
internas y extremidades tipo quiridio, aunque el origen de los anfibios actuales sigue siendo

controvertido.

Segln algunos autores, existieron cuatro grandes grupos de anfibios primitivos (Clack 2007). El
primer grupo, orden Ichthyostegalia, incluye a los primeros animales que salieron del agua,
dando lugar al resto de grupos de anfibios antiguos. Un segundo grupo, el clado Reptiliomorpha,
contiene a los antepasados de los amniotas (reptiles, aves y mamiferos), y estaba formado por
animales con adaptaciones mas avanzadas para la vida en tierra, aunque seguian poniendo sus
huevos en el agua y tenian formas larvarias con branquias (los primeros amniotas, que eran
capaces de poner los huevos en tierra, no se independizaron del medio acuatico hasta finales
del Carbonifero). Finalmente, los otros dos grupos, ambos candidatos a ser los ancestros de los
anfibios modernos, estdan formados por el orden Temnospondyli, el grupo mas diverso de
anfibios primitivos que sobrevivid hasta a principios del Cretdcico, y orden Lepospondyli,
animales primitivos que aparecieron a principios del Carbonifero y que desaparecieron a finales

del Pérmico.

Alternativamente, para explicar el origen de los anfibios se consideran tres subclases:
Labyrinthodontia, Lepospondyli y Lissamphibia. De éstas, sélo la ultima tendria representantes
vivos, con registros fosiles desde el Tridsico (Era Mesozoica), hace aproximadamente 170
millones de afios. Las otras dos subclases, ya extintas hace millones de anos, corresponden a los

anfibios fosiles desde finales de la Era Paleozoica (Devdnico) hasta principios de la Mesozoica




INTRODUCCION

(Tridsico). De éstos, los Labyrinthodontia fueron quienes dieron lugar a los primeros reptiles

durante el Carbonifero (Era Paleozoica), hace aproximadamente 250 millones de afios.

Independientemente del origen inicial, los tres drdenes principales de la clase Amphibia se
establecen durante el Tridsico: Caudata o Urodelos (salamandras y tritones), Anura (ranas y
sapos) y Gymnophiona (cecilias o dpodos). A lo largo del Jurasico y Cretacico aparece en el orden
Anura el suborden Neobatrachia, que a finales de Cretacico - comienzo del Paledgeno dara lugar
al desarrollo de Nobleobatrachia, donde se incluye la familia Bufonidae (Figura 1). Finalmente,
a principios de la era Cenozoica todos los drdenes sufren su mayor diversificacion (Roelants et

al. 2007).

Caecilians

Hynobiidae
Cryptobranchidae
Rhyacotritonidae

Salamanders

Ambystomatidae
Salamandridae

Frogs

Pelodytidae
Scaphiopodidae
Pelobatidae
Megophryidae
e Heoleophrynidae
Sooglossidae
Batrachophrynidae
'l:(mnodynaslidae
yobatrachidae
Hemiphractidae
Brachycephalidae
Cryptobatrachidae
Amphignathodontidae
Hylidae

Neobatrachia L_J

.ol

Phthanobatrachia

soplojAH

Microhylidae
Brevicepitidae
Hemisotidae
Hyperoliidac
Arthroleptidae
Ptychadenidae
Ceratobatrachidae
Micrixalidae
Phrynobatrachidae
Petropedetidae
Pyxicephalidae

sepiouey

Ranidae
Rhacophoridae
Mantellidae

Figura 1. Propuesta de clasificaciéon global de anfibios basada en los trabajos de Frost et al. (2006) y otros. Sacado de
http://www.livescience.com y http://www.amnh.org.
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Actualmente se conocen 7.530 especies pertenecientes a la clase Amphibia (Frost 2016), y
siguen describiéndose especies nuevas. De ellas, 6.624 especies (57 Familias) son del orden
Anura, 701 pertenecen al orden Caudata y 205 son del orden Gymnophiona (Ortega-Andrade et

al. 2012; Jungfer et al. 2016).

Su distribucién es cosmopolita, exceptuando las regiones articas y antarticas, los desiertos mas
aridos y la mayoria de las islas ocednicas, por la escasez de agua dulce y las dificultades de
colonizacion. De esta forma, los anuros se distribuyen por todo el planeta, desde el trépico hasta
las regiones subarticas (salvo la Antartida), con su maxima diversidad en los tropicos. Las
salamandras, por otro lado, prefieren las zonas templadas del Hemisferio Norte, y las cecilias las

zonas tropicales, a excepcidn de Australia, Madagascar y Nueva Guinea.

1.2.Caracteristicas y peculiaridades fisiologicas de los anfibios

Los anfibios son vertebrados anamniotas, tetrdpodos y ectotermos (regulan su temperatura a
partir de la temperatura ambiental). Este hecho les hace ser muy vulnerables a variaciones en la
temperatura ambiental y del agua, ya que ésta influye directamente en su desarrollo,
crecimiento y ciclo reproductivo. De hecho, las variaciones latitudinales y altitudinales estdn
relacionadas con variaciones en sus ciclos bioldgicos (Morrison et al. 2003). Por este motivo, no
es de extrafiar que las regiones con mayor diversidad de anfibios sean las zonas templadas o

calidas.

Cuando las temperaturas bajan, los anfibios pueden hibernar, entrando en estado latente,
reduciendo su actividad y ralentizando su metabolismo. Esta atenuacién de funciones vitales
también se puede dar en casos de sequia extrema o calor intenso, en cuyo caso recibe el nombre

de estivacion.

Las adaptaciones fisioldgicas y morfoldgicas que permitieron a los anfibios ancestrales adaptarse
para vivir en la tierra son, en gran parte, sistemas fisiolégicos simples y primitivos a partir de los
cuales se desarrollaron y evolucionaron sistemas similares que observamos en animales
superiores. Entre estas adaptaciones estan el sistema respiratorio, con respiracion branquial
durante la fase larvariay pulmonar al alcanzar el estado adulto; el aparato circulatorio, con doble
circuito (arterial y venoso); el desarrollo de extremidades de tipo quiridio (esquema anatémico
basico que, con algunas variantes, se repite en reptiles, aves y mamiferos); el desarrollo de
drganos sensoriales, con una importante mejora en la visién, audicién, olfato y tacto; y los
sistemas muscular, esquelético, renal, nervioso y tegumento entre otros. Todas estas
caracteristicas hacen de los anfibios animales modelo utiles en estudios de los sistemas

fisiolégicos mencionados (Burggren et al. 2007).
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Los anfibios son un buen bioindicador por la necesidad que tienen para su subsistencia tanto del
medio acudtico como del terrestre. Asi, por un lado, su ciclo biolégico les hace vulnerables a
alteraciones producidas tanto en medios acudticos como en medios terrestres. Por otro lado, su
piel es muy sensible a contaminantes disueltos en el agua, a la lluvia acida o a las radiaciones

(Freda 1991; Garcia-Mufioz et al. 2009, 2010).

1.3.Reproduccion y metamorfosis

Los anfibios son dioicos, es decir, poseen sexos separados, y con frecuencia presentan
dimorfismo sexual en forma de diferencias en el tamafo de los individuos (la hembra suele ser
mayor que el macho), en la coloracién, en la habilidad para emitir ciertos sonidos o en los

drganos reproductores.

En anfibios la determinacidn del sexo es genética, lo que implica que la diferenciaciéon gonadal
se pone en marcha por un interruptor genético (bien por un gen localizado en el cromosoma
especifico de sexo, o por la diferencia de dosis de genes entre el sexo homogameético vy el

heterogamético).

En funcion de la constitucién genética del individuo, la gédnada se diferenciara como ovario o
como testiculo. Existen, sin embargo, casos curiosos en los que la diferenciacion gonadal resulta
de especial interés. Este es el caso de los individuos de la familia Bufonidae (excepto en el género
Melanophryniscus), que tanto los machos como las hembras poseen un pequefio ovario
rudimentario, llamado drgano de Bidder, localizado en la region craneal de la génada y que
contiene ovocitos no funcionales. En ausencia de la génada, el érgano de Bidder puede
desarrollarse como un ovario funcional, independientemente del sexo genético del individuo,
convirtiéndose el individuo en una hembra fértil. Esta particularidad hace que los animales de la
familia Bufonidae sean de especial interés en estudios relacionados con la evolucién y el
desarrollo del sistema reproductor y la determinacién de sexo (Farias et al. 2002; Falconi et al.

2007; Scaia et al. 2011).

Independientemente de la presencia de un gen determinante del sexo en anfibios, el sexo
gonadal de algunas especies puede cambiar en funcidon de factores externos como la
temperatura, la presencia de hormonas, etc. Asi, en algunas especies las temperaturas extremas
pueden causar reversion sexual (Wallace et al. 1999). Esto es lo que ocurre en Pleurodeles waltl,
donde altas temperaturas pueden producir masculinizacidon, o en Bufo vulgaris, donde las

temperaturas bajas causan feminizaciéon (Wallace et al. 1999).
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Otro factor que afecta a la diferenciacion sexual son las hormonas. En general, los renacuajos
de las familias Ranidae e Hylidae producen individuos de sexo masculino cuando son tratadas
con testosterona o con altas concentraciones de estradiol (el estradiol a dosis bajas a veces
causa una feminizacién leve o temporal). En la mayoria de anfibios y en urodelos, sin embargo,
el tratamiento con estradiol produce individuos de sexo femenino, mientras que la testosterona
normalmente reprime el desarrollo de las gonadas. El efecto del tratamiento hormonal puede
ser temporal (reversién sexual temporal), como ocurre en Bufo americanus, donde un
tratamiento con estradiol da lugar a una poblacién femenina que, al cesar el tratamiento, se
convierte en una poblacién de machos e individuos indiferenciados (debidos al efecto del
tratamiento, que causa la supresidon del crecimiento de oviducto y la esterilidad en las hembras

y, por tanto, una baja tasa de hembras fértiles) (Wallace et al. 1999).

El periodo reproductivo habitualmente coincide con la llegada de las estaciones lluviosas. Sin
embargo, el inicio del periodo reproductor puede ser muy variable a lo largo del rango de
distribucidon de la especie. Por ejemplo, en Bufo bufo y Epidalea calamita puede ir desde
diciembre, en algunas areas meridionales, hasta mayo o junio en la alta montana del centro y

norte de la Peninsula Ibérica.

Durante el periodo reproductivo los anfibios se agrupan y muestran una alta filopatria,
retornando a los mismos lugares de puesta afio tras afio. Por este motivo los animales pueden
recorrer varios kildmetros desde sus zonas de hibernacidn hasta sus lugares de cria habituales.
Los machos son los primeros en acercarse al lugar de reproducciény suelen emitir vocalizaciones
para atraer a las hembras. La fecundacion es externa en medio acuatico (anuros), aunque hay
casos de reproduccion interna (caudata), en su mayor parte oviparos. Durante la fecundacion
externa, tanto el macho como la hembra descargan sus gametos en el agua, donde se unen para
formar los embriones. Para asegurar el éxito de la reproduccidn es importante que la liberacion
de los gametos tenga lugar de manera simultanea. Es por ello que en muchas especies de sapos
y ranas el macho se aferra fuertemente a la hembra con sus extremidades anteriores, provistas
de callosidades especiales que proporcionan mejor adhesién. Esta forma de acoplamiento para
la reproduccién se denomina amplexo, es caracteristica de anuros, y permite a la hembra liberar

sus huevos al tiempo que el macho deposita sus espermatozoides.

Para realizar las puestas los anfibios prefieren masas de agua profunda, estable, duradera y con
vegetacidn acudtica. En zonas montafiosas también utilizan charcas pequefias y arroyos,
siempre que sean estables. Sin embargo, en zonas aridas del sur son capaces de aclimatarse a la

temporalidad de los medios acuaticos disponibles (Kulkarni et al. 2011; Gomez-Mestre et al.
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2013). En este sentido, algunos anfibios, como Pelobates cultripes, pueden acortar su periodo
de desarrollo larvario hasta un 30% cuando hay desecacion del medio acuatico. Esta plasticidad
conlleva, sin embargo, importantes costes biolégicos para los animales, como una disminucion
considerable del tamafio del animal, o un elevado estrés oxidativo debido a la aceleracién de su
metabolismo. Por todo ello, la destruccion de las zonas acuaticas de reproduccion de anuros, el
gran problema de la Peninsula Ibérica debido a sequias prolongadas o a la desecacion de los

pantanos, resulta impactante para las poblaciones de anuros.

Las puestas estan formadas por multitud de pequeiios huevos cubiertos por una o varias
membranas que los protegen, unidos todos ellos entre si por una sustancia gelatinosa. El
proceso que sufren las larvas hasta llegar a la fase adulta se denomina metamorfosis y se puede
dividir en tres etapas. La primera consiste en el crecimiento del individuo, durante la segunda se
desarrollan las extremidades posteriores y en la tercera se produce la transformacién de la larva

en un individuo juvenil.

Las larvas de anuros sufren una metamorfosis bastante compleja que transforma un renacuajo
de vida acuatica en un adulto de vida terrestre. Por este motivo, durante la metamorfosis debera
perder las branquias y adquirir pulmones, ademds de tener que adaptar otras estructuras
corporales a su nuevo habitat. En general este proceso dura de tres a cinco meses, aunque es

posible detenerla artificialmente.

Las larvas son bastante diferentes entre especies, pero rednen algunas caracteristicas comunes.
Inicialmente todas dependen de las reservas de nutrientes que les aporta el vitelo. Cuando éste
se agota, la larva debera ser capaz de alimentarse por si misma a partir del medio acudtico donde
se desarrolla. En todos los casos se trata de formas méviles que necesitan vivir en agua y que

respiran mediante branquias y respiracion cutanea.

1.4.Declive anfibio

Desde los afios 50 se observa un declive dramatico en las poblaciones de anfibios de todo el
mundo, caracterizado por colapsos de poblaciones y extinciones masivas localizadas. Este
declive se ha vuelto mas lento en los ultimos 30-35 afio, pero sigue siendo continuado, con una
desaparicién global, incluso en dreas de menor influencia humana (Blaustein et al. 1990). Segun
los ultimos datos de la UINC Red List, el 32% de especies de anfibios (unas 2.063) se encuentran
amenazadas o en peligro de extincion. Ademas, el 43% de las poblaciones estan en recesidn, por
lo que el numero de especies amenazadas puede aumentar en el futuro. Solo un 24% de las
poblaciones se encuentran estables, y Unicamente el 1% muestran crecimiento. Hasta la fecha

se han extinguido alrededor de 160 especies, unas 120 no han sido documentadas en estado
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salvaje en los ultimos afos, y no hay datos suficientes que permitan determinar con precisién el
estado del 25% de las especies. Los Ultimos datos indican que el declive sigue aumentando, y se

plantea considerarlo una extincion masiva de anfibios (Wake et al. 2008; Butchart et al. 2010).

El declive anfibio afecta a miles de especies en todo tipo de ecosistemas, y constituye una de las
amenazas mas criticas a la biodiversidad global, ya que este grupo representa un escalén
importante en la cadena trdfica. Existen numerosas hipdtesis para explicar el origen de este
declive y, aunque su origen es global, debe estar causado por varios factores que amenazan a

poblaciones de anfibios en mayor o menor grado. Las principales amenazas descritas son:

v" Destruccion, modificacién y fragmentacion del habitat (impacta en el 90% de las
especies). Entre las causas mas importantes estan: la desecacién de las tierras humedas
o la construccidn de barreras que dificultan los desplazamientos reproductores anuales;
la desecacion de charcas, humedales y areas encharcadas a causa de la
sobreexplotacion de los acuiferos; el desarrollo urbano que conlleva la eliminacion de
masas de agua; muertes por atropello; los incendios forestales; la agricultura intensiva;
la desaparicion de riberas naturales y ribazos (Cushman 2006).

v" Contaminacidon quimica, agropecuaria y urbana-industrial de aguas dulces, charcas y
lagunas, que acumulan pesticidas (herbicidas e insecticidas), fertilizantes (nitratos y
nitritos) o sufren el efecto de la lluvia acida, haciendo que subitamente mueran las
larvas, se disminuya o se distorsione su desarrollo y aumente la incidencia de
enfermedades infecciosas. También tienen una influencia negativa muchos
fitosanitarios e insecticidas de aplicacién directa sobre especies de la cadena trdéfica de
los anfibios.

v" Cambio climético; modificaciones de temperatura y precipitacion, que alteran los
microclimas y afectan a patrones reproductivos de los anfibios.

v" Aumento de la radiacidn ultravioleta (UV-B) que dafia la piel de los adultos y afecta a la
viabilidad y desarrollo de huevos y larvas.

v" Comercio con las especies de coloracidon mas llamativa; muerte directa producida por
su ancestral mala fama, uso en rituales o en juegos.

v’ Pesca y captura; ya sea como deporte o como alimento, provocando como
consecuencia indirecta un excesivo desarrollo de mosquitos y plagas asociadas.

v" Introduccién de especies foraneas para favorecer la pesca deportiva (salmdénidos,
cangrejos y galapagos), que representan un gran problema para los anfibios, pues
favorecen la depredacién excesiva de adultos, larvas y puestas, la competencia tréfica

y la transmision de enfermedades.
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v" Enfermedades infecciosas emergentes: por iridovirus, muy contagiosas y mortales; por
bacterias como Aeromonas hydrophila, que en grandes concentraciones provoca
mortalidades en masa de adultos y larvas; por protistas del genero Saprolegnia, que
causan gran mortandad de huevosy larvas de anfibios; y por el hongo Batrachochytrium
dendrobatidis, que provoca la quitridiomicosis, causante de la muerte masiva de

anfibios en todo el mundo.

1.5.Anfibios en la Peninsula Ibérica y en las Islas Baleares

En la Peninsula Ibérica habitan treinta y tres especies de anfibios de los érdenes Anura y
Caudata. Existen representantes de las familias Salamandridae (Caudata), Alytidae, Pelobatidae,
Pelodytidae, Bufonidae, Hylidae y Ranidae (Anura). De las 33 especies, tres se consideran
introducidas (Discoglossus pictus, Bufotes balearicus, Lithobates catesbeianus), aunque
actualmente existen poblaciones estables de éstas. De las restantes, 15 especies son endémicas
de la Peninsula Ibérica, 1 es endémica de las Islas Baleares (Palma de Mallorca) (Alytes
muletensis) y 5 son de distribucion mas amplia (Peninsula Ibérica, sur de Francia y norte de
Africa). De todas las especies presentes en Espafia, 6 se consideran amenazadas segtn UINC Red

List (Vié et al. 2009).

Las tres especies de la familia Bufonidae presentes en Espafia son Bufo bufo! o sapo comdun,
Epidalea calamita®?, cominmente conocido como sapo corredor o sapo verde y Bufotes

balearicus® o sapo balear.

B. bufo se distribuye por Asia noroccidental, pequefias regiones del noreste africano, y por toda
Europa salvo Irlanda, Islandia y algunas islas mediterraneas. En la Peninsula Ibérica B. bufo (ssp
spinosus) se extiende por el sur hasta el noroeste de Africa, y por el norte hasta el suroeste de
Francia, quedando aun por determinar la zona de separacidn de las otras subespecies de B. bufo.
Ocupa todos los habitats, desde las areas termomediterraneas hasta la alta montafia del area
crioromediterranea, y aparece sobre cualquier substrato geolégico, desde el nivel del mar hasta

los 2.600 m en los Pirineos.

E. calamita se encuentra ampliamente distribuida por toda Europa, desde la Peninsula Ibérica

hasta Bielorrusia y el oeste de Ucrania. El limite norte de su distribucion esta en el Reino Unido,

1 Actualmente se propone la denominacion B. bufo ssp spinosus o B. spinosus.
2 Anteriormente conocida como Bufo calamita.

3 Previamente conocida como Bufo balearicus o Pseudepidalea balearicus.
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el sureste de Irlanda y el sur de Suecia, mientras que el limite por el sur estd en el norte de

Austria y Eslovaquia, corriendo al pie de los Alpes.

B. balearicus, la especie menos estudiada, es autéctona de Palma de Mallorca, aunque parece

tener una estrecha relacidn filogenética y evolutiva con Bufo viridis.

1.6.Estado actual de la taxonomia de la familia Bufonidae

La clasificacidn actual de la clase Amphibia resulta bastante polémica. Prueba de ello es que los
anfibios son uno de los grupos animales con mayor actividad taxondmica. De hecho, a lo largo
del desarrollo de esta tesis doctoral la nomenclatura y clasificacién taxondmica de la familia

Bufonidae, con 589 especies, ha cambiado 4 veces.

Se ha discutido mucho sobre el origen monofiletico o parafiletico de familia Bufonidae, aunque
la mayoria de autores coinciden en que se trata de una gran familia taxonémica de origen
monofiletico. Sin embargo, sus taxones mas pequefios necesitan ser revisados por no estar muy
claro el origen monofiletico o parafiletico de éstos (Graybeal 1997; Pramuk et al. 2008; Van

Bocxlaer et al. 2010).

Los primeros cambios producidos en la taxonomia implicaban clasificar a numerosos géneros de
este taxdon como subgéneros (Smith et al. 2006), dejando el género Bufo restringido a aquellas
especies inicialmente consideradas dentro del grupo Bufo bufo (Frost et al. 2006). Esto ocasiond
gue numerosas especies fueran excluidas de este género, quedando en el limbo taxonémico de

“Bufo” a la espera de su asignacion a un género.

A continuacion, se describirdn los principales cambios en la taxonomia de la familia Bufonidae

que han afectado a las especies que se han utilizado en este trabajo.

1.6.1. Bufo bufo*
Tradicionalmente se ha considerado que todas las poblaciones de B. bufo pertenecen ala misma
especie, aunque sea posible diferenciar poblaciones utilizando microsatélites y marcadores
mitocondriales. De hecho, se han encontrado similitudes entre algunas poblaciones de la
Peninsula Ibérica y poblaciones de las islas Britanicas (Martinez-Solano et al. 2008; Beukema et
al. 2013). Sin embargo, existen autores que consideran la existencia de distintos linajes
evolutivos de B. bufo, entre los que distinguen el linaje Ibérico, considerandolo como una
subespecie de B. bufo (B. bufo ssp. spinosus frente a B. bufo ssp. bufo) (Garcia-Porta et al. 2012).

Hoy dia se vislumbra un nuevo cambio, ya que algunos autores consideran que los B. bufo de la

4 En este trabajo se ha utilizado el nombre Bufo bufo, especificando la procedencia geografica.
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peninsula Ibérica pertenecen a una especie: Bufo spinosus, diferente de Bufo bufo, y se propone
una posible zona de contacto para ambas especies, a pesar de no estar clara la distribucidon
geografica de ambos taxones (Schneider et al. 2004; Recuero et al. 2012; Arntzen et al. 2013a;

Arntzen et al. 2013b).

1.6.2. Bufotes ssp.>
Tradicionalmente se ha considerado que las especies de este género pertenecian al grupo Bufo
viridis. Sin embargo, en su revisién sobre la clasificacion de los anfibios, Frost et al. (2006)
proponen situarlas en un nuevo género, Pseudepidalea, debido a la distancia genética que
presentan con Epidalea calamita, especie con la que previamente se habia asumido un
parentesco monofiletico basado en las distribuciones geograficas de individuos diploides y

triploides (Borkin et al. 2000).

El debate sobre la clasificacidn de este grupo puede resumirse en tres posturas: algunos autores
defienden la existencia de una relacion estrecha entre estos sapos y el género Bufo (Smith et al.
2006; Speybroeck et al. 2010); otros autores proponen situarlos alejados filogenéticamente
tanto del genero Bufo, como del genero Epidalea (Van Bocxlaer et al. 2009; Van Bocxlaer et al.
2010); finalmente, también se propone su posible relacidn con el género Schismaderma (Pyron
et al. 2011). Actualmente se plantea recurrir al antiguo nombre genérico propuesto por

Rafinesque en 1815, Bufotes, considerandolo como un género nuevo (Dubois et al. 2010).

1.6.3. Epidalea calamita ®
En el afio 1882 esta especie fue catalogada como bufénido, sinénimo de Bufo (Boulenger 1966).
Sin embargo, en 2006 se proponen dos nuevas clasificaciones: situar a este anfibio en un género
nuevo, Pseudoepidalea, junto con algunas especies del género Bufotes (Stock et al. 2006).
Alternativamente, se propone dejar a esta especie como Unico representante del genero

Epidalea (Smith et al. 2006).

La posicidon de este género dentro de la familia Bufonidae tampoco estd clara. Hay autores que
lo consideran un taxén préximo a Bufo (Van Bocxlaer et al. 2009; Van Bocxlaer et al. 2010; .
2014), si bien hay trabajos que sugieren que el género Epidalea estd mas proximo al género

Leptophryne que a Bufo (Pyron et al. 2011).

5 En este trabajo se ha utilizado el nombre Bufotes ssp.

6 En este trabajo se ha utilizado el nombre Epidalea calamita.
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1.6.4. Barbarophryne brongersmai’
Desde que fue descrita por Hoogmoed (1972), se considerd que esta especie pertenecia al
género Bufo. A partir de 2009 su clasificacién estd menos clara. Inicialmente se propuso su
inclusion en el género Pseudepidalea (Frost 2009), aunque posteriormente se propone crear el
género Barbarophryne para incluirla (Beukema et al. 2013), siendo por tanto, la Unica

representante de dicho género.

1.6.5. Duttaphrynus melanostictus &
Desde el afio 1931 existen trabajos que reportan la presencia de este sapo en distintas regiones
de Asia, si bien en cada caso se utiliza una nomenclatura diferente. También conocida como
Bufo melanostictus de Nepal (Anders et al. 2002), a partir del afio 2000 comienzan a proponerse
distintos géneros para clasificar a esta especie. Asi, se sugiere que se encuentra alejada del
genero Bufo y se propone situarla en el género Duttaphrynus (Frost et al. 2006), que debe ser
un subgénero de Bufo (Smith et al. 2006); que esta especie es proxima al género Pelophryne
(Matsui et al. 2007), o que debe estar situada junto con Schismaderma y Phrynoidis (Pramuk et
al. 2008). En los ultimos afios se han publicado evidencias moleculares sobre la proximidad del
genero Duttaphrynus con Xanthophryne, situandolo en el mismo grupo parafiletico que el

género Bufotes (Van Bocxlaer et al. 2010; Pyron et al. 2011).

1.6.6. Rhinella marina ®
Originalmente todas las especies del género Rhinella estaban incluidas en el género Bufo, por lo
que en la mayoria de los articulos que se refieren a esta especie aparece como Bufo marinus de
Sudameérica. Las primeras propuestas de separar a los Bufos de Ecuador y Peru del resto de
bufénidos son del afio 2003 y se apoyan en filogenias moleculares de los Bufos de América
(Pramuk et al. 2003; Pauly et al. 2004). Inicialmente se propuso separarlos en dos géneros
parafiléticos: Chaunus y Rhamphophryne, que posteriormente fueron considerados sinénimos
de Rhinella (Kwet et al. 2006; Pramuk 2006). A partir de entonces se han propuesto varias
clasificaciones para el género Rhinella (Pramuk 2006). Asi, ha sido considerado tanto como
subgénero del género Bufo (Van Bocxlaer et al. 2010), como un género independiente (Maciel

et al. 2010).

Rhinella marina es una especie ampliamente distribuida por América central y del sur, desde

donde se introdujo en numerosas islas del pacifico, en Australia, en Japdn, etc. Dado que hoy

7 En este trabajo se ha utilizado el nombre Barbarophryne brongersmai.
8 En este trabajo se ha utilizado el nombre Duttaphrynus melanostictus.

9 En este trabajo se ha utilizado el nombre Rhinella marina.
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dia es dificil distinguir poblaciones y subespecies de esta especie, se considera mds un grupo

(grupo Rhinella marina) que una Unica especie.

1.6.7. Amietophrynus arabica *°
Inicialmente se conocia a esta especie como Bufo arabicus o Bufo orientalis (Dubois et al. 1999)
o, incluso, como especie del grupo de Bufo viridis. A partir del afio 2000 se cuestiona su
pertenencia al grupo de Bufo viridis (Stock et al. 2001) y es excluida del género Bufo (Frost et al.
2006), pero no se coloca en ningln otro género. Portik et al. (2015), basandose en estudios
filogenéticos y moleculares, proponen situar a esta especie en el género Amietophrynus debido
a su proximidad con otras especies de este género. Posteriormente, sin embargo, se ha

propuesto cambiar el nombre del genero Amietophrynus por Sclerophrys (Ohler et al. 2016).

2. Estudios citogenéticos y moleculares en Anfibios

Los anfibios, a pesar de ser uno de los grupos de animales mas antiguos de la Tierra y de haber
logrado superar cuatro extinciones masivas (Wake et al. 2008), han sido poco estudiados si se

les compara con otros grupos de vertebrados.

Sobre los anfibios se conoce bastante bien su fisiologia, son de facil mantenimiento en
cautividad, la fecundacion y el desarrollo son externos y puede analizarse el efecto de distintos

compuestos simplemente adicionandolos al agua (Browne et al. 2006; Pérez et al. 2009).

A pesar de todas estas ventajas, los analisis citogenéticos y moleculares en especies de este
grupo siguen siendo escasos. Por ejemplo, si se compara la informacidn existente en bases de
datos de secuencias sobre mamiferos con la que existe sobre anfibios, la diferencia entre ambos
grupos es notable (Pruitt et al. 2014). De hecho, para mamiferos existen 136 proyectos genoma,
33 de ellos terminados y ensamblados en cromosomas, mientras que en anfibios solo existen 4
proyectos genoma, dos como versién preliminar (Ambystoma mexicanum (Keinath et al. 2015)
y Nanorana parkeri (Sun et al. 2015)) y dos completos (Xenopus tropicalis (Hellsten et al. 2010) y

Xenopus laevis (Session et al. 2016)).

2.1.Bandeos cromosdmicos

En los afios 80s y principio de los 90s se realizaron importantes aportaciones a las descripciones
cromosdmicas de muchas especies de anuros y salamandras utilizando distintas técnicas de
bandeo cromosémico, (ver la serie “Chromosome banding in Amphibia” publicada por M.

Schmid y diversos colaboradores en “Chromosoma” y “Cytogenetic and Genome Research”).

10 En este trabajo se ha utilizado el nombre Amietophrynus arabica.
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Estos trabajos permitieron distinguir citogenética y molecularmente familias, géneros y especies

de anfibios.
Las principales técnicas de bandeo cromosémico utilizadas en este grupo son:

e Bandas G: Los cromosomas se digieren de manera controlada con tripsina para ser
posteriormente tefiidos con Giemsa. Las bandas G (oscuras) se replican mas tarde en la
fase S, son regiones ricas en A+T, y contienen cromatina mds condensada y menos activa
transcripcionalmente. Las bandas R (claras) suelen replicarse temprano en la fase S,
estdn menos condensadas y suelen ser regiones ricas en G-C.

e Bandas Q: El tratamiento es similar al del bandeo G, salvo por el hecho de que los
cromosomas se tifien con un colorante fluorescente, la quinacrina (Q) (a veces pueden
utilizarse otros compuestos fluorescentes como la cromomicina A o el DAPI). Con esta
técnica de bandeo las regiones ricas en AT presentan fluorescencia positiva, mientras
gue las regiones ricas en GC son menos fluorescentes.

e Bandas C: los cromosomas se tratan con una solucion alcalina (NaOH o (Ba),0OH), se
lavan en solucidn salina caliente y se tifien con Giemsa. Con esta técnica se identifican
regiones de heterocromatina constitutiva, que corresponden principalmente a
secuencias de ADN altamente repetitivas. Las bandas C positivas se encuentran
principalmente en centrémeros, en teldémeros, en el ADN satélite y, en ocasiones, en
constricciones secundarias como las NORs (Regiones Organizadoras Nucleares).

e Tincién Ag-NOR: mediante esta técnica se tifien las NOR activas, debido a la afinidad de
las proteinas asociadas a estas regiones por el nitrato de plata. La tincién con plata no
es exclusiva de las regiones NOR, ya que la plata también puede presentar afinidad por
otras proteinas acidas (no histonas) responsables de sefiales positivas distintas de las

NOR (Haaf et al. 1984).

2.1.1. Bandeo G, bandeo Qy bandeo C en anfibios
En urodelos las bandas G, Qy C coinciden a menudo (Birstein 1982), mientras que en anuros no

suelen identificarse patrones claros de bandas G o Q (Schmid 1978).

Se ha propuesto que la ausencia de bandas G en anfibios se debe a que las proteinas eliminadas
con el tratamiento se distribuyen uniformemente a lo largo de los cromosomas. De este modo,
las estructuras cromomeéricas son mas susceptibles al ataque de agentes desnaturalizantes que
en los cromosomas de mamiferos (Birstein 1981). Otros autores proponen que la ausencia de

bandas G se debe al alto grado de espiralizacion de los cromosomas de anfibios, que haria que
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las bandas G se colocasen tan préximas entre si en estos cromosomas que no se podrian

distinguir al microscopio éptico (Greilhuber 1977; Schmid 1978; Aleksandrovskaya et al. 1979).

Las bandas Q son dependientes del estado de condensacion de los cromosomas. Asi, cuanto mas
contraidos estén los cromosomas, mas uniformemente se distribuye la fluorescencia y menos
evidentes son las bandas. Segun esto, la falta de bandas Q en los cromosomas de anuros podria
atribuirse al grado de condensacién de los cromosomas en metafase. Existen algunas
excepciones a la ausencia de bandas Q en anuros. Este es el caso de la especie X. mulleri, en la
gue mediante bandeo Q es posible identificar el satélite AT, que constituye el 4% del genoma

total de esta especie (Pardue 1974).

La mayoria de anfibios estudiados presentan bandas C positivas centroméricas en casi todos los
cromosomas, algo que no es de extrafiar dado que el bandeo C pone de manifiesto la presencia
de regiones heterocromaticas, que suelen asociarse a la presencia de ADN satélite (Obara et al.
1975; Schmid 1978; Birstein 1981). Con el tratamiento adecuado también es posible observar
bandas C en los telémeros de la mayoria de cromosomas, ademas de una seial positiva asociada
a la constriccidn secundaria en la que se localiza la NOR. En algunas especies también se han
observado 1 a 5 bandas intersticiales, responsables de la variacién cariotipica intra- e inter-

especifica observada.

El empleo combinado de un tratamiento con (Ba),OH (bandeo C) y una tinciéon posterior con
quinacrina (bandeo Q) permite mejorar la resoluciéon de las bandas de heterocromatina
constitutiva terminales e intersticiales (Schmid 1978). De este modo se han encontrado bandas
C que coinciden con las bandas Q heterocromdticas en la constriccion secundaria y en los

telémeros de algunas especies de las familias Bufonidae e Hylidae de (Schmid 1978).

Las comparaciones entre bandas Q y C en la familia Bufonidae muestran, con algunas
excepciones, que las regiones heterocromaticas fluorescentes siempre son C-positivas. Las
excepciones (B. terrestris, con una banda Q intersticial en el brazo largo del cromosoma 7 y B.
viridis, con 2 bandas intersticiales en ambos brazos del cromosoma 9) pueden deberse a que el
bandeo C no proporcione suficiente resolucidon por tratarse de bandas intersticiales muy

pequenas.

En general, las especies de bufos de Norte-América presentan heterocromatina fluorescente en
las regiones teloméricas de los cromosomas 7 a 11, mientras que entre las especies europeas

esto solo ocurre en B. viridis y en las africanas se observan bandas intersticiales en los
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cromosomas medianos y pequenosy, a veces, una banda telomérica en la pareja 10 en la especie

B. mauritanicus.

2.1.2. Tincion Ag-NOR en anfibios
Las NOR suelen ser muy conservadas en nimero, normalmente en una pareja cromosémica,
pero no asi en la posicion, que suele ser muy variable entre especies del mismo géneros (Schmid
1978). La variacion intraespecifica también es posible, habiéndose descrito polimorfismos

intraespecificos en la posicion y en el nimero de las NORs (Schmid 1978).

Si las NORs se localizan en los cromosomas sexuales, los polimorfismos para el tamano de las
NORs pueden estar ligados a los cromosomas sexuales. Por ejemplo, en B. buergeri y en R.
marina las diferencias en el tamaio y la posicidén de las NORs, respectivamente, parecen estar

ligadas a los cromosomas sexuales (Schmid et al. 1993; Abramyan et al. 2009).

Las regiones Ag-NOR también pueden estar asociadas a heterocromatina constitutiva C positiva,
como ocurre en la familia Bufonidae. Si se tiene en cuenta que en el género Bufo las rupturas
cromosdmicas ocurren preferentemente en las regiones de heterocromatina constitutiva, esta
asociacién podria explicar por qué las NORs en la familia Bufonidae estan flanqueadas por

blogues de heterocromatina, (Bogart 1980).

2.2.Cariotipos en la familia Bufonidae

En anfibios existe una tendencia evolutiva hacia la adquisicién de cariotipos de cromosomas
meta- y submetacentricos con un bajo nimero de cromosomas (Morescalchi 1973; Morescalchi

1977).

Los sapos de la familia Bufonidae, dada su amplia distribucién, pueden agruparse por regiones
geograficas en americanos, europeos, africanos y asiaticos. Los cariotipos de estas especies,
independientemente de la regidn geografica a la que pertenezcan, presentan algunas

caracteristicas comunes:

- El cariotipo es muy conservado, con 2n=22 cromosomas (Beccari 1926; Makino 1932;
Volpe et al. 1968; Odierna et al. 2007; Baraquet et al. 2011; Al-Shehri et al. 2012). Son
excepciones el género Amietophrynus (Sclerophrys), con un nimero de cromosomas
que puede variar entre 2n=20, 40 o 44 segun la especie, y B. viridis, que puede ser
diploide, triploide o tetraploide (Stock et al. 1999; Stock et al. 2002).

- Las 11 parejas cromosdmicas se pueden dividir en dos grupos: 6 pares grandes y 5
pequefias. Las parejas grandes contienen el 80% del genoma total y las pequefas el 20%

restante (Kuramoto 1990).
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- Latincidn con plata revela que todas las especies analizadas de esta familia tienen una
Unica pareja de cromosomas portadora de NOR. Esto es cierto también en B. viridis
tetraploides, debido a la re-diploidizacion de las NORs (Stock et al. 2002; Odierna et al.
2004). La posicion de las NORs, sin embargo, es variable entre especies. Los sapos
americanos, por ejemplo, tienen la NOR en el brazo corto de la pareja 7, y en la mayoria
de ellos no hay heterocromatina asociada a las NORs (exceptuando R. ictericus (Azevedo
et al. 2003)). En los sapos asiaticos, por otro lado, la posicion de la NOR depende de la
especie y puede estar localizada en la pareja 6 (B. viridis), en la pareja 5 (B. latastii), o
en la o pareja 7 (D. melanostictus) (Stock et al. 2001; Odierna et al. 2004; Saba et al.
2014). Finalmente, en los sapos europeos las parejas portadoras de NOR son la 6 (B.
bufo) y la 11 (E. calamita) (Schmid 1978). También es frecuente la existencia de
polimorfismos para el tamafio de la NOR, que pueden deberse a diferencias en la
actividad de cistrones ribosomales (Amaro-Ghilardi et al. 2008), o a diferencias reales

en el tamafio de éstos (Abramyan et al. 2009).

La tincion Ag-NOR y el bandeo C y permiten identificar polimorfismos en especies, subespecies
o poblaciones relativos a estas caracteristicas citogenéticas (Birstein et al. 1982; Foote et al.
1991; Miura 1995; Spasic-Boskovic et al. 2000; Gigantino et al. 2002). Esto hace de estas técnicas
una herramienta facil, Util como primera aproximacion a la hora analizar especies, subespecies

o poblaciones de anfibios.

2.3.Cromosomas sexuales

Los cromosomas sexuales se originan a partir de autosomas (Ohno 2013), pero difieren en la
informacidn genética que portan ya que son diferentes en ambos sexos, y activan o reprimen la

diferenciacidon gonadal especifica de un sexo.

El sexo heterogamético produce dos tipos de gametos, cada uno con un cromosoma sexual
diferente, mientras que el sexo homogamético produce un solo tipo de gametos. A los
cromosomas sexuales de las especies con heterogamia masculina se les llama X e Y (las hembras
son XX y los machos son XY). A los cromosomas sexuales de las especies con heterogamia

femenina se les llama Z y W (los machos son ZZ, mientras que las hembras son ZW).

La presencia de ambos tipos de heterogamia en anfibios sugiere que los cromosomas sexuales
evolucionaron varias veces en este linaje (Ogata et al. 2008). De hecho, los cromosomas sexuales
estan todavia en el proceso activo de evolucion. Prueba de ello es la coexistencia de ambos
sistemas de cromosomas sexuales en la especie Rana rugosa, en la que es posible encontrar

poblaciones con cromosomas ZZ/ZW heteromoérficos, o con cromosomas XX/XY homo- o
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heteromérficos (Nishioka 1993, Miura 1998). Otro ejemplo interesante lo proporciona la especie
X. tropicalis en la que coexisten tres cromosomas sexuales: Y, Z y W, y los dos tipos de
heterogametismo. De este modo, es posible identificar tres tipos de machos (YZ, YW y ZZ), y dos

de hembras (ZW y WW), todos ellos viables y fértiles (Roco et al. 2015).

El heteromorfismo de los cromosomas sexuales no es frecuente en anfibios. De hecho, en el 95%
de las especies analizadas los cromosomas sexuales son homomorficos y no es posible
distinguirlos entre si. Esto podria explicar la elevada frecuencia de especiacion poliploide y de

poliploidia espontdnea observada en anfibios.

La existencia de cromosomas sexuales heteromdrficos en anuros ha sido atribuida
principalmente a tres tipos de eventos: 1) inversiones (Nishioka et al. 1993; Nishioka et al. 1994;
Miura et al. 1996; Miura et al. 1997), 2) heterocromatinizacién (Yadav et al. 1975; Schmid 1983;
Schmid et al. 1990) y 3) translocacion (Hanada 2002). Segun esto, podemos encontrar especies
con cromosomas sexuales completamente heteromérficos que pueden diferenciarse facilmente
entre si, especies en las que es necesario alguna técnica de bandeo para poner de manifiesto las

diferencias, o especies en las que no es posible la diferenciacién.

Los cromosomas sexuales de Amolops mantzorum, con un sistema del tipo XX/XY, son un
ejemplo de cromosomas sexuales heteromoérficos identificables a simple vista donde el
cromosoma Y es subtelocéntrico con una banda C intensa en el brazo largo, mientras que el
cromosoma X es metacéntrico y no presenta esta banda C intensa (Wu et al. 1987; Yang 1993).
Algo similar ocurre en Pyxicephalus adspersus, con un cromosoma W mucho mas pequeiio que
el cromosoma Z, y con su brazo corto completamente heterocromatico (Schmid 1980), o con D.
melanostictus, donde es posible identificar la pareja de cromosomas sexuales por diferencias de

tamanio (Saba et al. 2014).

En ocasiones los cromosomas sexuales homomorficos pueden diferenciarse utilizando alguna
técnica citogenética, como ocurre con la pareja de cromosomas sexuales de Rana margaretae.
En esta especie, se pone de manifiesto la presencia de una banda C intersticial en el cromosoma
X, mientras que en el cromosoma Y la banda C es telomérica (Yang 1993). En Buergeria buergeri
los cromosomas sexuales homomorficos pueden identificarse mediante bandeo C, G y tincidon
Ag-NOR. Ademas, el cromosoma Z de esta especie tiene asociado un ADN satélite especifico
(Hanada 2002). Otros ejemplos de técnicas citogenéticas que han permitido identificar cudl es
la pareja de cromosomas sexuales son los patrones de replicacién en B. viridis (Odierna et al.

2007), o la tincién Ag-NOR en R. marina (Abramyan et al. 2009).
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2.4.Poliploidia

Se conocen 50 especies de anuros poliploides, con distintos niveles de ploidia en la misma
especie o en especies muy proximas (Bogart 1980; Stock et al. 2002; Evans et al. 2012). Las
ploidias en la familia Bufonidae se han estudiado principalmente en el grupo de Bufo viridis,
donde se han encontrado individuos poliploides en Bufotes danatensis (4n), Amietophrynus

(Sclerophrys) sp. (2ny 4n) y B. pseudoraddei, B. zugmayeriy B. asiomontanus (3n y otros).

Las especies de este grupo de sapos ofrecen un sistema de ploidias particularmente interesante
porque incluye tres niveles de ploidias (2n=22, 3n=33 y 4n=44), siendo uno de los pocos
ejemplos de vertebrados que incluye poblaciones naturales de individuos poliploides bisexuales
y fértiles (Stock et al. 2010). Esto es lo que ocurre con la especie B. danatensis en la region de
Asia Central, donde se observan zonas de reemplazamiento de diploides por tetraploides a lo
largo de la transicion vertical desde tierras bajas hasta las montafias (Borkin et al. 2013). Los
individuos tetraploides habitan las regiones montafiosas, mientras que las estepas y las llanuras
de la misma drea estan ocupadas generalmente por poblaciones diploides. Por otro lado, en
algunas areas como la cordillera del Karakérum, existen poblaciones estables de individuos

triploides con reproduccion bisexual (Stock et al. 2002).

La poliploidizacion proporciona la materia prima para la evolucion del genoma a través de la
redundancia génica. Las alteraciones posteriores de estas copias se traducirdn en la adquisicion
de nuevas funciones y en especiacidon. Ademas, la coexistencia de pares de homodlogos puede
dar lugar a la rediploidizacidon mediante la eliminacién o el silenciamiento de partes redundantes
del genoma (Odierna et al. 2004; Stock et al. 2005; Ainouche et al. 2010; Buggs et al. 2011;
Braasch et al. 2012). Algunos autores sugieren que la poliploidizacion, seguida de eventos

genéticos y epigenéticos, condujo a la diversificacién rapida en Anura (Becak 2014).

2.5.Caracteristicas de los genomas de anfibios

2.5.1. Contenido en GCy metilacion del genoma de anfibios
En general, un incremento en el contenido en G+C proporciona estabilidad al ADN, al ARN y a
las proteinas. De hecho, los codones ricos en GC codifican preferentemente aminodcidos que

confieren estabilidad térmica a las proteinas correspondientes.

El rango de variacidn del porcentaje en G+C depende del tamario del genoma: entre los genomas
de menor tamano se observa el mayor rango de variacidn para el porcentaje en G+C, pero a
medida que aumenta el tamafo de los genomas el rango de variacién se hace menor

(Vinogradov 1998). Por otro lado, aunque en anuros el tamafio del genoma muestra gran

18



INTRODUCCION

variacion entre especies en comparacién con otros vertebrados, el rango de variacidn en el
porcentaje de G+C es mayor cuando se comparan especies de distintos géneros o familias que

cuando se comparan especies del mismo género (Vinogradov 1998).

El elevado porcentaje de G+C, junto a la gran cantidad de secuencias repetidas presentes en el
genoma de anfibios, le confiere estabilidad fisica y una cierta proteccién frente al dafio quimico
si el ADN repetitivo enriquecido en G+C se sitla en la periferia del nucleo, ya que puede absorber
mas eficazmente los efectos de los mutagenos quimicos, que tienen mayor afinidad por la
guanina. Esto explicaria una cierta presion selectiva en favor del ADN repetitivo enriquecido en

G+C, por su posible funcion protectora del genoma.

Los genomas de peces y anfibios estan, en promedio, dos veces mas metilados (1,7% y 1,98%
respectivamente) que en mamiferos (0,88%), aves (1,02%) y reptiles (1%) (Jabbari et al. 1997;
Jabbari et al. 2004). En cultivos celulares se observan diferencias similares (por ejemplo, un 4%
en cultivos celulares de X. laevis comparado con el 1-2,9% en mamiferos (Browne et al. 1977).
Dado que los niveles medios de G+C estdn cerca del 42,5% en estas cinco clases de vertebrados,
esto significa que aproximadamente el 9% de todas las citosinas se metilan en peces y anfibios
frente al 4,5% en mamiferos, aves y reptiles. Estas diferencias podrian estar relacionadas con la
proporcidn de secuencias repetidas, que es mayor en peces y anfibios (59-77%), que en reptiles,

mamiferos y aves (27-41%) (Olmo et al. 1989).
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sor| | [] 8. viridis
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Figura 2. Comparacion del tamafio de los cromosomas de las especies B. bufo, B. viridis y E. calamita. Extraido de
Ullerich (1966).
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La metilacidn del ADN eucariota se produce habitualmente en la posicidon 5 del dinucleétido CpG
(5mC). Sin embargo, al contrario de lo que cabria esperar, la frecuencia del dinucledtido CpG
disminuye con el aumento en el contenido en G+C, por lo que la metilacion del ADN de anfibios

debe localizarse en sitios diferentes a CpG.

2.5.2. Tamafo del genoma en anfibios
Los anfibios se caracterizan por tener una elevada cantidad de ADN nuclear, que puede ser 10,
100 6 1.000 veces superior a la de mamiferos (Morescalchi 1973; Fredga 1977). Por ejemplo, a
comparaciéon de los cromosomas humanos con los de algunas especies de la familia Bufonidae
muestra que el contenido medio de ADN por nm de longitud de un cromosoma metafasico es

1,5 a 3 veces mayor en Anura (Schmid 1978).

Por regla general, en la mayoria de géneros de anuros el tamafio del genoma en las especies del
sur es mas pequefio que en las especies del norte (Morescalchi 1977). Este hecho podria estar
relacionado con la correlacién inversa en anuros entre contenido de ADN nuclear y la velocidad
de desarrollo embrionario: en animales con mayor tamafio del genoma la metamorfosis se

completa mas tarde que en las especies con genomas mas pequefios.

La cantidad de ADN por nucleo muestra un alto grado de variabilidad interespecifica (2 a 25
pg/nucleo), incluso entre especies pertenecientes al mismo género y con un nimero similar de

cromosomas (1,5 2,0 pg/nucleo) (Bachmann et al. 1978; Olmo et al. 1978).

Por ejemplo, se ha estimado que el contenido relativo de ADN en las especies B. bufo, B. viridis
y E. calamita es 6,03, 4,69 y 4,16 pg/nucleo respectivamente (Vinogradov 1998)). Por otro lado,
el contenido relativo de ADN por nucleo en estas tres especies se corresponde con el tamafo
relativo de sus cromosomas. De hecho, los cromosomas de B. bufo, B. viridis y E. calamita
guardan respectivamente la siguiente proporcion: 1,49:1,07:1,00; exceptuando los 5 pares de
cromosomas pequenos que presentan un tamafio similar en B. viridis y E. calamita (Figura 2)

(Ullerich 1965; Ullerich 1966).

Podria pensarse que las diferencias de tamafio entre los genomas de distintas especies estan
relacionadas con diferencias en los patrones de heterocromatina. Sin embargo, no existen
evidencias claras de ello, ya que el nimero de bandas Cy Q por cromosoma es el mismo en las
tres especies de la familia Bufonidae (Schmid 1978). Dado que las diferencias en el contenido de
ADN no pueden atribuirse a la heterocromatina constitutiva visible, es posible que las

diferencias se deban al ADN moderadamente repetitivo.
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2.5.3. Organizacién gendmica
Los primeros trabajos sobre organizacién gendmica sefialan que el aumento de tamaio del
genoma parece estar relacionado con el aumento en la cantidad de ADN repetitivo (Straus 1971;
Morescalchi et al. 1974; Rosbash et al. 1974). Esta hipdtesis se confirmd mediante estudios de
cinética de reasociacion del ADN y el andlisis de su composicidn mediante centrifugacién en

gradiente de CsCl.

En anfibios urodelos la centrifugacién en gradiente de CsCl diferencia 3 fracciones: mayor,
menor y satélite, mientras que en anuros solo se observan 2, no habiéndose encontrado la
fraccion correspondiente al ADN satélite. La ausencia de la fraccidn de ADN satélite en anuros
indica que el ADN repetitivo de estos animales probablemente presente una composicion similar
a la del resto de genoma. De este modo, independientemente de si este ADN satélite se
encuentra disperso en el genoma u organizado en tandem, pasard desapercibido en

experimentos de centrifugacion en gradiente de CsCl.

El andlisis de las curvas de reasociacion de fragmentos de ADN pequefios también revela
diferencias entre especies. Asi, la diferencia entre el tamafio de genoma de X. laevis y B. bufo (3
y 7 pg por genoma respectivamente) probablemente se deba a diferencias en la fraccién de ADN
altamente y moderadamente repetido, ya que el contenido en ADN de copia Unica es muy

similar en las dos especies (1,5 pg por genoma haploide) (Baldari et al. 1976, 1977).

El ADN moderadamente repetido parece ser el principal responsable de los cambios en el
contenido de ADN, aunque las estructuras repetidas son muy distintas en cada caso. Las especies
con alto contenido de ADN/nlcleo, como B. bufo, presentan secuencias de copia Unica mas
cortas (760 pb) que las especies con menor cantidad de ADN/nucleo, como X. laevis, con
secuencias de copia Unica mas largas (1600 pb). Por otro lado, el tamafio medio de las secuencias
de ADN repetitivo no varia en longitud a lo largo de la evolucidn (300-400 pb), pero si en nimero
de copias. Esto explica por qué las 11 parejas de cromosomas de la familia Bufonidae han
mantenido su morfologia, con todos los cromosomas metacéntricos o submetacéntricos a lo
largo de la evolucién de la familia Bufonidae, aunque muestran distinto tamafio cuando se

comparan entre especies.

