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Resumen

El trabajo de esta tesis doctoral se enmarca dentro del estudio de la evolucién de los
mecanismos de determinacion sexual en insectos, utilizando Anastrepha como modelo
experimental. El objetivo de la presente tesis doctoral es el aislamiento vy
caracterizacion del ortélogo del gen transformer-2 (tra-2) en once especies de
tefritidos pertenecientes al género Anastrepha. La idea es determinar si dicho gen
participa en la determinacién sexual de estos tefritidos, y a qué nivel ejerceria su
funcion. Otro objetivo es estudiar la evolucion molecular del mismo. Se ha elegido
Anastrepha obliqua como especie de referencia. El gen transformer-2 de Anastrepha
obliqua (Aotra-2) estd formado por ocho exones y siete intrones, y se transcribe
durante todo el desarrollo y la vida adulta de ambos sexos. También se ha
demostrado la expresidon de este gen en los ovarios de hembras adultas. El gen
transformer-2 codifica una proteina putativa de 249 aminoacidos, la cual posee las
caracteristicas de las proteinas de la familia SR: un dominio RRM de unién al ARN
flanqueado por dos dominios SR ricos en dipéptidos arginina-serina. La inyeccién del
dsARN de transformer-2 de Anastrepha obliqua en huevos de la especie Anastrepha
aff. fraterculus sp. 1 determina que embriones XX se desarrollen como seudomachos,
como consecuencia de la eliminacién de la funcion de tra2 enddgena. La proteina Tra2
participa en la determinaciéon sexual de Anastrepha, siendo esta requerida para el
procesamiento tipo hembra de los transcritos primarios de los genes transformer y
doublesex. El gen transformer-2 parece no poseer la funcion de autorregulacion
negativa que presenta su ortdlogo en Drosophila. Se ha aislado y caracterizado el
marco abierto de lectura del gen transformer-2 de otras diez especies pertenecientes
al género Anastrepha. La comparacién de las proteinas Tra2 de todas las especies de
Anastrepha entre si y con las proteinas Tra2 de otros insectos ha puesto de manifiesto
gue el mayor grado de conservacién lo presentan el dominio RRM de unién al ARN y
en la regién “linker” que une este ultimo dominio al dominio RS2 en el extremo
carboxilo terminal de la proteina, mientras que los dominios RS1 y RS2 muestran

mayor variabilidad aminoacidica.
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I. Abreviaturas



Abreviatuas

Hg: microgramo

pl: microlitro

HM: micromolar

aa: aminoacido

ADN: acido desoxirribonucleico

ADNCc: acido desoxirribonucleico complementario
Aotra: transformer de Anastrepha obliqua
Aotra-2: transformer-2 de Anastrepha obliqua
ARN: acido ribonucleico

ARNm: acido ribonucleico mensajero

oC: grados centigrados

E: embriones

FS: soma de hembra (female soma)

dNTP: desoxinucleodtido trifosfato

dsRNA: ARN de doble cadena (double strand RNA)
dsx: doublesex

DsxRE: elemento repetido de doublesex (doublesex repeat element)
EDTA: acido etilendiamintetraacético

fru: fruitless

g: gramo

Gal: galactosidasa

IPTG: isopropil B-D-1-tiogalactopirandsido
Her: hermaphrodite

ix: intersex

Kb: kilobases

I: litro

L: larvas

LB: medio de Luria-Bertani

M: molar

mg: miligramo

MgCl,: cloruro de magnesio

ml: mililitro

mM: milimolar



Abreviatuas

MS: soma de macho (male soma)

MW: marcador de peso molecular (molecular weight)

ng: nanogramo

O: ovarios

ORF: marco abierto de lectura (open reading frame)

pb: pares de bases

PCR: reaccién en cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction)
poli-A: acido poliadenilico

poli-U: acido poliuracilico

R: residuo aminoacidico de arginina

RACE: amplificacion rapida de los extremos de ADNc (rapid amplification cDNA
ends)

RNAIi: ARN de interferencia (RNA interference)

RRM: dominio de unién a ARN (RNA recognition motif)

RS: dominio rico en residuos aminoacidicos de arginina y serina
RT: retrotranscripcidon

S: residuo aminoacidico de serina

SDS: dodecil sulfato sddico (sodium dodecy! sulfate)

SxlI: Sex-lethal

TBE: tampdn tris borico EDTA

TE: tampon tris EDTA

Tris: Tris(hidroximetil)amino-metano

tra: transformer

tra-2: transformer-2

U: unidad

UTR: regién no traducida (untranslated region)



II. Introduccion



Introduccién

La reproduccién sexual es la regla general dentro del Reino Animal para la

perpetuacién de las especies.

Cuando se habla de desarrollo sexual, se hace referencia a la integracién de dos
procesos distintos: determinacion del sexo y diferenciaciéon sexual. En el Reino Animal,
la determinacion del sexo tiene lugar gracias a un conjunto de mecanismos que hacen
gue un embridén siga el programa de desarrollo que va a dar lugar a un macho o a una
hembra. La diferenciacion sexual se refiere a la expresion sexo-especifica de genes, la
cual lleva a la formacién de las estructuras caracteristicas de macho o hembra. El
resultado de la simbiosis de estos dos procesos es el dimorfismo sexual (revisado en
Sénchez et al., 2005).

La finalidad ultima del trabajo desarrollado por nuestro grupo de investigacién es el
conocimiento de la evolucion de los mecanismos de determinacién sexual. Esto sélo es
posible una vez que se conozcan y comparen las bases genéticas de la determinacion

sexual en distintas especies.

Los mecanismos basicos de determinacion sexual se pueden catalogar segun la sefal
primaria responsable de la discriminacion del sexo. Podemos distinguir tres sefales
fundamentales: la constitucion cromosoémica, el efecto materno y las condiciones
ambientales. Debido al hecho de que todas estas sefiales se dan en los Insectos, dicha
clase del Reino Animal constituye un modelo experimental apropiado para los estudios

que nos proponemos desarrollar.

1. Mecanismos de determinacion sexual en Insectos

Como hemos mencionado anteriormente, la determinacién sexual puede basarse en la
constitucién cromosdmica del cigoto (Bull, 1983). Este caso implica una discriminacion
a nivel del nimero y/o tipo de cromosoma, entre los distintos sexos. En general, uno

de los sexos suele ser homomoérfico (XX) y el otro heteromorfico (XY).

En el caso de Drosophila melanogaster (la mosca del vinagre), el sexo se determina
segun la razén entre el nimero de cromosomas sexuales (X) y el nUmero de juegos
haploides autosdmicos (A). Una razén cromosdmica igual a uno determina el sexo

femenino y una razén inferior a uno el masculino.

En otros insectos el sexo heteromodrfico es capaz de codificar un factor determinante.
El caso mds representativos se encuentra en la mosca mediterranea de las frutas
Ceratitis capitata, donde los machos (XY) llevan el factor determinante, denominado
también factor masculinizante, localizado en el cromosoma Y. El caso de Musca

domestica (la mosca comun) destaca respecto al anterior porque el factor
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masculinizante se puede localizar en cualquier cromosoma, sexual o autosoma
(Dibendorfer et al., 2002). El sistema contrario: hembra heteromoérfica y macho

homomérfico, lo encontramos en los lepidépteros (macho ZZ y hembra ZW).

Un ejemplo de determinacion sexual basada en el nimero de cromosomas es el de
Apis mellifera (la abeja), donde las hembras son haploides y los machos diploides. En
el caso de este insecto, el sexo del cigoto depende de un sélo locus formado por varios
alelos denominado Complementary Sex Determination (cds). Para ser fértiles los

machos tienen que ser hemicigoéticos para este locus (Beye et al., 2003).

Como se ha mencionado anteriormente, la discriminaciéon entre los dos sexos puede
depender de otros factores diferentes de la constitucién cromosdémica. Uno de ellos es
el llamado efecto materno. En este caso, el sexo del individuo depende,
exclusivamente, del sexo de la madre, como ocurre en Chrysomya rufifacies (la mosca
azul o mostarda). En esta especie, existen dos tipos de hembras: ginogénicas (F/f) y
androgénicas (f/f). Las primeras sélo producen descendencia femenina gracias a la
expresion de un factor materno determinante F que, depositado en el oocito, le
impone este tipo de desarrollo al cigoto. Las hembras androgénicas son homocigéticas
para el alelo recesivo f, el cual no codificaria un factor F funcional. Estas hembras, por
lo tanto, producen oocitos sin factor materno, los cuales darian lugar a descendencia

Unicamente masculina.

Finalmente, podemos mencionar los factores ambientales, sobretodo la temperatura,
factor capaz de influenciar la determinaciéon sexual en insectos, como ocurre en

algunas especies del diptero Sciara.

2. Determinacién sexual en Drosophila melanogaster

Como especie de referencia para llevar a cabo los estudios comparativos entre
insectos que ocupan distintas posiciones evolutivas se utiliza D. melanogaster, ya que
la base genética de la determinacién sexual de este insecto estd muy bien

caracterizada.

La sefial primaria que determina el sexo es la sefial X/A (razén entre el nUmero de
cromosomas X y el niumero de juegos haploides de autosomas). En individuos 2X;2A
esta sefial X/A tiene un valor de 1, lo que determina el desarrollo de hembra, mientras
que en individuos 1X;2A la sefial X/A tiene un valor de 0.5, lo que determina el
desarrollo de macho (Cline, 1993). Recientemente, se ha propuesto que es el nimero
de cromosomas X y la relacidon X/A la sefial primaria que determina el sexo (Erickson y
Quintero, 2007).
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La determinacidon sexual en D. melanogaster estd bajo el control del gen Sex-lethal
(Sxl). Las relaciones epistaticas entre Sx/ y los otros genes de la determinacion
sexual, tales como transformer (tra), transformer-2 (tra-2) y doublesex (dsx), han
puesto de manifiesto que existe una relaciéon jerarquizada entre ellos, la cual es
responsable de la formacion de una cascada genética. La regulacion ocurre a nivel del
procesamiento del transcrito primario: el producto de un gen controla el
procesamiento especifico de sexo del transcrito primario del gen que se encuentra por

debajo en la cascada (revisado en Sanchez et al., 2005).

Hembra Macho
XX; AA X(Y); AA
|; SxI” SxM
F
. v
FruM Dsx Ix, Her Fru™ Dsx™ Ix, Her
v
SNC hembra Soma hembra SNC macho Soma macho
Conducta sexual Conducta sexual
hembra macho

Figura 1. Cascada genética de la determinaciéon sexual en D. melanogaster. SxI" y Sx/"
corresponden, respectivamente, a la forma funcional y no funcional de la proteina Sex-lethal. Trafy Tra"
corresponden a las isoformas proteicas funcional y no funcional codificadas por el gen tra. Dsx"y Dsx" son
isoformas funcionales, especificas de hembra y macho, respectivamente. Fru" corresponde a la proteina
funcional, especifica de macho. En los machos, en ausencia de sefal X/A, el procesamiento que tiene lugar
por defecto lleva a la formacién de las proteinas SxI™, Tra", Dsx™ y Fru". Las proteinas Tra2, Ix y Her se

producen en los dos sexos. SNC hace referencia al sistema nervioso central (Sanchez, 2008).

El gen Sx/ se encuentra al principio de la cascada (Figura 1). La proteina Sx| participa
en el procesamiento alternativo de su propio transcrito primario, dando lugar a la

formacion de una proteina funcional en las hembras y no funcional en los machos. La
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proteina Sx| también regula el procesamiento del transcrito primario del gen tra, el
siguiente gen en la cascada, de manera que en las hembras se produce una proteina

Tra funcional.

En los machos, en ausencia de proteina Sx| funcional, el transcrito primario de tra
sigue la ruta de procesamiento tipo macho, dando lugar a una proteina truncada, no

funcional (Boggs et al., 1987).

El gen dsx es el ultimo gen de la jerarquia genética que controla la determinacion
sexual. El procesamiento de este gen resulta ser diferencial en macho y en hembra
(procesamiento alternativo). Por ello, sus mensajeros se traducen dando lugar a
proteinas distintas segun el género del insecto. Responsable de este procesamiento
alternativo es la proteina Tra que, en las hembras, forma un complejo con el producto
del gen constitutivo tra-2. Este complejo, uniéndose a unas secuencias especificas,
localizadas en el exédn 3, hace que se active un sitio 3’ alternativo de procesamiento.
De este modo, se retiene el intrédn 3, especifico de hembra, y se produce un ARNm
dsx", el cual codifica la proteina Dsx" que determina el desarrollo de hembra (Figura
2A). En los machos, donde no existe proteina Tra funcional, el transcrito primario de
dsx sigue el procesamiento alternativo que da lugar al ARNm dsx”, el cual codifica la
proteina Dsx™ que determina el desarrollo de macho (Burtis y Baker, 1989; Hoshijima
et al., 1991). El papel de Dsx, junto con los factores proteicos Intersex (Ix) y

Hermaphrodite (Her), es controlar el dimorfismo sexual somatico de los organismos.

El complejo Tra-Tra2 controla también el procesamiento del transcrito primario del
gen fruitless (fru), producido a partir de su promotor P1, el cual esta involucrado en el
control del dimorfismo sexual del sistema nervioso central (Hall, 1994). En hembras,
el complejo Tra-Tra2 se une a unas secuencias de unién especificas (identificadas con
tres puntos negros en la figura 2B). Esta unién hace que se active un sitio alternativo,
mas débil, del procesamiento y, como consecuencia, el exén especifico de hembra (en
rojo en la figura 2B) es incorporado al ARNm. Este exdn contiene codones de parada
de la traduccién, produciéndose una proteina Fruf truncada, no funcional. En machos,
donde no existe proteina Tra, el exdn especifico de hembra no se incorpora en el
mensajero y se produce proteina Fru" funcional (Ryner et al., 1996; Heinrichs et al.,
1998).

10
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A) doublesex

B) fruitless

Figura 2. Esquemas del procesamiento alternativo especifico de sexo de los transcritos primarios
de los genes dsx (A) y fru (B) de D. melanogaster. Los rectangulos coloreados representan los exones.
En verde el exdn comin a ambos sexos, en rojo el exdn especifico de hembra y en azul el exdn especifico
de macho. Las lineas negras indican el procesamiento alternativo especifico de hembra o de macho. Los
puntos negros indican los sitios de unién del complejo Tra-Tra2. Se indican los codones de parada de la

traduccion y los sitios 5’ss y 3’ss del procesamiento.

3. El gen transformer-2 de Drosophila melanogaster

El gen tra-2 de D. melanogaster esta formado por siete exones y seis intrones (Figura
3A). Este es un gen constitutivo que se expresa de forma ubicua a lo largo del
desarrollo del individuo, en ambos sexos. El gen tra-2 de D. melanogaster, gracias a
un mecanismo de procesamiento alternativo, puede codificar cuatro transcritos
alternativos (Figura 3B), los cuales produciran sélo tres distintos tipos de polipéptido
(Figura 3C). De ellos, uno es especifico de la linea somatica, otro de la linea germinal,

mientras que el tercero se expresa en ambas.

En la linea somatica, no se aprecian diferencias en la expresién de tra2 en machos y
hembras, ni en los varios estadios del desarrollo (Goralski et al., 1989; Mattox and
Baker, 1991). Dos transcritos se expresan en el soma. Uno contiene seis exones (el

exon 3 se elimina, por procesamiento alternativo) y el sitio de inicio de la traduccién

11



Introduccion

se localiza en el exén 2 (Figura 3A). Este transcrito codifica una proteina de 264
aminoacidos (Tra2-264 en la Figura 3C). El otro transcrito contiene los siete exones:
el exdon 3 no se procesa. Este transcrito codifica una proteina diferente de la anterior
ya que, no eliminandose el exén 3, se forma un sitio de inicio de la traducciéon mas
fuerte que el anterior, localizado entre los exones 3 y 4 (Figura 3A). Esta proteina esta

formada por 226 aminoacidos (Figura 3C).

A)

B) 9]

AUG UAA
EET RS -

AUG UAA AUG AUG UAA
DEENEEENEE -  CICECE

AAA
Tra2-179

AUG UAA
ol
AA

A
AUG UAA
|
T lli-.n tra2-179
I s
AAA

Figura 3. Estructura y patron de expresion del gen tra-2 de D. melanogaster. Los rectangulos
coloreados representan los exones. En morado y rosa se representan los exones codificantes los dominios
RS1 y RS2, respectivamente; en azul se representan los exones que codifican el dominio RRM. Los
rectangulos naranjas corresponden a regiones exonicas que no codifican ningin dominio en particular y a
las regiones 5’ y 3’ UTR. Las lineas negras representan el procesamiento. La linea amarilla se corresponde
con el intrdn M1 que se retiene en la linea germinal. Se indican los sitios de inicio de la transcripcidon
(flechas), los sitios de inicio (ATG) y de parada (TAA) de la traduccion, y el sitio de poliadenilacion (AAA).
(A) Organizacién molecular del gen. (B) Los cuatro mensajeros obtenidos por procesamiento alternativo del

transcrito primario. (C) Los tres distintos polipéptidos Tra-226, Tra-264 y Tra-179.

Como en la linea somatica, también en las células reproductivas masculinas se
expresan varios transcritos, mas exactamente, dos (Figura 4). Para producirlos, la

maquinaria de transcripcién utiliza un sitio de inicio diferente del que se usa en la linea

12
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somatica. Esto hace que estos dos transcritos presenten sélo cinco de los siete
exones: del numero 3 al numero 7. La diferencia entre estos dos transcritos reside en
el hecho de que uno retiene el intrén M1, mientras el otro se somete a procesamiento
completo (Figura 4). Esto ocurre porque el sitio 3’ de procesamiento del intrén no
tiene una eficiencia del 100% a causa de una secuencia consenso que se aleja de las
habituales; esto hace que la eficiencia del procesamiento sea solo de un 60-70%
respecto al normal (Amrein et al., 1990; Mattox et al., 1990). Asi, mientras el primer
transcrito utilizard el codén de inicio de la traduccién mas fuerte que se encuentra
posicionado entre los exones 3 y 4, el segundo usara el que se localiza aguas abajo
gue pertenece al exdn 4. El primer transcrito codificara una proteina funcional de 226
aminoacidos, mientras el segundo dara lugar a una proteina de 179 aminoacidos,

truncada y, por ello, no funcional (Figura 4).

6 ATG TAA

ATG AT
|
2 3 4
I- B

ISsS AA

AUG UAA AUG

CDIEEEEE \ D EEEEEE

Tra2-226 Tra2-179

Figura 4. Regulacién del procesamiento del transcrito primario del gen tra-2 en la linea germinal
masculina de D. melanogaster. Los rectangulos coloreados representan los exones. La linea y el
rectangulo amarillo representan el intréon M1, el cual se retiene en la linea germinal. Se indican los codones
de inicio y parada de la traduccidn, los sitios de poliadenilacion (AAA) y los dominios RS1, RS2 y RRM. Las
lineas de color negro representan el procesamiento alternativo. Las flecha negra sefalan los sitios de inicio

de la transcripcion. Se indica la localizacion de los sitios de unidn de la proteina Tra2 (ISS).

Las proteinas Tra2 pertenecen a la familia de proteinas RS (Sephard y Hertel, 2009).

Estos son polipéptidos ricos en residuos de arginina y serina y trabajan como

13
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reguladores del procesamiento del ARN. Como se puede observar en las Figura 3 y 4,
estas proteinas poseen dos dominios RS, implicados en la interacciéon proteina-

proteina, y un dominio RRM de unién a RNA.

El gen tra-2 de D. melanogaster, a pesar de expresarse en linea germinal tanto en
macho como en hembra, en la primera desempefia un papel de autorregulaciéon que
difiere del papel juegado en el soma (Watanabe, 1975; Belote and Baker, 1983). La
expresion de tra-2 en D. melanogaster resulta esencial para la fertilidad masculina. En
ausencia de Tra2-226, tendria lugar una espermatogénesis normal, pero con baja
movilidad de los espermatozoides. Esto se debe a la participacion de Tra2 en el
procesamiento de al menos dos genes implicados en la espermatogénesis:
exuperantia (Hazzelrigg y Tu, 1994) y alternative testis transcript (Madigan et al.,
1996). El papel de estos dos genes no resulta claro todavia, pero se ha visto que
mutaciones en uno de ellos lleva a la formaciéon de espermatidas no funcionales. La
expresién excesiva del gen tra-2 también afectaria a la espermatogénesis.
Normalmente, las isoformas funcional y no funcional guardan un determinado
equilibrio. Cuando éste se desplaza hacia la formacién de proteina funcional,
interviene un mecanismo de autorregulacion: Tra2-226 (funcional) actia en el
procesamiento de su transcrito primario llevando a un aumento de produccién de
Tra2-179 (no funcional) (Figura 4), con lo cual se restablece el equilibrio (McGuffin et
al., 1998).

4. El género Anastrepha (Diptera, Tephritidae)

Las moscas de las frutas pertenecientes a la familia Tephritidae presentan una
distribucién universal. Entre ellas hay muchas que eligen como huésped frutos
considerados importantes para la agricultura. A consecuencia de ello, estos insectos

presentan un gran impacto en la economia mundial.

C. capitata, B. oleae y A. obligua son algunos ejemplos de las especies pertenecientes
a los tefritidos (White y Elson-Harris, 1992; Aluja, 1994). La primera especie se
encuentra en todos los continentes, mientras que la segunda se encuentra
principalmente en las regiones mediterrdneas. La ultima especie es endémica de

Ameérica.

La eleccién del huésped suele ser bastante estricta. En la pulpa del huésped, la
hembra depone sus huevos, lo que permitird el desarrollo de su progenie para
asegurar la subsistencia de la especie. A pesar de estas preferencias, las especies
pertenecientes al género Anastrepha saben adaptarse y, en ausencia de su huésped

favorito, pueden utilizar una gran variedad de frutos para sus fines reproductivos.
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Al género Anastrepha pertenecen alrededor de 200 especies distintas (Zucchi, in
Malavasi, A., Zucchi, R.A. et al., 2000). A. obliqua (Figura 5A) es una de las especies
mas estudiadas ya que provoca grandes problemas en la agricultura. Este insecto fue
catalogado por primera vez en 1933 (Sein, 1933), gracias a una campafia de
erradicacién con insecticidas que se llevé a cabo debido a una grave plaga de insectos
gue tuvo lugar en Florida en 1930. Esta campafa duré desde 1930 hasta 1936 y
provocd una destruccidon masiva de insectos, pero, al mismo tiempo, fue causa del
descubrimiento de varias especies, entre ellas, A. obliqua. En realidad, la primera vez
gue se describid un insecto con las caracteristicas peculiares de A. obligua fue en 1930
y éste se catalogd como unnamed species (especie sin nombre). Fue Sein, en el 1933,
quién la clasific6 como A. fraterculus var. mombinpraeoptans (Berg, 1979; Weems,
1970).

Como se ha mencionado anteriormente, existen alrededor de 200 especies
pertenecientes al género Anastrepha. Para el desarrollo del trabajo descrito en esta
tesis se eligieron once de ellas pertenecientes a diferentes grupos. Ademas de A.
obliqua, se analizaron cuatro especies del complejo fraterculus (Norrobom et al.,
1999): A. aff fraterculus sp. 1., A. aff. fraterculus sp. 2, A. aff. fraterculus sp. 3, A.
aff. fraterculus sp. 4 (Selivon et al., 2004; Selivon et al., 2005a); tres especies que
pertenecen al grupo serpentina (Norrobom, 2002): A. serpentina, A. Striata y A.
bistrigata y las especies A. grandis, A. sororcula y A. amita (Selivon et al., 2005b)
(Tabla 1). Morfolégicamente estas especies se distinguen por pequefios detalles tales
como el disefio de las alas, los colores de la parte dorsal del térax o el tamafio y la
forma del ovopositor en las hembras. También puede haber pequefias variaciones en
el tamafio del cuerpo en las distintas especies. Todos estos insectos han sido
identificados y cedidos por la profesora D. Selivon, Departamento de Genética e

Biologia Evolutiva, Instituto de Biociéncias, Universidade de Sdo Paulo, Brasil.

En todas estas especies, es posible distinguir los machos de las hembras,

exclusivamente por las diferencias morfoldgicas de sus terminalia (Figuras 5 B y C).
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C) D) E)

0.2 mm

Figura 5. Anastrepha obliqua. (A) Hembra de la especie Anastrepha obliqua poniendo huevos en un
huésped a través del su ovopositor. (B) Terminalia de un macho: sst=surstylus; prs=prensisetae;
epa=epandrium; prg=protiger (C-E) Terminalia de una hembra: ovsc=oviscape; act=aculeus tip;

acu=aculeus; evm=eversible membrane.

16



Introduccién

4 La determinacioén sexual en Anastrepha

Anastrepha es un género perteneciente a la familia Tephritidae de los dipteros, al igual
que Ceratitis y Bactrocera. El estudio de la determinacion sexual de los tefritidos se
inicié en C. capitata. En este insecto los individuos XX son hembras y los individuos XY
son machos. Se han aislado los ortélogos de los genes Sx/ (Saccone et al., 1998), tra
(Pane et al., 2002), tra-2 (Salvemini et al., 2009) y dsx (Saccone et al., 2008) en C.

capitata.

El gen Sx/ de C. capitata no parece jugar, en la determinacién sexual, el mismo papel
clave que su ortélogo en los drosofilidos, pues la proteina Sx| estd presente en ambos

sexos (Saccone et al., 1998).

El gen tra-2 de C. capitata juega un papel regulador clave, actuando como la memoria
celular para la determinacion sexual mediante un mecanismo de autorregulacion
positiva. Segun este mecanismo, la propia proteina Tra regula el procesamiento
especifico de hembra de su propio transcrito primario (Pane et al., 2002). De este
modo, sélo en las hembras se produce proteina Tra funcional, mientras que en los
machos se produce proteina Tra truncada no funcional. Ademas, el gen tra de C.
capitata (Pane et al., 2005) provee parcialmente la funcién tra en moscas de D.

melanogaster mutantes para este gen.

El gen tra-2 de C. capitata se transcribe en ambos sexos, durante todo el desarrollo y
la vida adulta, expresandose, ademas, en los ovarios de las hembras adultas. Su
transcrito primario produce un Unico ARNm, el cual codifica la proteina Tra2 presente
en ambos sexos. Dicha proteina es necesaria para la formacion del complejo protéico
Tra-Tra2, responsable de la autorregulacion positiva del gen tra (Salvemini et al.,
2009). El transcrito primario de tra contiene secuencias de union del complejo Tra-
Tra2 (Pane et al., 2002). La uniéon de este complejo a esas secuencias causa la
eliminacion de los exones especificos de macho, dando lugar al ARNm que codifica la

proteina Tra funcional (Salvemini et al., 2009).

El gen dsx de C. capitata se transcribe en ambos sexos durante el desarrollo y la vida
adulta del individuo. Su transcrito primario se procesa de una forma alternativa en
cada sexo. En las hembras, el complejo Tra y Tra2 interacciona con secuencias
presentes en el exéon especifico de hembra. Esta interaccion hace que el exon
especifico quede incorporado en el ARNm, el cual codificard la proteina Dsx" de
hembra. En los machos, el complejo Tra-Tra2 no se forma por la ausencia de Tra, lo
que determina que el pre-ARNm de dsx siga un procesamiento alternativo, donde se

elimina el exdn especifico de hembra y se incorpora el exdn especifico de macho. Se
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producird un ARNm que codificara la proteina Dsx", especifica de macho (Saccone et
al., 2008; Salvemini et al., 2009).

Estos resultados confirmarian la propuesta de Pane et al. (2002) sobre el papel
ejercido por tra en la determinacién sexual de Ceratitis: este gen desempeiaria en los
tefritidos el papel desempefiado por Sx/ en los drosofilidos. Segun la hipdtesis de Pane
et al. (2002), tra seria el responsable de la memoria celular para la determinacién

sexual en esta especie.

En Ceratitis, la cascada de determinacidén sexual seguiria este esquema: la expresion
materna de los genes tra (Pane et al., 2002) y tra-2 (Salvemini et al., 2009) proveeria
el cigoto de proteinas maternas Tra y Tra2 con lo cual se formaria el complejo Tra-
Tra2. En las hembras, dicho complejo actuaria sobre el procesamiento del transcrito
primario resultante de la expresién cigética inicial de tra, determinando la eliminacién
los exones especificos de macho. Se produciria, asi, la primera proteina Tra cigética
funcional, estableciéndose de este modo la autorregulacién positiva de tra. En los
machos XY, el factor M de masculinidad presente en el cromosoma Y impediria el
establecimiento de la autorregulacion positiva de tra, con lo cual se estableceria el

desarrollo de macho del embrion (Figura 6).

XX XY, factor M

Tr‘amnf Tr'amqf

l | .