3. ADN Repetitivo

La cantidad de ADN por genoma (valor C) es caracteristica de cada especie, pudiendo variar no
solo entre organismos de grupos taxondmicos diferentes, sino entre especies préximas. El

tamanfio del genoma de un organismo no esta directamente relacionado con su complejidad. De
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hecho, a medida que aumenta la complejidad de los organismos los rangos de tamafio de los

genomas son mas amplios (Figura 3).

A excepcion de las plantas, los anfibios constituyen el grupo de organismos en el que el rango

de variacion de la cantidad de ADN es mas amplio. La gran diferencia en el tamafio del genoma

de estos animales probablemente se deba al ADN repetido. En humanos entre el 5% y 10% del

genoma esta constituido por secuencias de copia Unica. De éstas, las secuencias que codifican

para proteinas representan el 2%

del total, incluyendo regiones

intergénicas, intrones y
secuencias reguladoras (20.000 y
25.000 genes) (Lander et al.
2001). El resto del genoma
representa el ADN repetitivo vy

secuencias no codificantes.

El porcentaje de ADN repetitivo
(fragmentos de ADN que estan
presentes en multiples copias en
el genoma) puede variar en
eucariotas entre el 30% y el 99%
del genoma (Elgar et al. 2008).
Estas secuencias presentan un

alto ndmero de polimorfismos

debido a la variacion en el
nimero de unidades de
repeticion. Ademas, las
secuencias repetitivas son

elementos dindmicos que pueden
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Figura 3. Rango de variacion en el tamafio del genoma haploide (pb)
en diferentes grupos de organismos.

modificar el genoma en el que se encuentran mediante la generaciéon de reordenamientos,

invadiendo o arrastrando genes y modulando el patrén de expresidn de éstos. Este dinamismo

da lugar a divergencias evolutivas que se pueden utilizar en la identificacién de especies, la

inferencia filogenética o en estudios de mutaciones esporddicas y seleccidon natural. De este

modo, la hipervariabilidad entre las secuencias de ADN repetitivo de organismos relacionados y

no relacionados convierte a estas secuencias en excelentes marcadores filogenéticos.
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Figura 4. Clasificacion de ADNs repetitivos. Tomado de Pathak y Ali (2012), con algunas modificaciones.

3.1. Clasificacion del ADN repetitivo

Existen numerosos criterios para clasificar al ADN repetitivo: segin el nimero de copias que
presenta, por la forma en la que estd organizado, seguin su funcién, o segin forme parte o no de
la heterocromatina. Ninguno de estos criterios se adata completamente a todos los casos, y
siempre es posible encontrar excepciones. En esta tesis hemos adoptado la clasificacién

propuesta por Pathak y Ali (2012) con algunas modificaciones (Figura 4).
Segun esta clasificacidn, el genoma total puede dividirse en dos grandes grupos de secuencias:

e Secuencias de copia Unica; representan la fraccion menor del genoma y estan presentes
en una o pocas copias por genoma. Entre estas secuencias se incluyen las secuencias
que codifican para proteinas, las secuencias reguladoras, los espaciadores y los intrones.

e Secuencias repetidas; se encuentran entre 10 y mdas de 10° copias por genoma. Su
tamafio es muy variable, entre pocas pares de bases y unas 5kb, aunque estas ultimas
son poco frecuentes (el tamafio medio es de 300 pb). Independientemente del tipo de
secuencias o de su tamano, éstas pueden estar dispersas por el genoma, o pueden estar

agrupadas en tdndem.

Dentro de los ADNs repetidos solia considerarse la categoria de ADNs satélite, en la que se
incluyen moléculas de ADN repetido organizadas en tdndem que forman heterocromatina,
independientemente de la longitud del mondmero, de su secuencia, de la complejidad o de su
abundancia. Hoy dia se sabe que los ADNs satélite, repetitivos inicialmente identificados
mediante centrifugacion en gradiente de CICs, también pueden localizarse en regiones

eucromaticas. Por este motivo, hemos optado por no separar a los ADNs satélite en un grupo
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independiente, clasificando a los ADNs repetidos organizados en tdndem en funcién del tamafio

de la unidad que se repite en:

Microsatélites: también conocidos como SSRs (“simple sequence repeats”) o STRs (“short
tandem repeats”). Se pueden encontrar tanto en regiones codificantes como no codificantes,
incluidas las secuencias reguladoras. Las repeticiones en tdndem de tri- o hexa- nucledtidos son
mas frecuentes en las regiones codificantes, ya que no afectan el marco de lectura. Estas
secuencias presentan una alta tasa de variacién en el nimero de copias, y una tasa de mutacion
entre 10 y 10° veces superior a la del resto del genoma. Esta particularidad hace de estas
secuencias herramientas Utiles para estimar la diversidad genética inter- e intrapoblacional. Los
mecanismos implicados en su expansién/contraccion son el deslizamiento sobre la hebra
(“strand-slippage”) que puede tener lugar durante la replicacion, y el entrecruzamiento desigual.
Estas secuencias repetidas son elementos inestables del genoma que permiten la evolucidn, ya
sea causando importantes desordenes genéticos, como ocurre con los sindromes de Huntington
o el del X fragil (Orr H 2007), o permitiendo adaptaciones beneficiosas, como en el caso del
promotor del receptor de la vasopresina, o como el microsatélite de Drosophila melanogaster

implicado en la adaptacion del ciclo circadiano y la compensacidn de temperatura.

Minisatélites: son secuencias algo mas grandes que las anteriores, entre 6-100 pb por unidad
repetida. Pueden estar organizadas en tandem (como ocurre en las regiones subteloméricas o
pericentroméricas), pero también pueden estar dispersas en las regiones transcritas y
reguladoras. En el genoma humano, y con un porcentaje similar en otros eucariotas, el 17% de
los genes contienen repeticiones intragénicas en sus marcos de lectura abiertos (Gemayel et al.

2010).

Curiosamente, los minisatélites suelen predominar en los genes que codifican para proteinas
extracelulares o de superficie celular, mientras que los microsatélite son mas frecuentes en los
genes implicados en la regulacion, incluyendo algunos factores de transcripcion y proteinas de

unién a ADN y ARN (Legendre et al. 2007)

Satélite: El tamafio de las unidades monomeéricas suele estar entre 100 y 1.000 pb. En general,
se trata de secuencias de ADN altamente repetido agrupadas en tdndem, que representan un

porcentaje importante del genoma total, siendo el componente principal de la heterocromatina.
Entre los ADNs satélite mas conocidos se encuentran:

v El satélite centromérico: se extienden sobre casi todos los centrémeros nativos y la

heterocromatina pericentromérica circundante. Las secuencias de los satélites
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centroméricos pueden variar no solo entre especies sino entre diferentes parejas de
cromosomas. Este tipo de ADN repetitivo es fundamental para la funcidon centromérica,
permitiendo la compactacion de la cromatinay la interaccién con proteinas especificas.
Paraddjicamente, mientras que la funcién centromérica se conserva en todos los
eucariotas, la secuencia de los ADNs satélite en esta region es casi siempre especifica de
especie (Plohl et al. 2008).

v El satélite telomérico: puede localizarse en la regidn telomérica y subtelomerica, y se
asocia a las ribonucleoproteinas que forman el complejo que protege a los cromosomas
impidiendo el acortamiento de los extremos por la replicacidn. La secuencia satélite
telomérica es bastante conservada y consta de varios miles de repeticiones de

hexanucledtidos (5-TTAGGG-3" en todos los vertebrados analizados).

Macrosatélites: suelen ser secuencias largas, de =1 kb, repetidas en tandem a lo largo de varias

Kb o Mb. A este grupo pertenecen varias familias multigénicas como:

e ADN ribosémico: es uno de los ejemplos mas conocidos de familia multigénica. Juegan
un papel importante en la sintesis de las proteinas que forman parte de los ribosomas.
Constan de 3 genes ribosémicos (18S, 5.8S, 28S) y sus espaciadores internos (ITS) y
externos (ETS), separados por un espaciador no transcrito (NTS) (los dos ultimos
constituyen el espaciador intergénico (IGS)). Los ADNs ribosémicos estan organizados
en unidades repetidas en tdndem, que habitualmente se localizan en la NOR. El nimero
de repeticiones en eucariotas varia entre 39 y 19.300 por genoma, y su evolucidn
depende del componente que se analice. Asi, por ejemplo, el ADNr 18S tiene una
evolucidn muy lenta, mientras que los espaciadores presentan una tasa evolutiva muy
alta. Esto permite utilizar las secuencias de los ADNr 18S y 28S como marcadores de
grandes grupos filogenéticos, mientras que los espaciadores permiten distinguir
relaciones filogenéticas entre especies proximas, siento Uutiles en estudios
poblacionales.

e Histonas: son genes organizados en tandem que codifican para proteinas implicadas en
la correcta funcién y formacién del nucleosoma. Suelen localizarse en grandes clusteres,
aunque no siempre organizadas en tandem. El nimero de copias varia segun la especie,
aunque su secuencia es muy conservada.

En relacidon a los ADNs repetidos dispersos, éstos se originan a partir de transposones,

secuencias que, por si solas o con ayuda de otros elementos, son capaces moverse por el

genoma. Se han encontrado transposones, o restos degenerados de éstos, en todos los
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organismos analizados. Debido a su alta capacidad para moverse, son esenciales en la
evolucidn del genoma, aunque su efecto puede ser tanto beneficioso como perjudicial. Asi,
dependiendo del sitio de insercion, pueden resultar beneficiosos generando nuevas
funciones, o perjudiciales, provocando desdrdenes genéticos (Konkel et al. 2010). De hecho,
se consideran precursores de elementos importantes del genoma, como las secuencias
teloméricas, y juegan un papel importante en la estructura de cromatina y en la regulacion
de la expresion génica y el control epigenético.

Segln su mecanismo de transposicion se pueden dividir en retrotransposones
(transposones de ARN) y transposones de ADN. Entre los primeros destacan los LTRs (de las
siglas en ingles de “Long Terminal Repeats”) y los no LTRs, también conocidos como LINEs
(“Long Interspersed Nuclear Elements”) y SINEs (“Short Interspersed Nuclear Elements”). A
la segunda clase pertenecen elementos como los transposones Mariner (poco frecuentes en

el genoma humano (3%) pero muy abundantes en Xenopus tropicalis (Hellsten et al. 2010).

3.2. Organizacion del ADN repetido

Los ADNs repetitivos pueden estar distribuidos por el genoma en forma dispersa o pueden estar
agrupados en tdndem. Estos ultimos, a su vez, pueden organizarse en forma de unidades
complejas de repeticiones (HOR de las siglas en inglés de “higher-order repeats”) (Modi et al.

2004).

Las repeticiones de orden superior tienden a formarse en regiones con bajas tasas de
recombinacidn, como ocurre en la heterocromatina, donde los mondmeros repetidos tienden a
formar repeticiones de orden superior a partir de dos 0 mas mondmeros y secuencias repetidas
cortas, pudiendo ir acompafnadas de inversiones de subunidades completas (Mravinac et al.
2005; Mravinac et al. 2010). Las HORs son el resultado de la homogeneizaciéon conjunta de
variantes monoméricas adyacentes, que da lugar a repeticiones mas largas que mantienen una
alta similitud de secuencia entre HORs pero no entre los monémeros que las componen,
preservando una estructura repetitiva de orden superior. Esto es lo que ocurre en el a-satélite
humano, donde las unidades monoméricas y las HOR tienen distintas tasas evolutivas a la hora
de acumular mutaciones, divergiendo las HORs mucho mds rapido que los mondmeros (Rudd et

al. 2006).

Aunque los tamafios de los mondmeros pueden ir desde solo unos pocos pb hasta la Kb, los
tamanfios de mondédmeros entre 150-180 y 300-360 pb parecen estar favorecidos evolutivamente.
Estos tamanos se corresponden aproximadamente con la longitud de una hebra de ADN que

envuelve a uno o a dos nucleosomas, por lo que esta preferencia para el tamano de los
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mondmeros podria estar ligada a una funcidon estructural de estos ADNs repetitivos. De hecho,
aproximadamente el 50% de las secuencias de ADN repetitivo estudiadas son capaces de formar
estructuras terciarias lo suficientemente prominentes como para tener un significado
estructural y/o funcional (Fitzgerald et al. 1994). Por otro lado, independientemente de la
longitud de las unidades monomeéricas, las inserciones y deleciones son escasas y la longitud del
mondmero frecuentemente permanece fija, por lo que es posible que sea necesario mantener

un espaciamiento adecuado de los sitios funcionales de los monémeros.

Segun todo lo anterior, no es de extrafiar que los cambios en la secuencia nucleotidica de los
ADNs repetidos tengan lugar siempre y cuando la estructura general no se vea afectada. Esto es
lo que ocurre con el satélite S1 de especies del género Rana (Picariello et al. 2002; Feliciello et
al. 2005, 2006). Se trata en realidad de dos ADNs satélite homodlogos (S1a y S1b) originados por
eventos de delecidn diferentes. Ambos satélites se localizan en la misma region heterocromatica
y pueden recombinar entre ellos. Sin, embargo, las variantes repetidas de S1 difieren de la
secuencia consenso gendémica en un numero limitado de posiciones variables (5-6 posiciones
nucleotidicas de 70 posibles posiciones variables), mostrando todas las repeticiones diferentes
combinaciones de bases variables. La presencia de un gran nimero de variantes con una
variabilidad restringida podria indicar que la acumulacién de mutaciones se produce, pero sélo
en posiciones especificas de la unidad repetitiva. Esto implica la presencia de algin mecanismo
que elimina las unidades repetidas con mutaciones en las posiciones “no permitidas”,
seleccionando Unicamente las unidades funcionales (por ejemplo, aquellas capaces de
mantener una union “correcta” con las proteinas de la cromatina). Segun esto, la variabilidad
intraespecifica de un ADN satélite estaria determinada por las restricciones estructurales y

funcionales de éste, y no por su origen.

Otra particularidad observada con bastante frecuencia en los ADNs repetidos es la presencia de
secuencias duplicadas invertidas, tanto en el ADN satélite en general, como en las unidades
monomericas de éste. Estas secuencias duplicadas invertidas pueden ser reconocidas por
diversos mecanismos de transposicion, haciéndolas evolutivamente favorables e importantes

para la dispersidn del ADN repetitivo.

3.3.  Funcion del ADN repetitivo

Los ADNs repetidos son uno de los componentes mds abundantes de los genomas eucariotas. A
principio de los afios 70s se consideraba que este componente del genoma era “ADN basura”.
La ausencia de regiones codificantes para proteinas, la extrema diversidad de los ADNs

repetitivos y la falta de evidencia directa de cualquier funcidn propicié que el término de “ADN
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basura” permaneciera durante un largo periodo de tiempo. Sin embargo, esta hipdtesis no
resolvia una pregunta clave: si los ADNs satélites y la heterocromatina no aportan ningun
beneficio evolutivo, épor qué estas fracciones gendmicas tan grandes no se pierden o

disminuyen?

En las Ultimas décadas se han ido acumulando evidencias que apuntan a la importancia funcional
del ADN repetitivo. De hecho, la alta variabilidad y la tasa de mutacién de las secuencias
repetitivas estan en contraposicién con la conservaciéon y preservacién evolutiva de la

organizacidn, tamafio y localizacién del ADN repetitivo.

En estas secuencias nunca se han encontrado marcos de lectura abiertos, y no se han
identificado patrones tipicos de traduccidn. Sin embargo, cada vez existen mds evidencias sobre
la importancia funcional de este tipo de secuencias, apoyadas por su transcripcién activa y por
la presencia de promotores activos y sitios de unidn para factores de transcripcion. Por el
momento no se conoce el papel funcional de la mayoria de los transcritos identificados, aunque
se propone su implicacidn en la modificacidén epigenética de la cromatina, en la regulacidn de la
expresion de genes, en la actividad de ribozimas y en el reclutamiento de factores para el corte
y empalme del ARN, como ocurre con el satélite lll en humanos. Estos ejemplos sugieren un
papel activo de los transcritos de ADNs repetitivos en la modulacion de la cromatina, en la
regulacién de la transcripcién y en la maduracion de los transcritos. Dado que la transcripcion
de la mayoria de los ADNs repetidos se regula de forma temporal y especifica de tejido, es
plausible que estos transcritos sean responsables del ajuste fino de la expresidon génica

(Ugarkovic 2005).

Finalmente, la dindmica evolutiva de los ADN repetitivos puede ampliar la barrera reproductiva
entre diferentes grupos de organismos, favoreciendo la aparicion de secuencias nuevas y
promoviendo de esta forma la especiacidon, como indican los trabajos sobre ADN repetido en

hibridos (Malik et al. 2001; Ferree et al. 2009).

3.4. Modelos de evolucién de ADN repetidos

La evolucién de un ADN repetitivo esta determinada por una compleja red de interacciones que
dependen de la propia secuencia del ADN repetitivo, de sus interacciones funcionales, de su
ubicacién en el genoma, de la tasa de homogeneizacidn/fijacion y de factores poblacionales
(Navajas-Perez et al. 2009). Es por esto que un mismo ADN repetitivo puede presentar

diferencias en la dinamica de las secuencias y distintas tasas de evolucion, no solo entre especies
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diferentes, sino entre distintas agrupaciones de secuencias localizadas en varias regiones del

mismo genoma (Kuhn et al. 2008).

A continuacién, se indican los principales modelos evolutivos propuestos para explicar cémo

cambian las secuencias de ADN repetitivo a lo largo del tiempo.

3.4.1. Evolucién Concertada
En general, cualquier secuencia de ADN acumula mutaciones a lo largo del tiempo, de modo que

dos secuencias divergen con una tasa inversa a las limitaciones impuestas por dichas secuencias.

Inicialmente se supuso que el ADN repetitivo seguia un modo de evolucién neutral. Sin embargo,
la divergencia entre mondmeros generalmente es mas baja de lo que cabria esperar teniendo
en cuenta la tasa de mutacidn. Esta homogeneidad de las secuencias de ADN repetitivo es el
resultado de una evolucién no independiente de las unidades que se repiten. Esto significa que
las mutaciones no se acumulan de forma independiente en las secuencias monoméricas, sino
gue se propagan entre unidades repetidas o se eliminan. Este modo particular de evolucién,
conocido con el nombre de evolucidn concertada (“molecular drive”), surge como consecuencia
de dos procesos: 1) la homogeneizacion de las secuencias de un genoma mediante mecanismos
de transferencia no reciproca de secuencias, y 2) la fijacién de los cambios en la poblacion
mediante su propagacién a todos los individuos como el resultado de la reproduccién sexual
(debido al reordenamiento aleatorio del material genético que tiene lugar en la meiosis y en la

segregacion cromosdmica) (Dover et al. 1982; Dover et al. 1986).

La baja variabilidad entre las unidades monoméricas del ADN repetitivo es, por tanto, el efecto
neto de dos procesos contrarios, la acumulacién de mutaciones, por un lado, y su velocidad de

propagacion o eliminacion por el otro.

En organismos aislados reproductivamente los ADNs repetitivos evolucionan de forma
divergente porque la tasa a la que ocurre la homogeneizacidn intraespecifica es mayor que la
tasa a la que aparecen mutaciones, pero menor que la tasa de fijaciéon. De esta forma la
evolucidn concertada da lugar a una homogeneizacidén intraespecifica y una divergencia

interespecifica de las secuencias repetidas mayor que en otras regiones del genoma.

Segln el modelo de evoluciéon concertada, las mutaciones se acumulan y se propagan
gradualmente dentro de los ADN repetidos, permitiendo detectar las tasas de divergencia en la

especie (Bachmann et al. 1993; Garrido-Ramos et al. 1999), la poblacion o el ecotipo (Hall 1999).
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Si en la evolucidon concertada no tiene lugar la fijacién, como ocurre en organismos con
reproduccion asexual, la variabilidad de los monédmeros del ADN repetitivo es comparable en
todos los niveles taxondmicos (Mantovani 1998; Lorite et al. 2004). Por otro lado, en los casos
en los que no existe homogeneizacién de secuencias, se produce una evolucién no concertada
del ADN repetitivo, con acumulacion de mutaciones sin posibilidad de propagacion o
eliminacion. Este es el patron que se observa en el ADN repetitivo de organismos con un nimero
limitado de reproductores, como las termitas (Luchetti et al. 2006). Por consiguiente, estos ADNs
repetitivos se conservan durante largos periodos evolutivos, en los que predomina la

acumulacién de mutaciones, una propagacién limitada y una evolucion no concertada.

3.4.2. Bibliotecas de ADNs repetidos
Las diferencias en la composicion de las secuencias de ADN satélite entre especies
estrechamente relacionadas pueden explicarse como consecuencia de la evolucion gradual de

estas secuencias en linajes separados (Dover et al. 1982; Strachan et al. 1985; Dover et al. 1986).

Existe, sin embargo, una hipdtesis que permite explicar diferencias en la aparicién de un perfil
especifico de especie a partir de amplificaciones y/o contracciones diferenciales en un conjunto
de secuencias compartidas por genomas relacionados (Fry et al. 1977). Las primeras evidencias
experimentales a favor de esta ultima hipdtesis se encontraron en el género Palorus (Mestrovic
et al. 1998). Los cuatro ADNs satélite altamente repetidos especificos de especie identificados
en el género Palorus en realidad estan presentes en bajo nimero de copias en todas las especies
analizadas. Cuando se comparan las variantes monoméricas del ADN altamente repetido de una
especie con el mismo ADN repetido de otra especie en la que esta en bajo nimero de copias, se
observa una alta conservacién interespecifica de las secuencias y una completa ausencia de

mutaciones diagndsticas de especie (Mestrovic et al. 1998).

Actualmente se cree que este modelo de evolucién probablemente representa el modo mas
comun de evolucion del ADN repetido (Lin et al. 2006; del Bosque et al. 2011; Quesada del
Bosque et al. 2013; Rojo et al. 2015).

A modo general, la biblioteca de ADNs repetidos representa una fuente permanente de
secuencias que coexisten en el genoma de la especie y que pueden amplificarse de forma
independiente en ADNs altamente repetidos o dominantes. Estas bibliotecas no solo estarian
formadas por diferentes ADNs repetidos, sino también por variantes de monémeros de un solo
repetitivo (bibliotecas de variantes), que podrian estar distribuidas en nimero de copias variable

en especies relacionadas (Cesari et al. 2003).
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Estos resultados sugieren dos fases diferentes en la evolucién del ADN repetitivo:

- Enla primera fase se constituye la biblioteca, formandose un conjunto de nuevos ADNs
repetitivos a partir de un ancestro comun, que cambiarian impulsados por una evolucion
concertada y modulados por restricciones funcionales.

- Durante la segunda fase, las secuencias de ADN repetitivo permanecen conservadas
durante largos periodos, sometiéndose posteriormente a amplificacidn diferencial en
genomas relacionados. Los anadlisis de mutaciones sugieren que en la segunda fase se
acumulan cambios, pero éstos no se propagan entre los mondmeros. Segun estos datos,
los mecanismos de homogeneizacién actuarian sobre el conjunto de mondémeros de

ADNSs repetitivos favoreciendo la persistencia de secuencias ancestrales.

En algunos casos particulares las variaciones en el nimero de copias que presentan distintas
variantes de un ADN repetitivo centromérico estan relacionadas con la evolucién cariotipica de
los cromosomas (Bulazel et al. 2007). Asi, las contracciones en los ADNs satélite centroméricos
suelen asociarse a fusiones cromosémicas, mientras que las expansiones de estos ADNs satélite

son consecuencia de eventos de translocacion.

Las bibliotecas de ADNs repetitivos contribuyen a la estabilidad gendmica al mismo tiempo que
ofrece una variabilidad significativa a través del proceso de amplificacidn diferencial de las
variantes. Segun esto, las altas tasas de cambios de secuencias observadas durante la evolucién
concertada no son la Unica causa posible que puede explicar la diversidad entre ADNs repetitivos
de especies relacionadas. Por otro lado, la distribucién de los ADNs repetitivos en la biblioteca,
en términos de presencia/ausencia en genomas relacionados, puede utilizarse como estudio

complementario de la filogenia (Mestrovic et al. 2009).

3.4.3. Evolucion de las familias multigénicas por el modelo de “nacimientoy
muerte génica”.
La mayoria de familias multigénicas y las secuencias asociadas a éstas presentan demasiada
diversidad intraespecifica (genética y funcional), una caracteristica que no es coherente con la
existencia de un mecanismo de homogeneizacién como el que se espera en la evolucidn
concertada. Para explicar esta elevada diversidad intraespecifica se ha propuesto un nuevo
modelo de evolucidén por nacimiento y muerte génica (“birth and death”) (Nei et al. 1992). Este
modelo se basa en niveles diferenciales de duplicacién de genes y la subsiguiente pérdida o
mantenimiento de copias de genes dentro de una familia multigénica. Algunos ejemplos de este
tipo de evolucién del ADN repetido los encontramos en familias multigénicas como la de las

histonas o el ADNr.
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Cuando la duplicacién da lugar a nuevas copias de un gen y estas copias no evolucionan por
ningun otro modelo, algunas de las copias pueden persistir en el genoma durante largos
periodos de tiempo. Eventualmente, las copias divergen de tal manera que ya no son idénticas
ni poseen extensas regiones de similitud. Por otro lado, algunas copias del gen original pueden

degenerar en pseudogenes o pueden ser eliminadas del genoma.

Si no se realiza un andlisis exhaustivo y no ha pasado suficiente tiempo para la divergencia de
los genes duplicados, este modelo puede pasar desapercibido o confundirse con el de evolucion
concertada. En los genes codificadores de proteinas la causa de la restriccién de secuencias
puede ponerse de manifiesto analizando los niveles de divergencia de los sitios sindbnimos frente
a los no sindnimos, que revelaradn si se deben a la seleccién purificadora y no la evolucién
concertada. De hecho, bajo seleccién purificadora los sitios sindbnimos también presentan
divergencia, incluso cuando los sitios no sindnimos no muestran ninguna variacion (Piontkivska
et al. 2002). En el caso de las secuencias no codificantes, como los ADNr y los espaciadores, el
analisis es alin mas complejo ya que es necesario el estudio de sustituciones nucleotidicas y la
comparacién entre divergencias de regiones conservadas y de los intrones, espaciadores

intergénicos y regiones flanqueantes (Rooney 2004).

Teniendo en cuenta que este modelo evolutivo eventualmente puede actuar después o en
combinacion con la evolucion concertada (Nei et al. 2005; Teruel et al. 2014), puede concluirse
que la evolucién del genoma repetido es un proceso complejo en el que pueden interactuar

combinaciones de modelos y mecanismos evolutivos que aun estan por descubrir.

3.5. Mecanismos implicados en la homogeneizacién de las secuencias

La homogeneizacion del ADN repetitivo se produce por mecanismos de transferencia no
reciproca de secuencias como ocurre en: entrecruzamientos desiguales (Dover et al. 1986),
conversion génica (Smith 1976; Mravinac et al. 2005; Glinka et al. 2006), replicacion por el
modelo del circulo rodante (Walsh 1987; Feliciello et al. 2006; Cohen et al. 2009), y transposicion
(Okumura et al. 1987; Miller et al. 2000; Cafasso et al. 2003).

v" Cruzamiento desigual

La tasa de recombinacién por entrecruzamientos desiguales en secuencias repetidas depende
de factores como la divergencia entre los mondémeros, la longitud total del ADN repetido y su
posiciéon en el cromosoma. Todos estos factores conducen a la diferenciacion de grupos

determinados de ADN repetido.
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Por norma general, la eficiencia de recombinacidén disminuye a medida que aumenta la
divergencia entre las secuencias. Sin embargo, en el a-satélite se ha demostrado que el
entrecruzamiento desigual entre mondémeros tolera hasta un 30% de divergencia entre las
secuencias. Este umbral puede variar segun el ADN repetitivo, pero las partes conservadas de

las secuencias monoméricas podrian ser suficientes para que éstas recombinen.
v" Conversidn génica

La conversidn génica es otro mecanismo de recombinacién homdloga que se considera
implicado en la homogeneizacion de repeticiones en tdndem. Puede ser facilmente identificada
en secuencias de ADN repetido en forma de tramos de mutaciones compartidas por un grupo
de variantes monoméricas, a menudo de longitud mas pequefia que el mondmero (Mravinac et

al. 2005).
v" Transposicidn

Esta se ha observado tanto en animales (Miller et al. 2000), como en plantas (Cafasso et al.
2003). Este mecanismo presenta estrecha relacion con distintos transposones, ya que éstos en
su estructura pueden contener regiones hipervaraibles con pequefas secuencias repetidas o
regiones de secuencias invertidas, ambas susceptibles de ser amplificadas como ADN satelite.
Aungue la similitud entre transposones y algunas secuencias monoméricas de ADN repetido es
evidente, no se conoce el mecanismo exacto de amplificacion, por lo que no puede descartarse
que los fragmentos de ADN repetitivo sean capturados por elementos geneticos moviles

(Kejnovsky et al. 2006).
v" Circulo rodante

Las secuencias de ADN repetido pueden ser un componente comun del ADN extracromosémico
circular. Es por esto que se supone que en la evolucién de las repeticiones del ADN repetitivo
juegan un papel importante la escision, la replicacidon por el método del circulo rodante y la

reinsercion del ADN extracromosdmico circular (Walsh 1987; Cohen et al. 2009).

Algunos autores van mas alld y proponen que este mecanismo sirve no solo como motor para la
homogeneizacidn de las secuencias en la evolucion concertada, sino que esta implicado en los
procesos de reparacion y mantenimiento de la funcionalidad de ADNs repetitivos

heterocromaticos (Feliciello et al. 2006).

Segun el mecanismo propuesto por Walsh (1987), la homogeneizacidn por el circulo rodante es

un proceso ocasional y al azar, que conlleva la rapida expansién de mutaciones en las posiciones
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invariables y causa una pérdida de la estructura especifica del satélite. Esto no es lo que ocurre
con el satélite S1 de Rana, en el que las unidades repetidas se amplifican selectivamente
reemplazando a las unidades “funcionalmente mutadas”. Teniendo en cuenta la alta variabilidad
en la organizacidn de este ADN satélite, podria tratarse de un nuevo mecanismo de reparacién
del ADN satélite, frecuente y altamente direccional. Este mecanismo no requiere de la
desnaturalizacién de la heterocromatina, ya que puede actuar reconociendo las unidades
repetidas no funcionales, reemplazdndolas por bloques de unidades repetidas funcionales. Al
permanecer la heterocromatina siempre ensamblada se evita la recombinacién no homologa de

las unidades repetidas, manteniendo asi el cariotipo de forma estable.

3.6. Dinamica evolutiva del ADN repetitivo

Comprender la dindmica de los ADNs repetitivos es importante por dos razones. En primer lugar,
porque al constituir estas secuencias una fraccidn significativa de los genomas, conocer los
mecanismos que controlan su nimero de copias ayudard a entender por qué los genomas
eucariotas difieren tanto en tamano, estructuray funcién. En segundo lugar, porque la dindmica
evolutiva del ADN repetitivo puede ayudar a descifrar la interaccidn entre los factores selectivos
y neutros en la evolucién de los genomas, un aspecto muy polémico en el campo de la genémica
comparativa. Al mismo tiempo, debe tenerse en cuenta que las restricciones evolutivas
impuestas tanto en la longitud de los mondmeros como en la estructura inducida por la
curvatura de la hélice de ADN pueden explicar la forma en la que evolucionan algunos ADNs

repetitivos (Plohl et al. 1998).

En la secuencia nucleotidica de los ADNs repetitivos suelen quedar reflejadas marcas
caracteristicas que permiten el seguimiento de su historia evolutiva y la contribucién de cada
uno de estos mecanismos en su evolucién. De este modo, en los ADNs repetidos se pueden

identificar distintos patrones evolutivos:
v Diversificacién intragenémica de ADNs repetitivos en tindem

Los mondmeros de ADNs repetitivos pueden formar grupos o subfamilias, de modo que es
posible observar mayor grado de similitud entre repeticiones adyacentes que entre repeticiones
obtenidas al azar. Esto indica que la eficiencia de la homogeneizacion es mayor entre
mondmeros adyacentes, menor entre distintos clusteres del mismo cromosoma, y ain menor
entre clusteres de cromosomas homadlogos o heterdlogos (Plohl 2010). Como consecuencia, se
produce una acumulacién de divergencias entre distintos cltsteres del mismo ADN repetitivo.

Es decir, los ADNs repetitivos pueden presentar alta divergencia dentro del genoma, llegando a
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formar variantes monomeéricas especificas de cromosomas o subfamilias. Esta acumulacién de
divergencias reduce la eficiencia de homogeneizacién, hasta que finalmente llega a suprimirla
por completo. Asi, por ejemplo, las variantes mutadas en los extremos de las repeticiones en
tandem largas pueden amplificarse en un nuevo ADN repetitivo, ya que son demasiado

divergentes para ser homogeneizadas junto con el cluster original (Mravinac et al. 2007).
v"  Homogeneidad genémica de los ADNs repetitivos en tandem

Algunos ADN repetidos no muestran signos de diversificacion intragendmica, sino que se

muestran uniformemente homogeneizados en todos los cromosomas.

El ADN satélite S1 en Rana es un ejemplo claro de la implicacién de distintos procesos de
homogenizacién en la evoluciéon del ADN repetitivo (Feliciello et al. 2006). La estructura y la
secuencia de las repeticiones S1 son homogéneas en el genoma de distintas especies del genero
Rana. Esta homogeneidad del ADN repetitivo S1 dentro de cada genoma y cada especie indica
la presencia de un mecanismo de evolucidon concertada que mantiene una secuencia consenso
caracteristica en todos los individuos de la misma especie (explicado mds adelante). Por otro
lado, la heterogeneidad restringida a unas posiciones de las variantes monomeéricas (variabilidad
no aleatoria, Apartado 3.2) es responsable de la homogeneidad de las variantes repetidas en
individuos de diferentes poblaciones de la especie. El mantenimiento de la misma variabilidad
no aleatoria en todas las poblaciones, incluso cuando éstas estdn separadas por barreras
geograficas que impiden el flujo genético reciproco, indica que la estructura de las repeticiones

especificas se ha mantenido en cada especie mediante un mecanismo no estocastico.

La homogeneidad intraespecifica del ADN repetitivo S1a en muestras de la especie R. temporaria
obtenidas de poblaciones aisladas geograficamente no se puede explicar por recombinacién
homdloga, cruzamiento desigual o conversién génica entre unidades repetidas de un ADN
satélite (ver apartado 3.5), dado que cada una de las de variantes repetidas encontradas en una
poblacién tiene una distribucién diferente de mutaciones en las mismas posiciones variables.
Para explicar esta homogeneizacién se propone la accién conjunta de un mecanismo de
amplificacion por circulo rodante (extra- o intra-cromosdmico), seguido por la
insercidn/sustitucién-reparacidn por recombinacién homdloga de las repeticiones amplificadas

en el genoma (Feliciello et al. 2005, 2006).

Las expansiones o contracciones rapidas de subpoblaciones de unidades repetidas especificas
de cada poblacion pueden ocurrir mediante la produccion de matrices amplificadas que

reemplacen segmentos de ADN satélite con una organizacién diferente mediante
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recombinacidn homdloga. De esta forma, la amplificacion aleatoria de unas variantes con
mutaciones determinadas en posiciones variables causaria la expansién rapida de estas
variantes. Por otro lado, Unicamente serian amplificadas y utilizadas para reemplazar las
variantes defectuosas aquellas variantes que mantengan intacta su funciéon. Esto explicaria la
presencia en la especie de un nimero muy grande de variantes repetidas con una variabilidad

restringida en las posiciones nucleotidicas que cambian.
v" ADNs repetitivos conservados evolutivamente

Algunos ADN repetitivos pueden presentar bajas tasas de evolucion, permitiendo diferenciar
rangos taxonémicos mas altos, como el género o la familia. En estos ADNs repetitivos las
diferencias intraespecifica e interespecifica son similares, indicando que estas secuencias de
ADN han persistido en los genomas durante largos periodos evolutivos (Plohl 2010). Esta
estabilidad podria explicarse si algunos mondmeros presentan ventajas evolutivas (ya sea por
una posible funcion, por una combinacion de nucledtidos o por una particularidad estructural)
de modo que estas secuencias se ven favorecidas por los mecanismos de homogeneizacion
(Strachan et al. 1985). Otra posibilidad es que la baja frecuencia de recombinacion de la
heterocromatina, junto con otros factores biolégicos-reproductivos de la especie, ralenticen los
procesos de mutacién, homogeneizacion vy fijacién de las secuencias de ADN satélite (Luchetti

et al. 2006).

3.7. Ejemplos de ADNs repetitivos en anuros

Los ADNs repetitivos y la heterocromatina siguen siendo los compartimentos genémicos menos

comprendidos por tres motivos:

+  Falta de interés causada por su inicial identificacion con ADN basura.

* Evolucién peculiar, que se rige por reglas y mecanismos diferentes a los que afectan a
cualquier otro componente gendémico.

*  Organizacidn en tdndem de secuencias repetidas que dificulta su secuenciacidn,

ensamblaje y mapeo, por lo que son subestimados notablemente (Wang et al. 2008).

A pesar del gran nimero de secuencias repetitivas descritas gracias a la secuenciacidon masiva,
los estudios centrados en la organizacion, la localizacidn, la funcién, el origen y la evolucidn de
éstos, son escasos y revelan una alta complejidad en su evolucién (Plohl et al. 2012). Estas
dificultades pueden resolverse en parte por los métodos clasicos de busqueda de ADNSs

repetidos en tdndem, que permitan analizar la estructura compleja de estas secuencias de ADN.
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A continuacidn, se resumen algunos ADNs repetitivos identificados en anfibios utilizando

métodos cldsicos para su busqueda:

ADNs repetitivos derivados de transposones

El ADN altamente repetido R.e./Tcl de Rana esculenta esta organizado en tandem y su unidad
monomérica presenta una estructura compleja: la regidn interna de 40 pb, que probablemente
deriva de la transposasa Tcl de Haematobia irritans, se encuentra flanqueada por repeticiones
directas de 9 pb, seguidas de otra regidn de 22 pb homoéloga al gen del sindrome de Werner de
Homo sapiens (Pontecorvo et al. 2000). La unidad monomeérica tiene una longitud de 650 pb y
presenta altos niveles de metilacién en las citosinas del par CpG. Se localiza en los centrémeros

de cuatro parejas cromosémicas.

ADNs repetitivos derivados de secuencias teloméricas: ITRs

En algunas especies del género Xenopus (incluida Xenopus tropicalis) es posible observar
secuencias teloméricas en posiciones intersticiales. Asi, por ejemplo, en X. borealis y X. muelleri
estas secuencias teloméricas se localizan en la posicidon de la NOR, mientras que en el cariotipo
de X. clivii se observan multiples sefiales intersticiales no necesariamente asociadas a teldmeros
ancestrales, y que probablemente forman parte de otros ADNs altamente repetidos (Nanda et

al. 2009).

ADN Satélite 1 de X. laevis

Uno de los componentes principales del genoma de X. laevis es un ADN repetitivo llamado
Satélite 1 (puede representar hasta el 1,35% del total) que se encuentra altamente conservado
en ésta y otras especies relacionadas (X. borealis y X. muelleri) (Lam et al. 1983). La unidad
monomérica tiene una longitud de unos 750 pb, aunque puede llegar a 1.050 pb por la presencia
de inserciones en algunas variantes (Pasero et al. 1993), y presenta una estrecha relacion con
las SINEs (Okada 1991). Este ADN repetitivo estd organizado en tandem formando largos arrays
que se transcriben en los oocitos (Ackerman 1983). La organizacion compleja que presenta el
ADN satélite 1 dentro de los clusteres le permite adoptar una curvatura intrinseca en la hélice
de ADN. Esta curvatura es altamente conservada y estd asociada con la estructura de la fibra

cromatinica y, por consiguiente, con su funcion.

ADN satélite pBv en B. viridis

La unidad monomerica del ADN repetivo pBv de B. viridis tiene una longitud de 420 pb y un
contenido bajo en A+T (45.9%) (Odierna et al. 2004). pBv esta presente en todas las poblaciones
de B. viridis analizadas, mostrando el mismo patrén de bandas que en B. bufo y B. mauritanicus,

pero diferente al de B. regularis, o al de otros dos miembros de la familia Bufonidae,
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Wolterstorffina sp. y Werneria mertensi, en los que solo se observa hibridacién para los
mondmeros. Estas secuencias se encuentras dispersas por todos los cromosomas de B. viridis,
aunque también se observa una fuerte sefial positiva en la regién pericentromerica del brazo

corto del tercer par cromosémico.

ADN satélite S1 en el género Rana

El ADN S1 es un ADN repetitivo identificado en distintas especies del genero Rana (R. graeca, R.
italica, R. temporaria, R. dalmatina, R. pirenaica, R. arvalis, R. camerani, R. holtiz, R.
macrocnemisy R. m. tavasensis) pero no en Pelophylax kl. esculentus (Rosati et al. 1993), siendo
uno de los ADNs satélites de anfibios mejor caracterizados (secuencias, organizacion,
localizacién, evolucion, especificidad etc) (Cardone et al. 1997; Picariello et al. 2002; Feliciello et

al. 2005, 2006; Picariello et al. 2016).

Un estudio detallado revela que en realidad son dos ADNs satélites relacionados: S1a (con 494-
476 pb) y S1b (con 363-281 pb) ambos ligeramente ricos en A+T%. En algunas especies como R.
temporaria y las ranas de Anatolia (R. macrocnemis, R. macrocnemis tavasensis, R. cameraniy
R. holtzi) solo esta presente el ADN Sla. Los satélites S1a y S1b se organizan en agrupaciones
separadas, pero también pueden formar unidades complejas compuestas de una o mads copias
de cada uno de los satélites. Cuando ambos satélites estan presentes, muestran distintos
patrones de bandas en el “Southern Blot”, lo que indica que ambos repetitivos presentan
organizaciones diferentes en cada una de las especies. Asi, por ejemplo, S1a es mas abundante
en R. graeca que en R. italica; en R. italica predominan los arrays separados de cada uno de los
satélites (S1a y S1b), mientras en R. dalmatina solo una pequefia fraccion de S1 esta organizada
en tandem separados, prevaleciendo los largos tdndem de combinacidon de ambos (S1a-S1b). En
conjunto representa aproximadamente entre 2% y 0,1% del genoma total en distintas especies,

siendo este repetitivo mas abundante en las especies europeas que en las ranas de Anatolia.

No se observan diferencias significativas entre las secuencias nucleotidicas de las unidades Sla
de todas las especies, pero si en las S1b. El andlisis de estas secuencias revela que el satélite S1b
deriva del S1a por una delecién de 213 pb en R. italica, de 133 pb R. graeca y de 162 pb en R.
dalmatina, siendo la similitud entre las regiones correspondientes de ambos repetitivos
aproximadamente del 97%. Estos datos indican que el satélite S1b podria haberse originado a
partir de la repeticidon S1a por deleciones completamente diferentes en cada una de las especies.
Por otro lado, todas las secuencias Sla parecen haberse originado a partir de un ancestro

comun.
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S1 presenta una distribucidn cromosdmica especifica en cada especie. Asi, en R. italica se localiza
principalmente en las regiones centroméricas y pericentroméricas de todos los cromosomas,
mientras que en R. graeca estas secuencias se localizan en posicidén pericentromerica de cuatro
parejas cromosomicas (1p/1q, 4p, 5p vy 8q).

ADNs repetitivos en Discoglossus

pDS

El ADN satélite pDS esta presente en 4 especies de Discoglossus (D. pictus, D. galganoi, D.
montalentiiy D. sardus) (Odierna et al. 1999). La unidad monomérica de este ADN satélite es de
288 pb, es ligeramente rico en A+T (58,3%) y esta organizado en tdndem. La hibridacidn sobre
cromosomas de D. pictus muestra una distribucién dispersa por todos los cromosomas v,

ocasionalmente, en regiones centroméricas y pericentroméricas de algunos cromosomas.

Dp-Sati1

La digestion del ADN gendmico de D. pictus con distintas enzimas (Spel y Hindlll), pone de
manifiesto bandas de ADN repetido. La clonacidon y el andlisis de las secuencias obtenidas reveld
que se trata de un ADN satélite (Dp-satl) cuya unidad monomérica (HC) esta representada por
la suma de dos fragmentos homogéneos en tamafio y en secuencia (HA+HB). Este ADN repetido
esta organizado en tdndem a lo largo del genoma, pudiendo representar hasta el 6% del genoma
total de D. pictus. Tiene una composicién rica en A+T (71%), completa ausencia de repeticiones
internas, y una divergencia entre las variantes monomeéricas del 4 al 30%. La hibridacion sobre
cromosomas de D. pictus muestra la presencia de seial en 7 parejas de cromosomas pequefios
(parejas 8-13), en posicidon centromérica, pericentromérica o disperso en ambos brazos. La
pareja 13 presenta un polimorfismo asociado al ADN repetitivo Dp-satl que podria estar ligado

al sexo, y que indicaria que ésta es la pareja de cromosomas sexuales.

La distribucion del ADN satélite (y por tanto de los cromosomas pequefios) es un poco peculiar
durante la interfase, ya que la heterocromatina que contiene al ADN Dp-satl se localiza

solamente en uno de los polos del ntcleo (Amor et al. 2009).

Mediante hibridacién se ha confirmado la presencia de Dp-satl en 5 especies del género
Discoglossus (D. montalentii, D. galganoi, D. pictus, D. sardus y D. scovazzi), mostrando en todas
ellas un patréon de bandas muy similar. Estos resultados podrian indicar que se trata de un ADN
satélite especifico del genero Discoglossus, ya que no se ha observado en especies de otros

géneros (Alytes dickhilleni) o familias (X. laevis, R. temporaria).

Dp-sat2 y Dp-sat3
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De la digestién del ADN gendmico de D. pictus con Stul se aislé una banda que, tras la clonacion
y secuenciacidn, resulto estar formada por dos tipos de fragmentos distintos: Dp-sat2 (de 150
pb aproximadamente) y Dp-sat3 (de 180 pb). Dp-sat2 representa el 2.6% del genoma total de
esta especie (2.3x10° copias por genoma diploide), tiene un contenido ligeramente rico en A+T
(58%) y una similitud entre los mondmeros del 84%-97%. Dp-sat3 representa el 2.2% del genoma
total (1.6x10° copias por genoma diploide), también presenta un alto contenido en A+T (56%) y
una similitud entre mondmeros del 89-95%. La hibridacion sobre ADN gendémico de otras
especies de este género (D. pictus, D. sardus, D. scovazzi, D. galganoi y D. montalentii)
demuestra su alta conservacién. Los dos ADNs repetidos presentan un patrén de bandas en
escalera, tipico de un ADN repetido en tdndem, en las cuatro primeras especies. En la especie
de D. montalentii la cantidad de estos satélites es inferior y/o las secuencias son muy diferentes
y predomina otra organizacidn. La distribucidon cromosdmica en la especie de D. pictus muestra
que ambos satélites (Dp-sat2 y Dp-sat3) estan localizados de forma dispersa en todos los
cromosomas, predominando grandes clUsteres en regiones centroméricas y pericentroméricas
de los cromosomas grandes (parejas 2-5). Sin embargo, a diferencia de Dp-satl, estos dos

satélites no presentan una distribucién localizada en el ndcleo durante la interfase.
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OBJECTIVES

1. To characterize cytogenetically the individuals of the species B. bufo, E. calamita and B.
viridis analysed in this study.

2. To search for repetitive DNA sequences in the genome of B. bufo.

3. To perform a molecular and cytogenetic characterization of the repetitive DNAs
identified in B. bufo.

4. To evaluate the extent of these repetitive DNA sequences in other species of the
Bufonidae family and to perform a molecular and cytogenetic characterization those
species where these sequences are present.

5. To analyze the evolution of the repetitive DNAs found in the Bufonidae family.
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MATERIAL Y METODOS

1. Material Analizado

1.1.Animales utilizados

Los animales silvestres utilizados fueron capturados tras la obtencién de los correspondientes
permisos de captura por parte de las autoridades competentes (Junta de Andalucia). Ademas de
animales silvestres, también se han utilizado animales mantenidos en cautividad. En todos los
casos, el mantenimiento, manipulacién y sacrificio de los animales vivos empleados en este
estudio se ha realizado con el visto bueno del Comité de Bioética de la Universidad de Jaén, y

siguiendo la normativa segun la legislacién nacional y comunitaria vigente.

En este trabajo se han utilizado 16 especies de anfibios pertenecientes a las familias Bufonidae
(13), Alytidae (1), Pipidae (1) y Ranidae (1). En la Tabla 1 se muestra el origen de los individuos y

de las lineas celulares utilizados en este trabajo.

Especie Familia Poblacién 2N Cultivos celulares

Bufo bufo Bufonidae Italia (Bolonia) 2n=22

Bbul2 P6; Bbul2 P16;

Bufo bufo Bufonidae Espafia (Jaén) 2n=22 | Bbul2 D1; Bbul2 D2;
Bbul2D P7

Bufo bufo Bufonidae Espafa (Jaén-Cafiada) | 2n=22

Bufo bufo Bufonidae Marruecos 2n=22

Epidalea calamita Bufonidae Espafia (Jaén) 2n=22 Sg: gg Eig mg

Epidalea calamita Bufonidae Espafa (Ardales) 2n=22

Barbarophryne brongersmai Bufonidae Grecia 2n=22

Bufotes viridis Bufonidae Grecia 2n=22 Ez:: Eig 22

Bufotes boulengeri Bufonidae Marruecos 2n=22

Bufotes latastii Bufonidae Pakistan 2n=22

Bufotes luristanicus Bufonidae Iran 2n=22

Bufotes surdus Bufonidae Iran 2n=22

Bufotes siculus Bufonidae Italia (Sicilia) 2n=22

Bufotes balearicus Bufonidae Italia (Sicilia) 2n=22

Sclerophrys arabica Bufonidae Yemen 2n=20

Rinella marinus Bufonidae Australia 2n=22
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Especie Familia Poblacién 2N Cultivos celulares
Duttaphrynus melanostictus | Bufonidae Nepal 2n=22
Discoglossus galganoi Alytidae Espafa 2n=28 | Dgal P3
XtF2P5H
Silurana tropicalis Pipidae Nigeria (laboratorio) 2n=20 | XtM 1b
Xt M 2b
Pelophylax perezi Ranidae Espafia (Jaén) 2n=26

Tabla 1. Especies de anfibios utilizados en este trabajo. Para cada especie se indica la familia a la que pertenece, la
procedencia, el nUmero de cromosomas y, en su caso, el nombre de linea celular establecida.

1.2.Lineas celulares

Para evitar tener que utilizar individuos adultos para la obtencién de cromosomas metafasicos,
se han establecido lineas celulares a partir de cultivos primarios y secundarios realizados a partir

de larvas. Las lineas celulares disponibles se indican en la Tabla 1.

2. Métodos

2.1.Aislamiento y cuantificacion de acidos nucleicos

2.1.1. Obtencién de ADN gendmico de alto peso molecular
Como material de partida para la obtenciéon de ADN gendmico se ha utilizado tejido fijado en
etanol al 70%, tejido fresco y células procedentes de cultivos celulares. En todos los casos el
protocolo de extraccién de ADN gendmico fue el mismo. Para la extraccidn y aislamiento del

ADN se siguio el método de Sambrook et al. (2001) con algunas variaciones.

- Homogeneizar unos 100 mg de tejido utilizando N3 liquido. Cuando la extraccion se realiza a
partir de células procedentes de cultivos celulares se omite la homogeneizacién inicial,
resuspendiendo el pellet de células directamente en el tampdn de extraccion. Resuspender
el tejido homogeneizado en 800 pl de tampdn de extraccion!!. Afadir 2,5 pl de proteinasa
K2y 200 pl de tampdn de lisis’®. Mezclar por inversidn e incubar 10-15 horas a 56°C.

- Afadir 10 pl de solucién de RNasa'® e incubar a 37°C durante 3 horas.

- Extraer con fenol utilizando un volumen igual al de muestra. Mezclar por inversion (6-8 veces)

y centrifugar a 10.000 rpm durante 10 min.

11 Tampon de extraccion: 10mM Tris-HCl pH 7,5; 10mM NaCl; 2mM EDTA.
12 proteinasa K: 10 mg/ml en H,0 ultrapura estéril. Conservar a -20°C.
13 Tampon de lisis: 10mM Tris-HCl pH 7,5; 10mM NaCl; 2mM EDTA; 5% SDS.

14 Solucion RNasa: 10mg/ml en 10mM Tris-HCI pH 7,5; 15 mM NaCl. Para inactivar posibles DNasas, la solucion se
calienta a 100°C durante 15 minutos y se deja enfriar a temperatura ambiente. Conservar a -20°C.
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- Transferir la fase acuosa a un tubo limpio y volver a extraer con fenol:cloroformo:alcohol
isoamilico (proporciones 25:24:1) utilizando un volumen igual al de muestra. Mezclar por
inversién y centrifugar a 10.000 rpm durante 10 min.