Tra" <+—Tra2 Tra" ‘_] <+—Tra2
Dsxf Dsx"
hembra macho

Figura 6. La cascada genética de la determinacién sexual en Ceratitis. Tran.. y Tra" se refieren,

respectivamente, a la proteina Tra materna y cigética. Dsx" y Dsx™ corresponden a las proteinas Dsx de

hembra y macho.
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Los ortdlogos de los genes de la determinacién sexual se han estudiado también en los
tefritidos B. oleae y en doce especies de Anastrepha. Los genes Sx/ (Lagos et al.,
2005), tra (Lagos et al., 2007) y dsx (Lagos et al., 2005) de B. oleae y los genes tra
(Ruiz et al., 2007a) y dsx (Ruiz et al., 2005; 2007) de Anastrepha muestran las
mismas caracteristicas que sus homédlogos de Ceratitis. En los casos de Bactrocera y
Anastrepha no se ha demostrado que el cromosoma Y de los machos sea el portador
del factor de masculinidad. No obstante, dada la similitud de funciéon de los genes de
la determinacién sexual estudiados en Ceratitis, Bactrocera y Anastrepha, es muy
probable que también en estos dos Ultimos tefritidos, la regulacién de la

determinacion sexual siga el mismo mecanismo que en Ceratitis.
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Objetivo

El trabajo se enmarca dentro del estudio de la evoluciéon de los mecanismos de
determinacion sexual en insectos, utilizando Anastrepha como modelo experimental. A
este respecto, uno de los propédsitos es buscar en Anastrepha los genes homaélogos de
los que forman la cascada de la determinacién sexual en Drosophila. Otro propdsito es
evidenciar cuanto se ha modificado dicha cascada entre las especies mas ancestrales

de los insectos y el linaje evolutivo mas reciente de los drosofilidos.

El objetivo de la presente tesis doctoral es el aislamiento y caracterizacién del ortélogo
del gen tra-2 en once especies de tefritidos pertenecientes al género Anastrepha. La
idea es averiguar si dicho gen participa en la determinacion sexual de estos tefritidos

y a qué nivel ejerce su funcion, asi como estudiar su evolucién molecular.
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Materiales y Métodos

1. MATERIALES

1.1 Productos

Se han utilizado productos procedentes de las marcas comerciales: Amersham
Biosciences, Amersham Pharmacia Biotech, Bio Rad, Biotecx, Clontech, Invitrogen,
Kodak, Merck, Perkin Elmer, Promega, Pronadisa, Qbiogen, Quiagen, Roche, GE

Healthcare y Sigma.

1.2 Medios de cultivo y soluciones
La composicién de los medios de cultivo y soluciones utilizadas en esta tesis se

encuentran descritos en Maniatis et al. (1982).

1.3 Mantenimiento de Anastrepha

Las especies de Anastrepha estudiadas en esta tesis fueron recolectadas por el grupo
de la Prof. D. Selivon, del Instituto de Biociéncias de la Universidad de Séo Paulo,
Brasil (Tabla 1). Los insectos se mantuvieron en cajas de metacrilato y metal, en una
camara a temperatura constante de 23+2°C y humedad relativa entre el 60 y el 80%.
El rango de luminosidad se mantuvo entre 4000 y 5000 Ix, con un fotoperiodo de
12:12h. Cada especie de insecto crecié en el fruto mas apropiado para la recoleccion

de las respectivas larvas (Tabla 1).
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Especie N Fruto huésped 7 Origen
A. off. fraterculus sp. 1 Guayaba (Psidium guayaba) Salesépolis (SP)
23°31'S, 45°49'W
A. off. fraterculus sp. 2 Naranja (Citrus sinensis) Floriandpolis (SP)
27°48'S, 48°33'W
A. off. fraterculus sp. 3 Guayaba (Psidium guayaba) Salesépolis (SP)
23°31'S, 45°49'W
A. aff. fraterculus sp. 4 Guayaba (Psidium guayaba) Guayaquil (Equador)
02°12'S, 79°53'W
A. amita “Pombeiro” (Citharexylum S&o Paulo (SP)
myrianthum) 23°33'S, 46°33'W
A. obliqua Mango (Mangifera indica) Indaiatuba (SP)
22°51'S, 46°58'W
A sororcula Almentdro tropical Nova Soure (BA)
(Terminalia catappa) 11°30'S, 38°50'W
A. striata Guayaba (Psidium guayaba) Hidrol&ndia (SP)
17°02'S, 49°13'W
A. serpentina Albaricoque (Manilkara S&o Sebastido (SP)
zapotilla) 23°49'S, 45°25'W
A. grandis Calabaza (Cucurbita pepo) Naranjal Paulista (SP)
23°05'S, 47°57'W
A. bistrigata Mango (Mangifera indica) Indaiatuba (SP)

22°51'S, 46°58'W

Tabla 1. Especies pertenecientes al género Anastrepha. Se muestran las especies de Anastrepha

utilizadas en este estudio, su lugar de recoleccion y los huéspedes donde se encontraron las larvas.

2. METODOS

2.1 Analisis moleculares

2.1.1 Extraccion de ADN gendémico
La extraccion de ADN gendmico de moscas adultas de Anastrepha se llevé a cabo

segun se describe en Maniatis et al. (1982).

2.1.2 Extraccion de ADN plasmidico

La extraccion de pequenas cantidades de ADN plasmidico (5-7,5 ug) se llevé a cabo
siguiendo el protocolo descrito en el kit “High Pure Plasmid Isolation Kit” de la casa
comercial Roche. La extraccién de mayores cantidades de ADN plasmidico (50-100 ug)

se efectud utilizando el Kit “Plasmid Midi Kit” de la casa comercial Quiagen.
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2.1.3 Diseiio de los oligonucleodtidos.

El disefio de los oligonucledtidos sintéticos utilizados como cebadores se realizd
utilizando los programas en red: Primer 3
(http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www.cgi) y Oligo Analizer 3.1
(http://eu.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/). La sintesis de todos los

oligonucledtidos se llevé a cabo por la casa comercial Roche.

2.1.4 Amplificacion de fragmentos de ADN mediante PCR (Polimerase Chain
Reaction)

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en los termocicladores “"GeneAmp PCR
System 2400” (Perkin Elmer) y “GeneAmp PCR System 2700” (Applied Biosystems).
Las concentraciones de los componentes, el volumen de la reaccién, las parejas de
cebadores y los programas empleados en las diferentes amplificaciones se especifican
en el apartado correspondiente. La secuencia de los cebadores utilizados y su

localizacién se especifican en la Tabla 2 y en la Figura 7, respectivamente.

CEBADOR SECUENCIA

Oligo dT 5" Tnao 3
MAR 26 5" MGI AGY CGN GGN TTY TGY TTY 3’
MAR 17 5" GTR TGI GSI CGY TKN GTD ATN GA 3’
Tra2-B 5" NCK RTC RTC DAT YTC CATNCC 3’
P 5" AGA GTT GGA ATG AGT CCA CG 3’
P2 5" CAC GTC GCTTAT CGT ATG GA 3’
P3 5" CAT ATTTIT AATAGC GCGTAC G 3’
P4 5" ATT ACC AAG GTG TGG GCTTC 3’
P5 5" AGT GAA ATC CAG TTG ATA CGC 3’
GWI 5" TAT CAG GAT ATA GCC GAT GCT AAG GC 3’
GW2 5'CAAGCGTCTTTAGCTGCCTTAGCATC 3’
PM1 5'TAC GAA CGC AGCTTIACTTCC 3
PM2 5'CITGCG GIT CTG AGA CTG AC 3’
P1-T7 5" TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA CTA GAG TTG GAA TGA
GIC CAC G 3’
P3.T7 5" TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA CTC ATA TIT TTA ATA
GCG CGTACG 3’
API suministrado en el kit “el “BD Genome Walker™Universal Kit"
AP2 suministrado en el kit “el “BD Genome Walker™Universal Kit"

Tabla 2. Nombre y secuencia de los cebadores utilizados en este estudio. El cebador MAR17 esta
descrito en Burghart et al., (2005). Las secuencias de los cebadores MAR26 y Tra2B han sido amablemente
cedidas por la Dra. K. Komitopoulou. Para describir la secuencia de los oligonucledtidos degenerados se ha

seguido el codigo de bases degeneradas IUB.
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AAA

Figura 7. Organizacion molecular del gen tra-2 de A. obliqua (Aotra-2) y cebadores utilizados en este estudio. Los rectangulos coloreados representan los
exones. En morado y en rosa se representan, respectivamente, los dominios RS1 y RS2 . En azul se representa el dominio RRM. En verde se han coloreado las regiones
exdnicas que no corresponden a ninglin dominio particular y las regiones 3’y 5’ UTR. Las lineas de puntos representan los intrones. Las lineas negras continuas representan
el procesamiento del transcrito primario del gen. Se indican: el sitio de inicio de la transcripcion (flecha), los sitios de inicio (ATG) y terminacion (TAA) de la traduccion y el

sitio de poliadenilacion (AAA). En la parte inferior de la figura se sefiala la localizacion de los cebadores utilizados en este estudio, cuyas secuencias se describen en la Tabla

2.
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2.1.5 Electroforesis en gel de agarosa

El ADN gendmico, el ADN plasmidico y los productos de PCR se analizaron en geles de
agarosa (Pronadisa) de concentraciones comprendidas entre el 0.8% y el 2%, en
tampon TBE 1X (89mM Tris HCI, 89mM 4&cido bdrico, 2mM EDTA). Se siguié el
protocolo descrito en Maniatis et al. (1982). Se utilizaron los marcadores de peso
molecular comerciales “Molecular Weight Marker II y XIV” de Roche. Se incorporé a
los geles Bromuro de etidio (Sharp et al., 1973) y éstos se visualizaron en un sistema

“GelDoc 2000”, utilizando el programa “Quantity One” de Bio- Rad.

2.1.6 Clonaje de productos de PCR

Los productos de PCR obtenidos se clonaron en el vector pCR 2.1-TOPO de Invitrogen
o en el vector "pGEM-T Easy” de Promega, siguiendo las instrucciones del fabricante.
Ambos métodos permiten seleccionar las colonias con inserto a través del doble
sistema Ampicilina/B-galactosidasa descrito en Maniatis et al. (1982). La presencia del

inserto en las colonias blancas se comprobd mediante PCR (siguiente apartado).

2.1.7 Comprobacion de colonias positivas por PCR

Cada una de las colonias a analizar se resuspendi6 en 30ul de H,O estéril.
Previamente a la reaccion de PCR, se calentaron 5ul de esta suspension a 99°C,
durante 5 minutos. La amplificacién se llevé a cabo en un volumen final de 25l
utilizando las condiciones estandar (buffer 1x, 1,5 mM MgCl,, 0.2 mM de dNTPs, 0,3uM
de cada cebador y 2U de Taq polimerasa de Invitrogen o Roche). Se utilizaron los
cebadores universales M13 Forward (-20) y M13 Reverse (-24) presentes en el vector
o los cebadores especificos utilizados para amplificar el fragmento de interés. Las
condiciones de amplificacién fueron las siguientes: un ciclo de 5 minutos a 95°C; 25
ciclos, cada uno compuesto por: 10 segundos a 94°C, una fase de 30 segundos a la
temperatura de anillamiento de los cebadores utilizados y una ultima de elongacién a
72°C, durante el tiempo estimado necesario para amplificar el fragmento de ADN; un
ciclo de 72°C durante 7 minutos. Los productos de PCR se corrieron en geles de
agarosa (apartado 2.1.4) al 0,8%y se seleccionaron las colonias que podrian contener

el fragmento de interés.

Los 25ul restantes de cada resuspensién, correspondientes a cada colonia
seleccionada, se crecieron toda la noche a 37°C con agitacion en 7ml de LB que

contenia 50ug/ml de Ampicilina.

2.1.8 Extraccion de ARN total
El ARN total de Anastrepha (embriones, larvas, ovarios, testiculos, y adultos) se
extrajo utilizando el reactivo “Trizol” (Invitrogen), siguiendo las instrucciones del

fabricante.
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2.1.9 Extracciéon de ARN poliadenilado
El ARN mensajero de adultos de A. obliqua se purificé siguiendo el protocolo descrito

en el kit *“mRNA Purification Kit” de la casa comercial GE Healthcare.

2.1.10 Retrotranscripcion (RT)
La reaccion de retrotranscripcion se llevé a cabo a partir de ARN total o ARN
poliadenilado, bien con cebadores especificos o con un oligo "d(T)” (Tabla 2) como se

A\

describe en el protocolo de la enzima SuperScript ™ II RNase H Reverse
Transcriptase” (Invitrogen). El cebador utilizado, el tipo de ARN y las cantidades de
cada reaccidn se especifican en cada apartado. Antes de realizar la retrotranscripcién
se comprobé la ausencia de contaminacién del ARN con ADN gendmico, realizando una

PCR sobre el mismo (control negativo del PCR).

2.1.11 Secuenciacion de ADN
Todas las reacciones de secuenciacién han sido realizadas por el Servicio de
Secuenciacion Automatica de ADN del Centro de Investigaciones Bioldgicas

(www.secugen.es).

2.1.12 Analisis de las secuencias

El andlisis de todas las secuencias de ADN y proteinas se ha realizado utilizando los
siguientes programas informaticos: DNA compare (Enterlist, Compare, Translate y
Restrict) Editview vy BioEdit y las siguientes bases de datos: NCBI
(www.ncbi.nlm.nih.gov), BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST), FlyBase
(http://flybase.org/), FASTA (www.ebi.ac.uk/Tools/fasta33/index.htm), CLUSTALW

(www.ebi.ac.uk/clustalw).

2.1.13 Analisis de los posibles sitios de procesamiento
Para analizar los posibles sitios de procesamiento de la secuencia de ADN gendmico
del gen tra-2 de Anastrepha se utilizd el programa “Splice Site Prediction”

(www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html).

2.1.14 Analisis del posible sitio de inicio de la transcripcién
Para localizar los posibles sitios putativos de inicio de la transcripcion del gen tra-2 de
A. obligua se utilizo el programa “Neural Network Promoter Prediction”

(www.fruitfly.org/seq_tools/promoter.html).
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2.2 Aislamiento y caracterizacion del gen transformer-2 de Anastrepha
obliqua

2.2.1 RT-PCR con oligonucleétidos degenerados

La reaccion de retrotranscripcién se realizo a partir de 5ug de ARN total de hembras

adultas de A. obliqua, utilizando un oligo "d(T)” como cebador. La reaccion de
amplificacion (PCR) se llevd a cabo utilizando 1ul de ADNc en un volumen final de
25ul. Utilizando las siguientes condiciones Buffer 1x, 1.5mM de MgCl,, 0.2 mM de
dNTPs, 0,2uM de cada cebador y 2U de Taq polimerasa (Roche). Como cebadores se
utilizaron dos oligonucledtidos sintéticos degenerados “MAR26” y “MAR17" (Tabla 2 y
Figura 7) para la primera ronda de amplificacion y “MAR26" y “TRA2B"” (Tabla 2 y
Figura 7) para la reamplificacidon todos ellos. Estos cebadores se disefiaron a partir de
regiones conservadas del dominio RRM de la proteina Tra2 de diversas especies
(Figura 7). El programa de amplificacién fue el siguiente: un primer ciclo de 2 minutos
a 959C; 45 ciclos, cada uno de ellos compuesto por: 30 segundos a 94°C, 1 minuto a

42°C y 10 segundos a 72°C; una elongacién final de 7 minutos a 72°C.

Se reamplificd 1 pl del producto del PCR anterior utilizando las mismas condiciones
anteriores con el siguiente programa de amplificacion: un primer ciclo de 2 minutos a
950C; 45 ciclos, cada uno de ellos compuesto por: 30 segundos a 94°C, 1 minuto a

65°C y 10 segundos a 72°C; una elongacién final de 7 minutos a 72°C.

Los productos de PCR se analizaron por electroforesis en geles de agarosa al 1%,
clonados en el vector pCR 2.1-TOPO (Invitrogen) vy secuenciados con los

oligonucledtidos universales M13 forward (-20) y M13 reverse (-24).

2.2.2 RACE (“"Rapid Amplification of cDNA Ends")

La caracterizacion de los extremos 5° y 3" de los ADNc de macho y hembra del gen
tra-2 de A. obliqua se llevé a cabo mediante la técnica RACE. Para la construccion de
la genoteca se partio de 1ug de ARN poliadenilado de machos y hembras adultos
(separadamente) de A. obligua. La sintesis de la primera y segunda cadena de ADNC,
la ligacién de los adaptadores y las reacciones de PCR para la caracterizaciéon de los
extremos 5’y 3° (reacciones 5'RACE y 3'RACE, respectivamente) se llevaron a cabo
como se describe en el kit “Marathon™ cDNA Amplification” (Clontech). Para las

reacciones de PCR se utilizo la enzima " Advantage 2 PCR Enzyme System” (Clontech).

Tanto para el 5’'RACE como para el 3'RACE se realizaron dos rondas de amplificacion,
utilizando como cebadores, en ambos casos, el oligonucledtido del adaptador “AP1”
(en la primera PCR) o “AP2” (en la segunda PCR), suministrados en el kit, y un

oligonucledtido especifico disefiado a partir de la secuencia ya conocida del gen tra-2
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de A. obliqua: "GW2” (para caracterizar el extremo 5') y "GW1” (para caracterizar el
extremo 3') (Tabla 2 y Figura 7). Para las reacciones de PCR se utilizd la enzima
“Advantage 2 PCR Enzyme System” (Clontech). Los productos de amplificacién fueron
analizados por electroforesis en geles de agarosa al 0,8%, clonados en el vector pCR
2.1- Topo (Invitrogen) y secuenciados con los oligonucleétidos universales M13
forward (-20) y M13 reverse (-24).

2.2.3 Genome Walker (Paseo Cromosomico)

Para llevar a cabo el paseo cromosémico se empled el kit “BD Genome
Walker™Universal kit” (Clontech). La sintesis de la genoteca gendmica, la ligacién de
los adaptadores y las reacciones de PCR se llevaron a cabo siguiendo el protocolo
proporcionado por el kit. Para las reacciones de PCR se utilizd la enzima “Advantage 2
PCR Enzime System” (Clontech).

Para cada reaccién de amplificacion se utilizé una pareja de cebadores formada por el
oligonucledtido "AP1”, suministrado por el kit, y un oligonucleétido especifico,
diseflado a partir de la secuencia del gen tra-2 de A. obliqua. Los cebadores
especificos que se utilizaron fueron: "GW2”y "GW1” (Tabla 2 y Figura 7).

Los productos de la amplificacion fueron analizados por electroforesis en un geles de
agarosa al 0,8%, clonados en el vector pCR 2.1-Topo (Invitrogen) y secuenciados con

los oligonucledtidos universales M13 forward (-20) y M13 reverse (-24).

2.2.4 Expresion del gen transformer-2 de Anastrepha obliqua durante el

desarrollo mediante RT-PCR

Para analizar la expresion del gen tra-2 de A. obliqua durante el desarrollo se hicieron
dos experimentos distintos. En el primero, la retrotranscripcion se llevé a cabo a partir
de 5ug de ARN total extraido de embriones, larvas, adultos de ambos sexos, testiculos
y ovarios de A. obligua, utilizando el cebador "T30”. Los cebadores que se utilizaron
en la reaccion de PCR fueron: "GW1”y "P4” (Tabla 2), localizados en los exones 6 y 7,
respectivamente (Figura 7). Para la amplificacién por PCR se utilizaron 2ul de ADNc en
un volumen final de 50ul, con las siguientes condiciones: Buffer 1x, 1.5mM de MgCl,,
0.2 mM de dNTPs, 0,2uM de cada cebador y 2U de Taq polimerasa (Invitrogen).
Se utlizé el siguiente programa de amplificaciéon: un ciclo inicial de 5 minutos a 95°C;
45 ciclos, cada uno de ellos compuesto por: 15 segundos a 94°C, 30 segundos a 60°C
y 30 segundos a 72°C; una elongacién final de 7 minutos a 72°C. Los productos de
amplificacion fueron analizados por electroforesis en geles de agarosa al 1%, clonados
en el vector pCR 2.1-Topo (Invitrogen) y secuenciados con los oligonucleétidos

universales M13 forward (-20) y M13 reverse (-24).
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En el segundo experimento la retrotranscripcion se llevé a cabo a partir de 2ug de
ARN total extraido de soma de macho y hembras adultos, testiculos y ovarios de A.
obliqua, utilizando el cebador "T30”. Para la amplificacion por PCR se utilizd 1ul de
este ADNc y la pareja de cebadores "P1” y "P2” (Tabla 2), disefiados sobre las
secuencias de los exones 1 y 4, respectivamente (Figura 7). Se emplearon las
siguientes condiciones: Buffer 1x, 1.5mM de MgCl,, 0.2 mM de dNTPs, 0,2uM de
cada cebador y 2U de Taq polimerasa (Invitrogen). El programa de amplificacion
fue: un ciclo inicial de 5 minutos a 95°C; 50 ciclos, cada uno de ellos compuesto por:
10 segundos a 94°C, 30 segundos a 60°C y 1 minuto segundos a 72°C; una
elongacion final de 7 minutos a 72°C. Los productos de amplificacién fueron
analizados por electroforesis en geles de agarosa al 1%, clonados en el vector pCR
2.1- Topo (Invitrogen) y secuenciados con los oligonucledtidos universales M13 (-20)
y M13 reverse (-24).

2.2.5 “"Southern blot”

El ADN, molde para el experimento de "Southern blot”, procedia de experimentos de
RT-PCR. La retrotranscripcién se efectué a partir de 2ug de ARN total extraido de
tejido testicular de macho adulto de A. obliqua, utilizando el cebador "T30”. Se
llevaron a cabo dos reacciones distintas de PCR con el fin de amplificar diferentes
fragmentos gendmicos para el “Southern blot”. Para cada reaccion de PCR se uso,
como molde, 1pl de ADNc en un volumen final de 50ul. Se emplearon las siguientes
condiciones: Buffer 1x, 1.5mM de MgCl,, 0.2 mM de dNTPs, 0,2uM de cada
cebador y 2U de Taqg polimerasa (Invitrogen). Las parejas de cebadores que se
utilizaron en las reacciones fueron, respectivamente: "PM1”y "P2”, "P1”y "P2” (Tabla
2 y Figura 7). Se realiz6 el siguiente programa de amplificacion: un ciclo inicial de 5
minutos a 95°C; 45 ciclos cada uno de ellos compuesto por: 15 segundos a 94°C, 30

segundos a 60°C y 1 minuto a 72°C; una elongacién final de 7 minutos a 72°C.

Los productos de PCR se corrieron en un gel de agarosa al 1% y, posteriormente, se
transfirieron a un filtro de nylon (Zeta-Probe Blotting Membranas, BIO RAD) por
capilaridad, como se describe en Sambrook et al. (1989). El filtro se prehibridé a 65°C
durante seis horas, en solucion Church (4.24% Na,HPO,4, 2.76% NaH,PO4H,0, 7%
SDS, 1mM EDTA, 1% BSA). La hibridacién se llevé a cabo toda la noche a una
temperatura de 65°C. Como sonda se utilizdé un fragmento de 630 nucleétidos,
obtenido por PCR sobre ADN gendmico, usando la pareja de cebadores: "PM1”y "PM2”
(Tabla 2 y Figura 7). La sonda se marcd con digoxigenina, usando el kit: "PCR DIG
Labeling Mix kit” (Roche), siguiendo las instrucciones del fabricante. El revelado se

efectud siguiendo el protocolo descrito en el kit: DIG Luminescent Detection kit for
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Nucleic Acids (Roche). El filtro se expuso en peliculas de autorradiografia X-OMAT UV
film (Kodak).

3. Estudio funcional del gen transformer-2 de Anastrepha

3.1 RNA de interferencia

3.1.1 Microinyeccion de ARN de doble cadena

El ARN de doble cadena (Aotra2-dsRNA) se prepard segun el protocolo descrito en
Kennerdell y Carthew (1998). Se llevé a cabo una reaccién de PCR utilizando como
molde la secuencia de lectura abierta completa del gen tra-2 de A. obliqua, clonada en
el plasmido pUAST. Para ello se utilizaron los cebadores "P177” y "P3T7” (Tabla 2),
los cuales llevan secuencias del promotor T7 en sus extremos 5. El fragmento
amplificado de esta PCR fue utilizado como molde en una reaccién de transcripcion in
vitro, usando la retrotranscriptasa T7 y siguiendo el protocolo descrito en el kit
Megascript de Ambion. Este ARN de doble cadena se precipitdé en etanol y
posteriormente se resuspendid en el tampdn de inyeccidn descrito en Rubin y

Spradling (1982), dejandolo a una concentracion final de 8uM.

Para la recoleccién de embriones de A. aff. fraterculus sp. 1, se colocaron moscas de
estas especies en cajas especiales de metacrilato y metal, sustituyendo los frutos,
sustratos habituales de desarrollo de los embriones, con sustratos artificiales hechos
con agar al 3% vy tefiidos con colorante no téxico (anilina). Se dejé que las hembras
pusieran huevos, como mucho, durante dos horas. Transcurrido este tiempo, se llevd
a cabo la recolecciéon de los embriones y la inmediata inyeccién del ARN de doble
cadena. También se efectué un experimento control, inyectando en los embriones
solamente el tampdn de microinyeccion. La inyeccidn se realizé en el tercio posterior
del embridén, segun su longitud, siguiendo el protocolo descrito para Drosophila por
Kennerdel y Carthew (1998). A los dos dias, los embriones alcanzaron el estadio
larvario y se transfirieron a guayabas (Psidium guayaba) donde se desarrollaron hasta
alcanzar el estadio de pupa. Dichas pupas se recolectaron y se colocaron nuevamente

en las cajas de metacrilato y metal, hasta la eclosién de los adultos.

3.1.2 Preparaciones cromosdmicas

Para analizar la constitucion cromosémica de los machos pertenecientes a la especie
A. aff. fraterculus sp. 1 procedentes de la microinyeccidn se diseccionaron los
testiculos de machos adultos (como maximo de dos dias de edad). Estos se utilizaron

para llevar a cabo las preparaciones de cromosomas, siguiendo el protocolo descrito
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en Selivon y Perondini (1997) y en Goday et al. (2006). El resto de los machos adultos

se utilizaron para estudiar la expresién de los genes tra y dsx.

3.1.3 Analisis de la expresion de los genes transformer y doublesex de

Anastrepha aff. fraterculus sp. 1

Las reacciones de retrotranscripcion se realizaron a partir de 1ug de ARN total de
macho adulto. En el caso del gen tra, se usé el cebador “traAo39” (Ruiz et al., 2007a)
para la retrotranscripcion, mientras que en el caso de dsx, se ulilizd un oligo "d(T)".
Las reacciones de amplificacion (PCR) se llevaron a cabo utilizando 1ul de ADNc en un
volumen final de 50ul. Las condiciones empleadas fueron las siguientes: Buffer 1x,
1.5mM de MgCl,, 0.2 mM de dNTPs, 0,2uM de cada cebador y 2U de Taq
polimerasa (Invitrogen). Las parejas de cebadores que se utilizaron para amplificar el
ADNCc del gen tra fueron: "traAo41”y “traAo44" (Ruiz et al., 2007a). Para amplificar el
ADNc correspondiente al gen dsx, fue necesario utilizar distintas parejas de
cebadores: "dsxAo026” localizado en el exén 2 comdn a ambos sexos v,
alternativamente, o "dsxAo32F” (para amplificar el transcrito especifico de hembra) o
"dsxAo35M” (para amplificar el transcrito especifico de macho) (Ruiz et al., 2007). En
todos los casos, el programa de amplificaciéon fue el siguiente: un primer ciclo de 5
minutos a 95°C; 50 ciclos, cada uno de ellos compuesto por: 15 segundos a 94°C, 30

segundos a 42°C y 30 segundos a 72°C; una elongacion final de 7 minutos a 72°C.

Los productos de amplificacion fueron analizados por electroforesis en geles de

agarosa al 1%.
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1. Aislamiento, organizacién molecular y transcritos del gen transformer-2 de

Anastrepha obliqua

A continuacién se describe la estrategia llevada a cabo para el aislamiento del gen tra-

2 de A. obliqua (Aotra-2) y para la caracterizacion de su organizacién molecular.

El primer paso fue realizar una RT-PCR sobre ARN total de hembras adultas, usando
para la retrotranscripcion un cebador “oligo-dT”. Como cebadores de la PCR se
utilizaron dos parejas de oligonucledtidos degenerados, sintetizados a partir de las
secuencias pertenecientes a las regiones conservadas del dominio RRM del gen tra-2
de los dipteros M. domestica, Drosophila. virilis y D. melanogaster (Tabla 2). Se
amplificd un fragmento de 92 pares de bases que fue clonado y secuenciado. Su
secuencia putativa de aminoacidos mostraba un alto grado de similitud con la regién
3’ del dominio RRM de la proteina Tra2 de D. melanogaster. Este resultado indicaba

gue se habia aislado un fragmento del gen Aotra-2.

El segundo paso consistido en amplificar la unidad de transcripcién completa del gen
Aotra-2 de A. obliqua. Para ello, se disefiaron los oligonucledtidos "GW1” y "GW2”
(Tabla 2 y Figura 7), a partir de la secuencia inicial amplificada. Dichos cebadores se
utilizaron en ensayos de 5'RACE y 3'RACE, usando como molde ARN total de macho y
de hembra, separadamente. En el experimento 5'RACE se amplificaron los mismos
fragmentos tanto en machos como en hembras (Figura 8). En el ensayo 3'RACE se
amplificaron varios fragmentos que eran los mismos en ambos sexos (Figura 8). Los
fragmentos de mayor tamafio se clonaron y se secuenciaron y las secuencias putativas
de aminoacidos se compararon, in silito, con la secuencia de las proteinas Tra2 de D.
melanogaster. El ensayo 5'RACE permitio identificar el extremo amino-terminal de la
proteina putativa Tra2 de A. obligua y la regién 5'UTR de su ARNm. El ensayo 3'RACE
permitié identificar el extremo carboxilo-terminal de la mencionada proteina putativa y
la regidon 3’'UTR de su ARNm.