- Transferir la fase acuosa a un tubo limpio y extraer con cloroformo:alcohol isoamilico
(proporcion 24:1) utilizando un volumen igual al de muestra. Mezclar suavemente por
inversion y centrifugar a 10.000 rpm durante 10 min.

- Transferir la fase acuosa a un tubo limpio y precipitar el ADN. Para ello se afiade NaCl 5M
(concentracién final 0,2 M) y dos volumenes de etanol al 100%. Mezclar suavemente por
inversidn y dejar enfriar al menos 30 min a -20°C.

- Centrifugar a 13.000 rpm durante 15 min. Decantar el etanol. Lavar con etanol al 70% (un
volumen). Centrifugar 13.000 r.p.m. durante 10 min. Decantar el sobrenadante y dejar secar
hasta que todo el etanol se haya evaporado. Resuspender el ADN en H,0 ultrapura estéril.

Almacenar a 4°C.

2.2.Aislamiento de ADN a partir de geles de agarosa

El aislamiento y purificacion de fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa se llevé a cabo

mediante protocolo basado en la técnica descrita por Duro et al. (1993).

- Cortar el bloque de agarosa que contiene la banda de ADN de interés con un bisturi estéril y
separar del resto del gel. Es muy importante evitar la exposicion prolongada del ADN a la luz
U.V. para evitar los dafios que ésta pueda ocasionar sobre el ADN.

- Depositar el bloque de agarosa dentro de un cono de papel de filtro, que se encuentra a su
vez encajado dentro de un tubo eppendorf con el fondo perforado. Este montaje se introduce
en otro tubo eppendorf sin perforar y se centrifuga 15 min a 14.000 rpm.

- Precipitar el ADN presente en el eluido con NaCl 5 M (concentracién final 0.2 M), 1 ul de
glicégeno y dos volumenes de etanol absoluto. Incubar la mezcla a -20°C durante 10-15
horas.

- Recuperar el ADN centrifugando a 14.000 rpm durante 30 min.

- Lavar con etanol al 70%.

- Decantar el sobrenadante, dejar secar y resuspender en 10 pl de H,O milliQ.

2.2.1. Purificacion de ADN plasmidico mediante lisis alcalina
Para el aislamiento de ADN plasmidico a partir de cultivos bacterianos se empled el método de

lisis alcalina descrito por Sambrook et al. (2001). Brevemente:
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- Sembrar una colonia de bacterias en 5 ml de LB liquido e incubar en agitacién a 37°C durante
10-12 h.

- Centrifugar a 5.000 rpm durante 5 min. Tirar el sobrenadante.

- Resuspender las bacterias en 100 pl de Solucidn 1*® fria.

- Afadir 200 pl de Solucidn 11*®, mezclar por inversién 6-8 veces. Incubar en hielo 5 min.

- Afadir 150 pl de Solucidn 111*, mezclar por inversidn 6-8 veces. Incubar en hielo 5 min.

- Centrifugar durante 15 min a maxima velocidad. Pasar el sobrenadante a un tubo limpio.

- Precipitar el ADN plasmidico con 2 volumenes de etanol absoluto y mezclar por inversién 6-
8 veces. Incubar la mezcla a -20°C durante 10-15 horas.

- Centrifugar 10 min a maxima velocidad.

- Decantar, lavar con etanol al 70% y centrifugar 10 min a maxima velocidad.

- Decantary dejar secar.

- Resuspender en 50 ul de H,0 ultrapura estéril. Conservar a -20°C.

2.2.2. Purificacion de ADN plasmidico mediante kits comerciales
Si el plasmido iba a ser utilizado en reacciones de secuenciacion, para su extraccioén se utilizo el
kit comercial “Qiaprep spin minipreps kit” (Qiagen) o el kit “MiniSpin Plasmid” (MN) siguiendo

las instrucciones del fabricante.

2.3.Cuantificacion de acidos nucleicos

La cuantificacién y pureza del ADN obtenido se realiza por espectrofotometria midiendo Ila
absorbancia a 260 y 280 nm. Para la medida de la concentracién de ADN se tiene en cuenta que
a una absorbancia de 1 medida a 260 nm le corresponde a una concentracion de ADN de cadena

doble de 50 ng/pl.

Para medir la pureza de la muestra se obtiene el cociente entre las absorbancias a 260 y 280 nm
(A260/A280). Este valor indica si existe contaminacién con proteinas. Se considera que una
solucion de ADN estd limpia cuando este cociente tiene un valor entre 1,8 y 2 (Wilfinger et al.

1997).

La concentracion de ADN también puede estimarse por comparacion de la muestra problema
con un ADN patrén de concentracion conocida tras la electroforesis de ambas en un gel de

agarosa.

15 Solucién I: 50mM glucosa, 25mM Tris-HCl pH8.0, 10mM EDTA, 100 pl/ml RNasa A.
16 Solucion 11: 0.2M NaOH, 1% SDS.

17 Solucién I1l: 3M acetato potdsico.
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2.4 Electroforesis en geles de Agarosa

Las muestras de ADN pueden separarse segln su tamano mediante electroforesis en geles de
agarosa. Para ello se utilizan geles de agarosa al 1% en tampdn TAE®® 1x, a un voltaje de 5V/cm.
De este modo es posible visualizar las muestras de acidos nucleicos y determinar la calidad de

las mismas.

2.5.Aislamiento y amplificacion de secuencias de ADN repetitivo

2.5.1. Aislamiento de ADN repetitivo mediante restriccion de ADN gendmico

Las restricciones del ADN gendmico fueron realizadas segln

Reaccidn de restriccién la reaccién que se indica en la Tabla 2. La mezcla obtenida se

5-10 ug ADN gendmico incuba a la temperatura 6ptima de cada enzima de
4 pl Tampon 10x

1-3 U enzima

H,0 ultrapura estéril

restriccidon, siendo la mas frecuente de 37°C.

Una vez digerido, el ADN se separa mediante electroforesis

Volumen final = 40 pl

en geles de agarosa al 1% en TAE 1x y con un voltaje de
Tabla 2. Reaccidn de digestion del
ADN gendmico 5V/cm.

Tras la electroforesis, los geles se tifien en una solucién de bromuro de etidio (10 pg/ml) y el
ADN se visualiza mediante exposicidon a U.V. en un transiluminador. La fotografia del gel se toma
junto con una regla, de modo que posteriormente se pueda estimar permite realizar una

estimacion del tamano de las bandas obtenidas.

2.5.2. Amplificacidén de secuencias de ADN repetitivo

DISENO DE OLIGOS

La clonacién de las bandas intensas que se observan tras la digestion de ADN gendmico con
enzimas de restriccion permite obtener secuencias de unidades monoméricas de distintas
familias de ADN repetido. A partir de estas secuencias se disefiaron los cebadores especificos
para cada una de estas familias de ADN repetido con el fin de obtener monémeros, dimeros, etc

mediante PCR. Los cebadores utilizados en este trabajo se muestran en la

GEN NOMBRE SECUENCIA 5'-3' Tamafio Tm %GC
BbuBamHI 800 | Bbu-BamHI-800-F1 GGATCCATGCACATCAACAGGTATG 25 56,06 48
BbuBamHI 800 | Bbu-BamHI-800-R1 GGATCCACACCTGACTGAAGAATG 24 55,23 50
BbuBamHI 800 | Bbu-BamHI-800-F2 GACATCACAATAGACCCTTGCTG 25 56,06 48

18 Tampon TAE 50x: (Tris-Acetato EDTA): Disolver 242 g de Tris base, 57,1 ml de 4cido acético glacial y 100 ml de una
solucién 0,5 M (pH=8) de EDTA en 1000 ml de H,0 milliQ.
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GEN NOMBRE SECUENCIA 5'-3' Tamaiio Tm %GC
BbuBamHlI 800 | Bbu-BamHI-800-R2 ATCATCCATGGATGCTGAAGGG 22 54,23 50
BbuBamHlI 210A | Bbu-BamHI-210A-F1 CCAGACTTGCAGGGATGGTAGAAG 24 56,75 54
BbuBamHI 210A | Bbu-BamHI-210A-R1 TCGCTGGGCTGAACTTCCATGA 22 58,24 54
BbuBamHI 210A | Bbu-BamHI-210A-F2 GGGACTTGGGCTCCAAGAGGAG 22 58,30 63
BbuBamHI 210A | Bbu-BamHI-210A-R2 CCTCTACCATCCCTGCAAGTCTGG 24 58,28 58
BbuBamHI | 210ins | Bbu-BamHI-210ins-F1 GTTCCTGGGCAGACATTTCCA 21 54,84 52
BbuBamH! | 210ins | Bbu-BamHI-210ins-R ATTTTCCGATTTTGCCCCGC 20 54,05 50
BbuBamHI | 210ins | Bbu-BamHI-210ins-F2 CGGATGTCATGGAACTGATGG 21 54,89 52
BbuBamHI 210ins | Bbu-BamHI-210ins-Fint AGCCAGGTTTGATCTCATAGCTG 23 51,05 43
BbuBamHI 210ins | Bbu-BamHI-210ins-Rint GTTCTCTTTCTCAAAACGGCCA 22 51,83 45
BbuBamHI 210B | BbuBam210B-F ATAGAGCTTCCTGCCTGGA 19 51,41 52
BbuBamHlI 210B | BbuBam210B-R ATCTGGCAACCAGAGAAGTG 20 51,69 50
BbuBamHlI 210B | Bbu-BamHI-210B-int-R CTACGGATCCGGATCCG 17 50,30 64
BbuBamHlI 210B | Bbu-BamHI-210B-int-R2 ATCCGGAGGGTAGCGTTCT 19 54,18 57
BbuBamHI 190 | Bbu-BamHI-190-F1 GGATCCGCTAAACGCATAC 19 50,73 52
BbuBamHI 190 | Bbu-BamHI-190-R1 GGATCCGTAAAAATCATGCGG 21 52,04 47
BbuBamHI 190 | Bbu-BamHI-190-int-F GTGATCAATGACTGTGGTGATC 22 51,37 45
BbuBamHlI 190 | Bbu-BamHI-190-int-R TCCCCTGTAAGGCTCCATT 19 51,56 52

Tabla 3.

GEN NOMBRE SECUENCIA 5'-3' Tamafio Tm %GC
BbuBamHlI 800 | Bbu-BamHI-800-F1 GGATCCATGCACATCAACAGGTATG 25 56,06 48
BbuBamHlI 800 | Bbu-BamHI-800-R1 GGATCCACACCTGACTGAAGAATG 24 55,23 50
BbuBamHlI 800 | Bbu-BamHI-800-F2 GACATCACAATAGACCCTTGCTG 25 56,06 48
BbuBamHI 800 | Bbu-BamHI-800-R2 ATCATCCATGGATGCTGAAGGG 22 54,23 50
BbuBamHI 210A | Bbu-BamHI-210A-F1 CCAGACTTGCAGGGATGGTAGAAG 24 56,75 54
BbuBamHI 210A | Bbu-BamHI-210A-R1 TCGCTGGGCTGAACTTCCATGA 22 58,24 54
BbuBamHlI 210A | Bbu-BamHI-210A-F2 GGGACTTGGGCTCCAAGAGGAG 22 58,30 63
BbuBamHlI 210A | Bbu-BamHI-210A-R2 CCTCTACCATCCCTGCAAGTCTGG 24 58,28 58
BbuBamH!| | 210ins | Bbu-BamHI-210ins-F1 GTTCCTGGGCAGACATTTCCA 21 54,84 52
BbuBamH| | 210ins | Bbu-BamHI-210ins-R ATTTTCCGATTTTGCCCCGC 20 54,05 50
BbuBamHI 210ins | Bbu-BamHI-210ins-F2 CGGATGTCATGGAACTGATGG 21 54,89 52
BbuBamHI | 210ins | Bbu-BamHI-210ins-Fint AGCCAGGTTTGATCTCATAGCTG 23 51,05 43
BbuBamHI 210ins | Bbu-BamHI-210ins-Rint GTTCTCTTTCTCAAAACGGCCA 22 51,83 45
BbuBamHI 210B | BbuBam210B-F ATAGAGCTTCCTGCCTGGA 19 51,41 52
BbuBamHI 210B | BbuBam210B-R ATCTGGCAACCAGAGAAGTG 20 51,69 50
BbuBamHlI 210B | Bbu-BamHI-210B-int-R CTACGGATCCGGATCCG 17 50,30 64
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GEN NOMBRE SECUENCIA 5'-3' Tamaiio Tm %GC
BbuBamHI 210B | Bbu-BamHI-210B-int-R2 ATCCGGAGGGTAGCGTTCT 19 54,18 57
BbuBamHI 190 | Bbu-BamHI-190-F1 GGATCCGCTAAACGCATAC 19 50,73 52
BbuBamHI 190 | Bbu-BamHI-190-R1 GGATCCGTAAAAATCATGCGG 21 52,04 47
BbuBamHI 190 | Bbu-BamHI-190-int-F GTGATCAATGACTGTGGTGATC 22 51,37 45
BbuBamHI 190 | Bbu-BamHI-190-int-R TCCCCTGTAAGGCTCCATT 19 51,56 52

Tabla 3. Secuencias de cebadores utilizados para la amplificacion por PCR de los ADN repetitivos analizados en este

trabajo. Para cada cebador se indican su nombre, su secuencia en direccion 5’-3’, su tamafo, su Tmy el % GC.

AMPLIFICACION POR PCR DEL ADN REPETIDO

Con los cebadores de la Tabla 3 se realizan PCRs para la amplificacién de distintas unidades

monomeéricas de las familias de ADN repetido analizadas en este trabajo. Las condiciones de PCR

se muestran en la Tabla 4 sustituyendo los cebadores correspondientes y el tiempo de extensién

requerido en cada caso en funcién del tamafio del amplicén. Para la obtencion de dimeros,

trimeros, etc, los tiempos de extension se alargan lo suficiente.

PCR (Vf = 15 pl)

PERFIL DE TEMPERATURAS

0,5 ul plasmido con inserto (o bacterias) 95°C -4 min
0,6 pl dNTPs (10 mM)
0,6 ul MgCl, 50 mM 95°C-30s
0,6 ul cebador Forward Tm°C-30s
0,6 pl cebador Reverse 72°C — segUn la longitud x 30 ciclos
1,5 ul Tampon 10X del inserto amplificado 1kb/min
0,3 U Taqg polimerasa (Bioline)
10,5 ul H,0 ultrapura estéril 72°C-5min
Tabla 5. Reaccién de PCR
REACCION DE LIGADO - BANDAS DE DIGESTION INCUBACION

vol. inserto (obtenido segun férmula anterior)
0,6 ul de vector pUC19 (0,5 pg/ul)

7,5 pl tampdén 2X

1 ulLigasa de T4

0,5 ul de ATP 20 mM

H,0 ultrapura estéril (hasta 15 pl)

12-20h (19-22 °C)

1 ul Ligasa de T4
0,5 ul ATP 20 mM
H,0 ultrapura estéril (hasta 15 pl)

REACCION DE LIGADO - PRODUCTOS DE PCR INCUBACION
vol. inserto (obtenido segun formula anterior)
1 pl de vector pGEM-T Easy (50 ng/ul)
7,5 ul tampdn 2X o/n (4°C)

Tabla 4. Reacciones de ligado empleadas en este trabajo en funcion del origen del inserto (digestion de ADN

gendmico o producto de PCR).
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2.6.Clonacion de fragmentos de ADN

2.6.0. Reacciodn de ligado
La reaccion de ligado (Tabla 5) se realizd de dos modos distintos en funcidn de si los fragmentos
de ADN utilizados procedian de la digestion de ADN gendmico con el enzima BamHl, o de

productos de PCR obtenidos mediante amplificacidn con Tag polimerasa.

En primer caso, para la clonacién se empled el vector pUC19 previamente digerido con el enzima
BamHlI y desfosforilado (Fermentas). En el segundo caso, para la clonacidn se utilizé el vector

pPGEM-T Easy (Promega).

En la reaccidn de ligado se utilizé una relacién inserto:vector de 3:1, que fue la relaciéon que
proporciona mejor eficiencia en la obtencion de ADN recombinante. Teniendo esto en cuenta,
para calcular la cantidad de inserto necesaria en cada reaccion de ligado se empled la siguiente

férmula:

Cantidad de vector (ng)x Tamaio del inserto (Kpb) inserto
X

= cantidad i t
Tamaio del vector (Kpb) vector cantidad inserto (ng)

2.6.1. Obtencidén de bacterias competentes
Las bacterias empleadas pertenecen a la cepa JM109 de la especie Escherichia coli. Para la
obtencion de bacterias competentes se utilizé el siguiente protocolo en condiciones de

esterilidad:

- Sembrar las bacterias en una placa de Petri con medio de LB-agar?®.

- Incubar a 37°C durante 12-15h.

- Picar una colonia e inocular en 4 ml de LB? liquido.

- Incubar a 37°C en agitacién, durante 12-15h.

- Inocular los 4 ml del cultivo anterior en 100 ml de medio TYM?! e incubar a 37°C en agitacién
hasta conseguir una densidad éptica a 550 nm entre 0,5y 0,8.

- Enfriar el cultivo y alicuotar en dos tubos de 50 ml. A partir de este paso se debe trabajar en

condiciones de frio y esterilidad.

19 Medio LB-agar: Disolver 10 gr de bacto-triptona, 5 gr de extracto de levadura y 10 gr de NaCl en 950 ml de H,0
ultrapura estéril. Afadir 15 gr de bacto-agar. Ajustar el pH a 7 con NaOH 5N. Completar el volumen hasta 1
litro. Esterilizar mediante autoclave.

20 Medio LB - liquido (Luria-Bertani): Disolver 10 gr de bacto-triptona, 5 gr de extracto de levadura y 10 gr de NaCl en
950 ml de H,0 ultrapura estéril. Ajustar el pH a 7 con NaOH 5N. Completar el volumen hasta 1 litro. Esterilizar
mediante autoclave.

21 Medio TYM: 2% Triptona; 0,5% extracto de levadura; 0,1% NaCl; 0,01% MgCl,. Esterilizar mediante autoclave.
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- Centrifugar a 3.000 rpm durante 15 min a 4°C.

- Retirar el sobrenadante y resuspender suavemente en 15-20 ml de Tfb |22,
- Incubar en hielo durante 15-30 min.

- Centrifugar durante a 3.000 rpm durante 8 min a 4°C.

- Retirar el sobrenadante y resuspender en 2 ml de Tfb 1%,

- Incubar en hielo durante 30 min.

- Hacer alicuotas de 50 ul y congelar rdpidamente sumergiendo los tubos en nitrégeno liquido.

- Conservar a -80°C.

Para establecer el grado de competencia alcanzado por las bacterias, se realiza un andlisis de la
eficiencia de transformacién. Para ello se transforman 50 pl de bacterias competentes con 100
pg de vector pUC19 (ver protocolo de transformacion). La eficiencia de transformacién se mide
como el nimero de colonias transformadas por pug de ADN. Con este protocolo suelen obtenerse
eficiencias de transformacién que oscilan entre 108 - 108 (valores superiores a 10° se consideran

una buena eficiencia de transformacién).

2.6.2. Transformacion de bacterias competentes
Para introducir ADN exdgeno en el interior de bacterias competentes se ha utilizado el protocolo
de transformacién mediante choque térmico. El protocolo seguido para transformar bacterias

competentes es el siguiente:

- Afadir los 15 pl de la reaccidn de ligado a 50 ul de bacterias competentes.

- Incubar 30 min en hielo agitando suavemente cada 10 min.

- Incubar 2 min en un bafo a 42°C.

- Colocar rapidamente en hielo durante 5 min.

- Afadir 950 ul de medio LB liquido e incubar durante 1 hora a 37°C.

- Sembrar 100 pl de bacterias transformadas en una placa con medio LB sdlido con
ampicilina/IPTG/X-Gal (medio selectivo).

- Centrifugar el resto de bacterias durante 5 min a 5000 rpm.

- Decantar, resuspender el sedimento y sembrar todo en una placa con medio LB sélido con
ampicilina/IPTG/X-Gal.

- Incubar las placas a 37°C durante 10-12 h.

22 Medio Tfb I: 30 mM Acetato potasico; 50 mM MnCly; 100 mM KCl; 10 mM CacCly; 15% glicerol. Esterilizar por
filtracién.

23 Medio Tfb Il: 10 mM NaMOPS pH 7,2; 75 mM CaCly; 10 mM KCl; 15% glicerol. Esterilizar por filtracion.
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Los vectores pGEM-T Easy y pUC19 permiten la identificacidon de clones recombinantes en medio
LB sélido al que se afiade ampicilina/IPTG/X-gal. En ese caso, los clones recombinantes seran de
color blanco, mientras que los clones no recombinantes seran de color azul. En estas condiciones

las bacterias no transformadas no creceran, por ser sensibles a la ampicilina.

2.6.3. Identificacion de clones recombinantes de interés

Los clones recombinantes positivos se identificaron por distintos métodos:

MEDIANTE ELECTROFORESIS EN GELES DE AGAROSA

La electroforesis de pldsmidos recombinantes en geles de agarosa al 1% en TAE 1X permite
identificar aquellos que tienen insertos de tamafio especifico al compararlos con controles
positivos (plasmidos con inserto de tamafio conocido) y negativos (plasmidos recircularizados
sin inserto). Este método se utilizé en aquellos casos en los que el tamafio del inserto era

superior a 500 pb.

MEDIANTE PCR CON LOS CEBADORES M13 F/R

Este método se utilizé principalmente para clones con insertos de tamafios menores de 500 pb,
ya que la variacién del tamafio del plasmido con y sin inserto no se aprecia con bastante claridad
en la electroforesis de plasmidos. Se utilizaron cebadores genéricos M13 F/R y la reaccién se

muestra en la Tabla 6.

PCR (Vf =15 pl) PERFIL DE TEMPERATURAS
0,5 pl pldsmido con inserto (o bacterias) 95°C - 4 min
0,6 pl NTPs (10 mM)
0,6 ul MgCl, 50 mM 95°C-30s
0,6 pl cebador M13 Forward 52°C-45s x 30 ciclos
0,6 pl cebador M13 Reverse 72°C-45 s
1,5 ul Tampdn 10X
0,3 U Taq polimerasa (Bioline) 72°C -5 min
10,5 ul H,0 ultrapura estéril

Tabla 6. Reaccidon de PCR M13 F/R

MEDIANTE HIBRIDACION SOBRE PLASMIDOS
Este método se utilizé en los casos cuando no se conocia el tamario sobre los clones obtenidos

y esta descrito en el apartado 3.2.

MEDIANTE SECUENCIACION DE LOS CLONES
Las reacciones de secuenciacion de ADN plasmidico se realizaron en un secuenciador

automatico CEQ 2000XL (Beckamn Coulter). La secuenciacién se ha llevado a cabo en los
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Servicios Técnicos de Investigacion de la Universidad de Jaén y en el Servicio de Secuenciacion

de ADN del Centro Nacional de Investigaciones Oncoldgicas (CNIO).

2.6.4. Crio preservacién de los clones
Los clones de interés se conservaron a -80°C. Para ello se realizaron cultivos en 3 ml en medio
LB con ampicilina a 37°C en agitacién durante toda la noche. Los cultivos se centrifugan (6.000
rpm, 5 min) y las células se resuspenden en 150 pl de medio LB:glicerol (1:1). El material asi

preparado se almacena a -80°C.

2.7.Marcaje de acidos nucleicos

En este trabajo se han utilizado dos métodos diferentes para marcar sondas. El marcaje por PCR
se ha utilizado cuando se conoce la secuencia del fragmento a marcar y, por tanto, es posible
obtener de oligonucledtidos especificos para poder amplificar la region de interés. La técnica de
marcaje mediante cebado al azar (“Random primer”) permite marcar cualquier secuencia de
ADN utilizando hexanucleétidos aleatorios como oligos para la sintesis de nuevas moléculas de
ADN marcadas. Esta técnica se ha utilizado para marcar fragmentos de ADN de secuencia

desconocida o fragmentos muy largos, como pueden ser plasmidos.

2.7.0. Marcaje por PCR

PCR (Ve=50 pl) PROGRAMA DE AMPLIFICACION
0,5 pl plasmido con inserto (10 ng plasmido)
1 pl biotina-16-dUTP® / dig-11-dUTP (Roche) 95°C 4 min
1 ul dNTPs para marcaje?* por PCR
1,25 pl MgCl, 50 mM 95°C30s
1,25 pl cebador Forward Temperatura de Unién de cebadores 45 s X 30 ciclos
1,25 pl cebador Reverse 72°C Tiempo de Extension
5 ul Tampodn de Taq polimerasa 10X
1 U Taqg polimerasa (Bioline) 72°C 5 min
36,75 ul H,0 ultrapura estéril

Tabla 7. . Reaccidn de PCR para marcaje de sonda.

En este trabajo se han utilizado sondas no
radiactivas, marcadas con biotina-16-dUTP (Roche) (utilizadas en experimentos de FISH sobre
cromosomas metafasicos), o con digoxigenina-11-dUTP (Roche) (utilizadas en experimentos de

hibridacion sobre membranas).

El protocolo de PCR utilizado esta basado en el desarrollado por Lo et al. (1990) y se detalla en
la iError! No se encuentra el origen de la referencia.. El programa de amplificacidn varia en f

uncién de la Tm de los oligonucledtidos utilizados y de la longitud del producto a amplificar.

24dNTPs para marcaje: 1mM dATP, 1ImM dCTP, 1mM dGTP, 0,65 mM dTTP, 0,35 mM dig-11-dUTP o biotin-16-dUTP.
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Las sondas marcadas se precipitan (ver apartado 2.7.2) y se conservan a -20°C.

2.7.1. Marcaje por “Random Primer”
Con este método se marcaron las bandas purificadas a partir de las digestiones del ADN
gendmico con BamHlI, asi como insertos de clones recombinantes positivos que posteriormente
se utilizaron utilizados en la identificacion de clones recombinantes positivos. La reaccién de
marcaje se muestra en la Tabla 8. Para la desnaturalizacion, el ADN se incuba durante 10 min a

100°C y se enfria rapidamente en el hielo, para evitar la renaturalizacion.

2.7.2. Precipitacion de la sonda marcada
La precipitaciéon de la sonda se realiza para eliminar restos de oligos y de otros reactivos
presentes en la reaccion de marcaje (ya sea por PCR o por “random primer”) y que pueden
interferir en reacciones posteriores. Para ello, una vez obtenida la sonda marcada con
digoxigenina, se afiade 1 pl de glicdgeno, 10 pul de acetato amdnico 10M, 5 ul de ADN de esperma
de salmén (100pg/ml) y 100 pl de etanol absoluto. La mezcla se incuba durante toda la noche
(10-15 h) a -20°C. Posteriormente se centrifuga 30 min a 13.000 rpm, se elimina el sobrenadante
y se realiza un lavado con 1 volumen de etanol al 70%, centrifugando posteriormente 5 min a
13.000 rpm. El sobrenadante se decanta y se deja secar el precipitado. Una vez secado, éste se

resuspende en 30 pl de H,0 ultrapura. La sonda se conserva a -20°C.

En el caso cuando se trata de la sonda marcada con biotina (para realizacion de la FISH) se utiliza
otra reaccion para la precipitacién: 1 ul de glicogeno, 3 ul de acetato sddico 3M a pH 5.2, 5 ul de
ADN de esperma de salmdn (100pug/ml), 5 ul de ARNt de levaduras (100ug/ml) y 150 pl de etanol

absoluto. El resto del protocolo es idéntico que en el caso de marcaje con digoxigenina.

2.8.Comprobacion de la eficiencia de marcaje

2.8.1. Dot-Blot
La eficiencia de marcaje de las sondas puede comprobarse mediante comparacién con un ADN

control marcado a una concentracidn conocida. El protocolo empleado es el siguiente:

- Realizar diluciones seriadas (1/2, 1/4, 1/8, etc.) del ADN marcado control (100 ng/ul) y de la
sonda marcada (concentracion desconocida).

- Depositar estas diluciones en una membrana de nailon cargada positivamente (Amershan).

- Cuando la membrana esté seca, fijar el ADN a la membrana mediante exposicién a luz U.V.

durante 2 min.
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- Lavar® dos veces la membrana durante 2 min cada vez en tampdn maléico?.

- Incubar 1 hora en el tampdén de bloqueo? para evitar las uniones inespecificas del
anticuerpo.

- Incubar la membrana durante 30 min en la solucién de anticuerpo?.

- Realizar dos lavados de 15 min cada uno en tampdn maléico.

- Equilibrar la membrana durante 5 min en tampdn alcalino®.

- Incubar la membrana en la solucién de color®. La deteccién de la sefial se lleva a cabo de
forma indirecta, por la actividad de la fosfatasa alcalina conjugada al anticuerpo, utilizando
NBT/BCIP como sustrato.

- Incubar la membrana en oscuridad hasta que la sefial adquiera la intensidad adecuada.

- Detener la reacciéon lavando la membrana con agua destilada.

La comparacion de las sefiales obtenidas en las diluciones seriadas del ADN marcado control y
con las sefiales de las diluciones de sonda marcada permite estimar de forma aproximada la

cantidad de sonda marcada.

2.8.2. Electroforesis en gel de agarosa
Una estima menos precisa del grado de marcaje de una sonda puede realizarse comparando el
tamafio de fragmento de ADN sin marcar con el del fragmento de ADN marcado mediante
electroforesis en geles de agarosa al 1% en TAE 1x. La incorporacion al ADN de bases modificadas
(digoxigenina-11-dUTP o biotina-16-dUTP) da lugar a un retardo en la migracion de las moléculas

de ADN. Mayor retardo indica mayor grado de marcaje.

REACCION DE MARCAJE INCUBACION

15 pl ADN desnaturalizado (0.1-3 pg)

2 ul mezcla de hexanucledtidos 10x (Roche)

2 ul mezcla de dNTPs para marcaje

1 ul (10 U) ADN polimerasa fragmento Klenow (Roche)

37°C
10-15h

Volumen final= 20 ul

Tabla 8. Reaccidn para marcaje de sonda por Random Primer.

25 Todos los lavados se hacen en agitacion, a temperatura ambiente salvo que se especifique lo contrario.
26 Tampadn Maléico: dcido maléico 0.1 M, NaCl 0.1 M, pH=7.5.
27 Tampon de Bloqueo: reactivo de bloqueo (Roche) al 1% en tampdn maléico.

28 Solucion de Anticuerpo: anticuerpo anti-digoxigenina conjugado con fosfatasa alcalina, dilucién 1:5.000 en tampdn
de bloqueo.

29 Tampoan alcalino: Tris-HCl 100 mM; NaCl 100 mM; MgCl; 50 mM pH=9.5.

30 Solucidnde color: 20 pl de NBT/BCIP en 1 ml de tampdn alcalino.
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3. Identificacién de secuencias especificas de ADN en membranas de
nailon

3.1.“Southern-Blot”

La identificacion de secuencias especificas de ADN (obtenidas mediante digestion de ADN
gendmico con enzimas de restriccidon, o mediante PCR) puede realizarse tras la separacion de
los fragmentos de ADN mediante electroforesis en geles de agarosa y su posterior transferencia
a membranas de nailon mediante "Southern-blot". Para ello es necesario: transferir el ADN a

una membrana, hibridar la membrana con una sonda marcada y detectar de la sonda.

3.1.1. Transferencia del ADN a una membrana
Los fragmentos de ADN, procedentes de la digestién de ADN gendmico con enzimas de
restriccién, o de resultado de reacciones de PCRs, son separados segln su tamafio mediante
electroforesis en geles de agarosa. Finalizada la electroforesis, el ADN se transfiere a una
membrana de nailon cargada positivamente. La transferencia se realizé por capilaridad,

siguiendo el protocolo descrito por Sambrook et al. (2001):

- Tefiir el gel con bromuro de etidio y fotografiar con una regla. Lavar con agua destilada®®.
- Incubar el gel en la solucion de depurinacién3 durante 10-20 min.

- Lavar 5 min con agua destilada.

- Incubar, dos veces 20 min cada una, en solucién de desnaturalizacidn®2.

- Lavar 5 min con agua destilada.

. I
- Incubar, dos veces 20 min cada una, en L

| ——————— P = 0,6 kp
[
II.' L et planag

solucién de neutralizacién®.

- Transferir el ADN por capilaridad desde )
v — Pzpel

el gel a una membrana de nailon
cargada  positivamente  utilizando sapel de filtrn
— e Membiara e Mekn

20xSSC (pH= 7.5) como solucion de i

transferencia. La transferencia se Secipiente con 20K

Snper e plaras y papel de Bl larpo

realiza durante toda la noche, como se

muestra en la Figura 5.
Figura 5. Esquema de la transferencia por capilaridad para
Southern Blot.

31 Solucién de depurinacién: HCl 0.25 M.
32 Solucidn de desnaturalizacidon: NaCl 1.5 M; NaOH 0.5 M.
33 Solucidn de neutralizacion: Tris-CIH 0,5 M; NaCl 1.5 M, pH=7.4.
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Lavar la membrana en 6xSSC durante 5 min y dejar secar.
Fijar el ADN a la membrana mediante exposicidn a luz U.V. durante 2 min. La membrana se

puede conservar durante 1 - 4 semanas a temperatura ambiente en un lugar seco y oscuro.

3.1.2. Hibridacion

La hibridacién se realizé como sigue:

Incubar la membrana en solucién de prehibridacién3* a 65°C, al menos durante 3 h.
Preparar la sonda diluyendo el ADN marcado con digoxigenina a una concentracion final de
25-50 ng/ml en solucion de prehibridacién. Desnaturalizar la sonda (incubar en agua
hirviendo durante 10 min) y enfriar rdpidamente en hielo. La sonda se puede reutilizar
almacendandola a -20 °C.

Afadir la sonda a la membrana e hibridar durante 10-15 horas a la temperatura de
hibridacion. La temperatura de hibridacion empleada depende de la homologia entre las
secuencias que van a hibridar, de modo que cuanto mayor sea la temperatura, mas especifico
sera el apareamiento entre la sonda y el ADN que queremos detectar. Segun esto, para la
identificacion de clones recombinantes positivos la hibridacién se realizé a 68°C, mientras
que para analizar el ADN repetitivo la temperatura de hibridacidn oscilé entre 64°C y 68°C
segln la homologia del repetitivo a detectar con la sonda utilizada. Las temperaturas de

hibridacidn éptimas se obtuvieron de forma experimental.

3.1.3. Deteccion de la sefal

Para el revelado se siguid el siguiente protocolo:

Lavados post-hibridacién 1: realizar dos lavados, de 15 min cada uno, en agitacién y a
temperatura ambiente en una solucion de 2xSSC/0.1% SDS.

Lavados post-hibridacion 2: realizar dos lavados, de 30 min cada uno, a la temperatura de
hibridacién (64-68°C) en una solucion de 0.5xSSC/0.1% SDS (ADN repetitivo) o de
0.1xSSC/0.1%SDS (“screening”) 0 0.2xSSC/0.1%SDS (productos de PCR).

La deteccion de la sonda se llevé a cabo de forma indirecta, mediante métodos
inmunolégicos, utilizando un anticuerpo anti-digoxigenina conjugado con fosfatasa alcalina.
El protocolo seguido es el mismo que se indica en el apartado 2.8.1, comenzando a partir del

lavado con tampdn maleico.

34 Solucidn de Prehibridacién: 5XSSC; 0,1% N-lauroilsarcosina; 0.02% SDS; 1% reactivo de bloqueo.
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3.2.ldentificacion de clones positivos mediante hibridacion sobre

plasmidos.

La identificacion de clones positivos se realizd hibridando plasmidos inmovilizados en una
membrana con sondas especificas. Para ello se depositan aproximadamente 100 ng de cada
plasmido desnaturalizado®® sobre una membrana de nailon. El ADN se fija a la membrana
mediante exposicidn a luz U.V. durante dos minutos. A continuacidon se incuba la membrana en
solucidn de desnaturalizacion® durante 10 min. Posteriormente, se retira esta solucidén y se trata
la membrana con solucién de neutralizacién®” otros 10 min. A partir de este punto prosigue con

la hibridacion (ver apartado 3.1.2 ).

3.3.“Dot- Blot” de ADN gendmico (semicuantitativo)

Para estimacion aproximada de nimero de copias de ADN repetitivo en distintos genomas, se
realizo la técnica de Dot-Blot con ADN gendmico. En este caso se compara la intensidad de las
diluciones de ADN gendmico con la intensidad de diluciones de un plasmido de concentraciény
tamanfio conocidos, que contiene como inserto una unidad monomérica del ADN repetitivo que

se quiere cuantificar.

Sobre la membrana de nailon se depositan concentraciones decrecientes del ADN gendmico
desnaturalizado® que se quiere analizar, junto con diluciones decrecientes de un plasmido de

concentracién conocida positivo para una unidad monomeérica del ADN repetitivo a cuantificar.

A partir de este punto se prosigue el protocolo descrito en el apartado 3.2 a partir del paso de

fijacién del ADN sobre la membrana mediante exposicion a la luz U.V.

Para estimar el nUmero de copias de ADN repetido por nucleo en las muestras de ADN genémico
se utilizé la cantidad de ADN por nucleo en cada especie disponible en la “Animal Genome Size

Database” (Release 2.0).

3.4.Analisis del grado de metilacion de secuencias repetidas

El estudio del grado de metilacidon del ADN repetitivo se llevd a cabo mediante restriccidn del

ADN gendmico con parejas de isoesquizdmeros en las que ambos enzimas reconocen la misma

35 Plasmido (ADN) desnaturalizado: incubar el pldsmido (ADN) durante 10 min en agua hirviendo y posterirmente
enfriar en hielo.

36 Solucidn de desnaturalizacion: NaCl 1,5 My NaOH 1,5 M.
37 Solucidén de neutralizacion: 37 Tris-HCl 1 M y NaCl 1,5 M a pH=7,4.
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secuencia diana, pero presentan diferente sensibilidad a la metilacién del ADN: uno de ellos es

insensible a la metilacién, mientras que el otro es sensible a la metilacidn.

Los fragmentos de ADN obtenidos tras la digestion de ADNs gendmicos con estas parejas de
isoesquizémeros se separan por su tamafio mediante electroforesis en geles de agarosa, y el

ADN se transfiere a membranas de nailon mediante “Southern-blot”.

Las membranas se hibridan con sondas marcadas. La aparicidon del mismo patrén de bandas con
ambos isoesquizdmeros indica que las secuencias analizadas no estan metiladas en la diana para
los enzimas de restriccion utilizados, mientras que un patrén diferente indica la existencia de

metilacién en dichas secuencias.

4. Técnicas citogenéticas

4.1.0btencidon de cromosomas metafasicos

La obtencion de cromosomas metafdsicos de diferentes especies de sapos se ha llevado a cabo
a partir de células de la médula ésea de individuos, o utilizando cultivos realizados a partir de

diversos tejidos de larvas en desarrollo.

4.1.1. Cromosomas metafasicos a partir de células de medula dsea
La obtencion de cromosomas metafasicos a partir de células de la médula ésea de individuos

adultos se llevd a cabo seguin el método descrito por Burgos et al. (1986). Brevemente:

- Inyectar por via subcutdnea una dosis de levaduras activadas® (0.2 ml/25 g de peso corporal).
De este modo se consigue estimular la divisidn de las células hematopoyéticas de la médula
Osea.

- Pasadas 24 horas, inyectar, por via intraperitoneal, una solucién de colchicina en una dosis
de 0.2 ml por cada 25 gr de peso corporal.

- Pasados 45 min, sacrificar al animal y recoger las células de la médula ésea de los huesos
largos utilizando 8-10 ml de solucién hipotdnica de KCl al 0.56% en agua.

- Realizar un choque hipotdnico incubando las células en la solucidn anterior durante 30-45
min.

- Centrifugar (1.100 rpm, 10 min) y desechar el sobrenadante.

- Fijar el material afiadiendo 5-8 ml de fijador Carnoy®.

38 Levaduras activadas (Saccharomyces cerevisiae): mezclar 2-3 gr de levaduras, 5-6 gr de glucosa y 25 ml de agua.
Calentar a 37°C hasta que las levaduras se activen.

39 Fijador Carnoy: Metanol y acido acético glacial, en proporciones 3:1.
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- Incubar a 4°Cdurante 1 h.

- Centrifugar (1.100 rpm, 10 min) y resuspender el material en 5-8 ml de fijador Carnoy frio.

- Repetir el paso anterior tres veces, resuspendiendo la ultima vez las células en 1-2 ml de
fijador Carnoy. El volumen final depende de la densidad de células.

- Realizar la extensién del material sobre un portaobjetos himedo para comprobar la cantidad

y calidad de las metafases obtenidas.
Las suspensiones cromosémicas pueden almacenarse a -20°C.

4.1.2. Obtencidon de cromosomas metafdsicos a partir de cultivos celulares
Para obtener cromosomas metafdsicos a partir de cultivos celulares, se parte de 10 ml de cultivo

de células confluentes:

- Afadir 100 pl de colchicina 10ng/ul (Colcemida, Karyomax) e incubar entre 5y 6 horas a 28°C
y 6% de CO..

- Tripsinizar el frasco de cultivo y recolectar las células centrifugando a 1.100 rpm durante 10
min.

- Eliminar el sobrenadante y resuspender las células en 6 ml de KCl al 0.56% para realizar el
choque hipoténico. Incubar 20 min a temperatura ambiente.

- Prefijar afadiendo 1ml de fijador Carnoy frio (metanol y acido acético en proporcion 3:1),
mezclando con suavidad.

- Centrifugar a 1.100 rpm durante 10 min y desechar el sobrenadante.

- Resuspender el material lentamente en 5-8 ml de fijador Carnoy frio e incubar a 4°C durante
1 hora (fijacién).

- Centrifugar a 1.100 rpm durante 10 min. Desechar el sobrenadante.

- Realizar otros dos lavados con 5-8 ml fijador Carnoy frio.

- Tras el ultimo lavado, resuspender en fijador Carnoy frio. El volumen final dependera de la
cantidad de material disponible.

- Las suspensiones cromosémicas se conservan a -20°C hasta su utilizacién, momento en el

que se realizaran las extensiones del material sobre portas secos.

5. Bandeo cromosdmico

En términos generales, las técnicas de bandeo cromosémico someten a los cromosomas
metafasicos a desnaturalizaciones, digestién enzimatica o ambas, seguido de una tincién con un
colorante especifico para ADN. Esto permite identificar bandas en los cromosomas en funcion

de distintas caracteristicas de la estructura cromosémica.
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En este trabajo se han utilizado dos técnicas de tincién cromosdémica: bandeo C y tincién Ag-
NOR. No se ha empleado el bandeo G, ya que esta técnica no permite diferenciar bandas en

anfibios (Schmid 1978; Birstein 1982).

El material utilizado en ambos casos fueron cromosomas metafasicos extendidos sobre

portaobjetos, y envejecidos durante 24-36 horas mediante incubacién a 37°C en estufa.

5.1.Bandeo C

Para la técnica de Banda C se utilizé el protocolo descrito por Sumner (1972) que permite poner
de manifiesto la presencia de grandes regiones de heterocromatina, que suele asociarse a la

presencia de ADN satélite. Brevemente:

- Los cromosomas envejecidos se incuban en HCl 0.15N durante 20 min a temperatura
ambiente.

- Posteriormente se incuban en Ba(OH), al 5% durante 20 min a 50°C.

- Lavar con agua destilada.

- Incubar 45 min en 2XSSC (preparar a partir de 20xSSC*°) a 60°C.

- Lavar las muestras con agua destilada y tefiir con Giemsa al 10% en PBS*! durante 30 min.

- Por ultimo las muestras se montan con agua destilada o aceite, sellando el cubreobjetos.

- Paralaobservacién de las muestras y realizacion de fotos se utilizé microscopio convencional

Olympus BX-51 con 40X o 100X aumentos.

5.2.Tincidn con plata (tincion Ag-NOR)
La impregnacion argéntica permite la tincidn diferencial de las regiones organizadoras del
nucléolo (NOR), en las que se localiza el ADNr. Como particularidad de la técnica, destacar que
s6lo aquellos cromosomas que presentaban las regiones NORs activas durante la interfase,

presentaran esta tincién en la metafase mitética posterior.

En este trabajo se ha aplicado la técnica descrita por Rufas et al. (1982), sobre cromosomas

metafdsicos envejecidos. Brevemente:

- Afadir 40 pl de solucidn fresca de nitrato de plata®? en una solucidn de &cido férmico®.

- Incubar en cdmara hiumeda a 60°C hasta que se produzca la tincién.

40 20xSSC: (Solucidn Salina Citrato) 3M NaCl, 0,3 M Citrato Sddico; disolver 176.32 g de NaCl y 88.2 g de citrato sddico
dihidratado en 800 ml de H20. Ajustar a pH 7.0 con NaOH 1N y completar el volumen hasta 1 L (esterilizar).

41 PBS: (tampodn fosfato salino) para 1 litro, 8.0 g CINa; 2.0 g CIK, 1.4 g PO4HNa-2H,0.
42 Solucidén de nitrato de plata: 0,2 g de AgNO3 en 200 ul de la soluciéon de acido férmico.

43 Solucidén de acido férmico: 3 gotas de acido formico en 200 ml de agua destilada.
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- Lavar las muestras con agua destilada.
- Montar con agua.
- Paralaobservacién de muestras y realizacién de fotos se utilizé un microscopio convencional

Olympus BX-51 con 40X o 100X aumentos.

5.3.Hibridacioén in situ fluorescente (FISH)

La técnica de FISH utilizada en este trabajo utiliza la fluorescencia indirecta para la deteccién de
la sonda, marcada con biotina, que es detectada posteriormente mediante una reaccién
inmunolégica con un anticuerpo conjugado con un fluorocromo (isotiocianato de fluoresceina

(FITC)). La técnica de FISH empleada esta basada en la descrita por Pinkel et al. (1986):

5.3.1. FISH repetitivo

PRETRATAMIENTO
Los cromosomas metafdsicos extendidos sobre portaobjetos y envejecidos son pretratados

segun el protocolo que sigue a continuacién.

- Tratar con RNasa A*, 1 hora a 37°C en cdmara himeda.

- Lavar tres veces durante 5 min cada una en 2xSSC.

- Tratar con pepsina®, durante 2 min a 37°C en cdmara hiumeda.
- Lavar tres veces durante 5 min cada una en PBS.

- Fijar con 50 ml de solucién de fijacion FIX?.

- Lavar dos veces durante 5 min cada una en PBS.

- Deshidratar en una serie creciente de alcoholes (70°,90°, 100°), 5 min cada uno, y dejar secar.

HIBRIDACION

- Desnaturalizar los cromosomas en 70% formamida/2xSSC/0,1M EDTA* a 70°C en el bafio
durante 2 min.

- Lavar en 2xSSC durante 5 min.

- Deshidratar los cromosomas en una serie creciente de alcoholes (70°, 90°, 100°), 5 min cada
uno, y dejar secar.

- Poner 10ul de sonda marcada con biotina, previamente desnaturalizada durante 6 min a 73°C

y enfriada en hielo. Colocar cubreobjetos evitando que se forman burbujas de aire.

44 RNasa A: 100 pug/ml en 2xSSC.
45 Pepsina: 0,005% en HCI 0,01N.
46 Solucién de Fijacion FIX: 1% de Formaldehido, 50mM MgCl, en PBS.

47 EDTA: acido etilendiaminotetraacético.
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- Incubar durante 10-12 horas a 37°C en camara humeda.

LAVADOS POST-HIBRIDACION
- Lavar durante 5 min en 2xSSC.
- Lavar tres veces durante 5 min cada una en 50% formamida/2xSSC a 37°C.

- Lavar dos veces durante 5 min cada una en 2xSSC.

BLOQUEO DE LAS UNIONES INESPECIFICAS

- Lavar en 4T* durante 5 min.

- Bloquear con 100 pl de 4M* e incubar en cdmara himeda durante 1 hora a temperatura
ambiente.

- Lavar una vez durante 5 min en 4T.

REVELADO

¢ Fluorescencia directa

Lavar las preparaciones a temperatura ambiente durante 5 min en 2X SSC.

- Incubar a 55-65°C durante 2 min en una solucién de Nonidet P40 al 0.3% en 0.4X SSC. La
temperatura de incubacion depende del % de identidad de la sonda con la secuencia que
se quiere detectar.

- Incubaratemperatura ambiente durante 30 seg en una solucion de Nonidet P40°°al 0.1%
en 2X SSC.

- Deshidratar mediante pasos seriados por etanol al 90% y etanol absoluto durante 5 min

cada uno.

- Dejar secar y montar con Vectashield>-DAPI*? (Vector).

¢ Fluorescencia indirecta

Incubar 30 min con 40 ul de avidina-FITC (dilucién 1:1000 en 4T).

Lavar tres veces durante 5 min cada una en 4T.

Incubar 20 min con 40 pl de anti-avidina-Biotina (dilucion 1:100 en 4M).

Lavar tres veces durante 10 min cada una en 4T.

48 4T: 4xSSC; 0,05% Tween 20.
49 4M: 0.5 g de reactivo de bloqueo en 10 ml 4T.
50 Nonidet P40: Detergente no idnico, no desnaturalizante.

51 Este medio de montaje amortigua la pérdida de fluorescencia que ocurre al someter la muestra a la accion de la
ldmpara UV para su observacion.

52 DAPI: 4 ',6-diamino-2-fenilindol.
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- Incubar 20 min con 40 pl de avidina-FITC (dilucién 1:1000 en 4T).

- Lavar tres veces durante 10 min cada una en 4T.

En caso de ser necesario, es posible amplificar la sefial de hibridacion. Para ello hay que repetir
entre 2 y 3 veces el proceso de incubacion con anti-avidina biotinilada seguido de incubacidn

con avidina-FITC tal y como se ha descrito anteriormente.

- Lavar cuatro veces durante 5 min cada una en PBS.
- Deshidratar en una serie creciente de alcoholes, dejar secar y montar con Vectashield-

DAPI (Vector).

Las imagenes fueron tomadas con los filtros FITC y DAPI en un microscopio de fluorescencia
(Olimpus BX-51) equipado con una camara refrigerada Olimpus DP-70, y procesadas con el

programa integrado en el software de la cdmara.

5.3.2. FISH doble
En el caso de la FISH doble (ribosémico 5S y ADN repetitivo o dos ADN repetitivos diferentes
BamHI-800 y BamHI210A) una de las sondas, marcada con dig-11-dUTP, se detecta mediante
fluorescencia directa, mientras que la otra, marcada con biotina-16-dUTP, se detecta mediante

fluorescencia indirecta, siguiendo los protocolos que se indican en el apartado anterior 5.3.1.

5.3.3. FISH ADN ribosémico y GISH (Genome In Situ Hybridization)
En el caso de la FISH para localizar ADNr se ha utilizado como sonda la secuencia del cistrén del
ADNr de Drosophila melanogaster (1 pug de plasmido pDMra51) y se ha utilizado el método de

arcaje por “Random Primer” (Apartado 2.7.1).

En el caso de la GISH también se ha utilizado el método de marcaje por “Random Primer”

(Apartado 2.7.1) utilizando 1 pg de ADN gendmico total de B. bufo, E. calamita o B. viridis.
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6. Herramientas bioinformaticas

6.1.Bases de datos

En este trabajo se han utilizado las siguientes bases de datos: Scopus®3, W0OS>*, Animal Genome
Size Database Release 2.0°°, American Museum of Natural History®®, IUCN Red List,

AmphibiaWeb®8, Xenbase®, NCBI®’. Ocasionalmente se han utilizado otras bases de datos.

6.2.Analisis de secuencias y oligos

Las secuencias obtenidas fueron analizadas y editadas con el programa BioEdit versién 7.1.3.0
(Hall 1999). Para buscar posibles homologias, estas secuencias se compararon con las secuencias
disponibles en bases de datos de secuencias (Genbank®, EMBL®?, REPBASE®, XenBase). La
busqueda se realizé utilizando el programa BLAST® (Altschul, Madden et al. 1997), con los

pardmetros suministrados por defecto por el programa.

Los alineamientos multiples de las secuencias se realizaron con los programas Clustal W2°%,

Clustal Omega® y MUSCLE®’.

El disefio de los “oligos” empleados en este estudio se realizd con el programa OLIGO® versidn

7.0, y mediante Primer Blast®.

53 Scopus: https://www.scopus.com/

54 WOS: https://apps.webofknowledge.com/

55 Animal Genome Size Database: http://www.genomesize.com/

56 American Museum of Natural History: http://www.amnh.org/

57 JUCN Red List: http://www.iucnredlist.org/

58 AmphibiaWeb: http://www.amphibiaweb.org/

59 Xenbase: http://www.xenbase.org/

60 NCBI: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

61 Genbank: www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/

62 EMBL: www.embl.org/

63 REPBASE: www.girinst.org/repbase/

64 BLAST: https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

65 Clustal w2: http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/

66 Clustal Omega: http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/

67 MUSCLE: http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/

68 OLIGO: http://www.oligo.net/

69 Primer Blast: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
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6.3.Filogenias
El andlisis filogenético se realizé con el programa MEGABG, version 6.06 (Tamura et al. 2013). Para
la construccién de arboles filogenéticos, en cada familia de repetitivo se eligié el modelo de
sustitucién nucleotidica con menor pardmetro de AlCc (Akaike information criterion corrected).
El método estadistico utilizado ha sido el de Maxima Verosimilitud (ML) con 1.000 réplicas de

bootstrap.
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1. Analisis cromosomico

En la familia Bufonidae es posible encontrar variaciones intraespecificas relativas a la posicion
de bandas C (Schmid 1978; Spasic-Boskovic et al. 2000), al tamafio y numero de las Regiones
Organizadoras Nucleolares (NORs) (Foote et al. 1991; Azevedo et al. 2003), o a la ploidia (Stock
etal. 2010).

Para determinar si existen variaciones respecto a las caracteristicas citogenéticas anteriormente
mencionadas, se ha realizado un analisis citogenético mediante bandeo C, tincién Ag-NOR e
hibridacidn in situ gendmica (GISH, de sus siglas del inglés “Genome In Situ Hybridization") en

algunas de las especies estudiadas en este trabajo.

Concretamente, este andlisis se ha realizado en las especies Bufo bufo, Epidalea calamita y
Bufotes viridis, ya que en éstas ha sido posible la obtencién de cromosomas metafasicos
utilizando la médula dsea de individuos adultos, o cultivos primarios/secundarios establecidos a

partir de larvas en desarrollo.

1.1.Bandeo C

El bandeo C, que pone de manifiesto la presencia de regiones de heterocromatina constitutiva,
se ha realizado siguiendo el protocolo de Sumner (1972), probando distintos tiempos vy
temperaturas de incubacién. Los mejores resultados se han observado con tratamientos de 20
min en HCl 0.15 N a temperatura ambiente, 20 min en 5% Ba(OH); a 50°C y 45 min en 2XSSC a
60°C. Con este protocolo, ademas de observar las bandas mas intensas, también pueden
apreciarse algunas bandas de heterocromatina que coinciden con bandas Q (tincién con
quinacrina) descritas por Schmid (1978) en posiciones terminales e intersticiales. Con
incubaciones mas cortas, sin embargo, solo se ponen de manifiesto las bandas C mas intensas,
por lo que a veces no se aprecian las sefiales centroméricas y/o teloméricas de las especies de
E. calamita y B. viridis. Por otro lado, con incubaciones mas prolongadas apenas se observaban

bandas y los cromosomas adoptan un aspecto “deshilachado” (datos no mostrados).

En la especie B. bufo se aprecia con claridad la presencia de bandas C positivas en todos los
centromeros, tanto de los cromosomas grandes como de los pequerios (Figura 6). Este patron
de bandas C centroméricas coincide con el descrito por otros autores en muestras de B. bufo
procedentes de Alemania, Yugoslavia y oeste de Rusia (Olmo 1973; Baldari et al. 1976; Schmid

1978; Birstein et al. 1982; Spasic-Boskovic et al. 2000). Ademas de las bandas C centroméricas,
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también se observan sefiales positivas en la regién préxima al centrémero del brazo corto de la
pareja 1 (1p), en el brazo largo de la pareja 5 (5q) y a ambos lados de la constriccion segundaria
correspondiente a la NOR. Estas sefiales positivas coinciden con bandas Q previamente descritas
para esta especie (Schmid 1978; Spasic-Boskovic et al. 2000). Sin embargo, no hemos podido
identificar con claridad la banda telomérica del brazo largo de la pareja 4 (4q) descrita por
Schmid (1978), ni la banda C pericentromérica del brazo corto de la pareja 2 (2p), descrita por

Spasic-Boskovic et al. (2000). Estas sefales podrian ser ejemplos de variabilidad en los patrones

Bandas C Cariotipo Bandas C
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Figura 6. Bandeo C en cromosomas metafdsicos de B. bufo, E. calamita y B. viridis. Para cada especie se incluye, junto
a la foto de una metafase tefiida mediante bandeo C, el cariotipo correspondiente en el que se observa que todos los
centromeros son C positivos. Mediante flechas negras se sefialan las bandas C positivas ya descritas por otros autores,
mientras que mediante flechas rojas se sefialan bandas C positivas no descritas (algunas coinciden con bandas Q
débiles). Escala 2,5 um.
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de bandas C de B. bufo, ya que Spasic-Boskovic et al. (2000) describen la sefial en 2p precisando
en su trabajo que es especifica de poblaciones de B. bufo de Yugoslavia, por no estar presente

en poblaciones de B. bufo de Alemania (Schmid 1978) o del oeste de Rusia (Birstein 1982).

En la especie E. calamita también se observan bandas C positivas en la heterocromatina
centromérica de todas las parejas cromosdmicas. Ademas, en la mayoria de los cromosomas
aparecen sefiales positivas proximas a la regién centromérica, como ocurre en los brazos cortos
de las parejas 1,3y 4 (1p, 3p y 4p). Por otro lado, en esta especie la NOR (localizada en posicidn
terminal del brazo largo de la pareja cromosdémica 11) también podria estar delimitada a ambos
lados por bandas C positivas, aunque el pequeno tamafio de la pareja portadora no permite

diferenciarlo con nitidez.

En la especie B. viridis, ademds de las bandas centroméricas C positivas caracteristicas de
numerosas especies de la familia Bufonidae, en la mayoria de las parejas cromosdmicas se
observan senales teloméricas. La mayor parte de estas sefiales teloméricas fueron descritas por
Schmid (1978) como bandas con fluorescencia débil tras la tinciéon con quinacrina. Por otro lado,
al igual que en B. bufo y E. calamita, las NORs de B. viridis (localizadas en posicién subterminal
del brazo largo de la pareja 6) se encuentran delimitadas por bandas C positivas. En esta especie
también se han observado algunas bandas C positivas no descritas previamente.
Concretamente, en posiciones terminal y préxima al centrémero del brazo corto de la pareja 2
(2p), en posicidn terminal del brazo corto de la pareja 3 (3p), en posicidn subterminal del brazo
largo de la pareja 4 (4q) y a ambos lados del centrdmero de la pareja 7 (7p y 7q). Estas sefiales
parecen indicar la existencia de diferencias poblacionales, algo que no seria de extrafiar en una

especie con un rango de distribucion tan amplio como el de B. viridis.

1.2.Tincién Ag-NOR

Cuando las NORs activas se ponen de manifiesto mediante tincion Ag-NOR, en las tres especies
analizadas se observa una Unica sefial en una de las parejas cromosémicas (Figura 7). En las
especies B. bufo y B. viridis las NORs estan localizadas en posicién subterminal del brazo largo
de la pareja 6, mientras que en E. calamita se localizan en posicién terminal en el brazo largo de
la pareja 11 (Figura 7). En ocasiones, en la especie B. bufo también se observan sefiales positivas
en posiciones diferentes a las de la NOR, que pueden localizarse en los centromeros de las
parejas grandes y/o, en ocasiones, a uno o ambos lados del centrémero (Figura 9). Esta sefial no
se debe a la presencia de cistrones ribosémicos en otras posiciones, ya que mediante FISH la

sefial positiva en esta especie esta presente en una Unica pareja de cromosomas (Figura 8).
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Figura 7. Tincion Ag-NOR en cromosomas metafasicos de las especies B. bufo, E. calamita y B. viridis. Para cada especie
se muestra, junto a la foto de una metafase tefiida con plata, el cariotipo correspondiente. En cada una de las especies
se sefiala, mediante flechas negras, la pareja cromosdmica con sefial positiva para la tincion con plata. Escala 2,5 um.

En las tres especies analizadas (B. bufo, E. calamita y B. viridis) se ha observado un polimorfismo
para el tamafio de la NOR, aunque en B. viridis no es tan evidente como en las otras dos especies.
Para comprobar si este polimorfismo esta causado por diferencias en el numero de secuencias
repetidas del cluster de ADNr, y no por una activacién diferencial de la expresién de los genes
ribosdmicos, se ha analizado el tamafio de las NORs mediante hibridacién in situ fluorescente
(FISH) sobre cromosomas metafasicos de cada una de estas especies, utilizando como sonda la
secuencia del cistron del ADNr de Drosophila melanogaster. Los resultados obtenidos en las tres
especies (Figura 8) muestran una Unica sefial positiva que coincide con la sefial observada en

tinciones con plata y con las descritas por otros autores (Schmid 1978; Spasic-Boskovic et al.
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2000; Stock et al. 2001; Odierna et al. 2004; Amaro-Ghilardi et al. 2008). En cuanto al tamafio
de la sefial, en E. calamita se observan diferencias en la intensidad de la misma, mientras que

en B. bufo y B. viridis éstas no son evidentes.

’ B. bufo “ E. calamita “ B. viridis

Figura 8. Hibridacion in situ fluorescente (FISH) sobre cromosomas metafasicos de B. bufo, E. calamita y B. viridis,
utilizando como sonda la secuencia del cistron del ADNr de Drosophila melanogaster. Las preparaciones utilizadas en
experimentos de FISH son del mismo individuo que las preparaciones mostradas en la Figura 2. Escala 2,5 um.

Con estos resultados no puede descartarse que las NORs con mayor expresién den lugar a mayor
descondensacion y, por tanto, dejen mas expuestas a estas regiones cuando se realiza
hibridacidon con sondas especificas. Sin embargo, esto no es lo que se observa en la especie B.
bufo, que presenta polimorfismo mediante tincion Ag-NOR, pero no mediante FISH con ADNr.
Por tanto, las diferencias en la intensidad de la sefial de FISH observadas en E. calamita podrian
explicarse por la existencia de diferencias en el nUmero de copias de ADNr en la pareja portadora

de la NOR.

Las sefiales Ag-positivas identificadas en B. bufo en posiciones diferentes a las de la NOR no son
debidas a la existencia de cistrones ribosdmicos en otras regiones, ya que mediante FISH la sefial
positiva en esta especie esta presente en una Unica pareja de cromosomas. Por otro lado, estas
sefiales se localizan en los centromeros de las parejas grandes, pudiendo adquirir la forma de
dos sefiales simétricas localizadas a uno o ambos lados del centrémero en cromosomas poco
condensados (Figura 9). La presencia de sefiales Ag-positivas diferentes a las de las NORs activas
también se han observado en otras especies (Haaf et al. 1984; Jimenez et al. 1988; Sudman et
al. 1989; Murray et al. 1992). Se ha propuesto que se originan por la unién del nitrato de plata
a proteinas acidas (no histonas) localizadas en regiones como el centrémero, similares a las que

se pueden encontrar en la NOR durante su fase transcripcional activa. Esto explicaria las sefiales
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Figura 9. Tincién Ag-NOR en cromosomas de B. bufo mostrando sefial positiva en la pareja 6, en posicion subterminal.
También se observan sefiales en algunos centromeros de las parejas grandes (sefialados mediante flechas negras).
Escala 2,5 pm.

centroméricas Ag-positivas de B. bufo, atribuidas a la presencia de amplias regiones de
heterocromatina asociadas a las regiones centroméricas y pericentroméricas a las que se unirian

estas proteinas.

Una explicacién alternativa propone que se originan por la descondensaciéon de la
heterocromatina (Murray et al. 1992), exponiendo al ADN satélite centromérico, que se
extiende sobre los centrémeros nativos y la heterocromatina pericentromérica circundante.
Este satélite pueden variar no solo entre especies sino entre diferentes parejas de cromosomas,
lo que explicaria la presencia de sefial solo en las parejas de cromosomas grandes de la especie

B. bufo (Plohl et al. 2008).

Por regla general, las especies de la familia Bufonidae presentan una Unica pareja portadora de
NOR, aunque ésta no se localiza en la misma posicion en todas las especies (Schmid 1978; Spasic-
Boskovic et al. 2000; Amaro-Ghilardi et al. 2008). Independientemente de su localizacion (pareja
6 en B. bufo y B. viridis y pareja 11 en E. calamita), las NORs en estas tres especies se encuentran
delimitadas a ambos lados por bandas C positivas de heterocromatina constitutiva. Teniendo en
cuenta que en la familia Bufonidae las rupturas cromosémicas parecen producirse
preferentemente en regiones con heterocromatina constitutiva (Bogart 1972), se ha propuesto
que las NORs se transferirian entre cromosomas mediante translocaciones e inversiones, en
forma de paquetes completos y no como unidades multiples mas pequefias (Schmid 1978). Los

resultados de bancas Cy NORs obtenidos en estas tres especies apoyarian esta hipotesis.

1.3.Hibridacion in situ gendmica (GISH)

Cuando se comparan preparaciones cromosdmicas de las especies B. bufo, E. calamita y B.

viridis, puede apreciarse una importante diferencia en el tamafio de los cromosomas. Asi, los
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cromosomas de B. viridis son de mayor tamafio que los cromosomas de E. calamita y menores

que los de B. bufo (B. bufo > B. viridis > E. calamita) (Figura 10y Figura 6).

Estas diferencias de tamafio podrian explicarse por diferencias en la compactacion de la
cromatina. Sin embargo, la existencia de diferencias en el contenido de ADN parece la
explicacion mas plausible ya que, segln la base de datos “Animal Genome Size Database”
(Release 2.0), el contenido de ADN por nucleo en B. bufo varia entre 5.88 y 7.75 pg, mientras
que en B. viridis y E. calamita este valor estd comprendido entre 3.82-6.84 pg y 4.01-5.7 pg

respectivamente.

B. viridis

E. calamita

Figura 10. Cariotipos de las especies B. bufo, B. viridis y E. calamita obtenidos a partir de cromosomas metafasicos
tefidos con DAPI. Escala 2,5 um.

Si tenemos en cuenta que los cariotipos de bandas C o Q no muestran grandes bloques de
heterocromatina en estas especies (Figura 6 y (Schmid 1978), no es probable que las diferencias
en el tamafio de los cromosomas se deban a diferencias en la cantidad de heterocromatina
constitutiva. Por otro lado, el analisis de la cinética de reasociaciéon del ADN indica que las
diferencias en el tamafio cromosdémico vy, por tanto, en el tamafo del genoma por nucleo de
estas especies, se deben a diferencias en la cantidad de secuencias altamente repetidas y, en
mayor medida, a diferencias en la cantidad de secuencias medianamente repetidas (Baldari et

al. 1976).

Los anuros presentan gran cantidad de secuencias medianamente repetidas que pueden pasar
desapercibidas mediante técnicas citogenéticas clasicas, como el bandeo C o G. Para obtener

informacidn sobre la cantidad y distribucidn de secuencias de ADN repetido en estas especies
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se han realizado hibridaciones in situ sobre cromosomas metafasicos de cada una de estas
especies utilizando ADN gendmico como sonda (GISH). De este modo es posible obtener
informacidn sobre la cantidad y distribucidn de las secuencias repetidas en cada especie, asi

como sobre las similitudes entre ADNs repetitivos de especies relacionadas.

Cuando los cromosomas de las tres especies analizadas se hibridan con ADN gendmico de la
propia especie se obtienen los resultados que se muestran en la Figura 11. El patrén de
hibridacidon en las tres especies indica que éstas presentan gran cantidad de secuencias
repetidas distribuidas uniformemente a lo largo de todos los cromosomas. Por otro lado, en B.
bufo, y B. viridis se observa gran acumulacién de ADN repetitivo en los centrémeros de todos
los cromosomas, mientras que en E. calamita esta acumulacion no es tan evidente y se localiza

preferentemente en los extremos de los cromosomas.

B. bufo H E. calamita || B. viridis

Figura 11. GISH sobre cromosomas metafasicos de B. bufo, E. calamita y B. viridis utilizando como sonda en cada caso
el ADN gendmico de la propia especie. Escala 2,5 um.

La GISH cruzada entre las especies B. bufo y E. calamita revela que las secuencias de ADN
repetitivo son comunes, aunque su cantidad relativa y distribucidn es diferente en cada una de
ellas (Figura 12). Asi, cuando se hibridan los cromosomas de B. bufo utilizando como sonda el
ADN gendmico de E. calamita, la sefial dispersa se observa en todos los cromosomas, pero la
acumulacién se localiza ahora en los extremos de todos los cromosomas y no en los

centrémeros.

Si el experimento se realiza a la inversa y los cromosomas de E. calamita se hibridan con ADN
gendmico de B. bufo, se aprecia una distribucién uniforme de la sefial a lo largo de todos los

ambas especies tienen secuencias repetidas similares, aunque con nimero de copias distinto y
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cromosomas, con mayor acumulacion de la sefial en sus extremos. Estos resultados indican que

distribuidas de forma diferente en el genoma de cada una de estas especies.

CROMOSOMAS B. bufo vs SONDA E. calamita CROMOSOMAS E. calamita vs SONDA B. bufo

Figura 12. GISH cruzada. Los cromosomas metafasicos de B. bufo y E. calamita son hibridados utilizando como sonda
el ADN gendmico de E. calamita y B. bufo respectivamente. Escala 2,5 um.

2. ldentificaciéon de secuencias de ADN repetido en la especie Bufo
bufo

Uno de los métodos clasicos mds utilizados para buscar secuencias de ADN repetitivo es la
digestion del ADN gendmico con enzimas de restriccion. Con algunas enzimas de restriccion es
posible identificar patrones de bandas intensas en geles de agarosa cuando los ADNs digeridos
se separan por sus tamafios mediante electroforesis. Estas bandas mas intensas indican la
presencia de ADN repetido con dianas para el enzima de restriccidn utilizado localizadas dentro
de la unidad de repeticion. En funcién de la complejidad del ADN repetido, el patrén de bandas

observado puede variar.

Utilizando este método se han identificado familias de ADN repetido en humanos (Miller et al.
1988) y en distintas especies animales, como ratén (Horz et al. 1981), peces (Garrido-Ramos et
al. 1994), o anfibios (este es el caso de salamandras del género Hydromantes (Nardi et al. 1999),
Xenopus laevis (Botchan et al. 1977; Hummel et al. 1984), Rana graeca italica (Cardone et al.

1997), Discoglossus pictus (Amor et al. 2009) o Bufote viridis (Odierna et al. 2004).
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Cuando el ADN gendmico de B. bufo se digiere con las enzimas de restriccién EcoRl, Hindlll, Pstl,
BamHl, Alul, Sall, Kpnl y Smal (Figura 13), es posible observar bandas mas intensas con algunas
de las enzimas utilizadas (Pstl, BamHI y Alul), que ponen de manifiesto la presencia de

secuencias repetidas (Figura 13).

EcoRlI Hindil Pstl BamHI Alul Sal Kpnl Smal

1234 12 3 412 3 41 M 2341234123412341234M

Figura 13. ADN gendmico de B. bufo (1y 2) y X. tropicalis (3 y 4) digerido con distintas enzimas de restriccion y

separado mediante electroforesis en geles de agarosa al 1% en TAE 1X. El ADN gendmico de partida corresponde a

(1) B. bufo macho, (2) B. bufo hembra, (3) Xenopus tropicalis macho y (4) X. tropicalis hembra. M: marcador de peso
El mayor nimero de bandas se obtiene con el enzima BamHlI, con bandas mas intensas de 190,
210, 600y 800 pb (Figura 14A). Ademas, con este enzima se observan otras bandas de 400, 1.000

y > 1.000 pb, de menor intensidad y de reproducibilidad menor, ya que solo aparecen en algunas

digestiones (Figura 14B y Figura 14C).

Para comprobar si las bandas observadas tras la digestion con BamHI forman parte de la misma
familia de ADN repetitivo, a partir del gel de agarosa se purificaron los fragmentos de 190, 210,
600 y 800 pb. En cada caso las bandas fueron marcadas con digoxigenina mediante “random
priming”. Las sondas asi obtenidas se hibridaron por separado con ADN gendémico de B. bufo
digerido con BamHI y transferido a una membrana de nailon mediante “Southern Blot” tras su

electroforesis en geles de agarosa (Figura 15).

Cuando se utilizan como sondas los fragmentos de 190 y 600 pb se observa una Unica banda en
cada caso (Figura 15A y Figura 15B), que se corresponde en tamafio con la banda del gel de

agarosa de la que procede la sonda.

Por otro lado, cuando se utilizan como sondas los fragmentos de 210 y 800 pb, se obtiene un

patrén de bandas multiple y diferente en cada caso: con la sonda BamHI-210 se observan bandas
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de unos 210, 425, 560*, 640, 810 y
1030 pb (Figura 15C), mientras que
con la sonda BamHI-800 las bandas
son de unos 810, 1630, 2060* y
2480 pb (Figura 15D).

1000 pb — 1000 pb
800 pb —

pa— Con ambas sondas (BamHI-210 y
Sph — 400 pb
400 pb __; BamHI-800) se obtienen patrones
210 pb en escalera con tamafio de
190 pb

mondémero de 210 y 800

respectivamente. La excepcion la

Figura 14. ADN gendémico de B. bufo (macho 2 de Bolonia) digerido constituyen las bandas de 560 y
con BamHI y separado mediante electroforesis en geles de agarosa al
1% en TAE 1X. En cada carril se muestra la digestion de 10 pug de ADN.
A: Se sefialan las bandas de 190, 210, 400, 600, 800 y 1000 pb. B:
Detalle de las bandas mayores de 1000 pb (sefialadas con flechas). C:

Detalle de las bandas de 400 y 1000 pb. ADNs repetidos estdn organizados

2060’ pb. Estos patrones de

bandas podrian explicarse si ambos

en tandem, correspondiendo cada
una de las bandas a mondmeros, dimeros, trimeros, ... de la unidad repetida. Por otro lado, dado
que el patrén de bandas obtenido con las sondas BamHI-210 y BamHI-800 es diferente, puede

concluirse que ambas familias de ADN repetitivo no estan relacionadas.

A continuacién, se analizan
los resultados obtenidos tras
el estudio citogenético vy
molecular de estas familias

de ADN repetitivo en

2480 by . .
200" bp especies de la familia
< 1630 bp
1030 bp Bufonidae.
600 pb 810bp e 810bp
640 bp
*560 bp
190pb 425
210bp
A B Cc D

Figura 15. “Southern Blot” de ADN gendmico de B. bufo (5 ug) digerido con
BamHlI e hibridado con distintas sondas: (A) banda de 600 pb; (B) banda de
190 pb; (C) banda de 210 pb y (D) banda de 800 pb (D).

70 La banda de 560 pb esta formada por otro ADN repetitivo que serd analizado mas adelante (210A-inserto).

7! La banda de 2.060 pb puede explicarse por la actividad estrella que presenta el enzima BamHI cuando actta en
condiciones no éptimas, ya que esta banda no se observa en todos los casos.
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3. Analisis de la familia de ADN repetido
BamHI-800 en la especie Bufo bufo

3.1.Patrones de hibridacion

En ocasiones la presencia/ausencia de un ADN repetitivo,
o la variacion en su patron de bandas, puede servir de
marcador para diferenciar individuos de distintas
poblaciones (Avise et al. 1979; Xiao et al. 1993; Hikosaka
et al. 2000; Hikosaka et al. 2004) o incluso de la misma
poblacién (Cardone et al. 1997). Por otro lado, cuando los
ADNs repetidos estdn asociados a los cromosomas
sexuales, éstos pueden poner de manifiesto diferencias
ligadas al sexo en los patrones de bandas si estdn

localizados fuera de la region pseudoautosémica (Tone et

Bolonia
Jaén

1600pb

810ph

810pb

Figura 16. “Southern Blot” de ADN
gendmico de B. bufo (10 pg) digerido con
BamHiI e hibridado con la sonda BamHI-
800. A: Comparaciéon del patréon de
bandas de muestras de B. bufo

procedentes de Bolonia (Italia) y de Jaén
(Espafia). B: Comparacion del patréon de
bandas de muestras de B. bufo de ambos
sexos procedentes de Bolonia.

al. 1982).

Para comprobar si la familia de ADN repetitivo BamHI-800
presenta diferencias entre individuos de distintas

poblaciones, o entre individuos de distinto sexo, se analizé el patréon de bandas de muestras de
ADNSs de individuos procedentes de Bolonia (Italia) y Jaén (Espafia) (Figura 16A), y de individuos

de ambos sexos (Figura 16B).

Los resultados indican que el patrédn de bandas del ADN repetitivo BamHI-800 no presenta

polimorfismos en muestras de distintas poblaciones, o entre muestras de distintos sexos.

3.2.Clonacion y analisis de las secuencias BamHI-800 en B. bufo

La banda de 800 pb que se obtiene tras la digestidn de ADN gendmico de B. bufo con BamHl,
fue purificada a partir del gel de agarosa, ligada a un vector de clonacion y utilizada para

transformar bacterias competentes.

Los clones positivos para el ADN repetido BamHI-800 se identificaron transfiriendo el ADN
plasmidico de clones recombinantes a membranas de nailon, e hibridando éstas con la sonda
BamHI-800 marcada con digoxigenina. De este modo se identificaron 8 clones positivos que

fueron posteriormente secuenciados (Tabla 9).
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Nombre de clon Tamaiio
Bbu_BamHI-800_BH2-86 816 pb
Bbu_BamHI-800_BH2-88 795 pb
Bbu_BamHI-800_BH2-89 816 pb
Bbu_BamHI-800_BH2-95 817 pb
Bbu_BamHI-800_BH2-105 | 817 pb
Bbu_BamHI-800_BH2-113 817 pb
Bbu_BamHI-800_BH2-118 498 pb
Bbu_BamHI-800_BH2-135 480 pb
Tabla 9. Clones BamHI-800

procedentes de la banda de 800 pb
aislada a partir de ADN gendmico de

B. bufo digerido con BamHI

en geles de agarosa.

>Bbu-BamHI-800-BH2-86
>Bbu-BamHI-800-BH2-88
>Bbu-BamHI-800-BH2-89
>Bbu-BamHI-800-BH2-95
>Bbu-BamHI-800-BH2-105
>Bbu-BamHI-800-BH2-113

>Bbu-BamHI-800-BH2-86
>Bbu-BamHI-800-BH2-88
>Bbu-BamHI-800-BH2-89
>Bbu-BamHI-800-BH2-95
>Bbu-BamHI-800-BH2-105
>Bbu-BamHI-800-BH2-113

>Bbu-BamHI-800-BH2-86
>Bbu-BamHI-800-BH2-88
>Bbu-BamHI-800-BH2-89
>Bbu-BamHI-800-BH2-95
>Bbu-BamHI-800-BH2-105
>Bbu-BamHI-800-BH2-113

>Bbu-BamHI-800-BH2-86
>Bbu-BamHI-800-BH2-88
>Bbu-BamHI-800-BH2-89
>Bbu-BamHI-800-BH2-95
>Bbu-BamHI-800-BH2-105
>Bbu-BamHI-800-BH2-113

>Bbu-BamHI-800-BH2-86
>Bbu-BamHI-800-BH2-88
>Bbu-BamHI-800-BH2-89
>Bbu-BamHI-800-BH2-95
>Bbu-BamHI-800-BH2-105
>Bbu-BamHI-800-BH2-113

>Bbu-BamHI-800-BH2-86
>Bbu-BamHI-800-BH2-88
>Bbu-BamHI-800-BH2-89
>Bbu-BamHI-800-BH2-95
>Bbu-BamHI-800-BH2-10S
>Bbu-BamHI-800-BH2-113

>Bbu-BamHI-800-BH2-86
>Bbu-BamHI-800-BH2-88
>Bbu-BamHI-800-BH2-89
>Bbu-BamHI-800-BH2-95
>Bbu-BamHI-800-BH2-105
>Bbu-BamHI-800-BH2-113

>Bbu-BamHI-800-BH2-86
>Bbu-BamHI-800-BH2-88
>Bbu-BamHI-800-BH2-89
>Bbu-BamHI-800-BH2-85
>Bbu-BamHI-800-BH2-105
>Bbu-BamHI-800-BH2-113

>Bbu-BamHI-800-BH2-86
>Bbu-BamHI-800-BH2-88
>Bbu-BamHI-800-BH2-89
>Bbu-BamHI-800-BH2-95
>Bbu-BamHI-800-BH2-105
>Bbu-BamHI-800-BH2-113

BamHI-800 F1

GGATCCAT!

<
BamHI-800 R1

y
separado mediante electroforesis

El tamafio de los fragmentos clonados oscila entre 800 y
817 pb, que es el tamano esperado para la unidad
monomérica (800 pb), aunque en dos casos los insertos
fueron menores de 500 pb. El andlisis posterior de las
se trataba de fragmentos

secuencias reveld que

incompletos, por lo que fueron excluidos del analisis.

Las secuencias obtenidas fueron alineadas utilizando
ClustalW y editadas con BioEdit (Figura 17). Los resultados
indican que todos los clones alinean entre si, mostrando
variaciones  Unicamente en algunas  posiciones
nucleotidicas y, en un caso (Bbu_BamHI-800_BH2_88) una

pequefia delecidn interna de 22 pb.

Tt
BamHI-800R2  BamHI-800 F2

Figura 17. Alineamiento de los mondémeros de BamHI-800 de B. bufo obtenidos a partir de la banda de 800 pb
observada tras la de digestion del ADN gendmico con BamHlI. El alineamiento se ha realizado con el programa
ClustalW, mientras que las secuencias se han editado con BioEdit. Mediante flechas se han marcado las posiciones
en las que hibridan los cebadores utilizados para amplificar el ADN repetido BamHI-800 mediante PCR.
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Las secuencias obtenidas a partir de la banda de 800 pb permiten disefiar cebadores especificos
localizados en las regiones mds conservadas. Para comprobar que este ADN repetido se
encuentra organizado en tdndem, se han disefiado dos parejas de cebadores: una mirando hacia
dentro (Bbu.BamHI-800-F1 y Bbu.BamHI-800-R1) y otra hacia fuera (Bbu.BamHI-800-F2 y
Bbu.BamHI-800-R2) en relacion a las secuencias de la Figura 17 (Figura 18 y Tabla 3). De este
modo, si el ADN repetitivo BamHI-800 estuviese organizado en tandem, ambas parejas de
oligonucledtidos darian lugar a una banda de 810 pb, junto con bandas formadas por dimeros,

trimeros, etc.

787 pb 78 pb
q

Bbu.BamHI-800-R2 Bbu.BamHI-800-F2

Bbu-BamHI-800
————————————————————————

Bbu.BamHI-800-F1 Bbu.BamHI-800-R1

815 pb

Figura 18. Sitios de union de los cebadores a la unidad monomérica de BamHI-800 y tamafio de los amplicones que
se obtendrian con éstos.

Cuando estos cebadores se utilizan en

- N
[~ -4
S ]
a o

reacciones de PCR con ADN gendmico de B.
bufo se obtiene una banda intensa de 800 pb, y
bandas de menor intensidad de 1.600 y 2.400

pb (Figura 19A). Estas bandas corresponden al _—
<—2400p
<—1600pb

ADN repetitivo BamHI-800, ya que dan lugar a 2400pb|

1600pb &10pb

sefiales positivas cuando son hibridadas con la
s . 810pb —
sonda BamHI-800 después de ser transferidas a P

una membrana de nailon (Figura 19B).

Los patrones de bandas son similares con las

A B

dos parejas de cebadores (Bbu.BamHI-800-

F1/R1 y Bbu.BamHI-800-F2/R2), por lo que este Figura 19. A: Electroforesis en gel de agarosa al 1% del
producto de PCR obtenido con la pareja de cebadores

ADN repetido debe encontrarse organizado en ~ Bbu.BamHI-800-F1/Bbu.BamHI-800-R1 ~ sobre ~ ADN
gendmico de B. bufo. B: “Southern Blot” del producto

tdndem, dada la orientacidn y localizaciéon de  de PCR1 (cebadores Bbu.BamHI-800-F1/Bbu.BamHlI-
. L, . 800-R1) y PCR2 (cebadores Bbu.BamHI-800-

los sitios de union de estos cebadores (Figura  £2/8bu.BamHI-800-R2) hibridado con la sonda BamHI-

18). 800 de B. bufo.
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Procedencia Nombre Tamarfio
Bbu-BamHI-800-BH2-86 816
Bbu-BamHI-800-BH2-88 795

Banda Bbu-BamHI-800-BH2-89 816

ﬁ’él?:fo (Bolonia) Bbu-BamHI-800-BH2-95 817
Bbu-BamHI-800-BH2-105 817
Bbu_BamHI-800_BH2-113 817
BbuC-BamHI-800-PCR11-1 815

oCR FLRL BbuC-BamHI-800-PCR11-2 816

B. bufo (Jaén) BbuC-BamHI-800-PCR11-3 816

Espafia BbuC-BamHI-800-PCR11-4 815
BbuC-BamHI-800-PCR11-6 817
BbuM-BamHI-800-PCR11-1 816
BbuM-BamHI-800-PCR11-2 815
BbuM-BamHI-800-PCR11-4 815

PR LR o BDUM-BamHI-800-PCR11-5 816
BbuM-BamHI-800-PCR11-6 814
Bbu-BamHI-800-JH6-PCR6-14 816
Bbu-BamHI-800-JH6-PCR2-3 810
Bbu-BamHI-800-JH6-PCR2-6 779
Bbu-BamHI-800-JH6-PCR2-9 810
Bbu-BamHI-800-JH6-PCR2-11 810
Bbu-BamHI-800-JH6-PCR2-14 789
Bbu-BamHI-800-JH6-PCR2-15 810
Bbu-BamHI-800-JH6-PCR2-16 811
Bbu-BamHI-800-JH2-PCR2-18 811
Bbu-BamHI-800-JH2-PCR2-19 810
Bbu-BamHI-800-JH2-PCR2-20 810
Bbu-BamHI-800-JH2-PCR2-24 811
Bbu-BamHI-800-JH2-PCR2-25 810

PCR F2/R2 Bbu-BamHI-800-JM2-PCR2-26 811

B. bufo (Jaén)

Espafia Bbu-BamHI-800-JM2-PCR2-27 810
Bbu-BamHI-800-JM2-PCR2-28 811
Bbu-BamHI-800-JM2-PCR2-29 781
Bbu-BamHI-800-JM2-PCR2-30 810
Bbu-BamHI-800-JM2-PCR2-31 811
Bbu-BamHI-800-JM2-PCR2-32 811
Bbu-BamHI-800-JM3-PCR2-33 810
Bbu-BamHI-800-JM3-PCR2-35 810
Bbu-BamHI-800-JM3-PCR2-36 810
Bbu-BamHI-800-JM3-PCR2-39 810
Bbu-BamHI-800-JM3-PCR2-40 811
Bbu-BamHI-800-JM3-PCR2-42 810

Tabla 10. Mondmeros de ADN repetitivo BamHI-800 de B. bufo analizados
en este trabajo. Para cada mondémero se indica el nombre, el tamafio, la
pareja de cebadores utilizada y el origen geogréfico del ADN gendmico

empleado en las reacciones de PCR.

Los fragmentos de 800 pb’? se
clonaron y se secuenciaron. En
total se han obtenido 11
secuencias a partir de PCRs en
las que se utilizaba la pareja de
cebadores Bbu.BamHI-800-
F1/R1, y 25 con la pareja
Bbu.BamHI-800-F2/R2 (Tabla

10).

Estas secuencias se alinearon
utilizando los programas
ClustalW y Muscle, y se editaron
con BioEdit o} MEGA
respectivamente (Material

suplementario S1). Para facilitar

el alineamiento de las
secuencias procedentes de PCRs
realizadas con las dos parejas de
cebadores, éstas se alinearon
frente a las  secuencias
obtenidas inicialmente a partir
de la banda de 800 pb aislada
tras la digestion de ADN

gendmico con BamHl.

Todas las secuencias alinean
entre si, mostrando un alto
numero posiciones conservadas
(718), frente a posiciones
variables (99), de las que mas de
la mitad son polimorfismos de

un unico nucledtido.

72 Obtenidos con ambas parejas de cebadores y de PCRs con ADN de individuos de distinta procedencia.

88


file:///D:/Tesis%20y%20Memorias/Tesis%20Katy%20Guzman/Tesis%20Completa/Carpeta%20de%20trabajo%20Tesis%20Defiitiva/S1%20%20Alineamiento%20BamHI-800%20Banda%20PCR1%20PCR2%20en%20B.%20bufo.xlsx
file:///D:/Tesis%20y%20Memorias/Tesis%20Katy%20Guzman/Tesis%20Completa/Carpeta%20de%20trabajo%20Tesis%20Defiitiva/S1%20%20Alineamiento%20BamHI-800%20Banda%20PCR1%20PCR2%20en%20B.%20bufo.xlsx

RESULTADOS Y DISCUSION

22 Posicion Nucleotidica La composicion nucleotidica

C G T A es ligeramente rica en A-T
21,45% | 0,25% 0,49% 0,37%
0,12% | 19,11% | 0,37% 0,49%
0,49% | 0,37% | 28,11% | 0,25% | frecuencia en di-nucledtidos
A 0,37% 0,62% 0,37% | 26,77%

12 Posicion
Nucleotidica

(57,56%), con una alta

= OO0

del tipo AA, TT, CCy GG, algo

Tabla 11. Frecuencias di-nucleotidicas de las secuencias de BamHI-800 de B.

bufo. bastante  frecuente  en

familias de ADN repetido de
distintas especies (Amor et al. 2009), mientras que los menos representados son GC, CG y TA

(Tabla 11).

La banda de 1.600 pb, supuestamente formada por dimeros, también fue aislada y clonada. De
este modo se obtuvieron 12 clones, de los que 5 fueron secuenciados (Tabla 12). De éstos, solo
se obtuvieron las secuencias completas de 3 al poder solapar las secuenciaciones a partir de
cada uno de los extremos secuenciados. El alineamiento de estas secuencias muestra que en
todos los casos se trata de dimeros de unidades monoméricas separadas por dianas para el

enzima BamHI (Figura 20).

NOMBRE TAMANO
Bbu-BamHI-1600-PCR1.2-4 (INCOMPLETA) 1592 pb (no secuenciada completamente)
Bbu-BamHI-1600-PCR3.2-9 (INCOMPLETA) 1488 pb ( no secuenciada completamente )
Bbu-BamHI-1600-PCR3.2-15 1625 pb
Bbu-BamHI-1600-PCR3.2-18 1604 pb (delecion de 23 pb)
Bbu-BamHI-1600-PCR3.2-26 1627 pb

Tabla 12. Clones de dimeros BamHI-800 de B. bufo secuenciados. En cada caso se indica la longitud de la secuencia
disponible y en qué casos se ha obtenido la secuencia completa.

Para comprobar si existen diferencias entre unidades monoméricas en funcién de su posicion
en el dimero, se alinearon todas las unidades monomeéricas y se calculd la distancia entre éstas
utilizando el programa MEGA, que permite determinar el modelo de sustituciones nucleotidicas
qgue se ajusta mejor a los datos. Las distancias genéticas, calculadas mediante el modelo de
sustitucion nucleotidica de 3 parametros de Tamura con distribucién gamma, oscilan entre 0,03
y 0,09 (Tabla 13), independientemente de si se comparan unidades monoméricas de distintas
posiciones (localizadas en 12 y 22 posicidon o viceversa), o unidades monoméricas localizadas en

que el ADN repetitivo BamHI-800 muestra una organizacién sencilla, consistente en repeticiones
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la misma posicidon (ambas localizadas en la 12 o en |la 22 posicidn). Estos resultados confirman en

tandem de unidades monoméricas.

Figura 20. Alineamiento de las secuencias de dimeros BamHI-800 de B. bufo. Para el alineamiento se ha utilizado el
programa ClustalW y la edicion se ha realizado con BioEdit.

3.2-15a| 3.2-18af 3.2-26a| 1.2-4a| 3.2-9a| 3.2-18b | 3.2-26b | 3.2-9b| 3.2-15b | 1.2-4b
Bbu-BamHI-1600-PCR3.2-15a 0,006 | 0,008 | 0,010 | 0,010 0,010 0,009 0,010 0,006 0,006
Bbu-BamHI-1600-PCR3.2-18a 0,029 0,009 | 0,011 | 0,012 0,012 0,010 0,012 0,008 0,008
Bbu-BamHI-1600-PCR3.2-26a 0,038 | 0,052 0,011 | 0,011 0,012 0,010 0,012 0,009 0,009
Bbu-BamHI-1600-PCR1.2-4a 0,060 0,076 0,078 0,007 0,007 0,010 0,011 0,008 0,010
Bbu-BamHI-1600-PCR3.2-9a 0,064 0,079 0,085 0,032 0,007 0,010 0,011 0,009 0,011
Bbu-BamHI-1600-PCR3.2-18b 0,065 0,081 0,083 0,037 0,040 0,011 0,011 0,009 0,011
Bbu-BamHI-1600-PCR3.2-26b 0,050 0,062 0,067 0,064 0,065 0,072 0,012 0,009 0,009
Bbu-BamHI-1600-PCR3.2-9b 0,078 0,094 0,090 0,078 0,083 0,074 0,090 0,010 0,010
Bbu-BamHI-1600-PCR3.2-15b 0,027 0,043 0,050 0,052 0,057 0,060 0,050 0,074 0,008
Bbu-BamHI-1600-PCR1.2-4b 0,027 0,040 0,050 0,064 0,074 0,073 0,054 0,064 0,038

Tabla 13. Distancias genéticas (esquina inferior izquierda) y error estandar (esquina superior derecha) entre
unidades monomeéricas localizadas en 12 y/o 22 posicidn (a y b respectivamente) de dimeros de ADN repetitivo
BamHI-800 de B. bufo. Las distancias han sido calculadas con el programa MEGA, utilizando el modelo de sustitucién
nucleotidica de 3 pardmetros de Tamura con distribucién gamma. La varianza se estimé por el método de
“bootstrap” utilizando 1000 réplicas.

El empleo de productos de PCR en el analisis de esta familia de ADN repetido plantea la

posibilidad de que se estén amplificando selectivamente mondmeros especificos. Para
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comprobar esta hipdtesis se han comparado las secuencias obtenidas a partir de las digestiones
de ADN con las secuencias de los productos de distintas PCRs (obtenidos con ambas parejas de
cebadores y utilizando ADNs de individuos de distinta procedencia). Para ello, las secuencias se
han dividido en grupos segun su procedencia (digestion, PCR1 (pareja de cebadores Bbu.BamHI-
800-F1/R1) o PCR2 (pareja de cebadores Bbu.BamHI-800-F2/R2)), y se han calculado varias
distancias genéticas. En concreto, las distancias medias de cada grupo de secuencias, las

distancias entre grupos y las distancias netas’® entre grupos (Tabla 14).

Ademas, dado que los cebadores quedan incluidos en el producto final que posteriormente se
clona y se secuencia, la parte de la secuencia que corresponde a los cebadores debe ser 100%
homologa en todas las secuencias obtenidas a partir de las mismas parejas de cebadores. Para
comprobar sila presencia o ausencia de los cebadores en la secuencia final influye en la distancia
entre las secuencias, se han realizado dos analisis de distancias en paralelo, utilizando las

secuencias BamHI-800 con y sin cebadores.

Distancias genéticas medias en cada grupo

Con cebadores

Sin cebadores F1 R1

Sin cebadores F2 R2

Sin cebadores

Banda 0,059 + 0,007 Banda 0,063 + 0,008 Banda 0,060 + 0,007 Banda 0,062 + 0,008
PCR1 0,055 + 0,006 PCR1 0,060 + 0,007 PCR1 0,055 + 0,006 PCR1 0,058 £ 0,007
PCR2 0,052 + 0,005 PCR2 0,055 + 0,006 PCR2 0,054 + 0,006 PCR2 0,055 + 0,006

Distancias genéticas entre grupos

Con cebadores
Banda PCR1
Banda
PCR1 0,058+ 0,006
PCR2 0,053t0,005 0,055t 0,006
Con cebadores
Banda PCR1
Banda
PCR1 0,001t 0,001

PCR2 0,002+0,001 0,002+ 0,001

Sin cebadores F1 R1

Banda PCR1
Banda
PCR1 0,062+ 0,007

PCR2 0,057+ 0,006

0,059+ 0,006

Sin cebadores F2 R2
Banda

Banda
PCR1 0,058+ 0,006

PCR2 0,055+ 0,005

Distancias genéticas netas entre grupos

Sin cebadores F1 R1

Banda PCR1
Banda
PCR1 0,001+ 0,001

PCR2 0,002+ 0,001

0,002+ 0,001

Sin cebadores F2 R2
Banda

Banda
PCR1  0,000£0,001

PCR2 0,002+ 0,001

PCR1

0,056+ 0,006

PCR1

0,001+ 0,001

Banda

PCR1

PCR2

Banda

PCR1

PCR2

0,056+ 0,006

0,002+ 0,001

Sin cebadores

Banda PCR1

0,060+ 0,006

0,058+ 0,006

Sin cebadores

Banda PCR1

0,000+ 0,001

0,001+ 0,001

Tabla 14. Distancias genéticas medias en cada grupo, entre grupos y netas entre grupos de secuencias de unidades
monoméricas del ADN repetitivo BamHI-800 de B. bufo (+ error estandar). Las distancias fueron calculadas con el
programa MEGA utilizando el modelo de sustitucidon nucleotidica de 3 parametros de Tamura con distribucién
gamma. La varianza se estimo por el método de “bootstrap” utilizando 1000 réplicas.

Las distancias genéticas muestran valores muy similares, independientemente de los grupos

considerados o de si los cebadores se eliminan o no. De hecho, la distancia neta entre los grupos

dy+d
73 Distancia neta entre grupos los x e y (da): dy = dyy — ("2—"); donde dy es la distancia entre grupos x e y; dyx y dy

son las distancia media dentro de cada grupo.
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es aproximadamente 0 en todos los casos. Estos resultados indican que las secuencias
procedentes de PCRs con cebadores especificos no presentan menor distancia que las
secuencias obtenidas tras digestion y clonacion. Por lo que se puede concluir que las PCRs con
cebadores especificos no seleccionan grupos concretos de secuencias monoméricas BamHI-800,
sino que amplifican sus variantes monomericas de forma no selectiva y equivalente a la
digestion-clonacion. Segun esto, la PCR puede ser una herramienta util para obtener secuencias

de esta familia de ADN repetido.

El estudio de ADNs repetitivos mediante PCRs con cebadores especificos y posterior
secuenciacion del producto obtenido se ha utilizado con éxito en el satélite S1 de distintas
especies del genero Rana (Picariello et al. 2002; Feliciello et al. 2005, 2006; Picariello et al. 2016).
En este caso, cuando se compara la variabilidad entre secuencias procedentes de bandas de
digestiones y las procedentes de PCRs especificas, los resultados son similares a los observados
por nosotros en el ADN repetitivo BamHI-800 de B. bufo: las secuencias obtenidas mediante el
método tradicional de digestidén-clonacién forman parte de la variabilidad de secuencias
obtenidas tras secuenciar productos de PCRs especificas del satélite S1. Por tanto, en este caso
la PCR tampoco selecciona grupos de secuencias particulares, sino que amplifica un gran rango

de variantes del ADN repetitivo S1.

3.3.Patrén de metilacion del ADN satélite BamHI-800

Segun algunos autores, anfibios y peces son los grupos de vertebrados que presentan mayor
tasa de metilacidon en su ADN (Jabbari et al. 1997). Esta peculiaridad guarda estrecha relacién
con la cantidad de ADN repetitivo que presentan, ya que la metilacion del ADN esta implicada
en la correcta formacién, mantenimiento y regulacién de la heterocromatina (Lippman et al.
2004; Feliciello et al. 2013), ademas de su implicacidn en la diferenciacion celular (Reik et al.

2001; Shiura et al. 2014).

Para comprobar si el ADN repetido BamHI-800 estd metilado, se han buscado dianas en su
secuencia para parejas de isoesquizomeros que presenten distinta sensibilidad a la metilacion
del ADN. No se ha encontrado ninguna diana para parejas de isoesquizomeros que detecten
diferencias en metilacién en islas CpG, siendo Mbol/Sau3A la Unica pareja de isoesquizémeros

que corta en BamHI-800.
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BamHI BamHI
Mbol* Mbol* Mbol* Mbol*
Sau3Al Sau3Al Sau3Al Sau3Al
BamHI-800 BamHI-800 BamHI-800
5/6 315 pb 22 pb
/ B 463 pb P
1/6 22 pb
780 pb

Figura 22. Mapa de restriccién de una unidad monomeérica del ADN repetitivo BamHI-800 para los enzimas BamH],

Mbol y Sau3A.

Los enzimas Mbol (sensible a la metilacion) y Sau3A
(insensible) reconocen la secuencia diana /GATC vy
cortan la unidad monomérica tres veces, dejando
fragmentos de 315, 462 y 22 pb (Figura 22). En algunas
secuencias la diana central puede estar mutada,

dejando fragmentos de 780y 22 pb.

Cuando se compara el patrén de bandas obtenido tras
la digestion del ADN gendémico de B. bufo con Mbol y
Sau3A no se aprecian diferencias en el tamafio de las
bandas o en la intensidad de las mismas (Figura 21), por
lo que puede concluirse que este ADN repetitivo no

esta metilado en la adenina de la secuencia GATC.

No es posible extraer mas informacidon sobre la
metilacion de este ADN repetitivo en pares CpG ya que

no existen parejas de isoesquizdmeros que corten las

<
Mbol
Sau3A
BamH|

<
Mbol
Sau3A
BamH|

Figura 21. ADN gendmico de B. bufo (BH2)
digerido con los enzimas Mbol (sensible a
metilacion), Sau3A (insensible) y BamHl,
junto al “Southern blot” de esta digestion
hibridado con la sonda BamHI-800.

secuencias BamHI-800 y que ademas sean sensibles a la metilacién en CpG.

3.4.Localizacién cromosdmica de BamHI-800 en la especie B. bufo

La distribucion cromosdmica de esta familia de ADN repetitivo se ha establecido mediante

experimentos de hibridacion in situ fluorescente (FISH) utilizando la sonda Bbu.BamHI-800 sobre

cromosomas metafasicos de la especie B. bufo.
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Figura 23. FISH sobre cromosomas metafasicos de individuos adultos de la especie B. bufo, utilizando como sonda la
secuencia Bbu.BamHI-800. A: Hembra 3 (Jaén). B: Macho 2 (Jaén). Mediante puntas de flecha blancas se indican las
parejas de menor tamafio con sefial intensa tras la hibridacién con Bbu.BamHI-800. Mediante puntas flechas huecas
se indican las posiciones de sefiales de hibridacién menos intensas observadas en algunas metafases. Escala: 2,5 um.

En cromosomas metafasicos procedentes de individuos adultos (Hembra 3 Jaén y Macho 2 Jaén)
y tras una Unica ronda de amplificacidn, se observa una sefial muy intensa en la pareja de
cromosomas de menor tamafio (pareja 11) (Figura 23A). Ademas, en algunos casos es posible
observar una sefial menos intensa en el brazo corto de algunas parejas de cromosomas de mayor

tamafio (Figura 23B).

Cuando la FISH se realiza sobre cromosomas procedentes de cultivos secundarios obtenidos a
partir de larvas de B. bufo, y se hacen 3 rondas de amplificacién en el revelado inmunoldgico, el
patron observado es ligeramente diferente. Ademas de las sefiales intensas de la pareja de
cromosomas de menor tamafo, se observa una sefial en el brazo corto de una de las parejas de
cromosomas grandes, sefiales pericentroméricas en todos los cromosomas grandes, y una seiial
en el extremo del brazo largo de la pareja 6, proxima a la constriccidn secundaria en la que se
localiza la NOR de esta especie (Figura 24). Dado que la NOR en B. bufo esta delimitada a cada

lado por heterocromatina constitutiva, es posible que la sefial telomerica de la pareja 6
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observada en la FISH con BamHI-800 se corresponda con una de las bandas C positivas que

delimita la NOR.

DAPI Sonda: BamHI-800

Figura 24. FISH sobre cromosomas obtenidos a partir de cultivos celulares de B. bufo (B. bufo 12 P6 (Ay C) y B. bufo
12D P7 (B y D)), utilizando como sonda la secuencia Bbu.BamHI-800. A y B tincién con DAPI; Cy D FISH con sonda
Bbu.BamHI-800. Mediante flechas se indican las posiciones de las constricciones secundarias correspondientes a las
NORs. Escala: 2,5 um.

4. Analisis de la familia de ADN repetido BamHI-800 en las especies

Epidalea calamita y Bufotes viridis

La presencia del ADN repetitivo BamHI-800 en la especie B. bufo plantea el interrogante de si
esta familia de ADN repetitivo es especifica de esta especie, si esta presente en otras especies
del género Bufo, o si se extiende a otros géneros de la familia Bufonidae. Con este fin se han
analizado las especies E. calamita y B. viridis, consideradas inicialmente dentro del género Bufo,
aunque actualmente la primera se considera perteneciente al género Epidalea y la segunda al

género Bufotes.
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4.1.Patrones de hibridacion

B. bu
E. cal
B. bu
B. vir

Cuando el ADN gendmico de las especies E.
calamita y B. viridis es digerido con BamHI y

separado segun su tamaifo mediante

electroforesis en geles de agarosa, el patron de

2400pb

. B - 81000
bandas que se obtiene no es completamente e

1600pb

idéntico al observado en B. bufo. En la especie E.

calamita se aprecia con claridad una Unica banda
de 800 pb (Figura 25A), mientras que en B. viridis
no se distinguen bandas claramente (Figura
258). % ]

Figura 25. ADN gendémico de B. bufo (B.bu), E.
calamita (E.cal) y B. viridis (B.vir) (20 pg) digerido con
BamHl e hibridado con la sonda BamHI-800 de B.
bufo. A: B. bufo y E. calamita. B: B. bufo y B. viridis.