El tercer paso consistid en caracterizar la regidon gendmica correspondiente al gen
Aotra-2. Para tal propdsito se sintetizd una genoteca gendmica de adultos de A.
obliqua (véase apartado 2.2 de Materiales y métodos) que se utilizd en ensayos de
paseo cromosomico ("Genome Walker”). Para este ensayo se emplearon los cebadores
"GW1”y "GW2” y el fragmento de 92 pb, amplificado inicialmente, fue el molde. Los
fragmentos gendmicos amplificados se clonaron y secuenciaron. Este proceso se
repitié hasta conseguir la secuencia gendmica completa del gen. La secuencia y
localizacién de los cebadores utilizados se muestran, respectivamente, en la Tabla 2 y

en la Figura 7.
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RACE 5' RACE 3'
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Figura 8. RACE 5’ y 3’. Los ensayos se realizaron usando como molde ARN mensajero de macho y
hembra, separadamente. MW indica el marcador de peso molecular “Molecular Weight Marker XIV” de

Roche.

La comparacion de las secuencias genémicas con las secuencias de ADNc obtenidas
previamente, permitié determinar las uniones exoén-intrén, obteniéndose asi la

organizacion molecular del gen tra-2 de A. obliqua.

La unidad completa de transcripcién de Aotra-2 estd compuesta por 3635 pb (Anexo
1). Este consta de ocho exones y siete intrones, cuyos tamafios se muestran en la
tabla 3. Se identificd un Unico transcrito formado por 1923 pares de bases. Esto fue
confirmado por ensayos de RT-PCR solapantes sobre ARN total de machos y hembras

separadamente, usando los cebadores mostrados en la Tabla 2 y en la Figura 7.

La comparacion de la secuencia gendmica correspondiente a la region 5 del gen
Aotra-2 con la secuencia de ADNc permitié determinar la longitud de la region 5 "UTR.
Sin embargo, debido a la ausencia de cajas TATA, no fue posible identificar la regién
promotora del gen Aotra-2. No obstante, sobre la base de las secuencias analizadas
del experimento de 5’ RACE y al programa “Neural Network Promoter Prediction”
(www.fruitfly.org/seq_tools/promoter.html) podemos determinar que el inicio putativo
de la transcripcidn se encuentra localizado 306 pb aguas arriba del codén de inicio de

la traduccion.

Se encontrd un unico sitio de inicio de la traduccién, constituido por los tres ultimos
nucledtidos del primer exén, asi como un Unico sitio de parada de la traduccidn,
localizado a 15 nucledtidos del inicio del exdn 8. Este Unico marco abierto de lectura

estd formado por 749 pares de bases (Anexo 2).
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Exon Intron Exon Intron Exon Intron Exon Intron Exon  Intron  Exon  Intron Exén  Intréon  Exon

1 1 2 2 3 3 4 4 5 5 6 6 7 7 8
(pb) (pb) (pb)  (pb) (pb)  (pb) (pb) (pb) (pb) (pb) (pb) (pb) (pb) (pb) (pb)
309 299 80 74 126 870 78 67 129 268 176 69 140 65 885

Tabla 3. El gen tra-2 de A. obliqua. Se indica el nimero de nucleétidos (pb) que componen los ocho

exones Yy los siete intrones del gen Aotra-2. El tamafio completo del gen corresponde a 3635 pb.

2. Comparacion de la organizacion molecular del gen transformer-2 de

Anastrepha obliqua con el gen transformer-2 de otros insectos

La Figura 9 muestra la organizaciéon molecular del gen Aotra-2 y su comparacion con

los genes tra-2 de las especies C. capitata (Figura 9B) y D. melanogaster (Figura 9C).

El nimero de exones varia: el gen tra-2 de Anastrepha y el de Ceratitis estan
formados por 8 exones (teniendo en cuenta los exones 6a y 6b en Ceratitis), mientras

que el gen tra-2 de Drosophila estd compuesto por 7 exones.

Todas las uniones exdn-intrén son las tipicas (consenso), es decir, GT/AG. Las uniones
exon-intrén varian entre las especies con la excepcién de la unidén correspondiente a
los exones E5 y E6, la cual se localiza en el mismo sitio en todas las especies

analizadas.

La proteina putativa codificada por el gen Aotra-2 esta formada por 249 aminoacidos y
muestra las caracteristicas que definen a las proteinas pertenecientes a la familia SR.
Estas caracteristicas corresponden a un dominio RRM de unién a ARN, flanqueado por
dos dominios SR ricos en dipéptidos arginina-serina, responsables de la interaccién
entre proteinas (Figura 9A). El dominio RS1 estaria codificado por parte del exén 2, el
exon 3 completo y la regién 5’ del exéon 4; el dominio RRM estaria codificado por la
mayor parte del exén 5 y el exén 6; el dominio RS2 estaria codificado por el exén 7 y
una pequena regién del inicio del exén 8 (Figura 9A). Las secuencias codificantes
estos dominios conservados ocupan aproximadamente las mismas posiciones, tanto
en el tra-2 de C. capitata como en el tra-2 de D. melanogaster (identificados con los
mismos colores en la Figura 9). En C. capitata el RS1 estaria codificado por los exones
2, 3 y parte del 4; el RRM por parte de los exones 5y 6 y el RS2 por parte de los
exones 6b y 7 (Figura 9B). En D. melanogaster parte de los exones 2 y 4 y el exéon 3
completo codificarian el dominio RS1; partes de los exones 5 y 6 codificarian el RRM y

partes del 6 y del 7 codificarian el dominio RS2 (Figura 9C).
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A) Anastrepha obliqua
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Figura 9. Organizacion molecular de los genes tra-2 de A. Obliqua (A), C. Capitata (B) y D.

Tra2-179

melanogaster (C). Los rectangulos coloreados representan los exones. En morado y en rosa se
representan, respectivamente, los dominios RS1 y RS2 y en azul el dominio RRM. En verde (A-B) y en
naranja (C) se han coloreado las regiones exoénicas que no corresponden a ninglin dominio particular y las
regiones 3’ y 5’ UTR. Las lineas negras representan el procesamiento del transcrito primario de los
diferentes genes. Se indican: el sitio de inicio de la transcripcidn (flechas negras), los sitios de inicio (ATG) y

terminacion (TAA) de la traduccidn vy los sitios de poliadenilacion (AAA).
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3. Expresion del gen transformer-2 de Anastrepha obliqua

La expresion del gen Aotra-2 se analizd mediante RT-PCR, usando como molde ARN
total procedente de soma de macho (sin génadas), soma de hembra (sin génadas),
una mezcla de larvas macho y larvas hembra, una mezcla de embriones de ambos
sexos y ovarios de hembras adultas. Se utilizé el cebador “"oligo-dT” para la reaccion
de retrotranscripcion y la pareja de cebadores "GW1” y "P4” para la de PCR (Figura
10A). En todos los casos, se amplificé el fragmento esperado de 368 pb. Dicho
fragmento fue clonado y secuenciado para confirmar que se correspondia con el
fragmento esperado del gen Aotra-2. Los controles negativos del PCR (véase

Materiales y métodos, apartado 2.1.10) no produjeron amplificaciones.

Gracias a estos resultados, se puede afirmar que el gen Aotra-2 se expresa durante
todo el desarrollo y en la vida adulta de ambos sexos. Este gen también se expresa en

ovarios adultos, lo que sugiere que podria haber expresién materna (Figura 10B).

A)

ATG TAA

B)
MW O E L Ms Fs
-—

700 bp—pp

500 bp—p>
S e e —
—-—

Figura 10. Expresion del gen Aotra-2. (A) Localizacidn, a nivel del gen Aotra-2, de los cebadores "GW1”
y "P4”, empleados en las reacciones de PCR (flechas). Los rectangulos coloreados representa los exones.
Las lineas negras representan el procesamiento del transcrito primario. Se sefalan los sitios de inico (ATG)
y terminacion (TAA) de la traduccion y el sitio de poliadenilacion (AAA). (B) Patron de expresion de Aotra-2
en: ovario (O); embriones macho y hembra (E); larvas macho y hembra (L); soma de macho (cabeza y
torax) (MS); soma de hembra (cabeza y torax) (FS). MW se refiere al marcador de peso molecular
“Molecular Weight Marker XIV” de Roche.

Como se menciond en la Introduccién, el gen tra-2 de D. melanogaster produce un
transcrito, tra2-179, especifico de la linea germinal del macho adulto. Este transcrito
se caracteriza por contener el intrdn M1, el cual introduce codones de parada de la

traduccidon en el ARNm. De este modo, se produce una proteina Tra2 truncada no
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funcional. Este transcrito aberrante constituye alrededor del 50% del ARNm total
producido por tra-2 en el testiculo (Mattox et al, 1990). La retencién del intron M1 es
el mecanismo por medio del cual la proteina Tra2 funcional limita su propia sintesis,
puesto que la cantidad final de esta proteina es crucial para la fertilidad del macho. Es
necesario que se mantengan los niveles fisioldgicos de proteina Tra2 funcional para
gue tenga lugar una espermatogénesis normal (McGuffin et al., 1998). Esta regulacién
negativa de la proteina Tra2 se implementa por la uniéon de dicha proteina a las

secuencias ISS localizadas en el intrén M1 (Qi et al., 2007).

Aungue en los andlisis iniciales del aislamiento del gen Aotra-2 solamente se identific
un Unico transcrito, cabia la posibilidad de que, como en Drosophila, existiese un
transcrito especifico del testiculo. Si este transcrito no se detectaba analizando
machos adultos completos, podria deberse a que este ultimo transcrito no estuviese
muy representado. Para verificar esta hipotésis se decidié efectuar un andlisis mas
preciso, utilizando solamente los testiculos de individuos adultos. Lo primero fue
analizar la secuencia gendmica completa para intentar detectar secuencias ISS, las
cuales se encontraron en los intrones 1 y 3 (Figura 11A; resaltadas con un recuadro
en el Anexo 1). El segundo paso fue investigar la posible producciéon de cantidades
significativas de mensajeros alternativos que contuvieran ambos intrones o, por lo
menos, uno de ellos. Se habria esperado encontrar un ARNm alternativo que, como en
el caso de Drosophila, produjese una proteina Tra2 truncada. En este caso, se habria
podido proponer un posible mecanismo de autorregulacidon negativa de tra-2 en los

testiculos adultos de Anastrepha.

Con este fin, se efectuaron experimentos de PCR sobre ADNc, obtenido por
retrotranscripcidon (usando el cebador “oligo-dT”) del ARN total procedente de testiculo
de macho adulto de la especie A. obliqua. Se usaron dos parejas de cebadores "PM1”
y "P2” (localizados, respectivamente, al principio del intrén 3 y en el exén 4) y "P1”y
"P2” (localizados en los exones 1 y 4, respectivamente) (Figura 11A y Tabla 2). Con la
primera pareja de cebadores se amplificaron dos fragmentos de aproximadamente
200 y 900 pb, respectivamente (Figura 11B, carril 1). Por el tamafio, el fragmento
mayor podria corresponder a un transcrito que incluyese el intron 3. Con la segunda
pareja de cebadores, se amplific6 un Unico fragmento de unas 300 pb que, por
tamano, corresponderia al ARNm que codifica la proteina Tra2 funcional, lo que se
confirmd clonando y secuenciando este fragmento. Los controles negativos del ensayo
PCR no produjeron amplificacion (datos no mostrados). No se pudo confirmar, sin
embargo, el origen de los fragmentos de 200 y 900 pb pues su clonacién no fue

posible.
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Figura 11. Expresion del gen Aotra-2 en los testiculos del macho adulto. (A) Localizacion, a nivel
del gen Aotra-2, de los cebadores utilizados en las reacciones de PCR (flechas). Localizacién de las
secuencias ISS en los intrones 2 y 3 (lineas moradas). Los rectangulos coloreados corresponden a los
exones, mientras el procesamiento del transcrito primario se representa con las lineas negras oblicuas. Se
sefalan los sitios de inicio (ATG) y terminacion (TAA) de la traduccion y el sitio de poliadenilacién (AAA).
(B) PCR con los cebadores "PM1” y "“P2” (carril 1) y "P1” y "P2” (carril 2). (C) "Southern blot”
correspondiente al gel de la Figura 11B hibridado con una sonda especifica para el intrén 3 del gen Aotra-2.
El asterisco indica una banda de 900 pares de bases que se corresponderia a la banda detectada en el carril

1 de la Figura 11B. MW hace referencia al marcador de peso molecular “Molecular Weight Marker XIV” de
Roche.

Para verificar si alguno de los fragmentos no secuenciados contenia el intréon 3, se
llevé a cabo un “Southern blot” con dichos fragmentos, utilizdndose como sonda una
secuencia complementaria a la regién del intrén 3 del gen Aotra-2. Solamente el
fragmento de unas 900 pb hibrid6é con la sonda (Figura 11C, carril 1). El fragmento de
200 pb del carril 1 y el fragmento de 300 pb del carril 2 no hibridaron, como se

esperaba, pues la sonda es especifica para el intrén 3.
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Estos resultados confirman que el testiculo de A. obligua produce un transcrito
especifico, similar al transcrito tra2-179 de Drosophila, poco representado respecto al
transcrito ubicuo. Dicho transcrito, al contrario de lo que ocurre en Drosophila, se

expresa a partir del mismo promotor usado en el soma.

4. La proteina Transformer2 de Anastrepha y de otros insectos

Para caracterizar la proteina Tra2 de otras especies pertenecientes al género
Anastrepha, se asumid que el gen tra-2 de estas especies poseeria una organizacién
similar al gen tra-2 de A. obliqua como ya se demostré anteriormente en el caso de

los genes tra (Ruiz et al., 2007b) y dsx (Ruiz et al., 2007a) de dichas especies.

El ARN total extraido de hembras adultas pertenecientes a cada una de estas especies
se usé como molde para reacciones de RT-PCR. Para la reaccion de retrotranscripcion
se uso el cebador "P4” (Tabla 2 y Figura 7), localizado en la region 3'UTR del gen
Aotra-2. Para las reacciones de PCR se usé la pareja de cebadores: "P5”, localizado en
la region 5’ UTR de Aotra-2 y "P2” (Tabla 2 y Figura 7). De esta forma, se amplificaron
los marcos abiertos de lectura completos del gen tra-2 en diez especies de Anastrepha
(Anexo 2). Los amplicones obtenidos fueron clonados, secuenciados y traducidos, in
silico, usando programas informaticos apropiados (véase Materiales y métodos,
apartado 2.1). La comparacién de las proteinas se llevd a cabo tanto a nivel de las
secuencias completas como a nivel de las secuencias especificas de los distintos
dominios RS1, RS2, RRM vy la regién “linker” (Figura 12). Se determind también el
contenido de dipéptidos RS (arginina-serina). Las relaciones filogenéticas de las
proteinas Tra2 de los insectos donde han sido caracterizadas se muestran en el Anexo
3.

El nimero de aminoacidos que componen la proteina putativa Tra2 de todas las
especies de Anastrepha analizadas es de 249 aminoacidos. El niumero de éstos que
componen cada uno de los dominios de Tra2 es el mismo para todas estas especies. El
grado de similitud (aminodacidos idénticos mas los cambios conservativos) entre ellas
resultd ser muy elevado, tanto en lo que se refiere a la proteina completa (97,2-
100%) (Tabla 4A) como en lo referido a cada uno de sus dominios: RS1 (95,6-100%)
(Tabla 5A); RS2 (94,3-100%) (Tabla 6A); RRM (97,2-100%) (Tabla 7A) y la regién
“linker” (100%) (Tabla 8A). El contenido de dipéptidos RS fue de 11 para el dominio

RS1 y de 6 para el dominio RS2, en todas las especies.

La proteina Tra2 de Anastrepha y la de los otros insectos donde dicha proteina ha sido
caracterizada se compararon, respecto a su secuencia completa como respecto a cada

uno de sus dominios (Figura 12). Se utilizé la secuencia de Tra2 de A. obliqua como
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referencia de las especies de Anastrepha. El nimero de aminoacidos que componen
las proteinas Tra2 varia entre las distintas especies. Las proteinas de C. capitata y B.
oleae poseen 251 aminoacidos; Tra2 de M. domestica presenta 232 aminoacidos,
mientras que la de Lucilia cuprina posee 271 aminoacidos. Las proteinas Tra2 de D.
melanogaster, D. virilis y Drosophila pseudoobscura estan formadas por 264, 315 y
248 aminoacidos, respectivamente. Finalmente, los aminodcidos que componen la
secuencia de esta proteina en el lepidoptero Bombyx mori son 284 y los de los
himenopteros Apis mellifera y Nasonia vitripennis, son 269 y 307, respectivamente
(Tabla 4B).
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Figura 12. Alineamiento de las proteinas Tra2. La comparacion de las proteinas se llevo a cabo
mediante el programa ClustalW. En morado se sefiala el dominio RS1, en azul el dominio RRM y en rosa el
dominio RS2. Los puntos representan aminoacidos idénticos, mientras los guiones sefialan deleciones de
aminoacidos en la correspondiente posicion. Los rectangulos evidencian las secuencias consenso RNP-1 y
RNP-2 de unién a ribonucleoproteina. Este analisis se ha desarrollado sobre secuencias ortdlogas de tra-2
pertenecientes a 21 diferentes insectos. Los nimeros de acceso de dichas secuencias son los siguientes:
Diptera: A. amita (FN658617), A. bistrigata (FN658616), A. aff. fraterculus sp. 1 (FN658608), A. aff.
fraterculus sp. 2 (FN658609), A. aff. fraterculus sp. 3 (FN658610), A. aff. fraterculus sp. 4 (FN658611), A
grandis (FN658612), A. obliqua (FN658607), A. serpentina (FN658613), A. sororcula (FN658614), A. striata
(FN658615), C. capitata (EU999754), B. oleae (A)547623), M. domestica (AY847518), L. cuprina
(F1461620), D. melanogaster (M23633), D. virilis (XM_002049663), D. pseudoobscura (XM_001360568),
Lepidoptera: B. mori (NM_001126233); Himenoptera: A. mellifera (XM_001121070), N. vitripennis
(XP_001601106).

El nimero de aminoacidos que componen los dominios RS1 (Tabla 5B) y RS2 (Tabla
6B) varia entre las distintas especies, mientras que el dominio RRM (Tabla 7B) vy la
region “linker” (Tabla 8B), que une este ultimo dominio con el dominio RS2, estan

formados por el mismo numero de aminodacidos en todas las especies analizadas.

El porcentaje de similitud de las proteinas Tra2 es mayor entre los dipteros que entre

estos Ultimos y lepidopteros e himendpteros (Tabla 4B). El mayor porcentaje de
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similitud se encuentra entre las proteinas Tra2 de los tefritidos Anastrepha, Ceratitis y
Bactrocera (entre un 83,9% y 86,3%), después entre éstos y Lucilia (57,4%-58,9%),
Musca (48,3%-57,7%), Drosophila (36,7%-49,6%), Apis (58,7%) y Bombyx (48,2%)
(Tabla 4B). Esta relacion se mantiene entre los dominios. El dominio RRM (similitud
56,9-98,6%) (Tabla 7B) y la regién “linker” (similitud 66,7-100%) (Tabla 8B) son los
mas conservados, mientras que la variabilidad en la similitud de los dominios RS1
(Tabla 5B) y RS2 (Tabla 6B) es mayor, entre 17,4 y 81,5% para RS1 y entre 21,8 y
82,7% para RS2. El contenido en dipéptidos RS es diferente entre las especies (Tabla

9B), variando entre 6 y 10 para el dominio RS1 y entre 3 y 14 para el dominio RS2.

A A A A A A A A A A
fosp.1 fosp.2 fosp.3 fosp. 4 grandis serpentina  sororcula striata  bistrigata amita
(249aa)  (249aa) (249aa) (249aa) (249aa) (249aa) (249aa) (249aa) (249aa) (249aa)
A.
obliqua 98,8 97,9 98,4 98,4 97,6 97,2 97,5 97,9 97,6 98,4
(249aa)
4k 99,2 99,6 99,6 98,8 98,4 98,8 99,2 98,8 99,6
f.sp. 1
A 98,8 98,8 97,9 97,6 97,9 98,4 97,9 98,8
fosp.2
4k 99,2 98,4 97,9 98,4 98,8 98,4 99,2
fsp.3
4k 98,4 97,9 98,4 98,8 98,4 100
fsp. 4
4k . 97,2 97,6 98,8 98,4 98,4
grandis
4k . 99,6 97,6 97,2 97,9
serpentina
4k 97,9 97,6 98,4
sororcula
A.
striata 99,2 98,8
A.
bistrigata 98,4

Tabla 4A. Porcentaje de similitud (identidad de aminoacidos y cambios conservativos) de las proteinas Tra2

de Anastrepha.
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C. B. L. M. D. D. D. B. A N.
capitata oleae cuprina d ica lanogaster virilis ~ pseudoobscura mori  mellifera  vitripenni
(25laa) (25laa) (27laa) (232aa) (264aa) (269aa) (264aa) (274aa)  (269aa) s (269aa)
A.
obliqua 86,3 83,9 574 52,1 40,6 42,1 41,1 40,6 41,4 393
(249aa)
C:' 86,4 59,8 48,3 40,6 442 41,5 434 45,4 40,6
capitata
B' 58,9 51,3 41,4 44,6 41,9 42,6 42,2 41,8
oleae
L'. 57,7 36,7 39,4 39,5 40,2 41,6 36,9
cuprina
M.
5 41,8 41,8 40,1 41,4 46,9 43,9
domestica
D.
melanoga 51,5 49,6 35,6 37,5 36,3
ster
D.
86n 46,8 36,7 37,1 37,9
virilis
D.
pseudoobs 35,6 36,4 32,9
cura
5 5 50,9 48,2
mori
A.
mellifera 38,7

Tabla 4B. Porcentaje de similitud (identidad de aminoacidos y cambios conservativos) de las proteinas Tra2

en Insectos.

A A A A A A A A A A
fosp.1 fisp.2  fisp.3 fosp.4 grandis  serpentina sororcula  striata  bistrigata  amita
(92aa) (92aa) (92aa) (92aa) (92aa) (92aa) (92aa) (92aa) (92aa) (92aa)
A.
obliqua 97,8 97,8 97,8 97,8 96,7 94,5 95,6 97,8 96,7 97,8
(92aa)
4t 100 100 100 98,9 96,7 97,8 100 98,9 100
fosp. 1
- 100 100 98,9 96,7 97,8 100 98,9 100
fosp.2
- 100 98,9 96,7 97,8 100 98,9 100
£ sp.3
- 98,9 96,7 97,8 100 98,9 100
f. sp. 4
A.
. 95,6 96,7 98,9 97,8 98,9
grandis
A
. 98,9 96,7 95,6 96,7
serpentina
A 97,8 967 978
sororcula
A
striata 98,9 100
A.
bistrigata 98,9

Tabla 5A. Porcentaje de similitud (identidad de aminoacidos y cambios conservativos) del dominio RS1 de

las proteinas Tra2 de Anastrepha.
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C. B. L. M. D. D. D. B. A N.
capitata  oleae  cuprina d ica lanogaster  virilis pseudoobscura mori  mellifera vitripennis
(94aa) (92aa) (11laa) (87aa) (84aa) (92aa) (57aa) (109aa)  (113aa) (129aa)
A.
obliqua 81,5 78,2 46,7 35,6 21,4 20,6 26,3 27,2 27,2 26,1
(92aa)
C:' 76,1 48,9 34,5 22,6 21,7 26,3 27,6 32,9 27,7
capitata
B. 456 322 238 174 29,8 304 315 272
oleae
L'. 35,6 26,2 19,6 28,1 23,8 28,8 25,2
cuprina
M.
. 22,6 20,7 26,3 25,3 28,7 28,7
domestica
o 38,1 36,8 23,8 28,6 27,4
melanogaster
D 29,8 21,7 21,7 20,6
virilis
D.
pseudoobscura 333 36,8 31,6
i 5 349 284
mori
A.
mellifera 375

Tabla 5B. Porcentaje de similitud (identidad de aminoacidos y cambios conservativos) del dominio RS1 de

las proteinas Tra2 en Insectos.

A A A A A A A A A A
fosp.1 fosp.2 fosp.3 S sp. 4 grandis  serpentina  sororcula striata bistrigata  amita
(53aa) (53aa) (53aa) (53aa) (53aa) (53aa) (53aa) (53aa) (53aa) (53aa)
A.
obliqua 100 98,1 98,1 98,1 96,2 100 100 98,1 98,1 98,1
(53aa)
A 98,1 98,1 98,1 96,2 100 100 98,1 98,1 98,1
fosp. 1
A.
fisp.2 96,2 96,2 943 98,1 98,1 96,2 96,2 96,2
A 96,2 943 98,1 98,1 96,2 96,2 96,2
fsp.3
A.
f.sp. 4 943 98,1 98,1 96,2 96,2 100
b 96,2 96,2 98,1 98,1 943
grandis
A.
g 100 98,1 98,1 98,1
serpentina
A.
98,1 98,1 98,1
sororcula
A.
striata 100 96,2
A.
bistrigata 96,2

Tabla 6A. Porcentaje de similitud (identidad de aminoacidos y cambios conservativos) del dominio RS2 de

las proteinas Tra2 de Anastrepha.

48



Resultados

C. B. L. M. D. D. D. B. A N.
capitata  leae  cuprina d ica lanogaster virilis ~ pseudoobscura  mori  mellifera  vitripennis
(55aa) (52aa) (55aa) (42aa) (75aa) (74aa) (85aa) (70aa) (49aa) (70aa)
A.
obliqua 71,1 66,0 34,0 42,8 34,0 37,7 34,0 26,4 42,8 32,1
(53aa)
Cj’ 82,7 38,5 40,5 34,6 40,4 34,6 26,9 45,0 33,0
capitata
e 36,4 40,5 273 41,8 29,1 29,1 40,8 34,5
oleae
L'. 50,0 21,8 30,1 25,4 23,6 30,6 29,1
cuprina
M.
. 28,6 38,1 333 30,9 47,6 42,8
domestica
D.
melanogaste 284 36,0 22,8 30,6 22,8
r
D.
e 36,5 22,8 32,6 28,6
virilis
D.
pseudoobscu 243 28,6 25,7
ra
i N 38,8 32,9
mori
A.
mellifera 61,2

Tabla 6B. Porcentaje de similitud (identidad de aminoacidos y cambios conservativos) del dominio RS1 de

las proteinas Tra2 en Insectos.

A A A A A A A A A A
fosp.1 fosp.2 fosp.3 S sp.4 grandis serpentina  sororcula striata bistrigata  amita
(72aa) (72aa) (72aa) (72aa) (72aa) (72aa) (72aa) (72aa) (72aa) (72aa)
A.
obliqua 98,6 97,2 98,6 98,6 98,6 97,2 97,2 98,6 98,6 98,4
(72aa)
- 98,6 100 100 100 98,6 98,6 100 100 100
fosp.1
A 98,6 98,6 98,6 97,2 97,2 98,6 98,6 98,6
f sp.2
4k 100 100 98,6 98,6 100 100 100
f sp.3
4t 100 98,6 98,6 100 100 100
fosp. 4 ’ ’
A.
. 98,6 98,6 100 100 100
grandis
A.
. 100 98,6 98,6 100
serpentina
Zk 98,6 98,6 98,6
sororcula
A.
striata 98,6 98,6
A.
bistrigata 100

Tabla 7A. Porcentaje de similitud (identidad de aminoacidos y cambios conservativos) del dominio RRM de

las proteinas Tra2 de Anastrepha.
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C. B. L. M. D. D. D. B. A N.
capitata  oleae cuprina d ica lanogaster virilis pseudoobscura mori mellifera vitripennis
(72aa)  (72aa) (72aa) (72aa) (72aa) (72aa) (72aa) (72aa) (72aa) (72aa)
A.
obliqua 97,2 97,2 80,6 76,1 66,7 69,4 72,2 66,7 62,5 59,7
(72aa)
C:' 98,6 83,1 76,1 67,6 70,4 71,8 69,1 63,4 60,6
capitata
B' 83,3 76,1 68,1 72,2 72,2 69,4 65,3 62,5
oleae
L'. 78,9 69,0 70,4 69,0 64,8 66,2 60,6
cuprina
M.
. 67,6 70,4 71,8 69,1 63,4 60,6
domestica
D.
melanoga 83,3 77,8 56,9 58,3 58,3
ster
D.
e 79,2 61,1 63,9 59,7
virilis
D.
pseudoobs 58,3 61,1 59,7
cura
o 5 75 72,2
mori
A.
mellifera 80,6

Tabla 7B. Porcentaje de similitud (identidad de

las proteinas Tra2 en Insectos.

aminoacidos y cambios conservativos) del dominio RRM de

A A A A A A A A A A
fosp.1 fosp.2 fosp.3 S sp. 4 grandis  serpentina sororcula striata bistrigata amita
(18aa) (18aa) (18aa) (18aa) (18aa) (18aa) (18aa) (18aa) (18aa) (18aa)
A.
obliqua 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
(18aa)
- 100 100 100 100 100 100 100 100 100
fosp.1
- 100 100 100 100 100 100 100 100
fosp.2
A.
100 100 100 100 100 100 100
fosp.3
- 100 100 100 100 100 100
fosp. 4
A.
N 100 100 100 100 100
grandis
A . 100 100 100 100
serpentina
A 100 100 100
sororcula
A.
striata 100 100
A.
bistrigata 100

Tabla 8A. Porcentaje de similitud (identidad de aminoacidos y cambios conservativos) de la region linker de

las proteinas Tra2 de Anastrepha.
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C. B. L. M. D. D. D. B. A N.
capitata  oleae  cuprina d ica lanogaster virilis pseudoobscura mori  mellifera vitripennis
(18aa) (18aa) (18aa) (18aa) (18aa) (18aa) (18aa) (18aa) (18aa) (18aa)
A.
obliqua 100 100 88,9 77,8 77,8 88,8 77,8 77,8 72,2 66,7
(18aa)
C:' 100 88,9 77,8 77,8 88,8 77,8 77,8 72,2 66,7
capitata
D 88,9 77,8 77,8 88,8 83,3 77,8 72,2 66,7
oleae
L'. 88,9 77,8 88,9 83,3 77,8 72,2 77,8
cuprina
M.
. 72,2 77,8 72,2 66,7 66,7 72,2
domestica
2 88,9 83,3 77,8 83,3 72,2
melanogaster
D 83,3 88,8 83,3 77,8
virilis
D. 833 77.8 722
pseudoobscura
B. ) 94,4 88,9
mori
A.
mellifera 88,9

Tabla 8B. Porcentaje de similitud (identidad de aminoacidos y cambios conservativos) de la region linker de

las proteinas Tra2 en Insectos.