Tras transferir el ADN de los geles a una
membrana de nailon e hibridar utilizando como
sonda la secuencia BamHI-800 de B. bufo, es
posible observar bandas positivas (Figura 25). El patrén de hibridaciéon en ambas especies es
similar al de B. bufo, con bandas que podrian indicar la existencia, en ambos casos, de unidades

monomeéricas, diméricas y triméricas del ADN repetitivo BamHI-800.
4.2.Clonacion y analisis de secuencias BamHI-800 en E. calamita y B.
viridis
La banda de 800 pb obtenida a partir de digestiones de ADN

gendmico con BamHI solo pudo clonarse en la especie E. M

IS
Q
uwi

B. vir

calamita, ya que en B. viridis no se observan bandas tras la
digestidon del ADN gendmico con este enzima. Por otro lado,
para observar la banda en E. calamita es necesario utilizar 20 ~ 1600 bp

pg de ADN gendmico, el doble que el utilizado en la especie B. 800 bp
bufo, hecho que podria indicar que este ADN repetitivo esta

presente en menor cantidad en E. calamita.

Cuando la pareja de cebadores Bbu.BamHI-800-F1/R1 se utiliza

en reacciones de PCR con ADN gendmico de estas especies, en JA

Figura 26. Electroforesis en gel
de agarosa al 1% de los
productos de PCR obtenidos con
la pareja de cebadores
Bbu.BamHI-800-F1/R1 en E.
calamita (A) y B. viridis (B).

ambos casos se obtienen amplicones de 800 y 1.600 pb (Figura
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26). A partir de estos productos de PCR se han clonado las bandas de 800 y 1.600 pb de E.

calamita y la banda de 800 pb de B. viridis.

Nombre pb Nombre pb Nombre pb
Bca-BamHI-800-MJ4-1 818 Bca-BamHI-800-MJ4-35 818 Bca-BamHI-800-JM1-PCR7-24 817
Bca-BamHI-800-MJ4-4 818 Bca-BamHI-800-MJ4-36 818 Bca-BamHI-800-JM1-PCR7-41 818
Bca-BamHI-800-MJ4-5 817 Bca-BamHI-800-MAIc2-8 823 BcaA-BamHI-800-Ren4-PCR1-7 818
Bca-BamHI-800-MJ4-7 818 Bca-BamHI-800-MAlc2-37 809 BcaA-BamHI-800-Ren4-PCR1-8 818
Bca-BamHI-800-MJ4-10* 789 Bca-BamHI-800-JM1-PCR6-3 818 Bca-BamHI-800-JM1-PCR6-3 818
Bca-BamHI-800-MJ4-11 818 Bca-BamHI-800-JM1-PCR6-9 818 Bca-BamHI-800-JM1-PCR6-9 818
Bca-BamHI-800-MJ4-12 818 Bca-BamHI-800-JM1-PCR6-16 818 Bca-BamHI-800-JM1-PCR6-16 818
Bca-BamHI-800-MJ4-26* 771 Bca-BamHI-800-JM1-PCR7-1 818 Bca-BamHI-800-JM1-PCR7-1 818
Bca-BamHI-800-MJ4-31 818

Tabla 15. Mondmeros del ADN repetitivo BamHI-800 de E. calamita obtenidos en este trabajo. Para cada
monodmero se indica su nombre (con informacién sobre su origen: digestion o PCR), el nombre de la muestra de
ADN y su tamafio (en pb). Con un * se han marcado las secuencias con deleciones en su extremo 3.

De este modo, en E. calamita se han obtenido 13 secuencias procedentes de la banda de

digestion y 12 secuencias procedentes de distintas PCRs en las que se utilizaron individuos de

diferentes localizaciones (Tabla 15). Como puede observarse por su tamafio, dos de las

secuencias obtenidas a partir de la banda de digestién presentan deleciones de 29 y 47 pb.

Estos mondmeros muestran un tamafio medio de 818 pb y su composicién nucleotidica es

ligeramente rica en A-T (57,90%). El alineamiento de estas secuencias muestra 702 sitios

conservados frente a 116 sitios variables, de los cuales 51 son informativos y 65 son SNPs.

Nombre Tamafio (pb)
Bca-BamHI-1600-PCR4.3-10 1.632
Bca-BamHI-1600-PCR4.3-13 1.632
Bca-BamHI-1600-PCR4.3-18 1.629
Bca-BamHI-1600-PCR4.3-21 1.630
Bca-BamHI-1600-PCR4.3-22 1.630
Bca-BamHI-1600-PCR4.3-23 1.631
Bca-BamHI-1600-PCR4.3-26 1.631
Bca-BamHI-1600-PCR4.3-33 1.631
Bca-BamHI-1600-PCR6.2-32 1.630

Tabla 16. Dimeros del ADN repetitivo BamHI-800 de E.
calamita obtenidos a partir de productos de PCR. Para
cada mondémero se indica el nombre, la PCR que lo origind

y su tamafio (en pb).

En E. calamita también se ha clonado la
banda de 1.600 pb obtenida mediante PCR
con la pareja de cebadores Bbu.BamHI-
800-F1/R1. En este caso se ha logrado la
secuencia de 9 clones correspondientes a
dimeros de BamHI-800 (Tabla 16). Todos
ellos alinean entre si (Figura 27), y estan
formados por la repeticion en tdndem de
dos unidades monoméricas separadas por

dianas para BamHlI.
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BomHl

Bca-BamHI-1600-PCR4.3-10 GGATCCAT CAATCAAC! CAT GCT TCAC) TTTAT 150
Bca-BamHI-1600-PCR4 . iy . 150
Bea-BamHI-1600-PCRA . 150
Bea-BamHI-1600-PCRY . 150
Bea-BamHI-1600-PCRY . 150
Bea-BamHI-1600-PCRY . 150
Bea-BamHI-1600-PCR4 150
Bea-BamiI-1600~PCRA. 150
Bca-BamHI-1600-62-32 150
CTGC CACC C1 300

300

300

300

300

Bca-BamHI-1600-PCRY . 300
Bea-BamHI-1600-PCRY . 300
Bea-BamHI-1600-PCRA . 3-33 300
HOR-BMMAY-1600-628T o oolononns mometinnins semoposssy sasormeens sasonsoase woarsonnns srapensvas sooausposssenssonnns sakersennn susoneaves sopsvanses sonseeiCin|Chysesvararoneanyanien 300
Bea-BamHI-1600-PCRA . 3-10 CARNIC] 450
Bea-BamHI-1600-PCRY . il 450
Bca-BamHI-1600-PCR4. .c 450
Bea-BamHI-1600-PCRA . .c c 450
Bca-BamHI-1600-PCRY . ) aC. 450
Bea-BanHI-1600-PCR4 . .c c 450
Bea-BamHI=1600-PCRY, .c c 450
Bca-BamHI-1600-PCR4 . 3-33 - DT, i 450

Bca-BamHI-1600-62~32

Bea-BamHI-1600-PCRA .
Bea-BamHI-1600-PCRA .
Bca-BamHI-1600-PCRY .
Bea-BamHI-1600-PCRA .
Bca-BamHI-1600-PCRY .
Bea-BamHI-1600-PCRY .
Bea-BamHI-1600-PCRA . 3-26
Bea-BamHI-1600-PCR4.3-33
Bea-BamHI-1600-62-32

Bea-BamHI-1600-PCRY .
Bea-BamHI-1600-PCRY .
Bca-BamHI-1600-PCRY .
Bea-BamHI~1600-PCRY .
Bea-BamHI~1600-PCRA .
Bca-BamHI-1600-PCR4 .
Bea-BamHI-1600-PCRA . 3-26
Bea-BamHI-1600-PCRY,3-33
Bea-BamHI-1600-62-32

Bea-BamHI-1600-PCRA .
Bea-BamHI-1600-PCR4 .
Bea-BamHI-1600-PCRA.
Bea-BamHI-1600-PCRA .
Bea-BanHI-1600-PCRA .
Bca-BamHI-1600-PCRY .
Bea-BamHI-1600-PCRY .
Bea-BamI~1600-PCRA .,
Bca-BamHI-1600-62-32

3

Bea-BamHI-1600-PCR . 3-10
Bca-BamHI-1600-PCRY

Bea-BamHI-1600-PCR:
Bea-BamHI-1600-PCR
Bea-BamHI-1600-PCR:
Bca-BamHI-1600-62-

Bea-BamHI-1600-PCRA . 3-10
Bca-BamHI-1600-PCRY .
Bea-BamHI-1600-PCRA .
Bea-BamHI~1600-PCRA .
Bea-BamHI-1600-PCRY .
Bca-BamHI~1600~PCR4 .
Bca-BamHI-1600-PCRY.
Bea-BamHI~1600-PCRY,3-33
Bca-BamHI-1600-62-32

Bea-BamHI-1600~PCRA .
Bca-BamHI-1600-PCRA .
Bea-BamHI-1600-PCRA .
Bea-BamHI-1600-PCRA .
Bea-BamHI-1600-PCR4 .
Bca-BamHI-1600-PCRY .
Bea-BamHI-1600-PCRA .
Bea-BamHI~1600-PCR4 . 3~
Bea-BamHI-1600-62-32

Bea-BamI-1600-PCRA .
Bca-BamHI-1600~PCR4 .
Bca-BamHI-1600-PCR4 .
Bea-BamHI-1600-PCRA .
Bea-BamHI-1600-PCRY .
Bea-BamHI-1600-PCRA .
Bea-BamHI-1600-PCRA .
Bea-BamHI-1600-PCR:
Bea-BamHI-1600-62-32

Bea-BamHI-1600-PCRA .
Bea-BamHI-1600-PCRY .
Bca-BamHI-1600-PCRY .
Bea-BamHI-1600-PCRA .
Bea-BamHI~1600~PCRA .
Bca-BamHI-1600-PCRY .
mHI-1600-PCR .
Bca-BamHI~1600-PCR4,3-33
Bea-BamHI-1600-62-32

Figura 27. Alineamiento de los dimeros de BamHI-800 de E. calamita obtenidos mediante PCR. Para el alineamiento
se ha utilizado el programa ClustalW y la edicidn se ha realizado con BioEdit.

En esta especie, al igual que ocurria en B. bufo, no hay predisposicion de determinadas
secuencias BamHI-800 a estar en la 12 o 22 posicidon del dimero (resultados del analisis no
mostrados). Por tanto, puede decirse que, tanto en B. bufo como en E. calamita, el ADN

repetitivo BamHI-800 estd organizado en forma de unidades monomeéricas repetidas en tdndem.

Para confirmar que la PCR especifica de BamHI-800 no selecciona ningun subtipo de secuencias
en E. calamita, se ha realizado un andlisis comparativo de las secuencias procedentes de la

banda de digestion y de las PCRs, eliminando las regiones correspondientes a los
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oligonucledtidos. De este modo se han obtenido las distancias genéticas dentro de cada grupo

considerado, las distancias entre distintos grupos y las distancias netas entre grupos (Tabla 17).

El analisis de las distancias confirma que la PCR con cebadores especificos no actia amplificando
unidades monoméricas de forma selectiva, ya que las distancias netas entre grupos se
aproximan a cero. Estos resultados son similares a los obtenidos con las secuencias BamHI-800
de B. bufo y establecen que la PCR podria ser una herramienta util para obtener secuencias de

otras especies.

Distancias genéticas medias en cada grupo
Con cebadores Sin cebadores F1 R1 Sin cebadores F2 R2 Sin cebadores
Banda 0,030 + 0,004 Banda 0,031 + 0,004 Banda 0,031 +0,004 Banda 0,031 + 0,005
PCR1 0,032 + 0,005 PCR1 0,034 + 0,005 PCR1 0,031 + 0,005 PCR1 0,033 + 0,006
PCR2 0,026 + 0,003 PCR2 0,024 + 0,003 PCR2 0,027 + 0,004 PCR2 0,025 + 0,004
Distancias genéticas entre grupos
Con cebadores Sin cebadores F1 R1 |Sin cebadores F2 R2 |Sin cebadores
Banda PCR1 Banda PCR1 Banda PCR1 Banda PCR1
Banda Banda Banda Banda
PCR1 0,030+ 0,004 PCR1  0,032+0,004 PCR1 0,031 0,004 PCR1  0,032+0,004

PCR2 0,029+ 0,004 0,033+0,004 PCR2 0,026+ 0,003 0,030+ 0,004 PCR2 0,031+ 0,004 0,033+ 0,005 PCR2 0,027+ 0,004 0,030+ 0,004
Distancias genéticas netas entre grupos

Con cebadores Sin cebadores F1 R1 Sin cebadores F2 R2 Sin cebadores
Banda PCR1 Banda PCR1 Banda PCR1 Banda PCR1
Banda Banda Banda Banda
PCR1 0,001+ 0,001 PCR1  -0,001+ 0,001 PCR1 0,000 0,001 PCR1 0,000+ 0,001
PCR2  0,001+0,001 0,003+0,002 PCR2 -0,001+0,000 0,001+0,001 PCR2  -0,001%0,002  0,004+0,002 PCR2 0,001+ 0,000 0,001+ 0,001

Tabla 17. Distancias genéticas medias (* error estandar) en cada grupo, entre grupos y netas entre grupos, de
secuencias de unidades monoméricas del ADN repetitivo BamHI-800 de E. calamita. Las distancias fueron
calculadas con el programa MEGA utilizando el modelo de sustitucién nucleotidica de 3 pardmetros de Tamura con
distribucién gamma. La varianza se estimé por el método de “bootstrap” utilizando 1000 réplicas.

En la especie B. viridis los monémeros del ADN

repetitivo BamHI-800 se han obtenido a partir Nombre Tamaiio pb
. . . Bvir-BamHI-800-PCR1F1R1-2 817
de PCRs especificas, debido a la ausencia de
Bvir-BamHI-800-PCR1F1R1-22 818
bandas visibles al digerir ADN gendmico con Bvir-BamHI-800-PCR2F1R1-2 810
BamHI. Tras la clonacién de los productos de Bvir-BamH|-800-PCR2F1R1-3 81/
Bvir-BamHI-800-PCR2F1R1-5 817
PCR se ha obtenido la secuencia de 10 clones Bvir-BamHI-800-PCRZFIRL-22 317
positivos correspondientes a mondmeros Bvir-BamH|-800-PCR2F1R1-26 817
] Bvir-BamHI-800-PCR2F1R1-27 817
BamHI-800 de esta especie (Tabla 18). .
Bvir-BamHI-800-PCR2F1R1-37 817
] ) . Bvir-BamHI-800-PCR2F1R1-38 817
Todas las secuencias alinean entre si,

" . Tabla 18. Monémeros del ADN repetitivo BamHI-800
presentan un tamano medio de 817 pb y un de B. viridis obtenidos mediante PCR. Para cada
monémero se indica su nombre, la PCR de

contenido en A-T del 56,8%. El alineamiento . -
procedencia y su tamafio.
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revela la existencia de 684 posiciones conservadas y 134 variables, de las cuales 95 son SNPs.

A partir de las secuencias del ADN repetitivo BamHI-800 de las tres especies estudiadas (B. bufo,
E. calamita y B. viridis), se han calculado las distancias genéticas intra- e interespecificas (Tabla

19).

Los resultados muestran que las distancias genéticas intraespecificas (0,03-0,05) son menores
que las distancias interespecificas (0,18-0,2). Esto indica que las secuencias de ADN repetitivo
BamHI-800 presentan alta homogeneidad dentro de cada especie, pero son mas divergentes

cuando se comparan secuencias de distintas especies.

Distancias intraespecificas Distancias interespecificas
B. bufo E. calamita B. viridis
B. bufo 0,051+ 0,004 B. bufo
E. calamita 0,030+ 0,003 E. calamita 0,181+ 0,014
B. viridis 0,047+ 0,004 B. viridis 0,192+ 0,015 0,203+ 0,016

Tabla 19. Distancias genéticas intraespecificas (izquierda) e interespecificas (derecha) + error estandar entre las
secuencias de ADN repetitivo BamHI-800 obtenidas en las especies B. bufo, E. calamita y B. viridis. Las distancias
fueron calculadas con el programa MEGA utilizando el modelo de sustitucion nucleotidica de 3 parametros de
Tamura con una distribucién gamma. La varianza se estimé por el método de “bootstrap” utilizando 1.000 réplicas.

4.3.Localizacion cromosdmica de BamHI-800 en las especies E. calamita
y B. viridis
La localizacion cromosdémica del ADN repetitivo BamHI-800 en las especies E. calamita y B. viridis

se analizé mediante FISH utilizando como sondas secuencias BamHI-800 de E. calamita y B.

viridis respectivamente.

En E. calamita el ADN repetitivo BamHI-800 se localiza en el brazo corto de dos de las parejas de
cromosomas grandes (parejas 1y 3). En ambas parejas la sefial se observa en posicion proxima

al centrémero, siendo la sefial de la pareja 1 mas intensa que la de la pareja 3 (Figura 28A).

En la especie B. viridis este ADN repetitivo se localiza en una de las parejas de cromosomas
grandes, en posicidon pericentromérica a ambos lados del centrémero, siendo la sefial mas
intensa en los brazos cortos y la de menor intensidad en los brazos largos (Figura 28B). Ademas,
existe sefial positiva en la pareja de cromosomas portadores de la NOR (pareja 6), localizada en

este caso en el brazo largo y préxima al centrémero.

Cuando se compara la localizacién del ADN repetido BamHI-800 en las tres especies analizadas
(B. bufo, E. calamita y B. viridis) se observa que su posicion no esta conservada, siendo distinta

en cada una de estas especies (Figura 29). En relacidn con este punto, es de destacar la
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asociacion entre la NOR y acumulaciones de BamHI-800 en B. bufo, asociacién que no se observa
en las otras dos especies, a pesar de que en una de ellas (B. viridis) existen acumulaciones de

este ADN repetitivo en los cromosomas portadores de la NOR.

E. calamita B. viridis

Figura 28. FISH sobre cromosomas metafasicos de E. calamita y B. viridis, utilizando como sonda la secuencia BamHI-
800 de la propia especie. Escala: 5 um.

Bufo bufo

Epidalea calamita |

Bufotes viridis |

Figura 29. Cariotipos de las especies B. bufo, E calamita y B. viridis realizados con cromosomas hibridados mediante
FISH utilizando como sondas secuencias BamHI-800 de la propia especie. En cada cariotipo, bajo la pareja portadora
de la NOR, se ha afiadido la imagen de la tincion con plata de dicha pareja de cromosomas. Escala: 2,5 um.
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Por otro lado, resulta de interés la asociacién de este ADN repetido con regiones
centroméricas/pericentroméricas de cromosomas grandes de la especie B. bufo y, en menor
medida en B. viridis. El patrén de sefiales observado en experimentos de GISH en estas especies
mostraba fuertes sefiales centroméricas en todos los cromosomas, por lo que puede concluirse
gue las secuencias BamHI-800 en estas especies no son un componente mayoritario de las

secuencias de ADN repetido localizadas en los centrdmeros de todos los cromosomas.

5. Secuencias BamHI-800 en otras especies de la familia Bufonidae

5.1.Patrones de hibridacion y amplificacion por PCR

El ADN repetitivo BamHI-800 esta presente en las tres especies de la familia Bufonidae
analizadas (B. bufo, E. calamita y B. viridis). En principio, y teniendo en cuenta que estas especies
pertenecen a géneros distintos, podria considerarse que este ADN repetido no es especifico de
género. Sin embargo, debido a la controversia sobre la taxonomia de las especies de esta familia,
y teniendo en cuenta que las tres especies analizadas estuvieron incluidas en el género Bufo,

resulta de interés comprobar si este ADN repetido estd presente en otras especies de la familia.

Nombre de la especie Origen geografico Tipo de secuencias N° de clones
(Bolonia) Italia Banda 6+ 2inc.
Bufo bufo PCR F2/R2 25
(Jaén) Espafia PCR F1/R1 6
Marruecos PCR F1/R1
) ) (Jaén) Espafia Banda 13
Epidalea calamita PCR F1/R1 6 +2 del.
(Ardales) Espafa PCR F1/R1 2
Bufotes viridis Grecia PCR F1/R1 10
Bufotes boulengeri Marruecos PCR F1/R1 13
Barbarophryne brongersmai Marruecos PCR F1/R1 14
Bufotes latastii Pakistan PCR F1/R1 7+1 del.
Bufotes luristanicus Iran PCR F1/R1 14+1 inc.
Bufotes surdus IrAn PCR F1/R1 13
Bufotes siculus (Sicilia) Italia PCR F1/R1 4
Bufotes balearicus (Sicilia) Italia PCR F1/R1 4
Amietophrynus arabicus (*) Yemen PCR F1/R1 13 + 2 del.
Rhinella marina Australia (**) PCR F1/R1 7+1 del.
Duttaphrynus melanostictus Nepal PCR F1/R1 20+1 del.

Tabla 20. Especies de la familia Bufonidae analizadas. En la tabla se indica, junto al nombre de la especie, el origen
geografico de las muestras analizadas, la forma en la que se obtuvieron las regiones clonadas (banda de digestién
o PCR) y numero de clones obtenidos. (del.) Secuencias con delecién. (inc.) Secuencias incompletas. (*) Especie
anteriormente clasificada como Bufo arabicus o Duttaphrynus arabicus. (**) Introducidos desde Hawai en 1935.
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Para llevar a cabo este analisis se han considerado especies pertenecientes a distintos géneros

de la familia Bufonidae que habitan varias regiones geograficas (Tabla 20).

La disponibilidad de suficiente ADN gendmico de Bufotes boulengeri, Bufotes luristanicus,
Bufotes surdus, Barbarophryne brongersmaiy Rhinella marina permitié analizar la presencia del
ADN repetitivo BamHI-800 en estas especies mediante digestion con BamHlI, “Southern-blot” e

hibridacion con la sonda BamHI-800.

El resultado obtenido muestra que todas estas especies (B. boulengeri, B. brongersmai, B
luristanicus, B. surdus y R. marina) presentan un patrén de bandas similar al de B. bufo, E.

calamita y B. viridis, con bandas de unos 800, 1.600 y 2.400 pb (Figura 30).

~ ~
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Figura 30. ADNs gendmicos de distintas especies de la familia Bufonidae (B. brongersmai, B. boulengeri, B luristanicus,
B. surdus y R. marina) digeridos con BamHI| y separados mediante electroforesis en geles de agarosa. El ADN de los
geles fue transferido a una membrana mediante “Southern-Blot” y posteriormente hibridado utilizando como sonda
la secuencia BamHI-800 de B. bufo. Como controles se han utilizado muestras de B. bufo, E. calamita y B. viridis.

Ademas del andlisis anterior, en todas las especies se han realizado PCRs utilizando los
cebadores especificos Bbu.BamHI-800-F1/R1. En todos los casos la PCR produce una banda de
800 pb y, en algunos casos, también la banda de 1.600 pb (Figura 31). Cuando estos amplicones
se transfieren a una membrana y se hibridan con la sonda BamHI-800 de B. bufo, las bandas de
PCR dan seiial positiva, confirmando que se trata de secuencias de la familia de ADN repetido

BamHI-800 (datos no mostrados).
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5.2.Clonacion y analisis de las secuencias BamHI-800 en otras especies

de la familia Bufonidae

A partir de los productos de PCR se han clonado las bandas de 800 pb en las 10 especies restantes
de familia Bufonidae que fueron analizadas (B. boulengeri, B. brongersmai, B. latastii, B.
luristanicus, B. surdus, B. siculus, B. balearicus, A. arabicus, R. marina y D. melanostictus). El
numero de clones positivos obtenidos en cada caso se indica en la Tabla 20, siendo excluidos del

analisis los clones con deleciones superiores a 100 pb (5 clones en total de especies diferentes).

El alineamiento de todas las secuencias BamHI-800 agrupa a las secuencias en funcién de su

similitud (Material suplementario S2). En algunos casos este agrupamiento coincide con la

especie de la que proceden, aunque en otros casos los agrupamientos incluyen secuencias de
varias especies (variantes). Por otro lado, en las secuencias de A. arabicus y D. melanostictus se
observa que las distancias genéticas abarcan rangos mayores que en las otras especies (0,000-

0,354 y 0,000-0,406 respectivamente).
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Figura 31. Electroforesis en geles de agarosa al 1% en TAE 1X de los productos de PCR obtenidos con la pareja de
cebadores Bbu.BamHI-800-F1/R1 en distintas especies de la familia Bufonidae: R. marina, D. melanostictus, B.
boulengeri, B. brongersmai, E. calamita, B. latastii, B. luristanicus, B. surdus, B. bufo, A. arabicus, B. viridis, B. siculus
y B. balearicus.

El andlisis de las distancias genéticas’* entre todas las secuencias BamHI-800 de A. arabicus
revela que hay un subgrupo de 5 secuencias (Gr_2 de A. arabicus) que presenta distancias

mayores que el resto de secuencias (Gr_1 de A. arabicus) (Tabla 21).

74 Calculadas segun el modelo de sustitucion nucleotidica de 3 parametros de Tamura, con distribucion gamma.
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Si estas secuencias se analizan como dos variantes independientes, las distancias entre las
secuencias de cada variante y el error estdndar correspondiente se reducen notablemente,

aunque la distancia genética neta entre estas dos variantes sigue siendo elevada (Tabla 22).

41 | 43 | 44 | 47 [ 32|31 |33 |35 |37 |38 |28 | 36 |39 (315 | 320

Aara-BamHI-800-PCR4-1 0,018|0,018|0,017{0,016|0,011 (0,017 {0,018 (0,002 {0,016 |0,022 0,021 |0,023| 0,021 | 0,021
Aara-BamHI-800-PCR4-3 (0,200 0,002|0,019/0,017{0,017|0,018 0,002 {0,018 0,017 | 0,023 0,023 [ 0,026 | 0,023 | 0,023
Aara-BamHI-800-PCR4-4 (0,201 |0,004 0,020(0,017|0,017(0,018|0,001 (0,018 {0,017|0,023 (0,023 |0,026 | 0,023 | 0,023
Aara-BamHI-800-PCR4-7 [0,175|0,219|0,217 0,012{0,017|0,015(0,019|0,017|0,012 {0,024 | 0,021 | 0,024 | 0,021 | 0,021

Aara-BamHI-800-PCR2.3-2 (0,159 0,174 0,173 {0,098 0,0160,015(0,017 {0,016 {0,004 | 0,022 | 0,021 {0,023 | 0,021 | 0,021

Aara-BamHI-800-PCR3-1 [0,092|0,178|0,177{0,172|0,150 0,0160,017(0,011{0,015(0,021 {0,021 |0,023| 0,021 | 0,021

Aara-BamHI-800-PCR3-3 [0,176|0,190|0,188(0,157|0,138|0,165 0,018(0,017|0,015(0,022|0,022|0,023 | 0,022 | 0,022
Aara-BamHI-800-PCR3-5 (0,1990,003|0,001|0,215|0,171{0,175|0,186 0,018|0,017|0,023{0,023|0,026 | 0,023 | 0,023
Aara-BamHI-800-PCR3-7 (0,003|0,2000,198|0,172|0,156|0,089|0,172 (0,196 0,015(0,022|0,020 {0,023 | 0,020 | 0,020
Aara-BamHI-800-PCR3-8 (0,156 |0,174|0,173|0,098|0,009(0,147|0,138(0,171|0,152 0,022|0,021|0,023| 0,021 | 0,021
Aara-BamHI-800-PCR2-8 (0,2750,293 0,291 |0,282 0,263 |0,260|0,251 (0,289 0,271 | 0,259 0,018|0,020| 0,018 | 0,018
Aara-BamHI-800-PCR3-6 [0,251|0,297 0,295 |0,262 |0,250|0,256 | 0,261 (0,293 |0,247|0,245|0,175 0,012 0,001 | 0,000

Aara-BamHI-800-PCR3-9 |0,286|0,3440,341(0,310|0,295|0,299 0,287 (0,339 |0,281|0,295|0,211|0,095 0,012 | 0,012

Aara-BamHI-800-PCR3-15 |0,253 (0,300|0,298 | 0,264 | 0,252 | 0,258 | 0,263 | 0,295 0,249 (0,248 | 0,176 | 0,001 | 0,097 0,001

Aara-BamHI-800-PCR3-20 (0,251 (0,297 (0,295 0,262 | 0,250 | 0,256 | 0,261 | 0,293 (0,247 [ 0,245 |0,175| 0,000 | 0,095 | 0,001

Tabla 21. Distancias genéticas entre las secuencias BamHI-800 de A. arabicus (diagonal inferior) y error estandar
correspondiente (diagonal superior). Para el calculo de las distancias se utilizo el programa MEGA utilizando el modelo
de sustitucién de 3 pardmetros de Tamura con distribucidn gamma. La estima de la varianza se realiz6 mediante
“Bootstrap” con 1000 réplicas. En la tabla se muestran los dos grupos de secuencias de A. arabicus en dos colores:
verde (Gr_1) y naranja (Gr_2).

Estas diferencias numéricas pueden apreciarse visualmente en el arbol filogenético de las
secuencias BamHI-800 de A. arabicus. Utilizando un total de 15 secuencias con 685 posiciones
informativas’, se realiz6 una filogenia mediante el método de maxima verosimilitud’®,
estimando la varianza mediante “bootstrap” con 1000 réplicas (Figura 32). La topologia obtenida

separa claramente las secuencias de las dos variantes (grupos 1 y 2) con una probabilidad del

100% para esta agrupacion.

Variantes A. arabicus | Distancia en cada variante | Distancia entre variantes | Distancia neta entre variantes
A. arabicus Gr_1 0,151 + 0,009 Gr_1 Gr_1
A. arabicus Gr_2 0,103 £ 0,008 Gr_2 0,276 £ 0,016 Gr_2 0,151 +0,014

Tabla 22. Distancias genéticas entre las dos variantes para las secuencias BamHI-800 de A. arabicus: distancias entre
secuencias de una dentro de cada grupo; distancia entre los dos grupos y distancia neta entre éstos.

75 Eliminando los “gaps”.

76 Modelo de sustitucién nucleotidica de 3 parametros de Tamura con distribucion gamma.
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100 Bara-BamHI-800-PCR4-1 ]
100 | Bara-BamHI-800-PCR3-7
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Bara-BamHI-800-PCR4-3
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Figura 32. La filogenia de las secuencias BamHI-800 de A. arabicus divide a éstas en dos grupos que coinciden con
los grupos observados en funciéon de las diferencias en las distancias genéticas que presentan.

En la especie de D. melanostictus se realizd un andlisis similar con las secuencias BamHI-800,
observandose, también en este caso, la existencia de dos grupos de secuencias en funcién de
las distancias genéticas entre ellas (Tabla 24). Si estas secuencias se analizan como dos variantes
independientes (Tabla 23), las distancias dentro de cada variante y la estima del error estandar

se reducen notablemente.

Variantes D. melanostictus Distancia en cada variante Distancia entre variantes Distancia neta entre variantes
D. melanostictus Gr_1 0,131+0,010 Gr_1 Gr_1
D. melanostictus Gr_2 0,048 +£ 0,004 Gr_2 0,381 +£0,027 Gr_2 0,291 £ 0,025

Tabla 23. Distancias genéticas entre las dos variantes para las secuencias BamHI-800 de D. melanostictus: distancias
dentro de cada variante; distancia entre las dos variantes y distancia neta entre éstas.

Utilizando 21 secuencias, con 739 posiciones informativas’’, se calculé el arbol filogenético
mediante el método de maxima verosimilitud’®, estimandose la varianza mediante

“Bootstrap”con 1000 réplicas. La topologia obtenida para estas secuencias separa claramente

77 Eliminando “gaps”.

78 Distancias calculadas segln el modelo de 3 parametros de Tamura con 5 categorias de distribucion gamma.

106



RESULTADOS Y DISCUSION

'sealdaJ 000T 2p ,deJ1s100g,, d1UBIPAW OWIISd S (|NZe) BZUBLIEA BT "BWWES UOIDNGLIASIP UOD BINWeE]

ap soJ}dweded € ap BIIPII03|INU UOIINIISNS AP O[dpOW |3 opuesn ‘Yo I|A ewelSoud |3 UOd sepe|ndjed snaIsounjawW g ap 008-IHWEG SeIoUSNIAS SB| 341U Sed(19uUas sejpuelsiq vz bjgoL

0€-£¥0d-008-IHWeg-|awg
0€-5¥0d-008-IHWeg-|awg
6T-G40d-008-|HWeg-|]dwg
T¥-VS'Td40d-008-IHWeg-]swg
Y¢-VS'TYOd-008-IHWeg-|swg
T-VYS'T4D0d-008-IHWeg-|]dwg
Y1-VS THOd-008-IHWeg-|swg
C-VS'TYId-008-IHWeg-|awg
T-VS'T¥Id-008-IHWeg-|awg
T¥-€40d-008-IHWeg-|dwg
CT-€40d-008-|HWeg-]swg
0T-£¥2d-008-IHWeg-|awg
6-€42d-008-IHWeg-|]dwg
£-€4Dd-008-|HWeg-|]dwg
-€40d-008-IHWeg-|swg
-€42d-008-IHWeg-|]dwg
T1€-940d-008-IHWeg-]swg
8¢-540d-008-|HWeg-|]swg
£2-540d-008-|HWeg-|]swg
0¢-540d-008-IHWeg-|swg

T-340d-008-IHWeg-|swg

1€0°0

1€0°0

1€0°0

1€0°0

€00

2€0'0

€€0°0

€00

€00

2200

€100

0200

6000

6000

0200

6000

010’0

1200

2000

2000

1€0°0

1€0°0

1€0°0

1€0°0

Z€0°0

7€00

€€0°0

Z€0°0

Z€0°0

7200

€100

0200

6000

6000

0200

6000

0100

0200

2000

S00'0

o514
-008-1Hweg
“owg

1€0°0

1€0°0

1€0°0

1€0°0

€00

2€0'0

2€0'0

€00

€00

2200

€100

0200

6000

6000

000

6000

010’0

000

€000

2000

zswnd
~008-THueg
-pug

8200

8200

8200

6200

0£0°0

0£0°0

0£0°0

6200

0£0°0

1100

6100

800°0

6100

6100

800°0

6100

6100

6020

1120

€120

sT-s10d

6200

6200

6200

0£0°0

1€0°0

1€0°0

7€0'0

0£0°0

0£0°0

1200

7100

8100

8000

6000

8100

8000

¥81°0

¥90°0

990°0

£900

TESDd

0£0°0

0£0°0

0€0'0

1€0°0

7€00

T€0°0

£€00

1€0°0

€00

1200

z100

6100

2000

2000

6100

¥50°0

610

€500

S50°0

5500

zewd
~008-THuweg
-pug

8200

£20°0

8200

6200

0£0°0

6200

6200

8200

0£0°0

1100

6100

100°0

6100

6100

L8T°0

¥81°0

L¥00

S0Z°0

0£0°0

0€0°0

0€0'0

1€00

7€00

T€0°0

£€00

1€0°0

€00

1200

z100

6100

2000

6810

¥00'0

9500

0£0°0

0£0°0

0€0'0

1€0°0

7€00

T€0°0

€00

1€0°0

1€0°0

1200

z100

6100

¥00'0

£8T°0

2000

¥50°0

610

€500

S50°0

S50°0

6ewd
~008-1Hueg
-pug

8200

£20°0

8200

6200

0£0°0

6200

6200

8200

0€0°0

1100

6100

S810

L8T°0

100°0

S810

7810

90’0

€020

S0Z‘0

L0270

or-g1d

7€00

7€00

€00

7€00

€€0°0

€€00

v€0°0

€€0°0

7€00

1200

6LT°0

€010

L0T0

1810

S0T‘0

S0T‘0

1810

0zt'o

1710

€210

a4

1€0°0

0£0°0

0£0°0

1€0°0

7€0°0

2€0'0

2€0'0

1€0°0

2€0°0

8020

780°0

LTT0

0zz’o

800

STZ0

012’0

¥80°0

€€7°0

SET0

LETO

TrEd
-008-1Hweg
“owa

1100

1100

1100

1100

€100

1100

1100

1100

86€0

08€°0

8SE'0

€LED

LLED

T9€°0

vLED

95€0

SLE'D

98¢0

68€0

68€0

TYSTID

S00°0

9000

5000

S00°0

8000

£00°0

£00°0

¥80°0

¥8€0

98€°0

SVE0

S9€°0

69€0

8YE0

99€0

€5€0

2980

8LE0

18€0

080

Tys TN

8000

8000

£000

8000

0100

£000

w00

780°0

86€0

S6€°0

89€°0

¥8€0

88€0

TLEO

¥8€0

TLED

08€'0

26€°0

v6€°0

v6€°0

VTS TI
-008-1Hweg
“owa

9000

£00°0

5000

9000

6000

9€0'0

0v0‘0

7800

€60

T6€°0

69€°0

98¢0

06€0

TLEO

98¢0

vLED

4330}

L6E0

66£0

66£0

Tzvs TN

8000

6000

8000

8000

1900

6900

9¥0°0

9010

¥8€0

98€°0

TSE0

18€0

S8€0

¥SE0

78€0

99¢0

2980

¥8€0

£8€0

£8€0

vzvs TN

000

£00°0

2000

600

0€0'0

€700

LT0°0

980°0

LLED

LLE'O

LVE'0

19€0

S9€0

6VE'0

29€0

6v€0

09€0

vLE'D

LLED

9LED

TrvsTId
008-1Huweg
-pwg

€000

£00°0

S00°0

€700

¥20°0

600

€200

780°0

89€0

€LE0

6EE0

¥SE0

LSE0

1a%30]

¥SE0

TrE0

75€°0

99¢0

69€0

89€0

61514

£00°0

9€0'0

100

€900

€700

Sv0'0

9£0°0

LL0°0

TLED

68€°0

EVED

€9€0

99€0

5430}

€9€0

€5€0

290

8LED

18€0

18€0

o504
008-1Huweg
owg

00’0

8000

€100

Lv0'0

0€0'0

70’0

8700

€800

78€0

6LE°0

EVED

¥SE0

LSE0

1430}

¥SE0

Tve'0

LSED

99¢0

69€0

89€0

o-Ewd
008-1Huweg

107



RESULTADOS Y DISCUSION

las dos variantes de D. melanostictus (Grly Gr2) con una probabilidad del 100% (Figura 33). La
rama del grupo 1 a su vez se divide en otras dos subramas. Estas podrian ser consideradas, a su
vez, como dos variantes, pero debido al bajo nimero de secuencias de una de ellas (4

secuencias) se han considerado una Unica variante para el analisis posterior.

Bmel-BamHI-800-PCR5-20
4100|:Bmel-8amHl~80&PCR527
Bmel-BamHI-800-PCR5-1

Bmel-BamHI-800-PCR3-9
100 W[Bmel-BamHI-800-PCR3-2
%9 Bmel-BamHI-800-PCR3-7
Bmrel Gr1
Bmel-BamHI-800-P CR5-31
Bmel-BamHI-800-PCR3-12
Bmel-BamHI-800-PCR 3-41

Bmel-BamH|-800-PCR5-28

ey Bmel-BamHI-800-PCR3-4
100 | Bmel-BamHI-800-PCR3-10

Bmel-BamHI-800-PCR1.5A-1

Bmel-BamHI-800-PCR5-30
Bmel-BamHI-800-PCR1.5A-14

Bmel-BamHI-800-PCR1.5A-2

Bmel-BamHI-800-PCR1.5A-24 ({Brel 62

Bmel-BamHI-800-PCR1.5A-22

100}

00 |~ Bmel-BamHiI-800-PCR1.5A-41
78| Bmel-BamHI-800-PCR5-19

,|‘i Bmel-BamHI-800-PCR3-30

0.05

Figura 33. Arbol filogenético de maxima verosimilitud para las secuencias BamHI-800 de D. melanostictus, que
diferencia dos variantes en funcidn de sus distancias genéticas.

El andlisis del conjunto de secuencias BamHI-800 se realizo teniendo en cuenta las dos variantes
de las secuencias BamHI-800 de A. arabicus y D. melanostictus. Para determinar el modelo de
sustitucién nucleotidica mas apropiado se utilizaron dos criterios: BIC (“Bayesian Information
Criterion”) y AlCc (“Akaike Information Criterion corrected”). Ambos son medidas de calidad
relativa de un modelo estadistico mediando entre la bondad de ajuste del modelo y su
complejidad. Asi, valores menores de BIC o AlCc implican un menor numero de variables
explicativas, un mejor ajuste, o ambos. Si tenemos en cuenta estos dos parametros, los modelos

de sustitucion nucleotidica propuestos por MEGA para las secuencias BamHI-800 son el Modelo
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de 3 parametros de Tamura con correccién para la distribucion gamma (T92+G) y el modelo

“General Time Reverse” con correccién para la distribucién gamma (GTR+G) (Tabla 25).

Modelo Param BIC AlCc InL Invariant Gamma R
T92+G 322 27965,86867 24928,11676 -12140,93684 n/a 3,4791 0,888
GTR+G 328 27992,95613 24898,64274 -12120,15763 n/a 3,2754 0,879

Tabla 25. Modelos de sustitucion nucleotidica que mejor se ajustan a las secuencias BamHI-800. Criterios para
calculo de modelo: Param: nimero de parametros utilizados; BIC: “Bayesian Information Criterion”; AlCc: “Akaike
Information Criterion corrected”; InL: logaritmo de la verosimilitud; Invariant: fraccion de posiciones
evolutivamente invariables; Gamma: distribucién gamma discreta; R: tasa de transiciones/transversiones.

Cuando se comparan ambos modelos no se observan grandes diferencias en las distancias entre
las secuencias, ni en la organizacién de éstas en arboles filogenéticos en los que el Unico
pardmetro que cambia es el modelo de sustitucion nucleotidica. Los Unicos cambios observados
afectan a posiciones puntuales de secuencias dentro de su propio grupo o subgrupo, pero no
muestran variaciones en las ramas principales del arbol (datos no mostrados). Teniendo en
cuenta estos resultados, se utilizd el modelo T92+G por ser el que presenta menor nimero de

pardmetros.

Considerando los clones de cada especie como grupos independientes, se han analizado los
siguientes parametros: tamafio medio, posiciones conservadas/variables y contenido en A-T.
Ademas, utilizando el modelo T92+G, se ha calculado la tasa de transiciones/transversiones (R)
y el rango de similitud entre las secuencias basado en las distancias genéticas calculadas con el

modelo de sustitucidn propuesto (Tabla 26).

De este andlisis se deduce que todas las secuencias tienen un tamafio medio similar (816-818
pb), exceptuando algunas inserciones y deleciones de pocos pares de bases (Material

suplementario S3). Todos los grupos de secuencias considerados tienen un contenido en A-T

que oscila entre 56,2% y 58,4%. Estos valores confirman que las secuencias BamHI-800 tienen
una composicion ligeramente rica en A-T en todas las especies. En relacidon al nimero de
posiciones conservadas y variables, también es similar en todos los grupos, exceptuando B.
siculus y B. balearicus, probablemente porque el nimero de secuencias analizadas es menor en

estas especies.

La tasa de transiciones/transversiones oscila entre 0,42 y 1,46. Esto es, hay especies (o variantes)

en las que el nimero de transiciones es el doble que el de transversiones (D. melanostictus Gr_2)
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RESULTADOS Y DISCUSION

y especies en las que ocurre todo lo contrario, el nUmero de transiciones es la mitad que el de

transversiones (Bufotes siculus).

Nombre N T NC NV % A-T R % similitud
| SNP

Bufo bufo 17 818pb 643 56 119 57,1% 0,98 98,1-91,8%
Epidalea calamita 21 818 pb 702 51 65 58,0% 0,83 100,0-94,4%
Bufotes viridis 10 817 pb 684 38 95 56,8% 0,63 98,9-91,9%
Bufotes boulengeri 13 818 pb 655 59 104 56,6% 0,67 98,5-90,8%
Barbarophryne bronguersami 14 818 pb 627 52 139 56,6% 0,64 97,8-90,0%
Bufotes latastii 7 818 pb 652 69 97 56,7% 1,00 96,6-89,2%
Bufotes luristanicus 14 818 pb 646 71 101 56,2% 0,76 100,0-88,9%
Bufotes surdus 13 818 pb 644 66 121 56,5% 1,11 99,9-89,7%
Bufotes siculus 4 817 pb 789 10 18 56,9% 0,42 99,9-97,4%
Bufotes balearicus 4 817 pb 747 9 61 57,1% 0,90 96,9-94,9%
Rhinella marina 8 817 pb 705 29 83 57,4% 1,01 100,0-93,2%
Amietophrynus arabicus Gr_1* 10 818 pb 554 173 104 57,1% 1,10 99,9-80,0%
Amietophrynus arabicus Gr_2! 5 818 pb 702 51 65 58% 1,13 100,0-80,0%
Duttaphrynus melanostictus Gr_1 12 816 pb 582 150 87 56,6% 1,08 100,0-77,5%
Duttaphrynus melanostictus Gr_2 9 817 pb 688 29 100 60,6% 1,46 98,5-90,8%

Tabla 26. Analisis de secuencias BamHI-800 en distintas especies de la familia Bufonidae. N: nimero de secuencias
analizadas en cada especie. T: tamafio medio de las secuencias. NC: NUmero de posiciones conservadas. NV:
numero de posiciones variables: (1) Informativas, (SNP) Polimorfismo de un solo nucleétido. (1) Anteriormente
considerada como Bufo arabicus o Duttaphrynus arabicus.

Si las mutaciones ocurriesen de forma aleatoria, esperariamos que la tasa de transiciones sea la
mitad que la de transversiones. Sin embargo, practicamente todas las secuencias de ADN de
cualquier genoma examinado, presentan frecuencias mas altas de transiciones que
transversiones (Brown et al. 1982; Gojobori et al. 1982; Curtis et al. 1984; Wakeley 1994, 1996).
Esta desviacion es diferente cuando se comparan regiones codificantes (R=1,9) y no-codificantes
(R=1,5) (Zurawski et al. 1984), algo que puede ser explicado, en parte, por restricciones
selectivas asociadas con las funciones de estas regiones no codificantes. Sin embargo, debido a
la escasez de datos sobre las funciones de los ADNs repetidos, alin no han sido analizadas tasas

de transiciones/transversiones en este tipo de secuencias.

Las distancias genéticas obtenidas permiten calcular el porcentaje de similitud de estas
secuencias dentro de cada grupo, con valores que oscilan entre 100% y 90%, salvo algunas

excepciones.

Si con estos parametros calculamos las distancias genéticas intraespecificas (o intraespecificas
por variantes en el caso de B. arabicus y B. melanostictus), observamos que todos los grupos

presentan una distancia media muy pequefia, que no supera 0,1 (Tabla 27). La Unica excepcion
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la constituyen las dos variantes de

Nombre Distancia
Bufo bufo 0,057+0.005

A. arabicus, con distancias de

0,155 y 0,108 respectivamente, y

una de las variantes de D.

Bufotes viridis 0,049+0.005

o E— 0,05740.005 melanostictus (grupo 1), con una
Barbarophryne brongersmai 0,055+0.005 distancia de 0,137. Las distancias
Bufotes latastii 0,090+0.008 interespecificas son lo
Bufotes luristanicus 0,060+0.006 suficientemente pequefias como
Bufotes surdus 0,050+0.004 para afirmar que se trata de
Bufotes siculus 0,019+0.004 secuencias muy similares entre si
Bufotes balearicus 0,044+0.006 en cada uno de los grupos. Se

trata, por tanto, de secuencias

Amietophrynus arabicus grupo 1 0,155+0.011 que comparten numerosas
| Amietophrynus arabicus grupo2 | [OAOBEOOI0 1|  coracteristicas, v aue
Duttaphrynus melanosticus grupo 1 |  0,137£0.011 posiblemente tengan origen en un

ancestro comun.

Tabla 27. Distancia genética intraespecifica del BamHI-800 dentro de
cada especie o subgrupo. Si  analizamos las distancias

interespecificas (entre diferentes
especies y variantes) (Tabla 28), se aprecia que algunos grupos (como B. bufo, E. calamita, R.
marina), presentan una distancia genética con otras especies de 0,2, pudiendo llegara 0,3y 0,4
en A. arabicus Gr_1y D. melanosticus Gr_2 respectivamente. Esto ocurre tanto con la distancia
interespecifica propiamente dicha, como con la distancia interespecifica neta, que disminuye

ligeramente aunque manteniendo las diferencias significativas (Tabla 28).

Por otro lado, existen especies cuyas secuencias no presentan distancia genética interespecifica,
como ocurre entre B. boulengeriy B. brongersmai (distancia = 0,000), o especies con distancias
interespecificas muy bajas, como ocurre entre las dos especies anteriores y B. siculus y B.
balearicus (0,003-0,007). Esto indica que las secuencias BamHI-800 de estas especies presentan
un alto grado de similitud a pesar de provenir de especies diferentes. Algo similar ocurre con el
grupo B. latastii, B. luristanicus, B. surdus y B. viridis, hecho que no resulta extrafio si
consideramos que todas esas especies pertenecen al género Bufotes, a excepcion de B.

brongersmai que se ha separado recientemente en otro género.

La distancia de las secuencias de A. arabicus y D. melanostictus con el resto de especies

consideradas depende de la variante analizada. Esto podria indicar que las secuencias BamHI-
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800 de las variantes A. arabicus Gr_2 y D. melanosticus Gr_1 son mas heterogéneas y presentan

elevada similitud con las secuencias de otras especies.