A. A. A. A. A. A. A. A. A. A. A.

obligua  f.sp.1 fosp.2  fisp.3  f.sp.4 grandis serpentina sororcula striata bistrigata  amita
RS1 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11
RS2 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6

Tabla 9A. Numero de dipéptidos arginina-serina en los dominios RS1 y RS2 de las proteinas Tra2 de

Anastrepha.
C. B. L. M. D. D. D. B. A. N.
capitata | oleae cuprina domestica melanogaster virilis pseudoobscura mori mellifera vitripennis
RS1 12 10 17 12 11 6 7 18 20 20
RS2 4 7 3 8 11 14 4 4 6

Tabla 9B. Numero de dipéptidos arginina-serina en los dominios RS1 y RS2 de las proteinas Tra2 en

Insectos.
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5. El gen transformer-2 se necesita para la determinacion sexual en

Anastrepha

El estudio funcional del gen tra-2 en Anastrepha se abordé mediante la técnica del
ARN de interferencia, la cual permite llevar a cabo andlisis funcionales de genes en
especies carentes de una genética desarrollada. Se trata de inyectar dsARN de tra-2
de A. obligua en embriones de A. aff. fraterculus sp. 1 (véase mas adelante) para
eliminar la funcién tra-2 endégena y monitorizar eventuales alteraciones en el
desarrollo sexual de las hembras que provienen de los embriones inyectados. Un
imperativo de esta metodologia es disponer de marcadores que permitan discernir, sin
ambigliedades, si los machos (o intersexos) que sobreviven a la microinyeccién
corresponden a hembras XX transformadas o a machos normales XY. No se conocen
marcadores del cromosoma Y en Anastrepha, por lo tanto, para determinar el cariotipo
de los machos adultos procedentes de los embriones inyectados, se diseccionaron sus
testiculos y se hicieron preparaciones cromosémicas (Figura 13). El dsARN inyectado,
como mencionado anteriormente, correspondia a la ORF completa del gen Aotra-2.
Dado que los cromosomas X e Y de esta especie son dificilmente distinguibles (Selivon
et al., 2005b), se utilizo la especie A. aff. fraterculus sp. 1, cuyos cromosomas X e Y
son muy diferentes en su morfologia (Figura 13A) (Selivon et al., 2005a). Los genes
tra-2 de estas dos especies de Anastrepha poseen una alta similitud (Anexo 2), lo que
hace posible el uso del dsARN de Aotra-2 para destruir la funcién tra2 endégena de A.
aff. fraterculus sp. 1. Como control, se inyectdé el tampdn de resuspension sin el
dsARN Aotra-2. Los detalles experimentales se describen en el apartado 3.1 de

Materiales y métodos. Los resultados de la microinyeccion se muestran en la tabla 10.

5, /fy
% & {3"}
- w)'("O ¥

. %

Figura 13. Cromosomas de A. aff. fraterculus sp. 1. (A) Cariotipo de un macho adulto normal. (B)
Cariotipo de un seudomacho adulto, desarrollado a partir de huevos inyectados con dsARN de Aotra-2. (C)

Cariotipo de una hembra normal. X e Y son los cromosomas sexuales.
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A)
Control 1000 253 59 44
(25,3%) (23,3%) 74,6%
21 23
Machos hembras
(47,7%) (52,3%)
dsRNA Aotra-2 1450 477 124 86
(32,9%) (26,0%) (69,3%)
76 10
machos hembras

(88,4%)  (11,6%)

B)
Machos Pseudomachos
cromosomicamente XX)
normales
(XY)
47 11
(35,5%) (38,9%)

Tabla 10. Resultados obtenidos mediante la técnica ARNi. (A) Numero de individuos y porcentaje de
supervivencia a la microinyeccién del ARN de doble cadena de Aotra-2 o del tampdn de disolucion de ARN,
en embriones pertenecientes a la especie A. aff. fraterculus sp. 1. (B) NUmero de machos adultos

procedentes de la microinyeccion sometidos a analisis cromosdmico.

De los 1450 huevos experimentales inyectados, se obtuvieron 477 (32,9%) larvas,
124 (26,0%) se desarrollaron como pupas y 86 (69,3%) alcanzaron el estado adulto
(76 machos [88,4%] y 10 hembras [11,6%]). De los 1000 huevos controles
inyectados, se obtuvieron 253 (25,3%) larvas de las cuales 59 (23,3%) pasaron a
pupa y 44 alcanzaron el estado adulto (21 machos [47,7%] y 23 hembras [52,3%]).
El mayor niumero de machos adultos recuperados con respecto al de hembras, en la
inyeccion experimental, es altamente significativo (P<0,0001, test exacto de Fisher).
Esto no se puede explicar por una eventual mayor sensibilidad de los embriones
hembras a la inyeccién, la cual causaria una mayor letalidad, pues en el control se

obtuvo practicamente el mismo numero de machos que de hembras (P>0,05, test
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exacto de Fisher). Estos resultados sugieren, en cambio, que la inyeccién del dsARN
Aotra-2 haria que algunos embriones con la constitucién cromosdmica tipica de
hembra (XX) se desarrollasen como machos (seudomachos), debido a la eliminacion
de la funcién tra-2 enddgena, causada por el dsARN Aotra-2. Esto se confirmé con el
analisis de la constitucion cromosdémica de los machos. De los 86 machos obtenidos,
solamente se pudo obtener preparaciones cromosdmicas de 58 de ellos. De los 58, 47
resultaron ser machos normales XY y los 11 restantes eran seudomachos XX (Tabla
10).

Todos los seudomachos XX tenian una terminalia externa normal de macho (Figura
5B). Sin embargo, cuando se diseccionaron sus testiculos, se pudo observar que
algunos de ellos poseian estructuras genitales internas tanto de macho como de
hembra (Figura 14A-C).

300 um

200 um

Figura 14. Genitalia interna y gonadas de A. aff. fraterculus sp. 1. (A-C) Seudomachos. Las flechas
en (A) indican dos vesiculas; una de ellas es amarilla, color tipico del testiculo normal. La flecha en (B)
indica una glandula accesoria de macho. Las flechas en (C) sefialan las espermatecas. (D) Hembra normal.
Ov: ovario. (E) Macho normal. Las flechas largas indican los testiculos, la flecha corta indica la terminalia

externa; rec= rectum. (F) Seudomacho. Las flechas indican un testiculo normal y otro asimétrico.
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Otros seudomachos tenian génadas aberrantes: testiculos no desarrollados totalmente
0 poseian un testiculo normal y otro aberrante (Figura 14F). Estos resultados sugieren
gue en los seudomachos XX, el procesamiento de los pre-ARNm de tra y dsx habria
cambiado del tipo hembra al de tipo macho, como ocurre en el tefritido Ceratitis
(Salvemini et al., 2009). Para confirmarlo, se llevaron a cabo ensayos de RT-PCR
sobre ARN total de estos seudomachos a los cuales se les habian previamente quitado

las génadas para el estudio de su cariotipo.

En Anastrepha, la expresion del gen tra es ubicua en todo el desarrollo y durante la
vida adulta. En las hembras (XX), el transcrito primario del gen tra produce, por
procesamiento alternativo, tres diferentes ARNm (que difieren en el tamafio de la
regiéon 3'UTR), los cuales codifican la misma proteina Tra funcional. En los machos
(XY), el procesamiento alternativo del transcrito primario de tra produce varios ARNm,
los cuales codifican una proteina Tra truncada no funcional. Estos ARNm se diferencian
en el nimero de exones especificos de macho que poseen (Ruiz et al., 2007b). Para
analizar el patron de expresién del transcrito primario del gen tra, se llevaron a cabo
experimentos de RT-PCR, utilizando los cebadores "traAo41” y “traAo44” que se
disefiaron complementarios a secuencias de los exones 1 y 2, respectivamente, que

flanquean los exones especificos de macho (Figura 15A).

A) ?
ATG ‘ TAA
-5 <+ '
TraAo41 O’ TraAo44
B) Seudomacho

[ I
MW F M #1 #2 #3 #4

s 668pb
— - s aamr <<l 5830b trd"
4— 154pb trd

Figura 15. Analisis del procesamiento del transcrito primario del gen tra de seudomachos de A.
aff. fraterculus sp. 1. (A) Organizacion molecular del gen tra. Los exones se representan con rectangulos
y los intrones con lineas. Las lineas oblicuas representan el procesamiento alternativo del transcrito primario
en hembra (arriba) y en macho (abajo). Se indica la localizacion de los cebadores "traAo41” y “traAo44”
utilizados; ms1-ms3 son los exones especificos de macho. (B) RT-PCR sobre ARN total de hembra normal
(F); macho normal (M) y seudomachos (#1, #2, #3, #4). Se indica el tamafio de los fragmentos
correspondientes a las isoformas de macho (tra") y hembra (tra”) amplificadas. MW hace referencia al

marcador de peso molecular.
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El ADNc se sintetizé con un "oligo-dT” a partir de ARN total. La Figura 15B muestra la
presencia de fragmentos amplificados correspondientes a dos ARNm especificos de
macho (se observan trazas en el seudomacho #4). Los controles negativos de todas
las RT-PCR (véase Materiales y métodos, apartado 2.1.10) no produjeron ninguna
amplificacion (datos no mostrados). Estos resultados indican que la falta de funcién
tra-2 hace que la regulacion del procesamiento del pre-ARNm de tra sea del tipo
masculino. Esto demuestra que la proteina Tra2 se requiere para la determinacion
sexual en Anastrepha a través de su participacion en el procesamiento tipo hembra

del transcrito primario del gen tra.

Para analizar el procesamiento alternativo del transcrito primario de dsx se procedié
de la misma manera que para tra. En las reacciones de PCR se us6 un cebador comun,
"dsxAo026” (Figura 16A), diseflado a partir de la secuencia del exén 2 (comun a ambos
sexos) y dos cebadores especificos, para amplificar, respectivamente, dsx” y dsx’. Los
cebadores especificos fueron "dsxAo35M”, correspondiente a una secuencia del exén
especifico de macho, y "dsxAo32F”, disefiado a partir de la secuencia del exdén

especifico de hembra (Figura 16A).

A) 0

AT T6 TA

dsxAo26 dsxAo32F dsxAo35M

B)

Seudomachos
[ |
MW F M 1 #2 #3 #4

l - e e «— 481pb dsx"
a— — ‘—229Db dS/\f

Figura 16. Analisis del procesamiento del transcrito primario del gen dsx de seudomachos de A.
aff. fraterculus sp. 1. (A) Organizaciéon molecular del gen dsx. Los exones se representan con rectangulos
y los intrones con lineas. Las lineas oblicuas representan el procesamiento alternativo del transcrito primario
en hembra (arriba) y en macho (abajo). Se indica la localizacion de los cebadores "dsxA026”, “dsxAo32F”y
"dsxAo35M” utilizados. (B) RT-PCR sobre ARN total de hembra normal (F); macho normal (M) vy
seudomachos (#1, #2, #3, #4). Se indica el tamafo del fragmento correspondiente a las isoformas de

macho (dsx") y hembra (dsx") amplificadas. MW hace referencia al marcador de peso molecular.
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Los cuatro seudomachos XX tenian los fragmentos esperados de 481 y 229 pb,
correspondientes a los ARNm dsx y dsx”, respectivamente (Figura 16B). La cantidad
del fragmento de 229 pb variaba entre los seudomachos. Los controles negativos en
todos los RT-PCR (ver Materiales y métodos) no produjeron ninguna amplificacion
(datos no mostrados). Estos resultados demuestran que la expresién de tra-2 en
Anastrepha se requiere para el procesamiento tipo hembra del transcrito primario del

gen dsx, el cual es el responsable directo del dimorfismo sexual de estos insectos.
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Discusion

En este trabajo de tesis doctoral se presenta el aislamiento y la caracterizacion en A.
obligua del ortélogo del gen tra-2 (Aotra-2), el cual estd involucrado en la

determinacion sexual de dipteros como Drosophila, Ceratitis, Musca y Lucillia.

El gen Aotra-2 produce un unico ARNm en ambos sexos codificando una proteina de
249 aminoacidos, la cual muestra las caracteristicas de la familia de proteinas SR. Al
contrario de lo que ocurre en Drosophila, no se detecta ningin otro ARNm especifico
en la linea germinal de los machos. El gen Aotra-2 se expresa durante todo el
desarrollo y la vida adulta de machos y hembras asi como en los ovarios adultos, lo
gue indica que dicho gen podria poseer una expresién materna. La inyeccién del
dsARN de Aotra-2 en huevos de Anastrepha causa un cambio en el procesamiento de
los transcritos primarios de los genes tra y dsx en los embriones de constitucion
cromosdmica XX. Dichos transcritos primarios seguiran el esquema de procesamiento
especifico de macho, a pesar de que la constitucion cromosémica del embrién sea XX.

Estos ultimo embriones, en consecuencias, se desarrollan como seudomachos.