Distancias Interespecificas

Bbu Bca Bvir Bbo Bbr Blat Blus Bsur Bsic Bbal Bmar Bg;a Bg;a BGmrfl BGmr;.‘l
Bufo bufo 0,017 0,018 0,018 0,018 0,016 0,016 0,016 0,020 0,019 0,019 0,023 0,013 0,013 0,032
Epidalea calamita 0,177 0,019 0,019 0,019 0,018 0,017 0,018 0,020 0,019 0,019 0,022 0,016 0,016 0,032
Bufotes viridis 0,209 0,201 0,007 0,008 0,011 0,010 0,012 0,009 0,007 0,019 0,025 0,010 0,009 0,032
Bufotes boulengeri 0,213 0,209 0,070 0,005 0,010 0,009 0,011 0,005 0,005 0020 0025 0010 0,008 0,033
Barbarophryne brongersmai 0,217 0210 0,076 0,056 0,010 0,010 0,011 0,004 0,005 0020 0025 0010 0008 0,033
Bufotes latastii 0,200 0,194 0,113 0,111 0,114 0,007 0,006 0012 0011 0018 0,022 0,007 0010 0,031
Bufotes luristanicus 0,195 0,188 0,098 0,096 0,099 0,075 0,006 0,011 0,010 0,018 0,022 0,007 0,009 0,031
Bufotes surdus 0,188 0,187 0,111 0,108 0,110 0,072 0,070 0,013 0,012 0,018 0,022 0,006 0,011 0,032
Bufotes siculus 0,215 0,210 0,070 0,045 0,042 0,113 0,097 0,110 0,005 0,021 0,026 0,011 0,009 0,034
Bufotes balearicus 0,215 0,207 0,069 0,053 0,052 0,113 0,097 0,110 0,041 0,021 0,025 0,010 0,008 0,033
Rhinella marina 0,210 0,190 0,211 0,215 0,216 0,204 0,197 0,196 0,210 0,218 0,023 0017 0017 0,029
Amietophrynus arabicus Grl 0,305 0,280 0,330 0332 0334 0306 0299 0297 0337 0,327 0,305 0,021 0,022 0,035
Amietophrynus arabicus Gr2 0,159 0,181 0,117 0,113 0,115 0,100 0,092 0,081 0,112 0,112 0,198 0,299 0,010 0,030
Duttaphrynus melanosticus Grl1 0,162 0,193 0,118 0,115 0,117 0,141 0,130 0,135 0,109 0,112 0,211 0,322 0,129 0,030

Duttaphrynus melanosticus Gr2 0,390 0,379 0,401 0,410 0413 0405 0,400 0,400 0,406 0,403 0,374 0,472 0,386 0,404

Distancias Netas Interespecificas

Bbu Bca Bvir Bbo Bbr Blat Blus Bsur Bsic Bbal Bmar Bg;a Bg;a BGn:I BGn::I
Bufo bufo 0,016 0017 0017 0018 0,015 0015 0016 0019 0018 0019 0021 0009 0007 0,032
Epidalea calamita 0,135 0,018 0,018 0,018 0,016 0,016 0,017 0,020 0,019 0,018 0,020 0,014 0,013 0,032
Bufotes viridis 0,156 0,163 0,003 0,004 0,008 0,007 0,010 0,007 0,005 0,019 0,024 0,006 0,004 0,032
Bufotes boulengeri 0,156 0,167 0,017 0,000 0,007 0,006 0,009 0,002 0,001 0,019 0,023 0,005 0,002 0,032
Barbarophryne brongersmai 0,161 0,169 0,024 0,000 0,007 0,007 0,009 0,002 0,001 0,019 0,023 0,006 0,003 0,032
Bufotes latastii 0,127 0,136 0,044 0,038 0,042 0,001 0,001 0,010 0,008 0,016 0,020 0,001 0,003 0,031
Bufotes luristanicus 0,136 0,144 0,043 0,038 0,041 0,001 0,003 0,009 0,008 0,017 0,020 0,002 0,004 0,031
Bufotes surdus 0,134 0,148 0,061 0,055 0,058 0,003 0,014 0,012 0,011 0,018 0,021 0,001 0,006 0,032
Bufotes siculus 0,177 0,187 0,036 0,007 0,005 0,059 0,057 0,075 0,003 0,020 0,025 0,008 0,004 0,033
Bufotes balearicus 0,165 0,171 0,023 0,003 0,003 0,046 0,044 0,063 0,009 0,020 0,024 0,007 0,003 0,032
Rhinella marina 0,156 0,150 0,161 0,161 0,163 0,133 0,140 0,145 0,174 0,170 0,022 0,015 0,014 0,029
Amietophrynus arabicus Grl 0,199 0,189 0,228 0,226 0,229 0,18 0,192 0,194 0,250 0,228 0,202 0,019 0,019 0,035
Amietophrynus arabicus Gr2 0,076 0,114 0,038 0,031 0,033 0,001 0,008 0,002 0049 0,036 0,118 0,167 0,002 0,029
Duttaphrynus melanosticus Gr1 0,065 0,111 0,025 0,018 0,021 0,028 0,031 0,041 0,031 0021 0,116 0,176 0,007 0,029

Duttaphrynus melanosticus Gr2 0,339 0,343 0355 0359 0363 0338 0,348 0,353 0,374 0,359 0,325 0,372 0,309 0,313

Tabla 28. Distancias genéticas interespecificas y netas interespecificas entre las secuencias BamHI-800 analizadas.
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5.3.Estimacion del nimero de copias del ADN repetitivo BamHI-800

mediante “Dot-Blot” sobre ADN gendmico

Para estimar el nUmero aproximado de copias del ADN repetitivo BamHI-800 en las especies en

las que la calidad y cantidad del ADN gendmico lo permitia se realizé un “Dot-Blot”. Para ello,

concentraciones decrecientes de ADN gendmico previamente desnaturalizado y transferido a

una membrana de nailon se hibridaron con la sonda BamHI-800. En concreto, se utiliz6 ADN

®e & ¢ ¢ O O
® O o

A. Inserto marcado - 10 ng/ul

&)
B. Inserto marcado - 1 ng/ul [
C. B. bufoBolonia -100ng/ul ® © O
D. B. bufo Jaén -100ng/ul @& ©

E. E. calamita & -200 ng/ul
F. E. calamita ? -200 ng/ul

G. R. marina -200 ng/ul
H. B. bronguersmai - 200 ng/ul

I. B. viridis - 200 ng/ul

Figura 34. “Dot-Blot” sobre ADN gendmico de distintas especies de la familia
Bufonidae. Diluciones % de: (A) 10 ng/ul de plasmido con inserto BamHI-800
de B. bufo; (B) 1 ng/ul del mismo plasmido; (C) 100 ng/ul de ADN gendmico de
B. bufo de Bolonia; (D) 100 ng/ul de ADN gendmico de B. bufo de Jaén; (E) 200
ng/ul de ADN gendmico de E. calamita de Jaén (macho); (F) 200 ng/ul de ADN
gendmico de E. calamita de Jaén (hembra); (G) 200 ng/ul de ADN gendmico
de R. marina (hembra ); (H) 200 ng/ul de ADN gendmico de B. bronguersmai ;
(1) 200 ng/ul de ADN gendmico de B. viridis.

gendmico de  distintas
poblaciones de B. bufo
(Bolonia y Jaén), de E.
calamita de distintos sexos,
y de las especies R. marina,
B. brongersmai y B. viridis,
junto con varias diluciones
de un pldsmido control de
concentracion conocida que
contiene un mondmero de
BamHI-800 de B. bufo. lLa
sonda utilizada corresponde
a uno de los mondmeros de
BamHI-800 de B. bufo
(Figura 34).

Los valores para la cantidad de ADN nuclear de estas especies, necesarios para estimar el

numero de copias del ADN repetitivo BamHI-800, se obtuvieron a partir de la base de datos

“Animal Genome Size Database” (Gregory et al. 2007). Estos se escogieron procurando que los

Especie Procedencia Seiial Valor C (pg ADN /nticleo) Ne copias/nucleo
B. bufo Italia (Bolonia) | 500 pg 6,03 pg/nucleo?! 3,66 x 107 copias
Espafia (Jaén) | 500 pg 6,03 pg/nucleo?! 3,66 x 107 copias
E. calamita 3 (Jaén) 125 pg 4,16 pg/nucleo? 6,31 x 10° copias
Q (Jaén) 125 pg 4,16 pg/nucleo? 6,31 x 10° copias
R. marina Australia 250 pg 4,22 pg/nucleo? 6,40 x 10° copias
B. bronguersmai Marruecos 125 pg 5,70 pg/nucleo? 4,40 x 10° copias
B. viridis Grecia 250 pg 4,69 pg/nucleo? 7,12 x 10° copias

Tabla 29. Estimacion del nimero de copias del ADN repetitivo BamHI-800 mediante “Dot-Blot". Vinogradov (1998).

2Bachinann et al. (1978).
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métodos utilizados para su calculo fuesen los mismos en todas las especies analizadas (Tabla

29).

El analisis mediante “Dot-Blot” revela que el nimero de copias del ADN repetitivo BamHI-800
en B. bufo es un orden de magnitud superior al nUmero de copias en otras especies, en las que
parece mantenerse aproximadamente en un millén de copias por nucleo diploide. Estos datos
concuerdan con los resultados obtenidos mediante FISH en las especies B. bufo, E. calamita y B.
viridis, en la cual B. bufo tenia mas sefal positiva para BamHI-800 que las otras dos especies

(Figura 29).

5.4.Andlisis filogenético de las secuencias BamHI-800

5.4.1. Estado actual de la taxonomia de la familia Bufonidae
Todas las especies de la familia Bufonidae analizadas en este trabajo estuvieron inicialmente
incluidas en el género Bufo. En algunas ocasiones se hacian distinciones por grupos: como el
grupo de Bufo bufo y el de Bufo viridis. En otros casos la nomenclatura utilizada hacia referencia
a su procedencia geografica tipo: “Bufo africano”, “Bufo de Nepal”, “Bufo asidtico” o “Bufo
americano”, en lugar de emplearse su nombre especifico. De este modo, el sapo Bufo de Nepal
o D. melanostictus, podia encontrarse con nombres diferentes en distintas referencias (Bufo
melanostictus, Bufo chlorogaster, Rana dubia, Bufo scaber, Bufo bengalensis, Bufo flaviventris,
Bufo carinatus, Bufo isos, Bufo gymnauchen, Docidophryne spinipes, Bufo longecristatus, Bufo

tienhoensis, Bufo camortensi, Ansonia kamblei, Bufo melanostictus hazarensis).

A comienzo del siglo XXI surge la necesidad de revisar la taxonomia de la familia Bufonidae (Stéck
et al. 2001; Frost et al. 2006; Stock et al. 2012; Betto-Colliard et al. 2015). Las primeras
propuestas de clasificaciéon se basan en el empleo de distintos marcadores moleculares (ADN
nuclear, ADN mitocondrial, microsatélites etc.) que permiten establecer las relaciones
filogenéticas entre especies o poblaciones. De este modo se cred un género nuevo,
Pseudepidalea (Frost et al. 2006), en el que se incluyen numerosos sapos que antiguamente
pertenecian al grupo viridis, pero excluyendo a la especie Epidalea calamita, considerada
actualmente como representante de su propio género. En revisiones posteriores se produce una
redistribucion de algunas especies del género Pseudepidalea en otros géneros. Asi, el “Bufo de

|II

Nepal” (B. melanostictus) pasé al género Duttaphrynus, cuya proximidad a los géneros Bufo o
Bufotes sigue siendo discutida hoy dia. El “sapo de Marruecos” (Bufo brongersmai) paso a formar
su propio género: Barbarophryne (Frost 2016), proponiéndose el género Bufotes para las
especies del grupo viridis. La clasificacion de los “sapos africanos” también se han revisado, de

forma que algunos han quedado en el género Bufotes (B. boulengeri), mientras otros, como Bufo
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arabicus, han ido pasando por distintos géneros y grupos (grupo Bufo, Bufo viridis ssp arabica o
Duttaphrynus arabicus), hasta que finalmente han sido separados en el género Amietophrynus
junto con algunas especies préximas (Portik et al. 2015). Finalmente, la propuesta actual
consiste en cambiar el nombre del género Amietophrynus por el de Sclerophrys (Ohler et al.

2016).

La revision de la filogenia molecular de los “Bufos de américa” llevd a considerar dos géneros
parafileticos: Chaunus y Rhinella (Pramuk 2006; Pramuk et al. 2008). Entre las especies de estos
géneros cabe destacar a R. marina. Se trata de una especie ampliamente distribuida por
Sudamérica y América central, que ha sido introducida en numerosas islas del Pacifico, Australia,
Japon etc. Debido a la dificultad para distinguir poblaciones y subespecies, hoy dia se considera

a R. marina un grupo (grupo Rhinella marina) y no una Unica especie.

El género Bufo, a pesar de ser el mds antiguo y parecer el mds claro taxondmicamente, hoy dia
tampoco estd exento de polémica. Asi, en los Ultimos afios se ha propuesto separar a las
poblaciones de B. bufo de la Peninsula Ibérica, del sur de Francia y del norte de Africa en una
especie diferente, B. spinosus, en lugar de considerarlas como subespecies de B. bufo (B. b.
spinosus) (Arntzen et al. 2013a). En esta ultima propuesta, sin embargo, no queda claramente
definida la zona geografica de contacto entre ambas especies (B. bufo y B. spinosus), por lo que

su separacion sigue sujeta a debate.

5.4.2. Marcadores mitocondriales vy filogenia de la familia Bufonidae
Las particularidades del ADN mitocondrial (transmisién por via materna y tasa de mutacion 10
veces superior al ADN nuclear) permiten utilizar los polimorfismos almacenados en estas
moléculas de ADN para reconstruir relaciones evolutivas intra- e interespecificas (Nijman et al.
2003). Los marcadores mitocondriales mas utilizados para este fin son el citocromo b, la

citocromo oxidasa Il, la NADH deshidrogenasa, el D-loop y el ARNr 12S rRNA-tRNA-16S rRNA.

Para la reconstruccion de la filogenia de las especies de |la familia Bufonidae analizadas en este
trabajo se ha utilizado parte de la regién del ARNr 16S, formada por los marcadores 12S rRNA—

tRNA-16S rRNA (Material suplementario S4), ya que es la Unica regidn secuenciada en todas las

especies analizadas en este trabajo.
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La filogenia de este grupo se obtuvo a partir de 13 secuencias, con 444 posiciones informativas’®,
utilizando el método estadistico de maxima verosimilitud®, estimando la varianza mediante

“bootstrap” con 1.000 réplicas (Figura 35).

En el 4rbol se puede apreciar que hay algunas especies que tienden agruparse, como ocurre con
5 especies del genero Bufotes (B. viridis, B. luristanicus, B. balearicus, B. boulengeriy B. siculus),
si bien dos de las especies que actualmente forman parte de este género (B. surdus y B. latastii),
se sitlan en una rama separada. Otras especies, como R. marina y B. brongersmai, se sitlan

juntas y préximas a B. bufo, mientras que D. melanostictus se encuentra en la misma rama que

63 — - B. surdus

- B. latastii
B. viridis

38 ~ B. luristanicus

24 | B. balearicus

— B. boulengeri
83 L——— B. siculus
40 D. melanostictus
B. bufo
72 B. brongersmai

ﬂ E. calamita:

i %A. arabicus

0,02

Figura 35. Filogenia de la familia Bufonidae basada en las secuencias mitocondriales del ADNr 16S. Arbol calculado
mediante el método de maxima verosimilitud con el modelo de sustitucién nucleotidica de 3 parametros de Tamura
con distribucion gamma (T92+G). La varianza se estimé mediante “bootstrap” con 1000 réplicas.

79 Eliminando los “gaps”.

80 E| modelo de sustitucion nucleotidica empleado fue el de 3 parametros de Tamura con distribucién gamma (T92+G).
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la mayoria de las especies del genero Bufotes. Finalmente, las especies A. arabicus y E. calamita

tienden a salir en ramas separadas.

100 ; : ;
Bufotes ssp., B. brongersmai, D. melanostictus Grupo 1y A. arabicus Grupo 2

100 <
55 E. calamita BamHI-800

58 |
P~ B. bufo, D. melanostictus Grupo 1 y A. abicus Grupo 2
1
~eug@iffR. marina BamHI-800
100
ore :— A. arabicus BamHI-800 Grupo 1
s ==ﬂ D. melanostictus BamHI-800 Grupo 2
p—
0.05

Figura 36. Arbol filogenético comprimido de todas las secuencias BamHI-800 analizadas. El 4rbol se calculd a partir
de 161 secuencias con 801 posiciones informativas (con eliminacién de “gaps”) usando el método estadistico de
maxima verosimilitud (InL = -16.541,1883). El modelo de sustitucion nucleotidica utilizado fue el de 3 parametros de
Tamura con distribucién gamma. La varianza se estimé mediante “Bootstrap” con 1.000 réplicas.

5.4.3. Arbol filogenético de las secuencias
BamHI-800

Teniendo en cuenta el analisis de las distancias,

y considerando las variantes de algunas

100 — Bara-BamH-800-PCR2 3-2
Bara-BamHI-800-PCR3-8 H A H Ati
“‘j E S especies, calculamos el arbol filogenético de las

-]
Bara-BamH-800-PCR3-3
100 [ Bara-BamH-800-PCR4-1
10 100 BaraBamH-800-PCR3-7
BaraBamH-800PCR3-1

= Bara BaTH 0 POR suplementario S5 para el arbol filogenético

= BaraBamHI-800-PCR4-3
Bara-BamH-800-PCR3-5

secuencias BamHI-800 (ver Material

completo). En el arbol filogenético comprimido

puede verse que las secuencias de las especies
B. viridis, B. boulengeri, B. siculus, B. balearicus,

B. latastii, B. luristanicus y B. surdus aparecen

005

agrupadas dentro del género Bufotes, si bien en
Figura 37. Detalle de las ramas del arbol filogenético

BamHI-800 en las que se agrupan las secuencias del esta rama también aparecen secuencias de B.
Grupo 2 de A. arabicus y del Grupo 1 de D.

melanostictus en dos ramas independientes brongersmai (Figura 36).

soportadas por valores de “bootstrap” del 100%.
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Bca-BamHI-850-M J4-35
Bca-BamHI-850-M J4-1
Bca-BamHI-800-MAIc2-8
Bca-BamHI-850-MJ4-5
Bca-BamHI-850-MJ4-4

5438 Bca-BamHI-800-MAIc2-37
Bca-BamHI-800-JM1-PCR7-1
Bca-BamHI-800-JM 1-PCR6-3
Bca-BamHI-800-JM 1-PCR6-16

o Bca-BamHI-1600-JM 1-PCR7-24

100

Figura 38. Detalle de las ramas del arbol filogenético
BamHI-800 en las que se agrupan las secuencias de E.

calamita y R. marina.

39).

Bca-BamHI-850-MJ4-36

BcaA-BamHI-800-Ren4-PCR1-7
7 Bca-BamHI-1600-JM 1-PCR7-41
-EBcaA-BanHI-SOO-ReM-PCm -8

Bca-BamHI-800-JM1-PCR6-9
_{ Bca-BamHI-850-MJ4-12
1

ﬁ{ Bca-BamHI-850-MJ4-31

2%

100 | Bca-BamHI-850-MJ4-10
Bca-BamHI-850-MJ4-26

100 ‘

Bmar-BamHI-800-PCR1.1-6

Bmar-BamHI-800-PCR1.1-14

Bmar-BamHI-800-PCR1.1-5
Bmar-BamHI-800-PCR1-12
[: Bmar-BamHI-800-PCR1-18

100

44— Bmar-BamHI-800-PCR1-7

37 ll——Brmr-BarvHL800-PCR1 A4
37 Bmar-BamHI-800-PCR1-23

99 | Bca-BamHI-850-M J4-7 7

Los clados pequefios correspondientes a
distintos géneros se ven apoyados por
valores de “bootstrap” del 100%. Entre estas
secuencias

ramas destacan las

pertenecientes a las variantes D.
melanosticus Gr_2 y A. arabicus Gr_1, que
localizan en

claramente se ramas

independientes  del arbol principal,
soportadas por valores de “bootstrap” del
100% (Figura 37). Existen otros dos grupos: R.
marinay E. calamita, que también se agrupan
en dos ramas separadas (Figura 38). Estos 4
grupos de secuencias (R. marina y E.
calamita, D. melanostictus Gr_2 y A. arabicus
Gr_1) no presentan secuencias de ninguna
otra especie que no sea la suya propia (o su

propio subgrupo de secuencias).

Las secuencias de B. bufo también se agrupan
con 100% de probabilidad en una rama

separada. Sin embargo, en esta rama

aparecen algunas secuencias de D.

melanostictus Gr_1y A. arabicus Gr_2 (Figura

La filogenia obtenida muestra a las secuencias BamHI-800 de las especies B. bufo, E. calamita y

R. marina agrupadas segun la especie de la que proceden, pero separadas del resto y entre si de

forma bastante definida.

Estos resultados indican que estas secuencias evolucionan

independientemente dentro de cada especie, de manera que la distancia genética

intraespecifica se mantiene pequefia, mientras que las distancias con las secuencias de otros

grupos (interespecificas) son cada vez mayores a medida que aumenta el tiempo de divergencia

entre las especies.

La rama mas grande del arbol, que incluye el resto de secuencias no mencionadas hasta ahora,

esta formada a su vez por dos grandes subramas (Figura 40 y Figura 41). En una de ellas (Figura

40) se agrupan todas las secuencias de B. surdus (en el 83% de las réplicas de bootstrap), aunque
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BbuC-BamHI-800-PCR11-2 ]Bbu
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Bbu-BamHI-800-BH6-PCR6-14
BbuC-BamHI-800-PCR11-6

:| Bmel Grl

82

100
100 -
100 I
r—

0.05

Figura 39. Detalle del arbol filogenético BamHI-800 en el que se muestra la
rama con las secuencias de B. bufo. En otro color se indican las secuencias de
D. melanostictus Gr_1 (rojo) y A. arabicus Gr_2 (rosa) que aparecen también

en esta rama.

entre  ellas  aparecen
entremezcladas secuencias
de B. luristanicus, B. latastii
y A. arabicus Gr_2. Estos
resultados concuerdan con
los obtenidos para el arbol
filogenético basado en
ADN mitocondrial 16S, en
el que las especies de B.
surdus 'y B. latastii
aparecen en una rama
distinta del resto de las
especies del genero

Bufotes (Figura 35).

En la otra subrama pueden
destacarse algunas
agrupaciones de
secuencias apoyadas por
valores de “bootstrap”
elevados (Figura 41). Es el
caso de la agrupacién de
secuencias de B.
luristanicus (soportada por
valores de “bootstrap” del
99%), entre las que se

encuentran el resto de las

secuencias de B. latastii. Otra agrupacion interesante la forman las secuencias de B. viridis,

soportada con valores de “bootstrap” del 98%. Ademas en esta subrama de arbol aparecen de

forma entremezclada todas las secuencias de B. brongersmai, B. boulengeri, B. siculus y B.

balearicus.

Esta agrupacion es curiosa, ya que, aunque las especies B. boulengeri, B. siculus y B. balearicus

pertenecen al mismo género (Bufotes), la especie B. brongersmai ha sido situada recientemente

en un nuevo género, Barbarophryne, que se localiza separado del grupo de “Bufo viridis” (Stock

et al. 2006), mas préximo al grupo de “sapos euroasiaticos”, con una posible separacion de 20 -
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Figura 40. Detalle del arbol filogenético de las secuencias
BamHI-800 en el que se muestra la rama en la que se agrupan
las secuencias de B. surdus.

60 millones de afios (Doglio et al. 2010; Garcia-
Porta et al. 2012). Si consideramos el repetitivo
BamHI-800 como un marcador, las distancias
genéticas de las secuencias de esta especie son
muy proximas a las de algunas especies del genero
Bufotes. De hecho, las secuencias BamHI-800 de B.

brongersmai y B. boulengeri, dos especies que
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Figura 41. Detalle del arbol filogenético de las
secuencias BamHI-800 en el que se muestra la rama
en la que se agrupan las secuencias del género
Bufotes. En color naranja se sefialan las secuencias
de B. viridis y en color marrén las de B. luristanicus.

comparten el habitad geografico, salen entremezcladas en el arbol filogenético de BamHI-800

(Figura 41), mostrando una distancia neta de 0 (Tabla 27). Los resultados obtenidos para BamHI-

800 indicarian que en la especie de B. brongersmai se ha definido la misma variante de BamHI-
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800 que en el género Bufotes. Lo que a su vez hace pensar que la estimacién del tiempo de

| o

separacion de la especie de B. brongersmai del “grupo viridis” es menor del estimado.
Alternativamente, si esta especie no se encuentra aislada reproductivamente, podria ocurrir la
homogenizacién de las variantes monomericas BamHI-800 de otra especie del genero Bufotes
con la que hibridase. Este podria ser el caso de B. boulengeri, especie con la que comparte
habitat. La produccién de hibridos fértiles no es un fendmeno extrafo en anfibios. Algunas
especies triploides viables y fértiles han aparecido por el cruzamiento de especies distintas con
distintos niveles de ploidia (Bufo pewzowi (4n) y Bufo turanensis (2n)) (Stock et al. 2002; Stock
et al. 2010; Borkin et al. 2013). También se han encontrado hibridos entre las especies Bufo bufo

y Bufotes balearicus, posiblemente debidos a cambios de habitat desencadenados por el cambio

climdtico y la destruccién de sus habitat naturales (Canestrelli et al. 2017).

En cuanto a las secuencias de las variantes de A. arabicus y D. melanostictus que se agrupan con
otras secuencias, las del grupo 2 de A. arabicus aparecen con mayor frecuencia junto con las
secuencias de B. surdus (variante 2b de BamHI-800 del género Bufotes), aunque también pueden
localizarse en otras ramas (variante 1a de BamHI-800 del género Bufotes). Las del grupo 1 de D.
melanostictus, por el contrario, se situan de forma dispersa en el arbol, preferiblemente entre
las secuencias de B. brongersmaiy B. boulengeri, aunque también pueden encontrarse en otras
ramas, incluida la rama correspondiente a las secuencias de B. bufo (Figura 39). El andlisis
filogenético de todas las secuencias BamHI-800 de D. melanostictus (Figura 33) mostraba la
existencia de dos ramas, una en la que se agrupaban las secuencias del grupo 2 de D.
melanostictus, y otra con las secuencias del grupo 1. Esta ultima rama se divide a su vez en dos
subramas, las 4 secuencias presentes en una de ellas se corresponden con las secuencias que en
el arbol general salen entremezcladas con las secuencias de B. bufo (variante 4 de BamHI-800
del género Bufo), mientras que en la otra se localizan las secuencias que se entremezclan con
las secuencias de B. boulengeri y B. brongersmai (variantes 1la y 2a de BamHI-800 del género

Bufotes).

El modelo evolutivo que explica la presencia de distintos perfiles de ADN repetitivo en especies
relacionadas se basa en la hipdtesis de Fry et al. (1977), que propone la existencia de una
coleccion de secuencias ADN repetitivo (“library”) compartida por especies relacionadas. La
confirmacién experimental de esta hipdtesis en distintas especies revela que en los genomas de
especies relacionadas coexisten diferentes variantes de un ADN repetitivo, y éstas son
amplificadas diferencialmente en distintas especies o en cromosomas diferentes de la misma

especie (King et al. 1995; Vershinin et al. 1996; Mestrovic et al. 1998; Nijman et al. 2001;
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Ugarkovic et al. 2002; Palomeque et al. 2008; Plohl et al. 2012) (ver Figura 42 para una

explicacion).

o5

_—
l r‘-\'
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B D

Figura 42. Representacién esquematica de una biblioteca de ADN
satélite compuesta de cinco satélites diferentes que se muestran en
diferentes colores. La altura de cada columna indica el numero de
copias, mientras que un cambio en el color marca la divergencia de
las secuencias. (A) Dentro de una especie el perfil de ADN satélite
permanece conservado, tanto en secuencia como en numero de
copias. (B) Si tiene lugar un cambio en el nimero de copias de uno o
mas satélites de la biblioteca original, pero sin cambio en las
secuencias, se obtiene una variacion del perfil del satélite. En este
ejemplo, se produce disminucién en el nimero de copias de uno de

T, C
A C

Segln este modelo evolutivo, la
presencia de distintos perfiles de ADN
repetitivo en especies relacionadas se
explica por la fluctuacion en el
numero de copias de las secuencias
de la coleccidn inicial, siendo el grado
de fluctuacion diferente en distintos
organismos. A grandes rasgos, segun
esta hipdtesis, todas las variantes de
un ADN repetitivo estarian presentes
en un grupo de especies relacionadas
o0 en todos los cromosomas de un

organismo. Sin embargo, solo un

los satélites y aumento de otro. (C) El perfil del satélite puede
cambiar debido a divergencias en las secuencias nucleotidicas de uno
0 mas satélites, permaneciendo inalterado el nimero relativo de
copias. En este ejemplo, s6lo cambian las secuencias del ADN satélite
mayoritario, mientras que los satélites menores permanecen
conservados en su secuencia. (D) La variacion en el perfil de satélite
puede deberse simultaneamente a cambios en la secuencia y en el
nimero de copias de uno o mas satélites de la biblioteca. Extraido de
Ugarkovic et al. (2002).

namero reducido de variantes
adquirira la capacidad de expandirse.
De esta forma, con el paso de tiempo
acabard predominando una o unas
pocas variantes de un determinado
ADN repetitivo, mientras que las
otras variantes estardn cada vez en menor proporcién. Una vez diferenciado el perfil de ADN
repetitivo de una especie, éste sufrird su propio proceso evolutivo, haciendo que cada vez se
parezca menos a la forma ancestral.

Esta teoria permite explicar la presencia de distintas variantes de las secuencias BamHI-800 en
las especies A. arabicus y D. melanostictus, mediante amplificacion de secuencias distintas del
ADN repetitivo BamHI-800 en cada una de ellas. De este modo, en cada una de las especies

predominaria una de las variantes (grupo 1 en A. arabicus y grupo 2 en D. melanostictus), si bien

también se han identificados otras variantes en ambos casos.

Basandonos en la divergencia que presentan las secuencias, en la familia de ADN repetitivo
BamHI-800 se han identificado 7 variantes de secuencias diferentes (Tabla 30), apoyadas por

distancias genéticas (Tabla 27 y Tabla 28) y por el arbol filogenético (Material suplementario S5).

Algunas de estas variantes presentan, a su vez, subvariantes (1ay 1b, 2a y 2b). Otras variantes

solo se han encontrado en una especie/género (variantes 3, 5, 6 y 7), pero no se descarta su
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presencia en nimero menor en otras especies/géneros, tal y como se plantea en la hipdtesis de
la biblioteca. Otras variantes, sin embargo, se han encontrado en distintas especies e incluso en

distintos géneros (1, 2y 4).

Variantes | Bbu | Ecal | Bvir | Bbro | Bbou | Blat | Blus | Bsur | Bsic | Bbal | Rmar | Aara | Dmel
la
1b 2 7
2a 2 2 2 1
2b 3 5 11 3
3 21
4 17 1 4
: N
6 10
’ [ ]

TOTAL 161

Tabla 30. Variantes de secuencias BamHI-800 encontradas en las especies de la familia Bufonidae analizadas.

Habitualmente, cualquier secuencia de ADN acumula mutaciones con el tiempo, y las copias de
una secuencia repetida y dispersa a lo largo del genoma divergen con una tasa que esta
inversamente relacionada con las limitaciones impuestas a esta secuencia. La homogeneidad de
las secuencias de ADN repetitivo es el resultado de la evolucidon no independiente de las
unidades repetidas, esto significa que las mutaciones no se acumulan de forma independiente
en secuencias monomeéricas, sino que se propagan entre unidades repetidas o se eliminan. Este
modo particular de evoluciéon, conocido como evolucién concertada o “molecular drive”, surge
como consecuencia de dos procesos consecutivos: la homogeneizacién de las secuencias y su

fijacién posterior (Dover et al. 1982; Dover et al. 1986).

La homogeneizacion de las mutaciones entre los miembros de una familia de ADN repetitivo
puede realizarse mediante mecanismos de transferencia no reciproca de secuencias, como
pueden ser el entrecruzamiento desigual, la conversion génica, la transposicidn o la replicacion
por circulo rodante. Por tanto, la baja variabilidad entre las unidades monoméricas del ADN
repetitivo se debe a un efecto neto de dos procesos opuestos, la acumulacién de mutaciones,

por un lado, y la velocidad de propagacién o eliminacién por el otro.

En el siguiente nivel, dentro de la poblacién/especie/genero etc., las secuencias se fijan en los
individuos como resultado de la reproduccidn sexual. Por este motivo, en organismos aislados
reproductivamente la acumulacién de mutaciones homogeneizadas dentro del ADN repetitivo
producird una rapida homogeneizacién de las repeticiones en el genoma de individuos no

aislados, pero no entre grupos de organismos separados. Esto provoca la divergencia evolutiva
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de las secuencias de ADN repetitivo entre grupos de organismos, mientras que la homogeneidad
de secuencias entre mondmeros permanece inalterada dentro de cada uno de estos grupos. Por
este motivo, segun el modelo de evolucidn concertada, las mutaciones se acumulan y se
propagan gradualmente dentro de los ADN repetitivos y permiten detectar las tasas de
divergencia en la especie (Bachmann et al. 1993; Garrido-Ramos et al. 1999), poblacién o

ecotipo (Hall 1999).
En resumen:

e Las secuencias se expanden mediante recombinacidn desigual entre mondémeros de
unidades repetidas, y se homogeneizan por conversién génica o mecanismos
equivalentes.

e Latasa ala que ocurre la homogeneizacion intraespecifica es mayor que la tasa por la
gue aparecen mutaciones y, a la vez, menor que la tasa de fijaciéon o divergencia
interespecifica. Esto resulta en una elevada tasa de homogenizacién intraespecifica y

alta divergencia interespecifica.

Las secuencias BamHI-800 de la familia Bufonidae (exceptuando las secuencias del Grupo 2 de
A. arabicus y las del Grupo 1 de D. melanostictus), parecen cumplir claramente con las premisas
de la hipdtesis de la evolucién concertada. Asi, los valores de las distancias interespecificas son
superiores a los de las distancias intraespecificas. Ademas, el nUmero de posiciones conservadas
en todas las especies es superior al de posiciones variables (Tabla 26), indicando que la tasa de

homogeneizacion es mds alta que la tasa de mutacién de dichas secuencias.

Un punto mas a favor de la evolucidon concertada de las secuencias BamHI-800 es que la
distribucion de estas secuencias en los cromosomas de las tres especies que se han analizado
(B. bufo, E. calamita y B. viridis) es distinta en cada una de ellas, aunque siempre organizadas en
tdndem. Esta organizacion en tandem facilitaria la transferencia no reciproca entre unidades

monoméricas de este ADN repetitivo.

Con estas dos teorias parece posible explicar la evolucién del ADN satélite BamHI-800 en la
familia Bufonidae, que presenta una coleccidon de unidades monoméricas BamHI-800 (“library”)
que con el paso de tiempo y mediante evolucién concertada, tienden a definir variantes distintas
en cada una de las especies. De este modo, podemos observar variantes definidas en algunas
especies (B. bufo, E. calamita y R. marina), aungue otras especies presentan tipos multiples de

variantes de BamHI-800, con cierta tendencia a definirse en algun tipo de variante especifico

segln la especie.
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Estos datos son los primeros que indican la implicacidn de librerias de ADN repetitivo/s y de
evolucidn concertada como procesos evolutivos simultdneos en un ADN repetitivo en anfibios.
Incluir mayor numero de secuencias y anadir nuevas especies de la familia Bufonidae permitiran

seguir analizando la evolucién de las variantes BamHI-800 para poder confirmar esta hipotesis.

6. Familias de ADN repetido BamHI-210

La banda de 210 pb procedente de la
digestiéon del ADN gendmico de B. bufo con
BamHI pone de manifiesto otra familia de
ADN repetido. Como se mencioné en el

apartado 2, cuando esta banda se utiliza

53235’&, como sonda en experimentos de hibridacion
1630 bp
con ADN gendmico previamente digerido y
1030 bp
810 bp 810 bp transferido a una membrana de nailon, se
640 bp
* > ,
iigzp observa un patrén de bandas en escalera,
p
210 bp aunque con algunas excepciones (Figura 43A
y Figura 15C). Asi, las bandas de 210, 425, 640,
A B

810y 1.030 pb aproximadamente podrian ser
Figura 43. Fragmento de la Figura 15. “Southern Blot” de
ADN genémico de B. bufo (5 pg) digerido con BamHl e~ multimeros de unidades monoméricas de

hibridado con distintas sondas: (A) Como sonda se utiliza .
la banda de 210 pb; (B) Como sonda se utiliza la bandade ~ YNOS 210 pb. La banda de 560 pb, sin

800 pb. .
P embargo, no puede explicarse de este modo.

La banda de 210 pb obtenida tras la digestion del ADN gendmico de B. bufo con BamHI se
purifico a partir del gel de agarosa, se ligd al vector pUC19 digerido con BamHI (Fermentas) y se
cloné transformando bacterias competentes de la cepa JM109 (E. coli). Los clones
recombinantes se seleccionaron en medio LB agar con ampicilina, IPTG y X-gal, y entre éstos se
identificaron los clones portadores de este ADN repetitivo. Para ello se extrajo el ADN
plasmidico, que fue desnaturalizado, transferido a una membrana de nailon y finalmente
hibridado utilizando como sonda la banda BamHI-210 pb marcada con digoxigenina. En total se
obtuvieron 44 secuencias con notables diferencias entre ellas, como puede observarse al

analizar su alineamiento (Material suplementario S6). De hecho, a partir de los alineamientos se

pueden distinguir 5 grupos diferentes de secuencias, junto a 5 secuencias que no alinean entre
si, ni con ninguna otra secuencia clonada en B. bufo. Las frecuencias con las que se obtienen
secuencias pertenecientes a cada uno de los grupos identificados probablemente son indicativas

de diferencias en el nimero de copias de dichas secuencias en el genoma de B. bufo (Tabla 31).

125


file:///D:/Tesis%20y%20Memorias/Tesis%20Katy%20Guzman/Tesis%20Completa/Carpeta%20de%20trabajo%20Tesis%20Defiitiva/S6%20%20Alineamiento%20secuencias%20210%20banda.xlsx

RESULTADOS Y DISCUSION

Las secuencias de los grupos 210A y 210B son las que se obtienen con mayor frecuencia, por lo
que podrian ser las secuencias mas representadas en el genoma de B. bufo. A continuacidn, se
describe con detalle el andlisis de las secuencias de los grupos 210A y 210B en varias especies

de la familia Bufonidae.

Grupo N2 de Procedencia Notas

210A 21 secuencias 10 @ (Bolonia 'y

2108 11 secuencias 10 ¢ (Bolonia)

210C 2 secuencias 2 @ (Bolonia) Similitud con secuencias BamHI-
210D 3 secuencias 2 Q (Bolonia)

210E 2 secuencias 2 Q (Bolonia) Alinea con BamHI-190
Secuencias 5 secuencias 4 Q (Bolonia 'y Jaén) | Secuencias que no alinean entre

Tabla 31. Grupos de secuencias obtenidas a partir de la banda de 210 pb procedente de la digestion de ADN
gendmico de B. bufo con BamHI. Para cada grupo de secuencias se indica el nimero de clones obtenidos y la
procedencia del ADN de origen.

7. ADN repetido BamHI-210A

7.1.Patrones de hibridacion de BamHI-210A en B. bufo

Se han realizado digestiones de ADN gendmico de B.

Bolonia
Jaén

bufo de ambos sexos y de distintas procedencias
poblacionales (Bolonia (Italia) y Jaén (Espafia)). Las
digestiones se transfirieron a una membrana de nailony
posteriormente se hibridaron con secuencias del grupo
210A marcadas con digoxigenina. El patrén de bandas
obtenido es idéntico entre muestras de distintas
poblaciones o distintos sexos, indicando que BamHI-

210A no muestra diferencias debidas al sexo o

procedencia poblacional de los individuos analizados

Figura 44. Digestion de 10 pug de ADN
gendmico de B. bufo digerido con BamHI
e hibridacién con el “Southern Blot”
Por otro lado, las diferencias observadas en los patrones  correspondiente utilizando la sonda

BamHI-210A. A: B. bufo de Bolonia:
de hibridacién de distintos experimentos de digestidn'y  macho 2 y hembra 2. B: B. bufo Bolonia
(Italia) y Jaén (Espafia).

(Figura 44).

transferencia de ADN gendmico a membranas de nailon
son debidas a diferencias en la eficiencia de la

transferencia o de la digestidn (ver Figura 44B).
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7.2.Clonacion y analisis de las secuencias BamHI-210A de B. bufo

Las secuencias pertenecientes al grupo BamHI-210A, obtenidas tras la clonacién de la banda de
210 pb, fueron alineadas y sobre las zonas mas conservadas se disefiaron cebadores especificos

(Figura 45).

Bbu.BamHI-210A-F1 Bbu.BamHI-210A-R1

161 pb 22 pb
q

Bbu-BamHI-210A
———————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————

Bbu.BamHI-210A-F2
h

Bbu.BamHI-210A-R2

212 pb

Figura 45. Representacion grafica de la unidad monomérica BamHI-210A sobre la que se indica la localizacion de los
cebadores utilizados para amplificar por PCR este ADN repetitivo.

Con estos cebadores se realizaron PCRs sobre ADNs gendémicos de distintos individuos.
Independientemente del sexo o la procedencia de las muestras de ADN utilizadas en las
reacciones de PCR, siempre se observa el mismo patron de bandas (210, 420, 560 y 650 pb)
(Figura 46), de tamafios equivalentes a los que aparecen en las hibridaciones sobre ADN

gendmico digerido con BamHI e hibridado con la banda de 210 pb (Figura 43B).

Los amplicones de 210 pb observados en las

PCRs especificas para BamHI-210A fueron

Bbu g2
Bbu o3
Bbu @2
Bbu @3

M clonados y secuenciados. En total se han
obtenido 32 secuencias de B. bufo procedentes
de distintas poblaciones (Bolonia y Jaén), de
distintos sexos (machos y hembras) y de distinto
origen (digestion de ADN gendmico y PCR)

1000 pb (Material suplementario S7).

650 pb

560 pb =
420 pb <500 pb El alineamiento de estas secuencias muestra
210 pb . . .
que tienen un tamafio medio de 212 pb, de las

cuales 114 son posiciones conservadas y 99 son

Figura 46. Electroforesis en gel de agarosa al 1,5% en
TAE 1X de los productos de PCRs especificas para las
secuencias BamHI-210A en distintos individuos de la informativos y 37 SNPS) (Figura 47)_ En
especie B. bufo. Las diferencias observadas en la

muestra de la hembra 3 de B. bufo se deben a  promedio, las secuencias BamHI-210A
diferencias en la concentracion del ADN de partida.

posiciones variables (con 62 son sitios

muestran una composicion ligeramente rica en
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BeHR AR & BamHI-2104 F2
BamH| ‘BamHI-210A R2

10A-BM2-94
10A-BM2-137

10A-JM3-PCR2

c
Bbu-BamHI-210A-IM3-PCR2. c.

BRI ARRE

Figura 47. Alineamiento de los clones positivos para BamHI-210A de B. bufo obtenidos a partir de PCRs y de la banda
de digestion del ADN gendmico. Para el alineamiento se ha utilizado el programa ClustalW, el procesamiento de las
secuencias se ha realizado con BioEdit. Sobre las secuencias estan marcadas las posiciones sobre las que hibridan los
cebadores utilizados para amplificar BamHI-210A mediante PCR.

G+C (52.1%), algo que no es habitual en ADNs repetitivos, ya que la mayoria suelen ser ricos en
A+T. Existen, sin embargo, casos con alto contenido en G+C entre los que cabe destacar los
descritos en anfibios (Odierna et al. 2004); algo que no es de extrafiar ya que, por lo general,
este grupo de animales presenta alto contenido en G+C en su genoma (Jabbari et al. 1997;

Varriale et al. 2006).

A pesar de presentar un contenido

22 Posicion Nucleotidica ) . . .
— C G T A ligeramente rico en GC, si se analizan las
12 Posicion . . - .
- C | 10,7% | 1,8% | 6,6% | 7,2% frecuencias de di-nucledtidos, si se
Nucleotidica
G | 43% | 99% | 2,9% | 8,4% . . . -
analizan las frecuencias de di-nucledtidos,
T 6,8% | 55% | 8,2% | 3,2%
A | 50% |78%|59% | 58% los mas frecuentes son CC y GG, mientras
Tabla 32: Frecuencias di-nucleotidicas en secuencias de los menos representados son CG, junto

BamHI-210A de B. bufo.
con GTy TA (Tabla 32).

Para comprobar si la PCR amplifica secuencias de forma selectiva se realizé el mismo tipo de

analisis que con las secuencias BamHI-800. En este caso las secuencias se dividieron en 2 grupos:
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procedentes de la banda de digestidn y procedentes de PCRs en las que se empleé la pareja de
cebadores Bbu.BamHI-210A-F2/R2. Las distancias se calcularon con el programa MEGA,
utilizando en este caso el modelo de 2 pardmetros de Kimura con distribucién gamma (Tabla

33).

Distancias genéticas medias en cada grupo El andlisis de las
Con cebadores Sin cebadores F2/R2 distancias  genéticas
Banda 210A 0,107+ 0,015 Banda 210A 0,127+ 0,019 .
PCR 210A 0,147+ 0,019 PCR 210A 0,202+ 0,026 muestra que existe una
Distancias genéticas entre grupos pequefa distancia
Con cebadores Sin cebadores F2/R2 neta entre los dos
Banda 210A Banda 210A
PCR 210A 0,151+ 0,018 | PCR210A 0,030+ 0,004 grupos  considerados,
Distancias genéticas netas entre grupos tanto si se incluyen los
Con cebadores Sin cebadores F2/R2
Banda 210A Banda 210A cebadores  (0,024),
PCR 210A 0,024+ 0,004 PCR 210A 0,029+ 0,006 como si se eliminan

Tabla 33. Anadlisis de distancias genéticas entre las secuencias BamHI-210A de B. i
bufo, incluyendo o no las regiones correspondientes a los cebadores. Para el (0,029). Sin embargo,
andlisis de las distancias se han considerado dos grupos de secuencias: en las distancias
procedentes de la banda de digestidn v procedentes de PCRs.

dentro de cada grupo

se observa que las secuencias procedentes de PCRs son precisamente las que muestran mayor
distancia media dentro de su propio grupo. De hecho, las distancias netas ente grupos son
practicamente iguales. Teniendo esto en cuenta, podemos suponer que, al igual que ocurria con

el ADN repetitivo BamHI-800, la PCR no selecciona ningun subtipo de secuencias.

Para analizar de forma sencilla si estas secuencias estan agrupadas segun el sexo o la localizaciéon
geografica de los individuos de las que proceden, se construyd un arbol filogenético mediante
el método de maxima verosimilitud utilizando el modelo de sustitucion nucleotidica de 2
pardmetros de Kimura, con 10 categorias discretas de distribucién gamma y teniendo en cuenta
que puede haber posiciones evolutivamente invariables. La varianza se estimdé mediante
“Bootstrap” con 1000 réplicas. En el arbol obtenido no se observa la agrupacién de las
secuencias de ADN repetitivo BamHI-210A en funcidn del sexo o el origen geografico de las
muestras de B. bufo (Figura 48). Estos resultados coinciden con los patrones de hibridacion en
“Southern-blots”, que tampoco muestran diferencias significativas entre sexos o procedencia

geografica de las muestras (Figura 44).
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Bbu-BamHI-210A-BH2-2
Bbu-BamHI-210A-BH2-3  |Hembra Bolonia
Bbu-BamHI-210A-BH2-9
Bbu-BamHI-210A-BM2-31 ]Macho Bolonia
Bbu-BamHI-210A-BM2-27 ]Macho Bolonia
Bbu-BamHI-210A-BH2-4  Hembra Bolonia
Bbu-BamHI-210A-BM2-94  TJMacho Bolonia
& \'— Bbu-BamHI-210A-BH2-7 JHembra Bolonia
a5 Bbu-BamHI-210A-BM2-47 )
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Figura 48. Filogenia de las secuencias BamHI-210 de B. bufo obtenidas en este trabajo. Las secuencias se
encuentran marcadas en funcion del sexo y localizacion geografica de procedencia.

Para comprobar si esta familia de ADN repetido esta distribuida en tandem o si presenta algun
tipo de organizacién mas compleja, se clonaron las bandas de 420, 560 y 650 pb que se obtienen
a partir de PCRs especificas con los cebadores Bbu.BamHI-210A-F2/R2. De cada banda de PCR
se han obtenido 5 clones positivos (dan una fuerte sefial de hibridacidon cuando el plasmido

inmovilizado sobre una membrana de nailon se hibrida con una sonda de BamHI-210A).

130



RESULTADOS Y DISCUSION

De la secuenciacién de estos clones positivos se obtuvo un dimero y un trimero del repetitivo

BamHI-210A, que indican que estas secuencias pueden estar organizadas en tandem.

Ademas del dimero y el trimero, se obtuvieron tres clones que alinean al principio y al final de
su secuencia con la unidad monomérica de BamHI-210A. La regidn central, sin embargo, no
alinea con ninguna de las secuencias obtenidas hasta el momento y se le ha dado el nombre de
BamHI-210A-inserto. El andlisis citogenético y molecular de las secuencias BamHI-210A-inserto
y la posible relacidn entre las secuencias BamHI-210A y BamHI-210A-inserto se incluye en el

punto 0.

7.3.Andlisis de la metilacion de las secuencias BamHI-210A de B. bufo

Puesto que el ADN repetitivo BamHI-210A de B. bufo presenta un contenido ligeramente rico en
G+C, resulta de interés saber si estas secuencias estan metiladas. Para ello se buscaron dianas
para parejas de isoesquizémeros sensibles e insensibles a la metilacion que cortasen en las
secuencias BamHI-210A. De las 32 secuencias analizadas, 20 contienen la secuencia 5" -C/CGG-
3’, que es reconocida por los enzimas Mspl (insensible a la metilacidn) y Hpall (sensible a la
metilacion). La posicion de esta diana no es la misma en todas las secuencias, por lo que pueden
identificarse 6 tipos de secuencias BamHI-210A en funcion de los tamafios de los fragmentos

obtenidos tras el corte (Figura 49).

BamH| Hpall* BamH| BamHI Hpall* BamHI
Mspl l Mspl
9/20 BamHI-210A 4/20 ! BamHI-210A
81pb 131 pb 156pb S51pb
BamHI Hpall*  BamHI BamHI Hpall* BamHI
Mspl Mspl
2/20 BamHI-210A 2/20 “ BamHI-210A
185pb 26pb 52pb 154 pb
BamH| Hpall* BamHI BamHI Hpall* Hpall* BamHI
Mspl | Mspl Mspl
|
2/20 BamHI-210A 1/20 | BamHI-210A
139pb 74pb 52pb 104 pb S51pb

Figura 49. Mapa de restriccion del fragmento BamHI-210A para los enzimas BamHI, Msply Hpall. (*) sensible a la
metilacion.

El analisis de la metilacion de las secuencias BamHI-210A se hizo, por tanto, digiriendo el ADN
gendmico de B. bufo con Mspl y Hpall, y utilizando como control una digestién con BamHI. Las
digestiones se separaron mediante electroforesis en geles de agarosa, se transfirieron a
membranas de nailon, y se hibridaron con la sonda BamHI-210A (Figura 50). El resultado
obtenido muestra que la digestion con Mspl da un patrén de bandas similar al de BamHI, aunque

con mayor numero de bandas debido a la cantidad de fragmentos que se forman tras la digestion
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con Mspl. En la digestién con Hpall, sin embargo, apenas se
aprecia la banda de 210 pb, y las bandas de 420y 650 pb tienen
menor intensidad. Las bandas de mas de 1.000 pb, por el
contrario, son mas intensas si las comparamos con la digestion
con Mspl. Estos resultados indican que el ADN repetido BamHI-
210A se encuentra parcialmente metilado en la diana 5'C/CGG

3.
7.4.Localizacion cromosdmica de las

secuencias BamHI-210A en B. bufo

Para averiguar la distribucién cromosdmica de esta familia de
ADN repetitivo se realizaron hibridaciones in situ fluorescentes
sobre cromosomas metafasicos procedentes de individuos
adultos de la especie B. bufo (Macho 2 de Jaén y Hembra 3 de
Jaén). Como sonda se utilizé una de las secuencias BamHI-
210A marcada con biotina,

y no se realizé ninguna

amplificacion inmunoldgica de la sefial. Los resultados
obtenidos muestran un patrdén similar en machos y hembras, e
indican que el ADN repetitivo BamHI-210A se

determinadas (Figura 51).

z
<
o
@

Mspl
Hpall
BamHI
Mspl
Hpall

M

Figura 50. ADN gendmico de B. bufo
(BH2) digerido con los enzimas
Hpall* (sensible a metilacion) Mspl
(insensible) y BamHIl, junto al
“Southern blot” de esta digestion
hibridado con BamHI-210A.

localiza en posiciones cromosémicas

Figura 51. FISH sobre cromosomas metafasicos de individuos adultos de la especie B. bufo, utilizando como sonda la

secuencia BamHI-210A. A: Macho 2 (Jaén). B: Hembra 3 (Jaén). Escala: 2,5 pum.
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Concretamente se observan sefiales positivas en posicidon centromérica y/o pericentromérica de
todas las parejas de cromosomas grandes, y una sefial muy intensa en posicidon terminal del

brazo largo de la pareja 6.

Cuando la FISH se realiza sobre cromosomas metafasicos obtenidos a partir de cultivos celulares
(permiten ver la sefial con mayor claridad al estar los cromosomas menos condensados), y
utilizando tres rondas de amplificacion de la sefial, los resultados obtenidos son similares (Figura

52).

<
o
—
o
E
€
©
o
©
©
c
O
(%]
v n.
& ~ R Z~ vy U
\ . - A A f J " "
3 \
o | - \
o |
= LY
0o p 3
< fo
\g - 9 ’ L
.6 -
£ -
— S O;.

Figura 52. FISH sobre cromosomas obtenidos a partir de cultivos celulares de B. bufo, utilizando como sonda la
secuencia BamHI-210Ay el cariotipo correspondiente. Tincidon Ag-NOR sobre cromosomas de B. bufo en la que puede
verse sefial en posiciones distintas a la NOR y cariotipo correspondiente. Escala 2,5 um.

Si los cromosomas se organizan por parejas, se puede observar que todas las parejas de
cromosomas grandes presentan sefial en posicion pericentromerica. Ademas, la pareja 6
presenta sefiales intensas en posicién terminal del brazo largo, en la misma posicién en la que
se localiza la constriccidn secundaria correspondiente a la NOR. Finalmente, los cromosomas
pequefios no presentan sefiales para BamHI-210A, lo que no descarta que tengan bajo nimero

de copias de estas secuencias.
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Si comparamos el cariotipo obtenido mediante FISH utilizando la sonda BamHI-210A vy el
obtenido mediante tincidn Ag-NOR se puede observar que las sefiales no especificas que
aparecen con la tincion Ag-NOR en B. bufo coinciden con las sefiales positivas en las que se

localizan las secuencias BamHI-210A (Figura 52).

Como se comentd en el apartado 1.2, las seiales Ag-positivas distintas de la NOR observadas en
tinciones Ag-NOR se pueden originar por la unién del nitrato de plata a proteinas acidas (no-
histonas) similares a las presentes en la region NOR durante la fase transcripcional activa del
ARNTr. Estas sefiales positivas normalmente se localizan en el centrdmero y, en B. bufo, coinciden
con la localizacion de las secuencias BamHI-210A, sugiriendo que éstas puedan tener un papel
importante en la estructura de la heterocromatina centromérica, quizas por su interaccién con

proteinas centroméricas.

Las sefiales intensas observadas en posicidén terminal del brazo largo de la pareja 6 coinciden
con la localizacién de la NOR. Para comprobar si el ADN repetitivo BamHI-210A tiene alguna
relacién con el ADN ribosémico se realizé una FISH doble, marcando ambas sondas con

fluorocromos distintos (Figura 53). Tras la hibridacion doble se aprecia que las dos sondas se

BamHI-210A | ADNr | BamHI-210A + ADNr

Figura 53. FISH doble sobre cromosomas metafasicos de B. bufo. (A) Hembra 3 de Jaén; (B) Macho 2 de Jaén. La sonda
BamHI-210A fue marcada con FITC (verde), mientras que la sonda de ADNr de D. melanogaster fue marcada con
Spectrum Orange (rojo). Las flechas indican la posicién de las NOR, que coinciden con las sefiales de BamHI-210A y
ADNTr. Escala 2,5 um.
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solapan en la posicién subterminal del brazo largo de la pareja 6, dando lugar a una seiial de

color amarillo (BamHI-210A marcada en verde y ADNr marcado en rojo).

Aunque esta técnica no tiene buena resolucién, muestra que ambas sefales coinciden en su
posicidn. Estos resultados indican que BamHI-210A es, junto a BamHI-800, otra de las secuencias
de ADN repetitivo presente en la heterocromatina localizada a ambos lados de la NOR de B.
bufo. Para poder establecer una la relacidn mas precisa entre estas dos familias de ADN repetido
y los cistrones ribosdmicos sera necesario recurrir a técnicas como FISH sobre fibras

cromosoémicas.

Las secuencias BamHI-800 y BamHI-210A no presentan ningun tipo de homologia y no se han
obtenido clones que incluyan secuencias de ambos repetitivos al mismo tiempo. Sin embargo,
el ADN repetitivo BamHI-800 se localiza en posiciones que, en ocasiones, pueden ser similares a
las del ADN repetido BamHI-210A (regiones pericentroméricas de todas las parejas de
cromosomas grandes). Para comprobar si existe alguna relacion entre estas dos familias de ADN
repetitivo se realizd una FISH doble utilizando una sonda frente a BamHI-800 marcada con FITC

y otra frente a BamHI-210A marcada con Spectrum Orange (Figura 54).

Tras la FISH doble, se observa que ambos ADNs repetitivos presentan una localizacidon proxima
en posiciones centroméricas/pericentroméricas, aunque no parecen solaparse. Por otro lado,
en la posicion terminal de la pareja 6, donde se localiza la NOR, ambos repetitivos tampoco se
solapan, estando BamHI-800 mas préximo al teldmero y BamHI-210A mas distal de la posicidon

subtelomérica.

Las diferencias en la longitud total del ADNr se producen por expansién o contraccidn de las
regiones variables. Esto indica que las secuencias de los espaciadores son muy heterogéneas
tanto en tamafio, como en secuencia nucleotidica o, incluso, en la estructura secundaria que
forman. Esto no afecta a la estructura secundaria del transcrito final (ARNr) o a su funcién. Los
espaciadores estudiados hasta el momento comparten varias caracteristicas: alto contenido en
G+C y presencia de secuencias de ADN repetido cortas en los espaciadores ETS y NTS. Estas
secuencias de ADN repetitivo, ademds de estar asociadas a los genes ADNr también pueden
encontrarse dispersas o en tandem en otras localizaciones del genoma, como la cromatina
pericentromérica (Segal et al. 1976). El ADN repetido BamHI-210A cumple con dos de estas
caracteristicas: alto contenido en G+C, y su localizacion (coincide con ADNr y ademas se puede
encontrar en otras regiones pericentroméricas). Sin embargo, no se han observado repeticiones

internas (directas o invertidas, ni secuencias palindromicas) dentro de estas secuencias. Para
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determinar si el ADN repetido BamHI-210A presenta una relacién estrecha con el ADNr serdn

necesarios mas analisis en este sentido.

DAPI + BamHI-210A DAPI + BamHI-800

BamHI-210A + BamHI-800 DAPI + BamHI-210A + BamHI-800

Figura 54. FISH doble sobre cromosomas metafasicos de B. bufo (macho 2 de Jaén). A: Cromosomas tefiidos con DAPI
y sonda BamHI-210A marcada con Spectrum Orange. B: Cromosomas tefiidos con DAPI y sonda BamHI-800 marcada
con FITC. C: Sondas BamHI-210A y BamHI-800. Las flechas blancas indican las posiciones correspondientes a la
constriccion secundaria de la NOR. D: Cromosomas tefiidos con DAPI en los que se muestra la sefial de las sondas
BamHI-210A y BamHI-800. Las flechas blancas indican algunas regiones en las que ambas sefiales aparecen proximas.
Escala 2,5 um.
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7.5.Patrones de hibridacion de las secuencias BamHI-210A en Epidalea

calamita y otras especies de la familia Bufonidae

La presencia del ADN repetitivo BamHI-210A en otras especies de la familia Bufonidae se
analiz6 mediante “Southern-blot” y posterior hibridacién con la sonda BamHI-210A, utilizando

ADN gendmico de E. calamita y B. viridis digerido con BamH]I (Figura 55A).

Los patrones de bandas observados en estas especies presentan diferencias con los de B. bufo.
Asi, aunque en todas las especies es posible identificar las bandas de 840y 1.680 pb, las bandas

de 210, 420y 650 pb solo estan presentes en B. bufo.

La ausencia de las tres bandas de menor tamano podria estar relacionada con una menor
cantidad del ADN repetitivo BamHI-210A en estas especies. Aunque este no parece ser el caso
en E. calamita, ya que cuando se digieren cantidades mayores de ADN gendmico en esta especie
(5 a 20 pg), siempre se observa el mismo patrén de bandas: 840 y 1680 pb, pero ninguna banda
menor que pueda ser equivalente a los monémeros, dimeros o trimeros del repetitivo BamHI-

210A observados en B. bufo (Figura 55B).
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Figura 55. A: ADN gendmico de B. bufo, E. calamita y B. viridis (10 pg) digerido con BamHI, transferido a una
membrana mediante “Southern-blot”, e hibridado con la sonda BamHI-210A de B. bufo. B: “Southern-blot” de
distintas concentraciones de ADN gendmico de E. calamita (5, 10 y 20 ug) digerido con BamHI e hibridado con la
sonda BamHI-210A. C: Electroforesis en el gel de agarosa al 1,5% en TAE 1X de productos de PCR obtenidos con los
cebadores Bbu.BamHI-210A-F2/R2 en E. calamita, B. brongersmai'y B. boulengeri.

Estos resultados contrastan con los obtenidos mediante PCRs con los cebadores especificos

Bbu.BamHI-210A-F2/R2 (Figura 55C). Con esta técnica, y contrariamente a lo que cabria esperar
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segln los patrones de hibridacién, en la especie E. calamita se observa el mismo patrén de

bandas que en B. bufo.

Resultados similares se obtienen en otras especies, como B. brongersmaiy B. boulengeri, donde
se observa un patréon de bandas exactamente igual al de B. bufo para el ADN repetitivo BamHI-

210A.

7.6.Andlisis de las secuencias BamHI-210A en Epidalea calamita y otras

especies de la familia Bufonidae

Las bandas obtenidas tras la amplificacién por PCR con los cebadores especificos Bbu.BamHI-
210A-F2/R2 fueron clonadas y secuenciadas en las especies E. calamita, B. brongersmai y B.

boulengeri. En total se han obtenido 62 clones procedentes de distintas PCRs (Tabla 34).

Nombre Tamafiio de banda | N2 de clones Tamafio medio
210 pb 32%* 211-213 pb
B. bufo 420 pb 1* 412 pb
650 pb 1* 620 pb
Epidalea calamita 210 pb 10 212-213 pb
. 210 pb 8 212-213 pb
Barbarophryne brongersmai 420 pb 9 412-414 pb
210 pb 19 212-213 pb
Bufotes boulengeri 420 pb 13 412-415 pb (1)
650 pb 3 617-618 pb (2)

Tabla 34. Clones obtenidos a partir de bandas y productos de PCR con los cebadores Bbu.BamHI-210A-F2/R2 en
distintas especies de la familia Bufonidae. (1) Uno de los clones estd incompleto en el extremo 3’ (407 pb). (2) Uno
de los clones presenta una delecion de 35 pb al comienzo de su secuencia (584 pb). (*) clones de B. bufo
mencionados en el apartado 7.2.

El modelo de sustitucidn nucleotidica que mejor se adapta a las secuencias BamHI-210A es el

modelo de 2 parametros de Kimura (K2+G) con distribucion gamma (Tabla 35).

Modelo | Param BIC AlCc InL Invariant | Gamma R
K2+G 253 8363.000 | 6293.532 -2891.352 n/a 1.22 1.24

Tabla 35. Modelo de sustitucién nucleotidica que mejor se ajusta a las secuencias BamHI-210A. Param: nimero de
parametros utilizados; BIC: “Bayesian Information Criterion”; AlCc: “Akaike Information Criterion corrected”; InL:
logaritmo de la verosimilitud; Invariant: fraccién de posiciones evolutivamente invariables; Gamma: distribucion
gamma discreta: R: tasa de transiciones/transversiones.

Considerando los clones de cada especie como grupos independientes, se han analizado los
siguientes parametros: tamafio medio, posiciones conservadas/variables y contenido en A+T.

Ademas, utilizando el modelo K2+G, se ha calculado la tasa de transiciones/transversiones (R) y
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el rango de similitud entre las secuencias basado en las distancias genéticas calculadas con el

modelo de sustitucidn propuesto (Tabla 36).

Nombre N T NC ad % A-T R % similitud
| SNP

Bufo bufo 37 212 pb 106 64 43 | 47,9% 1,00 100-71,5%

Epidalea calamita 10 211 pb 173 31 9 47,1% 1,00 100-84,6%

Bufotes boulengeri 54 211 pb 92 74 48 | 47,5% 1,00 100-77,4%

Barbarophryne bronguersami 26 212 pb 128 59 26 47,3% 0,95 100-77,2%

Tabla 36. Andlisis de secuencias BamHI-210A en distintas especies de la familia Bufonidae. N: nimero de secuencias
analizadas en cada especie. T: tamafio medio de las secuencias. NC: NUmero de posiciones conservadas. NV: nUmero
de posiciones variables: (I) Informativas, (SNP) Polimorfismo de un solo nucledtido.

De este andlisis se deduce que todas las secuencias tienen un tamafio medio similar (211-212

pb), alineando entre si con un alto grado de similitud (100-71,5%) (Material suplementario S7).

Todos los grupos de secuencias considerados tienen un contenido en A+T aproximadamente de
un 47%. Estos valores confirman que las secuencias BamHI-210A tienen una composicion

ligeramente rica en G+C en todas las especies analizadas.

En relacion al numero de posiciones conservadas y variables, éste varia considerablemente en
cada una de las especies analizadas, lo que probablemente esté relacionado con el nimero de
secuencias analizadas en cada caso. De hecho, si se calcula el nUmero de posiciones conservadas
y variables para todas las secuencias, el nimero de posiciones conservadas disminuye (60

posiciones conservadas) mientras el nimero de sitios informativos aumenta (110).

Cuando se calculan las distancias dentro de cada grupo, las distancias entre grupos y las
distancias netas, se observa que las distancias intraespecificas son bastante similares,

exceptuando las secuencias de E. calamita, para las que este parametro es ligeramente inferior

(Tabla 37).
Grupos . DlstanCI'a o Distancia interespecifica Distancia interespecifica neta
intraespecifica
B. bufo 0,129 + 0,015 Bbu Ecal Bbou Bbu Ecal Bbou
, 0,111 + 0,002 +
+
E. calamita 0,089 +£0,014 Ecal 0,014 Ecal 0,001
. 0,126 + 0,105 0,004 + 0,004 +

A + B B

B. boulengeri 0,114 +£0,013 bou 0,014 0,014 bou 0,001 0,002
0,132 + 0,115+ 0,120 + 0,005 + 0,007 + 0,001

) . + Bb , , , Bb , , )

B. brongersmai 10,125 £ 0,015 o015 0,014 0,016 " 10,010 0,002 0,001

Tabla 37. Distancias genéticas intraespecificas, interespecifica e interespecificas netas entre secuencias BamHlI-
210A.
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Si se comparan las distancias interespecificas, los valores son similares a los de las distancias
intraespecificas, algo corroborado por distancias netas proximas a 0 en todos los casos. Estos
valores indican que las secuencias BamHI-210A, a diferencia de BamHI-800, presentan una

distribucidn de variables monomericas muy homogénea entre las 4 especies analizadas.

Con las secuencias analizadas se construyé un arbol filogenético que, al igual que las distancias,
no mostrd ninguna separacion de las secuencias segun la especie de la que proceden (Material

suplementario S8). En el arbol se pueden observar dos grandes ramas, estando presentes en

cada una de ellas las secuencias de las cuatro especies analizadas. Esto podria indicar que las
secuencias son muy homogéneas, no solo dentro de cada especie. Estos resultados indican que,
a diferencia de la familia de ADN repetido BamHI-800, las secuencias BamHI-210A no cumplen
con una de las premisas principales de la evolucién concertada. Es decir, su tasa de la
homogeneizacién intraespecifica es igual que la tasa a la que aparecen mutaciones y, a la vez,

igual que la tasa de fijacidn o divergencia interespecifica.

7.7.Localizacién de las secuencias BamHI-210A en Epidalea calamita y

Bufotes viridis
Para localizar el ADN repetido BamHI-210A sobre cromosomas metafasicos de las especies E.
calamita y B. viridis se realizaron experimentos de FISH utilizando cromosomas procedentes de

cultivos celulares y tres rondas de amplificacién de la sefial (Figura 56).

E. calamita B. viridis

Figura 56. FISH sobre cromosomas metafasicos de E. calamita (A) y B. viridis (B), utilizando como sonda la secuencia
BamHI-210A de la misma especie. Escala 2,5 um.
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RESULTADOS Y DISCUSION

En ninguna de las especies se observa sefial alguna de hibridacidn en ninguna pareja
cromosdmica, independientemente de si la sonda utilizada procedia de clones de B. bufo o de
E. calamita (datos no mostrados). La ausencia de sefial no descarta la presencia de ADN
repetitivo BamHI-210A en estas especies, ya que tanto los resultados de “Southern-Blot” como
los de PCR indican que estas secuencias estdn presentes en E. calamita y B. viridis. Tenido en
cuenta que se trata de secuencias monomeéricas cortas (210 pb) presentes en estas especies en
forma de repeticiones de 840 y 1.260 pb; si estas secuencias estuvieran en bajo niumero de
copias y/o dispersas a lo largo del genoma, seria posible que pasasen desapercibidas mediante
FISH convencional. Para comprobar esta posibilidad, se estimo el nimero aproximado de copias

de BamHI-210A en distintas especies.

7.8.Estimacion del numero de copias del ADN repetitivo BamHI-210A

mediante “Dot-Blot” sobre ADN gendmico

Para averiguar el nimero aproximado de copias del ADN repetitivo BamHI-210A, se realizd una
hibridacidon sobre diluciones seriadas de muestras de ADN gendmico de concentraciones
conocidas procedentes de distintas especies de la familia Bufonidae. Para ello las muestras de
ADN fueron desnaturalizadas, transferidas a una membrana de nailon (“Dot-Blot”), y finalmente
hibridadas utilizando como sonda un clon BamHI-210A de B. bufo. Como control se utilizé un

pldsmido con uninserto de

Pasmido210A - 100y @ © @ @ BamHI-210A de B. bufo
Plasmido 210A - 1ng A
(Figura 57). Tras el
B. bufo - 20ng
revelado, en algunas de las

B. brongermai  -700 ng

muestras no se observé
B. boulengeri -700 ng

sefial positiva alguna (B.

B. luristanicus  -700 ng

B st 70008 latastii y R. marina).
B. latastii -700 ng . . .,

A partir de la informacion
A. arabicus -700 ng X X

disponible sobre la
B. viridis -700 ng

cantidad de ADN por
R. marina -700 ng

nucleo en estas especies,
E. calamita -700 ng

se obtuvieron valores
Figura 57. “Dot-Blot” de ADN gendmico de distintas especies de la familia
Bufonidae (B. bufo, B. brongersmai, B. boulengeri, B. luristanicus, B. surdus, B.
latastii, A. arabicus, B. viridis, R. marina y E. calamita) hibridado con una sonda
BamHI-210A. En todas las especies se partié de una concentracion de ADN de
700 ng/ul, a excepcion del ADN de B. bufo, con concentracidon de 20 ng/ul y
del plasmido control BamHI-210A, con una concentracion de 10y 1 ng/ul.

aproximados para el

numero de copias del ADN
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BamHI-210A por nucleo diploide en aquellas especies

en las que fue posible el calculo (Tabla

Especie Procedencia Sefal de C-valor ADN Ne copias/nticleo
B. bufo Espafia (Jaén) 5x10° pg 6,03 pg/nucleo’ 1,4 x 10" copias
B. brongersmai | Marruecos 31,25 pg 5,7 pg/nucleo? 2,3 x 10° copias
B. boulengeri Marruecos 15,625 pg -- ---
B. luristanicus Iran 15,625 pg -- ---
B. surdus Iran 31,25 pg - -
B. latastii Pakistan Ausente 8,00 pg/nucleo?
A. arabicus Yemen 250 pg 5,99 pg/ntcleo? 19,89 x 10° copias
B. viridis Grecia 250 pg 4,69 pg/nucleo? 15,50 x 106 copias
R. marina Australia Ausente 4,22 pg/nucleo? ---
E. calamita Espaiia (Jaén) 31,25 pg 4,16 pg/nucleo? 1,70 x 10° copias

Tabla 38. Estimacion del nimero de copias del ADN repetitivo BamHI-210A mediante “Dot-Blot". Vinogradov
(1998). 2Bachinann et al. (1978).

38).

Los resultados obtenidos indican que el numero de copias presentes en B. bufo es cuatro
ordenes de magnitud superior (10°) al del resto de especies en las que se observé sefial de
hibridacién (108), algo esperado si se tienen en cuenta los resultados de FISH sobre cromosomas

metafasicos.

Se trata, por tanto, de un nimero considerable de copias (10°), que en las especies E. calamita
y B. viridis no pueden ponerse de manifiesto mediante FISH. Estos resultados podrian indicar
que el ADN repetitivo BamHI-210A esta disperso en estas especies, ya que el pequefo tamafo

de la unidad monomérica no se detecta mediante FISH.

8. ADN repetitivo BamHI-210A-inserto

8.1.Patrones de hibridacién del ADN repetitivo BamHI-210A-inserto

La banda de 560 pb obtenida mediante PCRs especificas para amplificar el ADN repetitivo
BamHI-210A en B. bufo estd formada por fragmentos de unos 560 pb que alinean con los
mondmeros del ADN repetitivo BamHI-210A de tal forma que la secuencia del monémero queda
dividida en dos por un inserto de unos 350 pb (Figura 59). Este tipo de secuencias se han
encontrado tanto en B. bufo como en B. boulengeri, y en ambos casos el inserto presenta
elevado porcentaje se similitud cuando se compara entre ambas especies. A esta secuencia de

350 pb se le dio el nombre de BamHI-210A-inserto.

Cuando el ADN gendmico de B. bufo digerido con BamHI se hibrida utilizando como sonda el

fragmento BamHI-210A o el inserto de 350 pb (BamHI-210A-inserto), los patrones de bandas
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Bbu-BamHI-210A-BH2-1 GGATCCCAGA
Bbu-BamHI-210A-BH2-2
Bbu-BamHI-210A-PCR3-3.4-2
Bbu-BamHI-210A-PCR3-3.4-10
Bbu-BamHI-210A-PCR3-3.4-11
Bbo-BamHI-650A-1-PCR2-9
Bbo-BamHI-650A-1-PCR2-14

GGACTTGGGC

Bbu-BamHI-210A-BH2-1
Bbu-BamHI-210A-BH2-2

Bbu-BamHI-210A-PCR3-3.4-2 CTCCTTTCCT

Bbu-BamHI-210A-PCR3-3.4-10 CTCCTTTCCT G

Bbu-BamHI-210A-PCR3-3.4-11 CTC TCCT

Bbo-BamHI-650A-1-PCR2-9 CTCCGTTCCT

Bbo-BamHI-650A-1-PCR2-14 G CTCCGTTCCT

Bbu-BamHI-210A-BH2-1 94
Bbu-BamHI-210A-BH2-2 94

Bbu-BamHI-210A-PCR3-3.4-2
Bbu-BamHI-210A-PCR3-3.4-10
Bbu-BamHI-210A-PCR3-3.4-11
Bbo-BamHI-650A-1-PCR2-9
Bbo-BamHI-650A-1-PCR2-14

Bbu-BamHI-210A-BH2-1
Bbu-BamHI-210A-BH2-2
Bbu-BamHI-210A-PCR3-3.4-2
Bbu-BamHI-210A-PCR3-3.4-10
Bbu-BamHI-210A-PCR3-3.4-11
Bbo-BamHI-650A-1-PCR2-9
Bbo-BamHI-650A-1-PCR2-14

Bbu-BamHI-210A-BH2-1
Bbu-BamHI-210A-BH2-2

Bbu-BamHI-210A-PCR3-3.4-2 TTCTCTTTCT 497
Bbu-BamHI-210A-PCR3-3.4-10 TTCTCTTTCT 497
Bbu-BamHI-210A-PCR3-3.4-11 CTCTTTCT 497
Bbo-BamHI-650A-1-PCR2-9 TTCTCTTTCT 499
Bbo-BamHI-650A-1-PCR2-14 TTCTCTTTCT 499

Bbu-BamHI-210A-BH2-1

TTT

Q

cc 213

Bbu-BamHI-210A-BH2-2 .Gl o 2L2
Bbu-BamHI-210A-PCR3-3.4-. Bers vis 1969
Bbu-BamHI-210A-PCR3-3.4-10 -C. wa ;569
Bbu~BamBI—210A-PCR3-3:4-11 Llicicsssd shoshatiss siaisaies besdvadae: e .. 569
Bbo-BamHI“650A-1-PCR2=9 . omeesomew mowseesieee; sewneieions e emms .C.G o= 15T,
BDO-BanHI=650A-1-PCRI=TE  .opesasmes eeeasasEs somiesses EEemeeemme ..C.G . 1571

Figura 59. Alineamiento de las secuencias BamHI-210A de B. bufo y B. boulengeri obtenidas a partir de la banda de
560 pb de PCRs especificas para BamHI-210A con secuencias BamHI-210A procedentes de la banda de 210 pb
obtenida tras la digestién del ADN gendmico de B. bufo con BamHI. El fragmento de 350 pb central constituye el ADN
repetitivo BamHI-210A-inserto. El alineamiento se ha realizado con el programa ClustalW, y el procesamiento de las
secuencias se ha realizado con BioEdit.

B. bu
B. bu
B. bu
B. bu
B. vir
E. cal
B. bu
B. vir
E. cal
B. bu
B. vir
E. cal
B. bu
B. vir
E. cal
B. bu

-
-

Figura 58. Patrdn de hibridacion del ADN de B. bufo, B. viridis y E. calamita digerido con BamHI, transferido a una
membrana mediante “Southern—Blot”, e hibridado utilizando como sonda las secuencias BamHI-210A (A 'y C) o
BamHI-210A-inserto (B y D).

observados muestran algunas similitudes (Figura 58A vy B). Asi, con la sonda BamHI-210A se
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observa el patron de bandas ya mencionado, con bandas de 210, 420, 560, 650, 800 pb mas
intensas, y las bandas de mas de 1kb se ven con menor intensidad. Cuando la sonda utilizada es
BamHI-210A-inserto (fragmento de 350 pb encontrado dentro de BamHI-210A), la banda mas
baja que se observa es de 560 pb. Por otro lado, las bandas mas altas tienen mayor intensidad

gue con la sonda de BamHI-210A.

Este tipo de analisis también se realizé con las especies E. calamita y B. viridis, utilizando la
digestion de ADN gendmico de B. bufo como control (Figura 58C y D). Como se puede apreciar,
mientras que en la muestra control de B. bufo aparece el patron de bandas de BamHI-210A y
BamHI-210A-inserto, en B. viridis y E. calamita aparece el mismo patrén de bandas en ambos
casos, pero distinto al de B. bufo. Asi, aparecen bandas de 840, 1.680 y, en algunos casos, 2.520

pb aproximadamente, pero estan ausentes todas las bandas de tamafios inferiores (Figura 58).

8.2.Clonacion y analisis del ADN repetitivo BamHI-210A-inserto

Para comprobar qué organizacidén presentan las secuencias BamHI-210A y BamHI-210A-inserto,
se disefiaron oligonucledtidos especificos para BamHI-210A-inserto. De esta forma, si tenemos
en cuenta los cebadores especificos que se habian disefiado para el repetitivo BamHI-210A
(Figura 60B), el esquema del ambas secuencias con sus cebadores correspondientes queda como

se muestra en la Figura 60A.

Con distintas combinaciones de cebadores especificos para BamHI-210A-inserto (Bbu.BamHI-
210A-ins-F1/R y Bbu.BamHI-210A-ins-F2/R) se realizaron PCRs en las especies B. bufo y B.
boulengeri. Con las dos parejas de cebadores se obtiene en ambas especies la banda
correspondiente a BamHI-210A-inserto, de 350 pb aproximadamente en el primer caso y de 250
pb en el segundo. Ademas se observan otras bandas de mayor tamafio que podria indicar que

estas secuencias estan organizadas en tandem (Figura 60C).

Tanto las PCRs realizadas con parejas de cebadores especificos para BamHI-210A-inserto, como
aquellas en las que éstos se combinan con cebadores especificos de BamHI-210A y BamHI-210A-
inserto dan lugar a amplicones que indican que ambos repetitivos se encuentran relacionados

en las especies de la familia Bufonidae en las que se probaron (Figura 62).

Los productos de estas PCRs fueron clonados y secuenciados, obteniéndose 22 clones de
distintas especies que contenian, al menos en parte, regiones de BamHI-210A y BamHI-210A-

inserto (Tabla 39).
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Nombre Tamaio N2 de Cebadores

350 1 Bbu.BamHI-210A-ins-F1/ Bbu.BamHI-210A-ins-R

B. bufo 470 4 Bbu.BamHI-210A-ins-F2/ Bbu.BamHI-210A-ins-R
650 3 Bbu.BamHI-210A-F2/ Bbu.BamHI-210A-R2
850 3@ Bbu.BamHI-210A-ins-F1/ Bbu.BamHI-210A-ins-R
470 1 Bbu.BamHI-210A-ins-F2/ Bbu.BamHI-210A-ins-R

E. calamita 560 2 Bbu.BamHI-210A-ins-Fint/ Bbu.BamHI-210A-ins-Rint
750 2 Bbu.BamHI-210A-ins-Fint/ Bbu.BamHI-210A-ins-Rint

B. luristanicus 470 2 Bbu.BamHI-210A-F1/ Bbu.BamHI-210A-ins-R

B. surdus 470 2 Bbu.BamHI-210A-F1/ Bbu.BamHI-210A-ins-R

B. boulengeri 6501 2 Bbu.BamHI-210A-F2/ Bbu.BamHI-210A-R2

Tabla 39. Nimero de clones de BamHI-210A-inserto correspondientes a distintas bandas de PCR utilizando distintas
parejas de cebadores en distintas especies de la familia Bufonidae. Debe tenerse en cuenta que algunos clones
contienen dos secuencias BamHI-210A-inserto. (1) Clones obtenidos a partir de bandas de 650 pb amplificadas con
la pareja de cebadores Bbu.BamHI-210A-F2/Bbu.BamHI-210A-R2 (=560 pb). (2) Uno de los 3 clones obtenidos estaba
truncado en el extremo.

A Bbu.BamHI-210Ains-Rint Bbu.BamHI-210Ains-Fint
298 pb 53 pb
96 pb S P e
S — Bbu.BamHI-210Ains-R
Bbu-BamHI-210A Bbu-BamHI-210A-inserto Bbu-BamHI-210A
- 35pb 66 pb 250 pb i
351 pb
B
96 pb 116 pb
A e e e o e S
Bbu-Bam {HI-210A
[BamH| BamH|
<=
212pb

Figura 60: Representacion de los ADNs repetitivos BamHI-210A y BamHI-210A-inserto,
indicando la posicion de los cebadores utilizados. (A) ADN repetitivo BamHI-210A-inserto
flanqueado por secuencias BamHI-210A, indicando la posicién en la se localizan todos los
cebadores especificos disefiados que hibridan con estas secuencias. (B) Representacion
esquematica de una unidad monomérica de BamHI-210A y la posicidn de los cebadores
especificos utilizados. (C) Amplificacion por PCR de las secuencias BamHI-210A inserto
utilizando las parejas de cebadores Bbu.BamHI-210A-ins-F1/R (2 y 4) y Bbu.BamHI-210A-
ins-F2/R (1y 3) con muestras de ADN gendmico de B. bufo (1y 2) y B. boulengeri (3 y 4).

Ademas de secuencias correspondientes a BamHI-210A-inserto, se han obtenido 6 tipos de
combinaciones diferentes de secuencias BamHI-210A y BamHI-210A-inserto en funcién de la

pareja de cebadores utilizada y del tamafio del amplicon que se analice (Figura 61).
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850 pb
650 pb 650 pb
470 pb 470 pb 1000 pb —
250 pb 650 pb 250 pb

560 pb

210 pb 470 pb

Figura 62. A: PCR especifica con los cebadores Bbu.BamHI-210A-F1/Bbu.BamHI-210A-ins-R en las especies B.
luristanicus y B. surdus. B: PCR con los cebadores Bbu.BamHI-210A-ins-Fint/Rint en la especie E. calamita. C: PCR con
los cebadores Bbu.BamHI-210A-ins-F2/R en la especie E. calamita. D: PCR con los cebadores Bbu.BamHI-210A-ins-
F2/R en la especie B. bufo. E: Detalle de la jError! No se encuentra el origen de la referencia.C.

BamHI
> 96 pb 351 pb s
Bbu.BamHI-210A-F1 Bbu.BamHI-210Ains-R
BamHI
—_—
54 pb 116 pb 96 pb 298 pb
= P
Bbu.BamHI-210A-ins-Fint Bbu.BamHI-210Ains-Rint
BamHI
250 pb 116 pb 96 pb 351 pb
Bbu.BamHI-210A-ins-F2 Bbu.BamHI-210Ains-R
BamHI BamHI
D — |
54 pb 116 pb 96 pb 116 pb 96 pb 298 pb
Bbu.BamHI-210A-ins-Fint Bbu.BamHI-210Ains-Rint
BamH| BamHl|
| \{
250 pb 116 pb 96 pb 116 pb 29 pb 184 pb
Bbu.BamHI-210A-ins-F2
BamHI BamHI BamHI
250 pb 116 pb 96 pb 116 pb 96 pb 116 pb 83 pb

Bbu.BamHI-210A-ins-F2

Figura 61. Tipos de clones obtenidos tras la clonacion de amplicones a partir de productos de PCRs que combinan
cebadores especificos de BamHI-210A y BamHI-210A-inserto. En azul claro se representan las regiones
correspondientes a BamHI-210A, mientras que en azul oscuro se muestran las regiones correspondientes a BamHI-
210A-inserto. La flecha negra indica la posicién de una delecién de 67 pb en el monémero BamHI-210A.

A partir de las bandas obtenidas con la pareja de cebadores Bbu.BamHI-210A-F1/ Bbu.BamHI-

210A-ins-R (470 pb) se obtienen secuencias parciales de BamHI-210A interrumpidas por
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secuencias completas de BamHI-210A-inserto (Figura 61A). Las bandas mas altas obtenidas con
las parejas de cebadores Bbu.BamHI-210A-ins-Fint/Bbu.BamHI-210A-ins-Rint y Bbu.BamHI-
210A-ins-F2/Bbu.BamHI-210A-ins-R (560 pb y 850 pb) presentan estructuras mas complejas que
incluyen clones con secuencias de BamHI-210A-inserto separadas por un mondémero completo
de BamHI-210A (Figura 61B y C). Los insertos de las bandas mas altas obtenidas con las parejas
de cebadores Bbu.BamHI-210A-ins-Fint/Bbu.BamHI-210A-ins-Rint y Bbu.BamHI-210A-ins-
F2/Bbu.BamHI-210A-ins-R (750 y 850 pb) presentan estructuras similares a los de la Figura 61B
y Figura 61C, pero en estos casos son dos los monémeros de BamHI-210A flanqueados por
secuencias BamHI-210A-inserto (Figura 61D y E), habiéndose encontrado un clon con tres
mondmeros completos de BamHI-210A precedidos por una secuencia BamHI-210A-inserto

(Figura 61F).

Este tipo de organizacion de las secuencias BamHI-210A y BamHI-210-inserto permiten explicar
los dimeros y trimeros observados en secuencias BamHI-210A (ver apartado 0), multimeros que

no se han identificado al analizar clones que contienen secuencias BamHI-210-inserto.

La informacién obtenida del andlisis de las secuencias BamHI-210 y BamHI-210-inserto indica
que estos dos ADNs repetitivos podrian presentan una organizacion de orden superior (HOR:
higher order repeats) en las especies analizadas (B. bufo, E. calamita, B. boulengeri, B.
luristanicus y B. surdus), formada por combinaciones de BamHI-210A y BamHI-210A-inserto en

distinto numero de copias.

Cuando el producto de PCRs realizadas con los cebadores Bbu.BamHI-210A F1/R1 en varias
especies (B. boulengeri, B. brongersmai, E. calamita y B. bufo) se hibrida con las sondas BamHI-
210A y BamHI-210A-inserto, en ambos casos el patrén de bandas es similar, aunque la
intensidad de las bandas es distinta (Figura 63). Cuando la sonda empleada es BamHI-210A, las
bandas de menor tamafio (que comienzan desde 210 pb) tienen mayor intensidad. Si la sonda
utilizada es BamHI-210A-inserto, en este caso la primera banda que aparece eslade 470 pby la
siguiente, mucho mas intensa, la de 560 pb. Tenido en cuenta que la PCR se realizé con los
cebadores especificos de BamHI-210A, esta banda de 560 pb se corresponde con la unidad

completa de ambos repetitivos.

En relacion a la estructura de este repetitivo en B. viridis y E. calamita, los patrones de
hibridacion en “Southern-blot” de ADN gendmico digerido con BamHI muestran la presencia de
una banda de unos 840 pb, junto con otras que podrian ser dimeros (1680 pb) y trimeros de ésta
(2.520 pb). Estos patrones de bandas podrian explicarse si tenemos en cuenta la estrecha

relacidn entre las secuencias BamHI-210A y BamHI-210A-inserto. Asi, en estas dos especies la
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unidad que se repite podria estar formada por dimeros de BamHI-210A y mondmeros de BamHI-
210A-inserto (212 pb + 351 pb + 212 pb = 775 pb). Este tipo de secuencias no se han encontrado
nunca entre los clones obtenidos a partir de la banda de 800 pb procedente de la digestién del
ADN gendmico de esta especie con BamHI, pero es el tipo de organizaciéon de los clones
procedentes del amplicon de 750 pb obtenido con los cebadores Bbu.BamHI-210A-ins-Fint/

Bbu.BamHI-210A-ins-Rint.

=~ =B - TR S o 3 o

Q & 3> 0 3> e B

2 § 8 =1 2 § 8 =1 & 5§ 8 3 8 § 8 3
M @ @ W @ M @ @ W o M © o W o M © o W o

560 pb

560pb =470 pb

420 pb

<210pb

Figura 63. PCR con los cebadores Bbu.BamHI-210A-F1/R1 en las especies de B. boulengeri, B. brongersmai, E.
calamita y B. bufo, hibridada con las sondas: (A) sonda BamHI-210A; (B) sonda BamHI-210A-inserto.

8.3.Localizacion de las secuencias BamHI-210A-inserto en la familia

Bufonidae

Cuando los cromosomas metafasicos de cultivos celulares de la especie de B. bufo se hibridan
mediante FISH utilizando como sonda el fragmento de 351 pb de BamHI-210A-inserto se puede
observar un patrén de sefiales muy similar al obtenido cuando se utiliza como sonda el ADN
repetido BamHI-210A (Figura 64). De hecho, BamHI-210A-inserto, al igual que BamHI-210A, se
localiza en posiciones centroméricas y pericentroméricas de todos los cromosomas grandes, y

en la region en la que se encuentra la NOR (pareja 6).

En las especies E. calamita y B. viridis las FISH sobre cromosomas metafasicos no muestran

sefales evidentes independientemente de si la sonda utilizada es BamHI-210A o BamHI-210A-
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inserto (Figura 65). Sin embargo, estos resultados no descartan la presencia de ambos
repetitivos en estas dos especies, ya que su presencia ha sido probada mediante hibridaciéon

sobre membranas y PCR.

B. bufo B. bufo cariotipo

H BamHI-210A

I BamHI-210A-inserto

Figura 64. FISH para comparar en patron de sefiales sobre cromosomas de B. bufo utilizando las sonda s BamHI-
210A (arriba) y BamHI-210A-inserto (abajo). Escala 2,5 um.

8.4.Analisis filogenético de las secuencias BamHI-210A-inserto

Todas las secuencias BamHI-210A-inserto obtenidas (24 clones en total procedentes de distintas

especies) fueron alineados entre si (Material suplementario S9). Debido a bajo nimero de

secuencias disponibles de cada una de las especies analizadas (Tabla 39), el andlisis de posiciones
conservadas (289), sitios informativos (49) y SNP (15) se realizé para todas las secuencias en
conjunto. De los resultados obtenidos se deduce que el ADN repetido BamHI-210A-inserto
presenta un mayor nimero de posiciones conservadas: 81,87% (289 sobre el total de posiciones
consideradas (353), que el ADN repetido BamHI-210A, con un 27,78% de posiciones conservadas
(60 posiciones conservadas sobre 216 consideradas). Estos datos indican que el mantenimiento
de las posiciones nucleotidicas es muy importante en el ADN repetido BamHI-210A-inserto,
mientras que en el ADN repetido BamHI-210A se conserva mas el tamafio que las posiciones. La
composicion nucleotidica y la tasa de transiciones/transversiones (R) es similar para ambos

ADNs repetidos (A+T=47,5%; R=0.92).

149


file:///D:/Tesis%20y%20Memorias/Tesis%20Katy%20Guzman/Tesis%20Completa/Carpeta%20de%20trabajo%20Tesis%20Defiitiva/S9%20Alineamiento%20BamHI-210A-inserto.xlsx

RESULTADOS Y DISCUSION

BamHI-210A BamHI-210A-inserto

E. calamita

B. viridis

Figura 65. FISH sobre cromosomas metafasicos de E. calamita y B. viridis, con sondas BamHI-210A y BamHI-210A-
inserto. Escala 2,5 um.

Los modelos de sustitucidon nucleotidica que mejor se ajustan a las secuencias de BamHI-210A-
inserto son el modelo de Jukes-Cantor y el de 2 pardmetros de Kimura, ambos con distribucion
gamma (Tabla 40). Aunque los valores de BIC y AICc son mejores para el modelo de Jukes-Cantor,
se utilizé el modelo de 2 pardmetros de Kimura porque éste es modelo de sustitucién
nucleotidica que se utilizé para el analisis de las secuencias BamHI-210A, y los valores de BIC,
AlCc y InL no son muy diferentes a los del otro modelo propuesto. En cualquier caso, los calculos

de distancias con ambos modelos no mostraron diferencias significativas (datos no mostrados).

Modelo | Param BIC AlCc InL Invariant Gamma R
IC+G 46 1839.896 1534.345 -720.794 n/a 0.12 0.50
K2+G 47 1840.317 1528.140 | -716.675 n/a 0.12 1.08

Tabla 40. Modelos de sustitucion nucleotidica que mejor se ajustan a las secuencias BamHI-210A. Param: nimero
de parametros utilizados; criterios para calculo de modelo: BIC: Bayesian Information Criterion; AlCc: Akaike
Information Criterion corrected; InL: logaritmo de la verosimilitud; Invariant: fraccion de posiciones evolutivamente
invariables; Gamma: distribucién gamma discreta; R: tasa de transiciones/transversiones.

Las distancias genéticas intraespecificas entre secuencias BamHI-210A-inserto son menores que

las interespecificas, aunque debe tenerse en cuenta que, debido a bajo nimero de secuencias
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empleadas en el andlisis, el error estandar es elevado y las diferencias pueden no ser

significativas (Tabla 41).

Grupos D Istancia . Distancia interespecifica Distancia interespecifica neta
intraespecifica
B. bufo 0,052 £ 0,010 Bbu Ecal Blus Bsur Bbu Ecal Blus Bsur
. 0.060 + 0.019
+
E. calamita 0,029 + 0,007 Ecal 0,011 Ecal 0,005
. . 0,057 + |0,066 0,006 + (0,026 +
3 +
B. luristanicus 0,050 + 0,14 Blus 0,010 0,013 Blus 0,007 |0,010
0,055+ |0,049+ (0,038 + 0,028 + 10,034+ |0,012 +
+
B. surdus 0,000£0,000 |Bsur ;11 |o012  |0,010 Bsur 10,008 0,011  |0,007
. 0,047+ 0,069+ (0,040+ |0,042+ 0,021+ 0,055+ |0,014+ |0,042 +
3 +
B. bolengeri 10,000£0,000 [Bbou |,'y5" o015 |o010 |0013  [BP%Y |o.006 |0,014 |o.007 |0,013

Tabla 41. Distancias genéticas intraespecificas, interespecifica e interespecificas netas entre secuencias BamHI-

210A-inserto.
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Figura 66. Arbol filogenético de maxima verosimilitud para las secuencias BamHI-210A-inserto de la familia

Bufonidae, que quedan div

ididas en dos ramas en funcion de las distancias genéticas. Las secuencias estdan marcadas

segun la especie de la que proceden.
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El &rbol se calculé con el método estadistico de maxima verosimilitud® y la varianza se estimé
mediante “bootstrap” con 1.000 réplicas (Figura 66). En la topologia obtenida se observa que
las secuencias se dividen en dos grandes ramas en el 82% de las réplicas. Las cinco secuencias
procedentes de E. calamita y las dos secuencias de B. surdus se sitlan en una de las ramas y las
dos secuencias de B. boulengeri en la otra rama. Por otro lado, las dos secuencias de B.
luristanicus y las secuencias de B. bufo se sitian mezcladas en ambas ramas. La complejidad de
estas secuencias y su relacidn con BamHI-210A requiere ampliar el andlisis incluyendo un mayor

numero de secuencias para poder predecir el tipo de evolucién que siguen.

9. ADN repetitivo BamHI-210B

Con el nombre BamHI-210B se identifica a un grupo de secuencias obtenidas a partir de la banda
de 210 pb que se observa tras la electroforesis en gel de muestras de ADN genémico de B. bufo

digerido con BamHl.

Los 11 clones pertenecientes a este grupo que fueron obtenidos en B. bufo alinean todos ellos
entre si (Figura 67). Su tamafio medio oscila entre 175-182 pb, aunque algunas secuencias
presentan una delecion de 8 pb. El contenido medio en A-T de estas secuencias es de 48,6%, y
si se analiza la composicién de dinucleétidos, los mas frecuentes son CT, CC y TC, con 14,3%,
12% y 10,86% respectivamente. Estos valores indican una desviacién hacia las transiciones. De
hecho, si se calcula la tasa de transiciones/transversiones (R), ésta es igual a 1,13. Estas
secuencias presentan 120 posiciones conservadas y 56 variables, de las cuales 32 son sitios
informativos y 24 son SNPs. El rango de distancias entre las secuencias varia entre 0y 0,19. Estos
resultados indican que esta familia de ADN repetitivo tiene rasgos diferentes a los de las otras

familias de ADN repetido analizadas.

Bbu-BamHI-210B-BH2-11 AT T TGCCTGGAC TT TG ACCCACTGGA y! T G GTT A( TT A G-C¥ 99
Bbu-BamHI-210B-BH2-23 5 5 S 5 S5 e 2 99
Bbu-BamHI-210B-BH2-38
Bbu-BamHI-210B-BH2-46
Bbu-BamHI-210B-BM2-116
Bbu-BamHI-210B-BH2-71
Bbu-BamHI-210B-BH2-135
Bbu-BamHI-210B-BH2-6

Bbu-BamHI-210B-BH2-24
Bbu-BamHI-210B-BH2-36
Bbu-BamHI-210B-BH2-61

99
99

Bbu-BamHI-210B-BH2-11
Bbu-BamHI-210B-BH2-23
Bbu-BamHI-210B-BH2-38
Bbu-BamHI-210B-BH2-46
Bbu-BamHI-210B-BM2-116
Bbu-BamHI-210B-BH2-71
Bbu-BamHI-210B-BH2-135
Bbu-BamHI-210B-BH2-6
Bbu-BamHI-210B-BH2-24
Bbu-BamHI-210B-BH2-36
Bbu-BamHI-210B-BH2-61

Figura 67. Alineamiento de las secuencias BamHI-210B de B. bufo. Para el alineamiento se ha utilizado el programa
ClustalW vy la edicion se ha realizado con BioEdit.

81 Modelo de sustitucién nucleotidica de 2 parametros de Kimura con distribucién gamma (K2+G).
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9.1.Patrones de hibridacion del ADN repetitivo BamHI-210B en B. bufo

Cuando se utiliza como sonda alguno de los clones
positivos para BamHI-210B en experimentos de
hibridacion sobre ADN gendmico de B. bufo
digerido con BamHI y transferido a una membrana
de nailon, ademds de la banda esperada de
aproximadamente 200 pb se observan otras
bandas de 420, 600y 950 pb. Estas bandas, a priori,
no pueden explicarse por la repeticidon en tdndem
de una unidad monomeérica de unos 200 pb (Figura

68A).

Para determinar la organizacidn de las secuencias
BamHI-210B, a partir de las secuencias disponibles
se disefiaron cebadores especificos (Figura 69). La
pareja de cebadores Bbu.BamHI-210B-F/R da lugar
a la amplificacion de numerosas bandas de 200,
300, 420, 450, 510, 600 pb, 800 pb y 1000 pb
(Figura 68B).

M BamHI-210B

M PCR 2108

<1000 pb
<—800 pb

" <200pb

Figura 68. A: “Southern Blot” de ADN gendmico de
B. bufo (10 ug) digerido con BamH]I e hibridado con
la sonda BamHI-210B. B: Electroforesis en el gel de
agarosa al 1% del producto de amplificaciéon por
PCR BamHI-210B F/R sobre ADN gendmico de B.
bufo.

Bbu.BamHI-210B-R Bbu.BamHI-210B-F

Bbu.BamHI-210B-int-R
103 pb

G——

Bbu.BamHI-210B-F

—

93pb  Bbu.BamHI-2108-int-R2

#

Bbu-BamHI-210B

182 pb

Figura 69. Localizacion de los cebadores utilizados para amplificar por PCR el ADN repetitivo BamHI-210B en la unidad

monomerica de BamHI-2108B.

Algunas de estas bandas se clonarony los clones que mostraron sefial positiva tras la hibridaciéon

con BamHI-210B se secuenciaron. De este modo se ha obtenido la secuencia de 40 clones

procedentes de distintas bandas, con tamafios que oscilan entre 168 y 646 pb.

El alineamiento de estas secuencias (Material suplementario S10) revela que se trata, en todos

los casos, de secuencias BamHI-210B completas o interrumpidas por inserciones de distintos

tamanfios en su parte central. La secuencia y la posicidn de las inserciones permiten diferenciar
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distintos subgrupos de secuencias BamHI-210B que, a pesar de presentar un cierto grado de

similitud en el alineamiento, no parecen estar relacionadas.

Teniendo en cuenta el alineamiento del Material Suplementario S10, se han distinguido tres

grandes grupos de secuencias BamHI-210B (Figura 70). El grupo | (Figura 70A) esta formado por
todas las secuencias cortas procedentes de la banda de 210 pb observada tras la digestion del
ADN gendmico de B. bufo con BamHI (secuencias BamHI-210B de la Tabla 31). También se

incluyen en este grupo algunas secuencias obtenidas a partir de PCRs especificas para BamHI-

2108B.
|
79-92 pb Bbu.BamHI-210B-R
92 pb
Bbu-Barri |HI—210B
BamHI V 7 ) n BamH|
171-184 pb
A
Il
84 -85pb Bbu.BamHI-210B-R
' 79-87pb .
—: 3 - <+ <+
Bbu-BamI Bbu-BamHI-210B-inserto grupo Il IH|_2103
BamH| BamH|
56 - 483 pb
B
1]
34-84pb Bbu.BamHI-210B-R
—h 67 -84 pb Bstyl v';.:\ s ‘_
Bbu.BamI Bbu-BamHI-210B-inserto grupo lll |H|.2103
BamHI 325433 pb BamHI
C

Figura 70. Estructura de los tres grupos de secuencias BamJI-210B obtenidos tras la clonacién de productos de PCRs
realizadas con los cebadores BamHI-210B-F1/R. En azul claro se representan secuencias correspondientes a BamHI-
210B (A), mientras que las inserciones se han representado en gris o verde dependiendo del grupo al que pertenecen
las secuencias (gris para el grupo Il (B) y verde para el grupo Il (C)).

El grupo Ill (Figura 70C) reune a las secuencias que alinean en sus extremos con las secuencias

del grupo |, pero que se diferencian de éstas por la presencia de un inserto, diferente al de las

secuencias del grupo Il. Estas secuencias se han obtenido a partir de amplicones de mayor
tamanfio obtenidos de PCRs especificas para BamHI-210B, y las variaciones en su tamafio se
deben a deleciones/inserciones en distintas posiciones de las secuencias. Finalmente, el grupo
Il (Figura 70B) incluye al resto de las secuencias que solo alinean en los extremos con los grupos
I'y Ill. Es decir, estas secuencias presentan en sus extremos secuencias BamHI-210B y en la parte

central una insercion de tamafio muy variable (56 — 483 pb), que no presenta homologia ni entre
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secuencias de este grupo, ni con secuencias de los otros dos grupos. Este es el grupo mas
diverso, que no permite obtener valores de analisis fiables, ya que solo permite analizar un

pequefio nimero de posiciones presentes en todas las secuencias.

Debido a la gran variacién observada entre las secuencias BamHI-210B obtenidas, que solo
alinean en los extremos, cada grupo se ha analizado por separado (Tabla 42). Los grupos | y llI
presentan un contenido ligeramente rico en G+C, y un rango de similitud entre las secuencias
que oscila entre 100 y 80 % (BamHI-210B grupo 1), o entre 100 y 91 % (BamHI-210B grupo ll1).
Ambos grupos presentan una tasa de transiciones/transversiones (R) superior a 1, que indica

una desviacion hacia las transiciones.

NV
Nombre N Tamaiio NC % A-T R % similitud
| SNP
BamHI_210B Grupo | 11 168-181 pb 120 32 24 48,6% 1.13 | 100,0-80,9%
BamHI_210B Grupo II* 14 219-646 pb 356 173 86 51,0% 1.38 | 100,0-71,4%

BamHI_210B Grupo Il 15 452-540 pb 481 29 26 43,9% 1.53 | 100,0-91,0%

Tabla 42. Anadlisis de los clones obtenidos tras la clonacién de diferentes bandas de PCRs especificas de BamHI-210B
en la especie B. bufo. Los clones fueron agrupados en funcidn de sus secuencias. (*) El grupo Il presenta todas las
secuencias que no estan incluidas en los grupos | o lll. Debido a la gran diferencia en el tamafio que presentan las
secuencias de este grupo, los valores de A+T, R y el % de similitud estan calculados en funcién de los 160 pb que
comparten todas las secuencias. NC: nimero de sitios conservados; NV: nimero de sitios variables; |I: nimero de
posiciones informativas; SNP: nimero de “Single Nucleotide Polymorphisms”

BstYI
BamH|
BstYI
BamHI

Las secuencias BamHI-210B del grupo lll presentan dianas para el enzima
de restriccidon BstYl que flanquean el fragmento insertado en BamHI-
210B (375 pb aproximadamente dependiendo del clon) y permiten su

aislamiento. El clon Bbu.210B-560-PCR1.5-5 (grupo lll) se corté con el

1200 pb
1000 pb
800 pb

B < 500 b

enzima BstYl, y la banda correspondiente al inserto lll se purifico a partir
del gel de agarosa, se marcd mediante “random primer” con
digoxigenina y se utiliz6 como sonda en experimentos de hibridacidn
sobre ADN gendmico de B. bufo digerido con BstYl o BamHI. El patrén de

bandas obtenido es similar para ambas enzimas, salvo por la presencia

de algunas bandas extra observadas con BamHlI, y muestra fragmentos , B
Figura 71. “Southern

de tamafios dificiles de explicar mediante una organizacién en tdndem  Blot” de ADN
gendmico de B. bufo
simple (Figura 71). digerido con BstY o
BamHI. La  sonda

utilizada procede del
inserto de secuencias
BamHI-210B del grupo
1.
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9.2.Localizacién de las secuencias BamHI-210B en B. bufo

Mediante FISH sobre cromosomas metafasicos se ha analizado la localizacion de las secuencias
BamHI-210B (177) pb, correspondientes a la region en la que alinean los tres grupos y la del
inserto localizado en las secuencias BamHI-210B del grupo Ill (375 pb). Para ello se han utilizado
cromosomas metafasicos de la especie B. bufo, realizando tres rondas de ampliacién de la sefial
en cada caso (Figura 72). Como se puede apreciar, las secuencias BamHI-210B del grupo | y el
inserto del grupo lll muestran sefiales de hibridacidn sobre los cromosomas de B. bufo, con un

patrén disperso en todas las parejas cromosdmicas.

Sonda BamHI-210B

Sonda BamHI-210B grupo |l

Figura 72. FISH sobre cromosomas de B. bufo utilizando las sondas BamHI-2108B (arriba) y BamHI-210B_grupo llI
(abajo). Escala 2,5 pum.

9.3.Analisis de las secuencias BamHI-210B en otras especies de la

familia Bufonidae
Utilizando los cebadores Bbu.BamHI-210B-F1 y Bbu.BamHI-210B-R se realizaron PCRs en las
especies E. calamita, B. viridis, B. boulengeriy B. brongersmai, utilizando como control la especie
B. bufo. En todas las especies se obtuvieron productos de PCR de distintos tamafos. Sin

embargo, tras su transferencia a una membrana de nailon y posterior hibridacidn con la sonda
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BamHI-210B (grupo |) se observa que solo aparecen bandas en B. viridis, B. boulengeri y B.

brongersmai, pero no en E. calamita (Figura 73A).

Si el producto de PCR con los cebadores Bbu.BamHI-210B-F1/R se hibrida con la sonda
correspondiente al inserto de las secuencias BamHI-210B del grupo Il (Figura 73B) ocurre lo
mismo. Los productos de PCR de E. calamita no dan seial positiva tras la hibridacion, mientras
que en las especies B. viridis, B. boulengeri y B. brongersmai los patrones son similares a los
obtenidos con la sonda BamHI-210B. Estos patrones indican que las secuencias del grupo l y las

del grupo lll estan presentes en estas especies y relacionadas entre si.

Por otro lado, en las especies B. siculus y B. balearicus los productos de PCR y los patrones de
bandas son idénticos, lo que indica que en estas especies las secuencias BamHI-210B del grupo

|y lll presentan una organizacién similar.

En E. calamita, a pesar de obtenerse productos de PCR de distintos tamanios, éstos no hibridan
con la sonda BamHI-210B o con el inserto de BamHI-210B del grupo lll. Resultados similares se
observan cuando la sonda BamHI-210B se hibrida con ADN gendmico de E. calamita digerido
con BamHl y transferido a una membrana de nailon, donde tampoco se observan bandas de
hibridacidn (Figura 73B). Estos resultados confirman que las secuencias BamHI-210B no estan

presentes en E. calamita.

- o 3 S| rss - -
> & O ik 9] =1 3
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Figura 73. A: PCR con la pareja de cebadores Bbu.BamHI-210B-F1/R en las especies B. bufo, E. calamita, B. viridis, B.
boulengeriy B. brongersmai, y “Southern—Blot” de la PCR anterior hibridado con la sonda BamHI-210B. B: Producto
de PCR con los cebadores Bbu.BamHI-210B-F1/R en las especies B. bufo, B. siculus, B. balearicus, B. viridis, B.
brongersmai, B. boulengeriy E. calamita y “Southern-blot” de la PCR anterior hibridado con una sonda obtenida a
partir del inserto de secuencias BamHI-210B del grupo Ill. C: ADN gendmico de E. calamita (10 ug) y B. bufo digerido
con BamHl, y “Southern-Blot” de la digestion anterior hibridado con la sonda BamHI-210B.

En B. viridis, B. boulengeriy B. brongersmai los productos de PCR hibridan dando un patrén de

bandas diferente en cada especie. En B. brongersmai las bandas superiores son las de mayor
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intensidad, mientras en B. boulengeri las bandas con mayor intensidad son inferiores a 1 Kb.
Teniendo en cuenta las intensidades de los productos de PCR con los cebadores Bbu.BamHI-

210B-F1/R, se clonaron las bandas de mayor intensidad en cada una de estas especies.

A partir de las bandas de 250 pb y 450 pb de B. boulengeri se han obtenido 5 clones de la banda
de 250 pb y 5 de la banda de 450 pb. Los 10 clones muestran alta identidad entre si en el
alineamiento, salvo por la diferencia en tamafio debida a una deleciéon de 183 pb en la parte

central en los clones procedentes de la banda de 250 pb (Figura 74).

Pbo-BamHI-210B-PCR1-200-1 TTCTATACTG ACCC? A GCTGTGTTGC TGTTGTTCCT GGTTGTCG 68
Pbo-BamHI-210B-PCR1-200-2 3 3 5& 68
Pbo-BamHI-210B-PCR1-200-18 ..cccovemee snconsvene sososnsens oo .o oo 68
Pbo-BamHI-210B-PCRI-A70-24; s commommsior smmmsmenms e @smesi= o == s 68
Pho-BanHI-Z210B-DERI-G70-38 socssuss eresaveaans peelueiene @ # = 2 68

Pbo-BamHI-210B~PCR1-AT0-2) <ss-seisnie ssesisosns snsmsscebs Geiseinses PoResosnse nembanmans san® A T 'CCCTGTT
Pbo-BamHI-210B-PCR1-470-3
Pbo-BamHI-210B-PCR1-470-17
Pbo-BamHI-210B-PCR1-470-31
Pbo-BamHI-210B-PCR1-470-46

Pbo-BamHI-210B-PCR1-200-1 68
Pbo-BamHI-210B-PCR1-200-2 68
Pbo-BamHI-210B-PCR1-200-18 68
Pbo-BamHI-210B-PCR1-470-24 68
Pbo-BamHI-210B-PCR1-470-38 68
Pbo-BamHI-210B-PCR1-470-2 TCGCCCAC A A A 200
Pbo-BamHI-210B-PCR1-470-3 TCGCCCACCT CCTCTCCC! 200
Pbo-BamHI-210B-PCR1-470-17 TCGCCCACCT CCTCTCCC! 200
Pbo-BamHI-210B-PCR1-470-31 TCGCCCACCT CCTCTCCC! 200

Pbo-BamHI-210B-PCR1-470-46 ¢ TCGCCCACCT ¢ T CCTCTCCC
Pbo-BamHI-210B-PCR1-200-1
Pbo-BamHI-210B-PCR1-200-2
Pbo-BamHI-210B-PCR1-200-18
Pbo-BamHI-210B-PCR1-470-24
Pbo-BamHI-210B-PCR1-470-38
Pbo-BamHI-210B-PCR1-470-2
Pbo-BamHI-210B-PCR1-470-3
Pbo-BamHI-210B-PCR1-470-17
Pbo-BamHI-210B-PCR1-470-31
Pbo-BamHI-210B-PCR1-470-46

ACCGCCCTAT TCA
ACCGCCCT.
ACCGCCCT.
CCC ACCGCCCT.
CTCCC ACCGCCCT:

Pbo-BamHI-210B-PCR1-200-1 G T C Al TC CCTACCTTTG
Pbo-BamHI-210B-PCR1-200-2 - I - « T —
Pbo-BamHI-2108-PCRI-200-TH .won-crmne: Mosesscpie “HBERREEER (SORBemmsen oD SemRte R RRe e DR e SRR SRR R SR HTe KB
Pbo-BamHI-210B-PCR1-470-24
Pbo-BamHI-210B-PCR1-470-38
Pbo-BamHI-210B-PCR1-470-2
Pbo-BamHI-210B-PCR1-470-3 siers « axe e o _- .
Bbho-BamHT-210B-PERI-AT70-17 .ccaceciine aveucies e chessmee e & bose s Siaveree ssirereans wrevmss s e ererse veensuaese e soss s
Pbo-BamHI=210B-PCRI-AZ0-31 L3R iesice MR IEroi: Ssdiacoil Pinieneiol HorEeayad Mbsaieyae wiesnian: Dyreeriie: Soudus eussese
Pbo-BamHI-210B-PCR1-470-46 ... WS R e ORI R . A e
Pbo-BamHI-210B-PCR1-200-1
Pbo-BamHI-210B-PCR1-200-2
Pbo-BamHI-210B-PCR1-200-18
Pbo-BamHI-210B-PCR1-470-24
Pbo-BamHI-210B-PCR1-470-38
Pbo-BamHI-210B-PCR1-470-2
Pbo-BamHI-210B-PCR1-470-3
Pbo-BamHI-210B-PCR1-470-17
Pbo-BamHI-210B-PCR1-470-31
Pbo-BamHI-210B-PCR1-470-46

Figura 74. Alineamiento de las secuencias BamHI-210B de B. boulengeri procedentes de las bandas de 250 y 450
pb de PCRs realizadas con la pareja de cebadores Bbu.BamHI-210B-F1/R. Para el alineamiento se ha utilizado el
programa ClustalW vy la edicién se ha realizado con BioEdit.

Las secuencias de B. boulengeri procedentes de la banda de 450 pb alinean con las secuencias
BamHI-210B-grupo Il de B. bufo y, por consiguente, todas ellas son similares en sus extremos a

las secuencias BamHI-210B-grupo | de B. bufo procedentes de la banda de digestion (Figura 75).

Sin embargo cuando se calculan las distancias entre las secuencias de los grupos | y Il de B. bufo
y B. boulengeri (Tabla 43) se puede observar que, a pesar del reducido numero de secuencias de
ambos grupos de B. boulengeri, se puede observar que, a pesar del reducido numero de
secuencias de ambos grupos de B. boulengeri, las secuencias muestran una cierta distancia entre

ellas, sobre todo entre las secuencias de B. bufo y B. boulengeri, independientemente del gupo.
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Bbu-BamHI-210B-MB2-PCR1.5-20 ATA
Bbu-BamHI-210B-MB2-PCR1.5-23
Bbu-BamH 10B-MB2-PCR1.5-26
Pbo-BamH 10B-PCR1-470-2
Pbo-BamHI-210B-PCR1-470-3
Pbo-BamHI-210B-PCR1-470-17
Pbo-BamHI-210B-PCR1-470-31
Pbo-BamHI-210B-PCR1-470-46

Bbu-BamHI-210B-MB2-PCR1.5-20
Bbu-BamHI-210B-MB2-PCR1.5-23
Bbu-BamHI-210B-MB2-PCR1.5-26
Pbo-BamHI-210B-PCR1-470-2
Pbo-BamHI-210B-PCR1-470-3
Pbo-BamHI-210B-PCR1-470-17
Pbo-BamHI-210B-PCR1-470-31
Pbo-BamHI-210B-PCR1-470-46

Bbu-BamHI-210B-MB2-PCR1.5-20
Bbu-BamHI-210B-MB2-PCR1.5-23
Bbu-BamHI-210B-MB2-PCR1.5-26
Pbo-BamHI-210B-PCR1-470-2
Pbo-BamHI-210B-PCR1-470-3
Pbo-BamHI-210B-PCR1-470-17
Pbo-BamHI-210B-PCR1-470-31
Pbo-BamHI-210B-PCR1-470-46

Bbu-BamHI-210B-MB2-PCR1.5-20 CGTCAGGGCA GCCAGGTGCC AGCCGCAAGG TGAGTTAGGG GTCACCACCT TCCCTCTCAC TTGGGCAGGG
Bbu-BamHI-210B-MB2-PCR1.5-23 .

Bbu-BamHI-210B-MB2-PCR1.5-26
Pbo-BamHI-210B-PCR1-470-2
Pbo-BamHI-210B-PCR1-470-3
Pbo-BamHI-210B-PCR1-470-17
Pbo-BamHI-210B-PCR1-470-31
Pbo-BamHI-210B-PCR1-470-46

Bbu-BamHI-210B-MB2-PCR1.5-20
Bbu-BamHI-210B-MB2-PCR1.5-23
Bbu-BamHI-210B-MB2-PCR1.5-26
Pbo-BamHI-210B-PCR1-470-2
Pbo-BamHI-210B-PCR1-470-3
Pbo-BamHI-210B-PCR1-470-17
Pbo-BamHI-210B-PCR1-470-31
Pbo-BamHI-210B-PCR1-470-46

Figura 75. Alineamiento de las secuencias BamHI-210B de B. boulengeri procedentes de la banda de 450 pb del
producto de PCR obtenido con los cebadores Bbu.BamHI-210B-F1/R, con clones BamHI-210B del grupo Il de B.
bufo. Para el alineamiento se ha utilizado el programa ClustalW y la edicion se ha realizado con BioEdit.

Grupos Distancia Distancia interespecifica (grupos) Distancia interespecifica neta (grupos)
P intraespecifica P grup P grup:
B. bufo 210B | 0,112 £ 0,022 Bbu | Bbou | Bbu Il Bbu | Bbou | Bbu Il
0,112 + 0,055 *
. i + Bbou | Bbou |
B. boulengeri 210B | 0,000 = 0,001 ou 0,027 ou 0,021
0,102 + 0,072 + 0,039+ |0,065
. + Bbu Il ! ! Bbu Il ! !
B. bufo 2108 IlI 0,013 + 0,007 u 0,023 0,028 u 0,014 0,027
0,072
0,112 + 0,000 ! 0,055+ |0,000+ 0,065+
B. boul i210B 11l |0,000+0,002 |Bboulll |’ ! + Bbou Il ! ! !
outenger! ' ' " 0,027 0,000 | oo T o021 o000 |0,027

Tabla 43. Distancias genéticas intraespecificas en cada grupo, interespecificas e interespecificas netas entre
secuencias BamHI-210B de los grupos | y lll de B. bufo y B. boulengeri.

De hecho, cuando se obtiene el arbol filogenético de méxima verosimilitud®? (“bootstrap” con
1.000 réplicas), todas las secuencias de los dos grupos de BamHI-210B de B. boulengeri salen
agrupadas en una rama con valores de “bootstrap del 90% (Figura 76). Las secuencias de ambos
grupos de BamHI-210B de B. bufo también se separan en dos ramas, aunque soportadas por

valores de “bootstrap” menores y con algunas secuencias entremezcladas en otras ramas.

En la especie B. brongersmai se han clonado las bandas de 1.000 y 1.200 pb, obteniéndose dos

clones de la primeray 3 clones de la segunda. El alineamiento de estos 5 clones entre si muestra

82 Modelo de sustitucidén nucleotidica de 2 parametros de Kimura con distribucién gamma (K2+G).
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Pbo-BamHI-210B-PCR1-200-1 T]BbouI
Pbo-BamHI-210B-PCR1-200-2 T]BbouI
Pbo-BamHI-210B-PCR1-200-18 |Bbou1
Pbo-BamHI-210B-PCR1-470-24 T]Bboul
g0 [Pbo-BamHI-210B-PCR1-470-38 T]Bboul
Pbo-BamHI-210B-PCR1-470-2
Pbo-BamHI-210B-PCR1-470-3
st Pbo-BamHI-210B-PCR1-470-17  |Bbou III
Pbo-BamHI-210B-PCR1-470-31
Pbo-BamHI-210B-PCR1-470-46

| Bbu-BamHI-210B-BM2-116 T]Bbu1
Il Bbu-BamHI-210B-MB2-PCR1.5-12 ]
Il Bbu-BamHI-210B-MB2-PCR1.5-21
Il Bbu-BamHI-210B-MB2-PCR1.5-8
Il Bbu-BamHI-210B-MB2-PCR1.5-2
—11ll Bbu-BamHI-210B-MB2-PCR1.5-25
[ | Il Bbu-BamHI-210B-MB2-PCR1.5-28 |
Il Bbu-BamHI-210B-MB2-PCR1.5-20 :' e

Bbu III

Il Bbu-BamHI-210B-MB2-PCR1.5-23

29 | Il Bbu-BamHI-210B-MB2-PCR1.5-26  T]gbu I
| Bbu-BamHI-210B-BH2-71 :|Bbu :

96 || Bbu-BamHI-210B-BH2-135

Il Bbu-BamHI-210B-MB2-PCR1.5-15

Il Bbu-BamHI-210B-MB2-PCR1.5-24

Il Bbu-BamHI-210B-MB2-PCR1.5-13

Il Bbu-BamHI-210B-MB2-PCR1.5-5

Il Bbu-BamHI-210B-MB2-PCR1.5-11  Bbu Il

| Bbu-BamHI-210B-BH2-46 ]BbuI

Il Bbu-BamHI-210B-MB2-PCR1.5-22 T|BbuIII

——— | Bbu-BamHI-210B-BH2-38 ]

| Bbu-BamHI-210B-BH2-11

| Bbu-BamHI-210B-BH2-23

33 | Bbu-BamHI-210B-BH2-61  |Bbul

| Bbu-BamHI-210B-BH2-36

|I Bbu-BamHI-210B-BH2-6
91 I| Bbu-BamHI-210B-BH2-24

52

Bbu III

14

97

0.02

Figura 76. Arbol filogenético de méxima verosimilitud para las secuencias BamHI-210B de los grupos | y IIl de las
especies B. bufo y B. boulengeri. Las secuencias estan marcadas segun la especie de la que proceden y segun el
grupo BamHI-210B al que pertenecen.

que las 5 secuencias alinean al comienzo (1-332 pb) y al final (las ultimas 82 pb correspondientes

a la secuencia BamHI-210B), dejando una regién en la parte central de 567 y 721 pb en las
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secuencias de 1.000 y 1.200 pb respectivamente, en la que éstas no alinean entre si, ni con otras

secuencias de ADN repetitivo (Figura 77).

Bbu-BamHI-210B-MB2-PCR1.5-9 CTGCCTGGAC ATCTATTCTG ACCTTCTGGA GCTGTGTTGC TGCGTTTGCT GGTAGTTGGT ACCCTCCGGA TCCCTGTTGG 100
Bbu-BamHI-210B-MB2-PCR1.6-8 .......... .e.eeun..n Tocssalos: suChugess wiscasiRes SIPHEEC0Te PR TTs RrEicaEs ST sereaieus 100
Pbr-BamHI-210B-PCR1-1000-64 . B g BTCiCre e Lo 100
Bbro-BamHI-210B-PCR1-1000-6 = * « T..C.TA 100
Bbro-BamHI-210B-PCR1-1200-3 = e, s 2 TPG.Ces T .CCATA 100
Bbro-BamHI-210B-PCR1-1200-4 see S s J+PPGiCus +4+T-CCATA 100
Bbro-BamHI-210B-PCR1-1200-6 - PR 3 «-TFC..C.. ...T.CCATA 100
Bbu-BamHI-210B-MB2-PCR1.5-9 ACCTTTTTGG TCTATTGTGG G-TTTGTCTG CCTCTCCCTC GTGGTGCGGA 199
Bbu-BamHI-210B-MB2-PCR1.6-8 G....GG... ...GC...T. 199
Pbr-BamHI-210B-PCR1-1000-64 G.T.C.G.T. ..CGC...T. ..G... 199
Bbro-BamHI-210B-PCR1-1000-6 G.T.C.G.T. T caGuee 199
Bbro-BamHI-210B-PCR1-1200-3 G.T...G.T. .CGC...T. ..G... 199
Bbro-BamHI-210B-PCR1-1200-4 G.T...G.T. .CGC...T. ..G... 199
Bbro-BamHI-210B-PCR1-1200-6 G.T...G.T. .CGC T. ..G... 199
Bbu-BamHI-210B-MB2-PCR1.5-9 CTAGCGATCC CACCGGCCTG TTCACTATCT AGGGCTCATA AGGCACGCGA 298
Bbu-BamHI-210B-MB2-PCR1.6-8 ....T. .e ceeeCaaCh ceeeaasCAC it esl i-tnneanns cesssesnan cene T. 298
Pbr-BamHI-210B-PCR1-1000-64 .CT. ..GC 299
Bbro-BamHI-210B-PCR1-1000-6 .CT. «.GC 299
Bbro-BamHI-210B-PCR1-1200-3 .CT. .GC 298
Bbro-BamHI-210B-PCR1-1200-4 .GC 298
Bbro-BamHI-210B-PCR1-1200-6 .GC 298
Bbu-BamHI-210B-MB2-PCR1.5-9 CAGCCGCAAG GTGAGTTAGG GGTCACCACC TTTCCCTCTC CCTTGTGCAG GGCTTTCCCT GTTTTCCTCC CTGTGCG 395
Bbu-BamHI-210B-MB2-PCR1.6-8 ........cv conecenccn sncnnnnnes 331
Pbr-BamHI-210B-PCR1-1000-64 Iy . .GAT -G E. 398
Bbro-BamHI-210B-PCR1-1000-6 - . G X 398
Bbro-BamHI-210B-PCR1-1200-3 = = o o = 397
Bbro-BamHI-210B-PCR1-1200-4 < 3w = ses % 397
Bbro-BamHI-210B-PCR1-1200-6 = 86 s - . 397
Bbu-BamHI-210B-MB2-PCR1.5-9 TGTC GTCGGT 405
Bbu-BamHI-210B-MB2-PCR1.6-8 331
Pbr-BamHI-210B-PCR1-1000-64 CGGTCGTAAT ATTGGAGTGG AGTGAGCATT GC 450
Bbro-BamHI-210B-PCR1-1000-6 CGGTCGTAAT ATTGGAGTGG AGTGAGCATT GC 450
Bbro-BamHI-210B-PCR1-1200-3 CGGTCGTGAT ATTTACATTA TTTGTGCAAC ATCTAATGTC CACAGCGTGT GCCTCTCTGT GTCARATACT GTACTACARA 497
Bbro-BamHI-210B-PCR1-1200-4 CGGTCGTGAT ATTTACATTA TTTGTGCAAC ATCTAATGTC CACAGCGTGT GCCTCTCTGT GTCAARATACT GTACTACARA 497
Bbro-BamHI-210B-PCR1-1200-6 CACGTC... CGGTCGTGAT ATTTACATTA TTTGTGCAAC ATCTAATGTC CACAGCGTGT GCCTCTCTGT GTCARATACT GTACTACAAA 497
Bbu-BamHI-210B-MB2-PCR1.5-9 405
Bbu-BamHI-210B-MB2-PCR1.6-8 331
Pbr-BamHI-210B-PCR1-1000-64 AGAGAARA TTGCTTAAAT AGCAATTGCT TAGTCGCCTC CACAGCTA CTC TACCTACATT TGTTTCGGAT TTTGAGGACG 529
Bbro-BamHI-210B-PCR1-1000-6 AGAGAAAA TTGCTTAAAT AGCAATTGCT TAGTCGCCTC CACAGCTA CTC TACCTACATT TGTTTCGGAT TTTGAGGACG 529
Bbro-BamHI-210B-PCR1-1200-3 TG CCAGT TTGTTTTGGG AAAATTTACA TTATTTGTGC AACATCTAAT GTCCACAGCG TGTGCCTTTC TGTCAAATAC TGTACCACAG GTGAAAGCAG 597
Bbro-BamHI-210B-PCR1-1200-4 TGAAACCAGT TTGTTTTGGG AAAATTTACA TTATTTGTGC AACATCTAAT GTCCACAGCG TGTGCCTTTC TGTCAAATAC TGTACCACAG GTGAAAGCAG 597
Bbro-BamHI-210B-PCR1-1200-6 TGAAACCAGT TTGTTTTGGG AAAATTTACA TTATTTGTGC AACATCTAAT GTCCACAGCG TGTGCCTTTC TGTCAAATAC TGTACCACAG GTGAAAGCAG 597
Bbu-BamHI-210B-MB2-PCR1.5-9 405
Bbu-BamHI-210B-MB2-PCR1.6-8 331
Pbr-BamHI-210B-PCR1-1000-64 TTTTCTCTGA GAAGCGTTGT CAGAAGTTAC CTCCCCACCG TCCTTATGAT TACCCGGTTA ACCTGATTCC L TACCCAAGAC 620
Bbro-BamHI-210B-PCR1-1000-6 TTTTCTCTGA GAAGCGTTGT CAGAAGTTAC CTCCCCACCG TCCTTATGAT TACCCGGTTA ACCTGATTCC TGGTGCAAAA T TACCCAAGAC 620
Bbro-BamHI-210B-PCR1-1200-3 TGTATTTTGG GGAAATTT ACATTAT TTGTGCAACA TCT AA TGTCCACAGC GTGTGCCTCT CGGTGTCAAA TACTGTACCA CAAGTGAAAC 687
Bbro-BamHI-210B-PCR1-1200-4 TGTATTTTGG GGAAATTT ACATTAT TTGTGCAACA TCT AA TGTCCACAGC GTGTGCCTCT CGGTGTCAAA TACTGTACCA CAAGTGAAAC 687
Bbro-BamHI-210B-PCR1-1200-6 TGTATTTTGG GGAAATTT ACATTAT TTGTGCAACA TCT AR TGTCCACAGC GTGTGCCTCT CGGTGTCAAA TACTGTACCA CAAGTGARAC 687
Bbu-BamHI-210B-MB2-PCR1.5-9 405
Bbu-BamHI-210B-MB2-PCR1.6-8 331
Pbr-BamHI-210B-PCR1-1000-64 CAGGTTAT AT AATCTTTCGG GTCCCGAGAG GCCATG AAAGATTCTA TCTCCGAGAG 680
Bbro-BamHI-210B-PCR1-1000-6 CAGGTTA AT AATCTTTCGG GTCCCGAGAG ACAAGCCATG AARAGATTCTA TCTCCGAGAG 680
Bbro-BamHI-210B-PCR1-1200-3 CAGTTTGTTT TAGGGAAATT TACATTATTT GTGCAACATC TACTGTCCAC AACGTGTGCC TCTCTGTGTC ARATACTGTA CCACAGGTGA AACCTGTGTA 787
Bbro-BamHI-210B-PCR1-1200-4 CAGTTTGTTT TAGGGARATT TACATTATTT GTGCAACATC TACTGTCCAC AACGTGTGCC TCTCTGTGTC Z CCACAGGTGA AACCTGTGTA 787
Bbro-BamHI-210B-PCR1-1200-6 CAGTTTGTTT TAGGGAAATT TACATTATTT GTGCAACATC TACTGTCCAC AACGTGTGCC TCTCTGTGTC CCACAGGTGA AACCTGTGTA 787
Bbu-BamHI-210B-MB2-PCR1.5-9 405
Bbu-BamHI-210B-MB2-PCR1.6-8 331
Pbr-BamHI-210B-PCR1-1000-64 TCTGGCTAAG GGACACATCA GACCCTCTTC ATCACCCGTG GCTGCRAGGT TTTTCTTTGT TA 744
Bbro-BamHI-210B-PCR1-1000-6 TCTGGC! GGACACATCA GACCCTCTTC ATCACCCGTG GCTGCAAGGT TTTTCTTTGT TR 744
Bbro-BamHI-210B-PCR1-1200-3 TTTTGGTGAA ATTTACATTA TTTGTACAAC ATCTACTGTC CACAGCATGT GCCTCTCTGT AATACTGT ACCACAGGTA ARACCTGTGT ATTTTGGGGA 887
Bbro-BamHI-210B-PCR1-1200-4 TTTTGGTGAA ATTTACATTA TTTGTACAAC ATCTACTGTC CACAGCATGT GCCTCTCTGT CARATACTGT ACCACAGGTA ARACCTGTGT ATTTTGGGGA 887
Bbro-BamHI-210B-PCR1-1200-6 TTACATTA TTTGTACAAC ATCTACTGTC CACAGCATGT GCCTCTCTGT CAAATACTGT ACCACAGGTA AAACCTGTGT ATTTTGGGGA 887
Bbu-BamHI-210B-MB2-PCR1.5-9 405
Bbu-BamHI-210B-MB2-PCR1.6-8 CACGAGGGTA TCAAGAGCCA CGTCTGACTC CGTTATACCC GGGGTTAGGA GGTGGCTGCG CG CTCTATATC 413
Pbr-BamHI-210B-PCR1-1000-64 ATGGGGGTG CCTACGTCCT TGCCTAGATT T CCGCA GATAACCATC CGAGACCCAT ACCCTCTTCC 826
Bbro-BamHI-210B-PCR1-1000-6 ATGGGGGTG CCTACGTCCT TGCCTAGATT T CCGCA AACTARACCG GATAACCATC CGAGACCCAT ACCCTCTTCC 826
Bbro-BamHI-210B-PCR1-1200-3 CACGAGGGTG TCAGGAGCCA CGTCTGACTC CGTTATTTCC GGGGTCAGGA AGTCGCAGTG GGTGGCTGTG CG CTCTATGTC 978
Bbro-BamHI-210B-PCR1-1200-4 CACGAGGGTG TCAGGAGCCA CGTCTGACTC CGTTATTTCC GGGGTCAGGA AGTCGCAGTG GGTGGCTGTG CG CTCTATGTC 978
Bbro-BamHI-210B-PCR1-1200-6 CACGAGGGTG TCAGGAGCCA CGTCTGACTC CGTTATTTCC GGGGTCAGGA AGTCGCAGTG GGTGGCTGTG CG CTCTATGTC 978
Bbu-BamHI-210B-MB2-PCR1.5-9 CATTACAC CCTTTTTGGC ATCCGTAGCT CCTTCTCCTC AGCTGTTCCT 463
Bbu-BamHI-210B-MB2-PCR1.6-8 TAAAGATCAC GTTGTTTCTT AGTGATTGTT TTCTGTGTTT GC.T.GCT.T .. s . . . T..C. . cwe®es 513
Pbr-BamHI-210B-PCR1-1000-64 TCTCATTCCT GACCTGTCAG ATTGCGGGTG CTAGGTGGTT T, -7 .T. T.. T.. 924
Bbro-BamHI-210B-PCR1-1000-6 GACCTGTCAG ATTGCGGGTG CTAGGTGGTT T T T T.. T.. 924
Bbro-BamHI-210B-PCR1-1200-3 ACTGTTACTT AATGGTAGCT TTCTGTGTTT GC.T.GCA.T = N T.. ..T.. 1078
Bbro-BamHI-210B-PCR1-1200-4 GCTGTTACTT AATGGTAGCT TTCTGTGTTT GC.T.GCA.T T, . T.. ««T.s 1076
Bbro-BamHI-210B-PCR1-1200-6 ACTGTTACTT AATGGTAGCT TTCTGTGTTT GC.T.GCA.T T, T.. .T.. 1078
Bbu-BamHI-210B-MB2-PCR1.5-9 TCCTAACCTC CTTATATTCC CCTCTCACAC TTCTCTGGTT 520

Bbu-BamHI-210B-MB2-PCR1.6-8 cae we P oCoviannee . . .e 570

Pbr-BamHI-210B-PCR1-1000-64 - . . CTA.C. 981

Bbro-BamHI-210B-PCR1-1000-6 oo o . +.CTA.C. 981

Bbro-BamHI-210B-PCR1-1200-3 e o «sCTLTC. . . 1135

Bbro-BamHI-210B-PCR1-1200-4 e s o ++CT.TC... 1133

Bbro-BamHI-210B-PCR1-1200-6 S « <sCT.TC... 1135

Figura 77. Alineamiento de las secuencias BamHI-210B de B. brongersmai, procedentes de las bandas de PCR de 1.000
y 1.200 pb obtenidas con la pareja de cebadores Bbu.BamHI-210B-F/R, con los clones BamHI-210B del grupo Il de B.
bufo. Para el alineamiento se ha utilizado el programa ClustalW y la edicion se ha realizado con BioEdit.

Los primeros 332 pb y los ultimos 82 pb alinean con dos clones de B. bufo BamHI-210B del grupo
Il (Bbu-BamHI-210B-MB2-PCR1.6-8 y Bbu-BamHI-210B-MB2-PCR1.5-9). Las secuencias de B.
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brongersmai, a diferencia de los clones de B. bufo, presentan una diana para el enzima BstYl que

permite aislar la regidn de la insercidn mediante digestién (Figura 78).

Bbro-BamHI-210B-PCR1-1000

Bsty = Reversotranscriptasa de un retrotransposon tipo Gypsy-3-1 de X. tropicalis Bsty

BbuBamHI-210B-inserto *
Bbu-BamHI-210B grupotll Bbu-BamHI-210B

94 pb BamHI 238 pb 567 pb BamH| 82pb

-

Bbu.BamHI-210B-R

Bbro-BamHI-210B-PCR1-1200

BstY BstY

BbuBamHI-210B-inserto
Bbu-BamHI-210B grupdil Bbu-BamHI-210B

94 pb il 238 pb 721pb BamH 82pb

Bbu.BamHI-210B-R

Figura 78. Secuencias procedentes de la clonacion de productos de PCRs de 1.000 y 1.200 pb obtenidos con la pareja
de cebadores Bbu.BamHI-210B-F1/R en la especie de B. brongersmai. En azul claro se representan secuencias
correspondientes a BamHI-210B (BamHI-210B del grupo 1). En gris se representa la region de la insercién con similitud
a los clones Bbu-BamHI-210B-MB2-PCR1.6-8 y Bbu-BamHI-210B-MB2-PCR1.5-9 (BamHI-210B del grupo II). En rojo se
representa la region de la insercidon similar a la reversotranscriptasa del transposon Gypsy-3-l1 de X. tropicalis.
Finalmente, en azul oscuro se indica la region de la insercion de los clones procedentes de la banda de 1.200 pb, que
no mostrd similitud con ninguna otra secuencia.

El fragmento insertado en las secuencias de 1.200 pb no muestra similitud significativa con
ninguna secuencia presente en bases de datos de secuencias (NCBI, RepBase) cuando se utilizan

para hacer busquedas mediante BLAST.

El fragmento insertado en las secuencias de 1.000 pb, por el contrario, si que mostré un 70% de
similitud con la LTR de un retrotransposon tipo Gypsy-3-l de Xenopus tropicalis (desde la posicidn

1499 hasta 1850 pb del retrotransposon) (Gypsy Ty3).

Cuando esta parte de la secuencia se utiliza para realizar busquedas mediante BLASTX, se
obtienen dominios de proteinas “RT_like superfamily”, como RT-Rtv (Reversotranscriptasa de
retrovirus) o RT-LTR (Reversotranscriptasa de transposones y retrovirus con LTR). Esto indica
que en algiin momento de su evolucidn las secuencias BamHI-210B han servido como puntos de
insercidn de transposones, ya que actualmente solo hemos encontrado restos de inserciones

con similitud con proteinas de algunos retrotransposones de la especie de B. bufo.

La presencia de dianas para BstYl flanqueando las secuencias insertadas permitié aislarlas
(BamHI-210B grupo Il y RT Gypsy Ty3 parcial) y marcarlas con biotina para su utilizacion como

sondas en experimentos de FISH.
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Al no disponer de cromosomas metafasicos de B. brongersmai o B. boulengeri no ha sido posible
analizar dénde se localizan estas secuencias en dichas especies. Esto si ha sido posible en B.
viridis (perteneciente al mismo género que B. boulengeri) y E. calamita (hasta no hace mucho

incluida en el género Pseudepidalea, junto a B. brongersmai).

Para ver cdmo se organiza el ADN repetitivo BamHI-210B en los cromosomas de estas especies,
se realizé una FISH sobre cromosomas procedentes de cultivos utilizando secuencias BamHI-

210B grupo | de B. bufo como sonda (Figura 79).

En B. viridis, al igual que en B. bufo, el ADN repetitivo BamHI-210B se distribuye de forma
dispersa en todos los cromosomas, aunque en menor cantidad. En E. calamita, por el contrario,
no se observa sefial positiva alguna, corroborando los datos obtenidos mediante hibridacién y

PCR (Figura 79).

B. viridis

E. calamita

Figura 79. FISH vy cariotipo correspondiente de cromosomas metafdsicos de B. viridis y E. calamita hibridados
utilizando como sonda secuencias BamHI-210B grupo | de B. bufo. Escala 2,5 pm.

La distribucién de las secuencias BamHI-210B del grupo Il se ha analizado en B. viridis utilizando

como sonda una secuencia BamHI-210B del grupo |l de la especie de B. boulengeri (450 pb), y
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realizando tres rondas de amplificacién (Figura 80). El resultado obtenido se ha comparado con

la distribuciéon de estas secuencias en B. bufo utilizando la misma sonda.

Sonda BamHI-210B- grupo |l B. boulengeri Cariotipo

Figura 80. FISH sobre cromosomas de B. bufo (arriba) y B. viridis (abajo). Utilizando como sonda secuencias BamHI-
210B grupo Il (450 pb) de B. boulengeri. Escala 2,5 um.

B. bufo

B. viridis

Tanto en B. viridis como en B. bufo todas las parejas cromosdmicas presentan sefales de
hibridacidn, aunque de menor intensidad que cuando la hibridacion se hace utilizando como
sonda secuencias BamHI-210B del grupo Il de B. bufo (Figura 72). Esto podria indicar que las
secuencias de B. boulengeri, aunque presentan similitud con las secuencias de B. bufo, son lo
suficientemente diferentes como para afectar al patrén de hibridacién y no mostrar los niveles

que se observan con la sonda BamHI-210B del grupo Il de B. bufo (Figura 72).

Por otro lado, cuando se utiliza como sonda la secuencia BamHI-210B-“Gypsy-Ty3” de B.

brongersmai (1.000 pb®®) sobre cromosomas de B. bufo y B. viridis (Figura 81), se observan

83 E| fragmento aislado con BstYI presentaba un fragmento similar a un fragmento de la insercidn de las secuencias
BamHI-210B grupo Il de B. bufo y un fragmento con un 70% de similitud con la reversotranscriptasa de un

retrotransposon.
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sefiales en todos los cromosomas. En la especie B. bufo estas sefiales presentan una distribucién
dispersa, presentes en todas las parejas cromosdmicas, mientras que en B. viridis el patrén es
similar, pero con sefiales menos intensas. En ambos casos la intensidad de la sefal es
equivalente a la intensidad de la seiial observada con la sonda BamHI-210B. Es decir, en B. viridis
hay menor cantidad del ADN repetitivo BamHI-210B y del resto de secuencias derivadas,
mientras que en B. bufo hay una elevada cantidad de todas las subfamilias del ADN repetitivo
BamHI-210B. Este paralelismo no es extrafio si tenemos en cuenta que el ADN repetitivo BamHI-

2108B ha servido como punto de insercion de otros repetitivos.

Sonda Gypsy Ty3 B. boulengeri Cariotipo

B. bufo

B. viridis

Figura 81. FISH sobre cromosomas de B. bufo (arriba) y B. viridis (abajo) utilizando como sonda secuencias Gypsy
Ty3 (1.000 pb) de B. brongersmai. Escala 2,5 um.

10. Familia de ADN Repetitivo BamHI-190 en B. bufo

La digestidn del ADN gendmico de B. bufo con BamHI da lugar, entre otras, a una banda de unos
190 pb que, segun las condiciones de la electroforesis, puede quedar enmascarada por la banda
de 210 pb (Figura 83A). Cuando la digestién del ADN gendmico se hibrida con la sonda
procedente de la banda de digestién aislada y marcada con digoxigenina se observa una banda

de 190 pb (Figura 83B).
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1000 pb
— 800 pb

1070 pb
600 pb 675 pb
400 pb
210 pb

<190 pb
150 pb 190 pb P

A B C

Figura 83. A: Detalle de la Figura 14A. ADN gendmico de B. bufo (10 pg) digerido con BamHI y separado mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1% en TAE 1X. A la derecha se sefalan los tamafios aproximados de las bandas
(190, 210, 400, 600, 800 y 1.000 pb). B: Detalle de la Figura 15B en la que se muestra un “Southern-Blot” de ADN
genomico de B. bufo (5 ug) digerido con BamHlI e hibridado con una sonda procedente de la banda de 190 pb. C:
“Southern—Blot” de ADN gendmico de B. bufo (10 pg) digerido con BamHl e hibridado con sondas procedentes del
clon Bbu-BamHI-210C-145 BamHI-190.

Bbu-BamHI-190-BH2-2
Bbu-BamHI-190-BH2-3
Bbu-BamHI-190-BH2-5
Bbu-BamHI-190-BH2-6
Bbu-BamHI-190-BH2-11
Bbu-BamHI-210C-28
Bbu-BamHI-210C-145

Bbu-BamHI-190-BH2-2 AT TA A-A GCTCCATTC
Bbu-BamHI-190-BH2-3 ceee .o
Bbu-BamHI-190-BH2-5
Bbu-BamHI-190-BH2-6
Bbu-BamHI-190-BH2-11
Bbu-BamHI-210C-28
Bbu-BamHI-210C-145

Figura 82. Alineamiento de los clones positivos para BamHI-190 obtenidos en B. bufo a partir de la banda de 190 pb
procedente de la digestion de ADN gendmico. Para el alineamiento se ha utilizado el programa ClustalW, mientras
que el procesamiento de las secuencias se ha realizado con BioEdit. Se han sefialado las dianas para BamHI| a ambos
lados de la secuencia.

El aislamiento y clonacién de la banda de 190 pb permitio la obtencion de 7 clones que fueron
secuenciados y alineados. El analisis del alineamiento reveld que 6 clones son similares entre si
y con los 2 clones BamHI-210C del apartado 6. Teniendo en cuenta su tamafio, todos ellos fueron
clasificados como clones pertenecientes a la familia de ADN repetitivo BamHI-190 (Figura 82). El

otro clon aislado pertenecia a la familia BamHI-210E.
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El andlisis de las secuencias muestra que se trata de un ADN repetitivo que presenta un 50,2%
de A+T, tiene un tamafio de 176-177 pb, de los cuales 155 pb son posiciones conservadas y 22
son variables. De éstas, 10 son sitios informativos y 12 son SNP. El cdlculo de las distancias
utilizando en modelo de sustituciéon nucleotidica de Jukes-Cantor con distribucién gamma,

revela que la similitud de las secuencias oscila entre 99% y 92%.

A partir de las secuencias se disefiaron dos parejas de cebadoress (Figura 84). Dado que la banda
de 190 pb a veces esta contaminada por secuencias BamHI-210A, se utilizé una de estas parejas
de cebadores para obtener sonda marcada correspondiente BamHI-190. Cuando esta sonda se
hibrida con “Southern-blots” de ADN gendmico digerido con BamHI se observa un patrén de

bandas diferente al que se obtiene con la sonda procedente de la banda de 190 pb marcada.

Bbu.BamHI-190-int-R  Bbu.BamHI-190-int-F 131 pb Bbu.BamHI-190-R1

: e
=

E—

BamHI—lQO—Fl 176 pb

Bbu-BamHI-190

Figura 84. Localizacién de los cebadores en la unidad monomérica de BamHI-190, utilizados para amplificar por PCR
el ADN repetitivo BamHI-190.

Asi, con la sonda marcada por PCR, ademas de la banda de 190 pb (175 pb) se observan bandas
de tamafios superiores (675 pb y 1.070 pb aproximadamente), probablemente debido a que las

secuencias BamHI-190 estan mas representadas en esta segunda sonda (Figura 83C).

La distribucién de las secuencias BamHI-190 se analiz6 mediante FISH sobre cromosomas
metafasicos de B. bufo, utilizando tres rondas de amplificaciéon de la sefial (Figura 85). Los
resultados obtenidos muestran que todas las parejas cromosdmicas presentan sefial positiva
para este ADN repetitivo, que se encuentra distribuido de forma dispersa por todos los

cromosomas.

El ADN repetido BamHI-190 se ha buscado en la especie E. calamita mediante “Southern-blot”,
amplificacion por PCRs con cebadores especificos, “Dot-Blot” sobre ADN genomico y FISH. Con
ninguna de estas técnicas se ha podido poner de manifesto la presencia de este ADN repetitivo

en esta especie.
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La busqueda de BamHI-190 en otras especies de la familia Bufonidae permitira establecer si se
trata de un ADN repetitivo especifico de B. bufo, o si se extiende a otras especies del género o

la familia.

Figura 85. FISH (y cariotipo correspondiente) sobre cromosomas metafasicos de B. bufo utilizando como sonda
secuencias BamHI-190 de la misma especie. La sonda fue marcada por PCR con los cebadores Bbu.BamHI-190-F/R.
Escala 2,5 um.

11. Resumen

En la Tabla 44 se muestra un resumen breve de las caracteristicas y localizacion de todas las

familias de ADN repetitivos descritos en este trabajo.

La representacion de todos los repetitivos no dispersos descritos en este trabajo, junto con las
sefales de GISH, de bandas C y Ag-NOR sobre el cariotipo de las especies B. bufo, E. calamita y
B. viridis (Figura 87), muestra que algunas bandas C interesticiales se podrian explicar por

acumulacion de ADNs repetitivos. Esto es especialmente visible para el ADN repetitivo BamHI-

" A
Nombre Tamaiio AO/T S|m‘|}l{:tud Organizacién Localizacién en B. bufo Presencia en otras especies
0
BamHI-800 818 pb 571 98,1-91.8 Tandem 1-5 perlcentr.omerlco, En .tf)das las gspeaes .de la
6g-telomerico, 11q familia Bufonidae analizadas
E. calamita, B. viridis, B.
BamHI-210A 212 pb 47,9 100-71,5 Tandem 1-5 perlcentromerlco, boulengeri, B. IurIStanICL'JS, B.
6g-telomerico surdus, B. brongersmai, A.
arabicus
HOR . - E. calamita, B. viridis, B.
BamHl-210A- 351pb | 47,5 | 100863 | juntoconBamHI-210a | 17> Pericentromerico, boulengeri, B. luristanicus, B.
inserto . 6qg-subtelomerico !
Tandem surdus, B. brongersmai
BamHI-210B 181 pb 48,6 100-80,9 Monoémeros dispersos Disperso . viridis, B. boulengerl, &
brongersmai
HOR B. viridis, B. boulengeri, B.
BamHI-210B- 25-4 ’ ’
i:sr:rto " 0 325 b 3 43,9 100-91 junto con BamHI-210B Disperso siculus, B. balearicus, B.
P Disperso brongersmai
BamHI-210B tipo HOR
RT Gypsy Ty3 de 805 pb 50,5 100 junto con BamHI-210B Disperso B. viridis, B. brongersmai
X. tropicalis Disperso
Disperso
BamHI-190 176pb | 50,2 | 99,4-62,1 | Uuntoconalglnotro Disperso No
repetitivo por las
bandas altas)

Tabla 44. Resumen de todos los ADN repetitivos descritos en este trabajo.
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800, que esta presente en las tres especies en posiciones diferentes en cada una de ellas, y

siempre asociado a bandas C positivas.

Algunos de los ADN repetitivos descritos no presentan localizacion especifica, sino que se
encuentran dispersos por todos los cromosomas. Estos repetititvos podrian ser, al menos en
parte, la explicacién de las sefiales uniformes observadas en experimentos de GISH y GISH
cruzada en las especies B. bufo y B. viridis (Figura 11 y Figura 12). Por otro lado, mediante FISH
en la especie E. calamita solo se ha localizado el ADN repetitivo BamHI-800, por lo que deben
existir otros ADNs repetitivos ampliamente distriduidos en esta especie, y que son compartidos

con B. bufo.

No se ha identificado ningun ADN repetitivo que pueda ser responsable de las bandas C
teloméricas y de la sefial telomérica observada en experimentos de GISH, aunque la
heterocromatian asociada a las NORs de B. bufo, podria estar formada por los ADN repetitivos

BamHI-800 y BamHI-210A.

A modo de resumen, en la especie de B. bufo, se han identificado varios ADNs repetitivos
responsables de la heterocromatina centromerica/pericentromérica presente en las parejas de

cromosomas grandes de esta especie. Sin embargo, los centromeros de los cromosomas

pequefios de B. bufo deben presentar un ADN repetitivo distinto solo identificable hasta el

momento mediante GISH y Bandas C.

Respecto a la heterocromatina centromérica de las otras dos especeis (E. calamita y B. viridis),
no se han identificado ADNs repetitivos que puedan estar implicados en su formacion vy
mantenimiento. Los resultados obtenidos indican que cada una de estas especies (o cada pareja
de cromosomas homadlogos dentro de una especie) podria acumular su propio ADN repetitivo
centromerico, aunque éste pueda estar presente en localizaciones distintas al centromero en
las otras especes (como ocurre con BamHI-800). Por otro lado, la heterocromatina constitutiva
centromerica no solo es diferente entre las especies de la familia Bufonidae analizadas, ya que
también parece ser diferente entre cromosomas de una misma especie, como ocurre con los

cromosomas grandes y pequefios de B. bufo.

Los ADN repetitivos analizados se encuentran fuertementemente reperesentados en unas
especies, y menos representados o ausentes en otras. Esto es lo que ocurre con al ADN repetitivo
BamHI-800, fuertemente representado en B. bufo, y presente en menor nimero de copias en E.
calamitay B. viridis; BamHI-210B y sus derivados, presentes en B. bufo y B. viridis, estan ausentes

en E. calamita. Finalmete, BamHI-210A y sus derivados, con una amplia distribucion en B. bufo
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Figura 87. Representacion
grafica del cariotipo de B.
bufo, E. calamita y B. viridis
sobre el que se indican las
posiciones de las bandas C
heterocromaticas (negro); las
sefiales Ag-NOR y el culster de
ADN  ribosémico (circulos
marrones); las sefales de
GISH (cuadricula para sonda
de la propia especie y circulos
para sonda de otra especie. El
color varia segun la especie de
la que proceda la sonda); el
repetitivo BamHI-800 (azul
transparente) y los repetitivos
BamHI-210A y BamHI-210A-
inserto (rojo transparente).
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y presente en otras especies de la familia Bufonidae, no ha podido localizarse sobre
cromosomas metafasicos de B. viridis y E. calamita, probablemente debido a que en estas
especies se encuentra en menor nimero de copias que en B. bufo. Por este motivo, y debido a

su pequeno tamafio, no pueden ser puestos de manifiesto mediante FISH.

Los resultados obtenidos indican que existen numerosos ADN repetitivos que son compartidos
por distinas especies/generos de una familia, pero se encuentran amplificados de forma
diferente en cada especie. El andlisis de las distintas familias del ADN repetitivo en la familia
Bufonidae indica que existe una biblioteca (“library”) de distintos repetitivos compartidas por
las especies de esta familia de anfibios. Estos ADNs repetitivos se encuentran amplificados de
forma diferencial en cada una de las especies/géneros, por lo que cada especie presentara su
propio perfil (“library”) de ADN repetitivos, ya que cada uno de ellos evoluciona de forma
independiente en cada especie, aunque todos ellos, o en su gran mayoria, sean compartidos por

otras especies de esta familia.

La existencia de una coleccidon (“library”) de secuencias ADN satélite compartida por especies
relacionadas ha sido propuesta y descrita por otros autores (Fry et al. 1977; Mestrovic et al.
1998; Plohl et al. 1998; Cesari et al. 2003; Lin et al. 2006; del Bosque et al. 2011). En este trabajo
se muestran evidencias de la existencia de bibliotecas de ADN repetitivo, tanto a de variables
monomericas de un ADN repetitivo (BamHI-800), como de ADNs repetitivos de una
especie/género. Teniendo en cuenta que los anfibios son animales que presentan elevada
cantidad de ADNs altamente y moderadamente repetidos, que a su vez son los principales
responsables de la variaciones gendmicas que presentan estos animales incluso entre las

especies muy préximas (Introduccidn), resulta de elevado interés el andlisis de estas secuencias.
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CONCLUSIONS

1. New polymorphisms in C bands and NOR’s size have been described in samples of B.
bufo, E. calamita and B. viridis.

2. Four repetitive DNA families (BamHI-800, BamHI-210A/BamHI-210A-inserto, BamHI-
210B and BamHI-190) have been identified in B. bufo. All but BamHI-190 are present
in other species/genus of Bufonidae family indicating they are not species specific
repetitive sequences.

3. The repetitive DNA family BamHI-800 is organized in tandem, has an average
monomer size of 816 bp, with a nucleotide composition slightly A+T rich and a
number of copies per genome that range from 107 in B. bufo to 10°in other Bufonidae
species. This repetitive DNA is located at specific regions in the karyotypes of B. bufo,
E. calamita and B. viridis.

4. BamHI-800 sequences follow principles of concerted evolution, with non-
independent monomer sequence evolution within a genome and in a population.

5. The repetitive DNA family BamHI-210A/BamHI-210A-inserto has been found in 6
species of Bufonidae family. These sequences are slightly G+C rich, show a higher
order organization (HOR), the number of copies per genome range from 10% (in B.
bufo) to 10° (in E. calamita and B. viridis), and do not follow a pattern of concerted
evolution.

6. BamHI-210A/BamHI-210A-inserto sequences are located at specific chromosomal
regions in B. bufo that are also Ag-positive after Ag-NOR staining (NOR and non-
specific pericentromeric staining in large chromosomes). These sequences cannot be
detected by FISH in other Bufonidae species where its presence has been proved by
Southern Blot and PCR, probably due to lower copy number and smaller cluster
organization.

7. BamHI-210B repeated DNA has been found in several species of Bufonidae family (B.
bufo, B. viridis, B. boulengeri, B. siculus, B. balearicus and B. brongersmai) but not in
E. calamita. These repetitive sequences can be classified in groups according to the
presence/absence of inserted sequences and to the sequence of the insert.

8. BamHI-210B repeated DNA show a dispersed distribution in all chromosomes of B.
bufo and B. viridis species.

9. One of the sequences inserted in BamHI-210B repetitive DNA show 70% similarity

with the reverse transcriptase of transposon Gypsy Ty3 from X. tropicalis. This
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10.

11.

12.

sequence also shows a disperse distribution in all chromosomes from B. bufo and B.
viridis, indicating that BamHI-210B repetitive DNA can provide an insertion point for
other repetitive DNA, including transposons.

The repetitive DNA family BamHI-190 has been identified in B. bufo species, but not
in B. viridis or E. calamita. The average monomer size has 176 bp, 50,2% A+T and a
dispersed distribution on all the chromosomes of B. bufo.

PCRs with specific primers for different repetitive DNAs families do not select
particular groups of sequences, but rather amplify their monomer variants in a non-
selective form, equivalent to restriction-cloning.

Bufonidae family has a large library of repetitive DNAs, with diverse variants (for
BamHI-800) and different repetitive DNAs (BamHI-800, BamHI-210A/BamHI-210A-
inserto, BamHI-210B, BamHI-190) that have been differentially amplified in each
species or genus. These repetitive DNAs can provide important information about
evolution patterns of repeated DNA sequences and can be used as a complementary

tool to establish taxonomic and population relationships in this family.
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