El hecho de que dichos seudomachos (XX) estén compuestos por una mezcla de
estructuras genitales internas de macho y de hembra indica que la transformacién
inducida por el dsARN Aotra-2 es parcial. Este resultado concuerda con la observacion
de transformacion sexual parcial inducida por el dsARN del gen tra en C. capitata
(Pane et al., 2002), en B. oleae (Lagos et al., 2007), en L. cuprina (Concha y Scott,
2009) y en M. domestica (Hediger et al., 2010). Estos resultados también concuerdan
con la transformacion sexual parcial observada por la inyeccidon del dsARN del gen tra-
2 en M. domestica (Burkghardt et al., 2005) y en C. capitata (Salvemini et al., 2009).
Parte de los seudomachos (XX) procedentes de estos ultimos experimentos muestran,
por ejemplo, poseen la terminalia de macho junto con estructuras tipicas de hembra
en la regidon anterior del cuerpo. En las especies de Anastrepha, incluyendo A. aff.
fraterculus sp. 1, el grado de mosaicismo morfoldégico sexual solamente puede ser
definido para la terminalia, (compuesta por la genitalia externa e interna) y por la
analia, pues son éstas las Unicas regidnes morfolégicas que presentan dimorfismo
sexual en Anastrepha (Whire y Elson-Harris, 1992). Basandonos en los resultados
encontrados en Ceratitis, Bactrocera, Lucilia y Musca, se puede prever que la
transformacién sexual de hembra a seudomacho en Anastrepha, inducida por la
inyeccion del dsARN Aotra-2, lleve a la formacion de individuos que presentan una
cierta variabilidad fenotipica. Aunque los seudomachos (XX) de Anastrepha
mostraban, inequivocamente, la terminalia externa de un macho normal XY, otras
regiones del cuerpo presentaban caracteristicas de hembra cuando el dsARN inyectado
no afectaba a las células precursoras de esas regiones. Esto explicaria el hecho de que
los seudomachos de Anastrepha tuviesen los ARNm tra y dsx de hembra, ademas de

los ARNm tra y dsxM de macho. La cantidad variable de estos transcritos entre los
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seudomachos (XX) tendria como consecuencia la formacién de estructuras tipicas de

hembra en las regiones de esos seudomachos que no presentan dimorfismo sexual.

Todos estos resultados demuestran que la proteina Tra2 es necesaria para la

determinacion sexual en Anastrepha.

1. Funcion de la proteina Transformer2 en la determinacion sexual de

Anastrepha

En los tefritidos C. capitata (Pane et al., 2002), B. oleae (Lagos et al., 2007) y en doce
especies de Anastrepha (Ruiz et al., 2007a), el gen tra actia como la memoria celular
para el desarrollo sexual, mediante su autorregulacién positiva. Esto ocurre gracias a
la participacién de la proteina Tra en el control del procesamiento de su propio
transcrito primario (Pane et al., 2002; Lagos et al., 2007). Por otro lado, también el
gen tra-2 de C. capitata se requiere para el procesamiento de los transcritos primarios
de los genes tra y dsx (Salvemini et al., 2009). Las proteinas Tra y Tra2 forman un
complejo, el cual interacciona con secuencias especificas presentes en estas moléculas
de ARN (Pane et al., 2002; Saccone et al., 2008), haciendo que la cascada de
determinacion sexual se dirija hacia la ruta especifica de hembra. Resultados descritos
en esta tesis demuestran que, también en Anastrepha, el gen tra-2 juega el mismo

papel en la determinacidn sexual de estas especies.

La expresion materna de tra (Pane et al., 2002; Lagos et al., 2007; Ruiz et al., 2007a)
y de tra-2 (Salvemini et al., 2009; esta tesis doctoral) en los tefritidos suple al
embrion con producto materno Tra-Tra2. Este complejo es esencial para que el
procesamiento del primer pre-ARNm cigético del gen tra sea de tipo hembra, de modo
gue se produzca la primera proteina Tra cigotica funcional. Se establece asi la
autorregulacion positiva del gen tra cigético que determina que el embrién siga el
desarrollo sexual de hembra (Figura 17). En los embriones XY, sin embargo, la
probable presencia del aun desconocido factor M de masculinidad en el cromosoma Y
impediria que se estableciese la autorregulaciéon positiva del gen tra cigotico.
Consecuentemente, estos embriones no producirian proteina Tra funcional y se

desarrollarian como machos (Figura 17).

La existencia del factor M en el cromosoma Y ha sido demostrada solamente en C.
capitata (Willhoeft y Franz 1996). No obstante, la caracterizacién del gen tra en
Bactrocera (Lagos et al., 2007) y de tra (Ruiz et al., 2007a) y tra2 (esta tesis
doctoral) en Anastrepha sugiere que también esos tefritidos podrian portar el factor M

de masculinidad en el cromosoma Y.
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Figura 17. Cascada genética de la determinacién sexual de los tefritidos. Tramay Tra2ma: se refieren
a las proteinas de origen materno, mientras que Tra y Tra2 se refieren a las proteinas cigéticas. Dsx y

Dsx"™, corresponden a las proteinas Dsx de hembra y macho, respectivamente.

Las proteinas Tra y Tra2 de los tefritidos muestran una dualidad de funcién en la
determinacion sexual de estas especies. Por un lado, ambas proteinas se comportan
como activadores del procesamiento del pre-ARNm del gen dsx. La union del complejo
Tra-Tra2 a sus secuencias diana, localizadas en el exdn especifico de hembra, activa
un sitio débil del procesamiento, promoviendo asi la inclusion de este exén en el
ARNmM que codifica la proteina DsxF de hembra. Por otro lado, Tra y Tra2 actiian como
inhibidores del procesamiento del pre-ARNm del gen tra. La union del complejo Tra-
Tra2 a los exones especificos de macho inhibe la actividad de sus sitios de
procesamiento, impidiendo asi que dichos exones se incorporen al ARNm que codifica
la proteina Tra funcional. Se ha propuesto que las secuencias ISS de unién de la
proteina Tra2, encontradas en la region reguladora del procesamiento del pre-ARNm
de tra y no en el pre-ARNm de dsx, constituyen la sefal para la dualidad de funcién

del complejo Tra-Tra2 en la determinacién sexual de los tefritidos (Ruiz et al., 2007a).

La funcién descrita para los genes tra y tra-2 en la determinacién sexual no es
exclusiva de los tefritidos (Diptera, Tephritidae), puesto que los genes homdlogos en

L. cuprina (Diptera, Calliphoridae) parecen ejercer la misma funcién (Concha y Scott,
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2009). Una situacién similar se describié en M. domestica (Diptera, Muscidae), donde
el gen F juega el papel central de la determinacién sexual en esta especie. El gen F
presenta autorregulacion positiva, requiriéndose su producto materno para el
establecimiento de dicha autorregulaciéon en el cigoto (Dibendorfer y Hediger, 1998).
La funcién del gen tra-2 también es imprescindible para la autorregulacion del gen F
en el cigoto (Burkgardt et al., 2005). Recientemente, se ha demostrado que el gen F

es el ortdlogo del gen tra en Musca (Hediger et al., 2010).

El factor M de masculinidad se encuentra localizado en el cromosoma Y de Lucilia
(Bedo y Foster, 1985), al igual que en Musca (Hiroyoshi, 1964; Hediger et al., 1998),
aunque algunas poblaciones de esta ultima especie lleven dicho factor M en los

autosomas (Dubendorfer et al 2002).

Todos estos resultados apoyan el modelo de Wilkins (1995) que propone que las
cascadas formadas por los genes de la determinacidon sexual han evolucionado de
“abajo hacia arriba”. Por otro lado, dichos resultados apoyan también la propuesta de
gue la autorregulacién de tra y la relacion tra-tra2 > dsx (respectivamente el
penultimo y ultimo elemento de la jerarquia genética en los linajes filogenéticos
Tephritidae, Calliphoridae y Muscidae) probablemente representen el estado ancestral
(existente) de la actual cascada genética (también existente) en el linaje
Drosophilidae. En este ultimo linaje, tra es un elemento mas de la cascada, la cual
esta regulada por el gen Sx/ (Figura 18). Asi, en el linaje filogenético que dio lugar a
los drosofilidos, la evolucion reclutd al gen Sx/, modificandolo y convirtiéndolo en el

gen clave que controla la determinacion sexual en Drosophila (Figura 18).

El control del procesamiento alternativo de los transcritos primarios de los genes tra y
tra-2 de los tefritidos estd permitiendo desarrollar metodologias orientadas al control
de plagas a través de la muerte selectiva de hembras (Fu et al., 2006). En los cultivos
especializados, se esta usando la técnica SIT (Sterile Insect Technique) para esterilizar
estos insectos. El paso siguiente consistiria en la liberacién selectiva de machos

estériles y no de hembras que, aunque estériles, dafarian los frutos.
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Figura 18. Evolucion putativa de la cascada genética de la determinacion sexual en los dipteros
de las Familias Tephritidae, Muscidae, Calliphoridae y Drosophilidae. Para los simbolos ver las
leyendas de las Figuras 1 y 17. Las flechas en rojo indican las diferencias entre la cascada genética de
Tephritidae, Muscidae y Calliphoridae, considerada ancestral con respecto a la cascada genética mas

evolucionada de Drosophilidae.

2. Diferencias en la regulacion del gen transformer-2, entre Drosophila y

Anastrepha

En Drosophila, el gen tra-2 presenta también una dualidad de funcién. Este se
comporta como un activador del procesamiento de los pre-ARNm de los genes dsx y
fru en el soma de las hembras y como un inhibidor del procesamiento de su propio
transcrito primario en la espermatogénesis del macho adulto. Durante este proceso,
un aumento no fisiolégico de los niveles de proteina Tra2 hace que esta misma
proteina se una a secuencias especificas (ISS) presentes en su propio transcrito
primario, a nivel del intrén M1, provocando la retencion de dicho intrén. Este intrén
M1 es portador de codones de parada de la traduccion, lo que determina que el ARNm
correspondiente produzca una proteina Tra2 truncada, no funcional (Figura 4) (Mattox
et al., 1990). De esta manera, se regulan los niveles de proteina Tra2 funcional en el
testiculo, pues altos niveles de esta proteina causan esterilidad del macho (McGuffin et
al., 1998) y letalidad de machos y hembras (Qi et al., 2006). Esta autorregulacion
negativa de tra-2 se da en la linea germinal del macho y no en el soma de los machos
y las hembras (Mattox et al., 1990). Se ha observado, sin embargo, que también las
células somaticas de Drosophila pueden producir ARNm conteniendo el intron M1,
siempre y cuando se expresen elevados niveles de proteina Tra2 funcional (Qi et al.,
2006). Estos datos indican que la autorregulacion negativa de tra2 es dependiente de

los niveles de proteina Tra2 funcional y no de la existencia de factores especificos de
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las células germinales del macho que controlen el procesamiento del pre-ARNm de
tra-2. La diferencia entre células somaticas y células germinales masculinas, con
respecto a la autorregulacion negativa de tra-2, reside en el hecho de que la expresion
de este gen en las células germinales masculinas es alrededor de 14 veces mayor que
en las células somaticas (Qi et al., 2006). El transcrito primario de tra-2 en la linea
germinal del macho proviene de un promotor que funciona especificamente en estas
células. Esta autorregulaciéon negativa de tra-2 se observa también en D. virilis
(Chandler et al., 1997).

En Anastrepha, el gen tra-2 produce un unico ARNm en el soma de ambos sexos,
mientras en el testiculo del macho adulto expresa también un ARNm portador del
intrén 3 que se corresponderia con el intrdn M1 de Drosophila. Sin embargo, los
niveles de este Ultimo ARNm parecen ser muy bajos (Figura 11) respecto a los niveles
del transcrito que lleva el M1 presentes en los testiculos de Drosophila. En D.
melanogaster, el ARNm portador del intrén M1 representa alrededor del 50% del total
de ARNm expresado por el gen tra-2 (Mattox and Baker, 1991). Por otro lado, al
contrario de lo que ocurre en Drosophila, donde el transcrito tra2-179 proviene de un
promotor que funciona especificamente en la linea germinal del macho (Mattox et al
1990), los dos transcritos en Anastrepha provienen de un Unico promotor, el cual

funciona tanto en el soma como en los testiculos.

El gen tra-2 produce un Unico ARNm en ambos sexos en C. capitata (Salvemini et al.,
2009), en M. domestica (Burkgardt et al., 2005) y en L. cuprina (Concha y Scott,

2009), también en los testiculos de los adultos.

Todos estos resultados sugieren que el Unico promotor del gen tra-2 en los dipteros
Anastrepha, Ceratitis, Musca y Lucilia funcionaria al mismo nivel en las células
somaticas y en las células germinales del macho. Esto hace suponer que la funcién de
la autorregulacién negativa del gen tra-2, Drosophila la habria adquirido durante el
linaje evolutivo que dio lugar a los drosofilidos. Esta nueva funcidn constituiria una
solucidn evolutiva como respuesta a la mayor expresion de tra-2 que apareceria
especificamente en la linea germinal del macho, debida a la adquisicion de un
promotor especifico de dicha linea germinal (Figura 4). La proteina Tra2 pertenece a la
familia de proteinas SR involucradas en funciones basicas de la célula, tales como: el
procesamiento de los transcritos primarios, el transporte de los ARNm y su traduccion
(Shepard y Hertel, 2009). Por lo tanto, los niveles de estas proteinas tienen que estar

regulados.
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3. Evolucién molecular de la proteina Transformer2

El grado de similitud entre las proteinas Tra2 sigue parcialmente las relaciones
filogenéticas de las especies comparadas. Por ejemplo: la similitud de las proteinas
Tra2 es mayor entre los dipteros que entre éstos y los lepidopteros e himendpteros
(Tablas 4 A y B). Dentro de los dipteros, el mayor porcentaje de similitud se encuentra
entre las proteinas Tra2 de las especies del género Anastrepha (Tabla 4A) que entre
estas especies y Ceratitis y Bactrocera, otros dos géneros de la familia Tephritidae.
Igualmente, las proteinas Tra2 pertenecientes a los tefritidos son mas similares entre
si que entre ellas y las pertenecientes a las otras familias: Muscidae (Musca),
Calliphoridae (Lucilia) y Drosophilidae (Drosophila). Sin embargo, la similitud entre las
proteinas Tra2 de los tefritidos que pertenecen al subgrupo Acalyptratae y las de
Musca y Lucilia que pertenecen a otro subgrupo, Calyptratae, es mayor que la
similitud entre las proteinas Tra2 de los tefritidos y las de los drosofilidos, las cuales
pertenecen también al subgrupo Acalyptratae (Figura 4B). Al contrario, la comparacion
entre las proteinas Dsx de todas estas especies y familias concorda con la relacién
filogenética que hay entre ellas. Las proteinas Dsx de los tefritidos son mas similares a
las de Drosophila que a las de Musca (Ruiz et al., 2007b). Estos resultados estan de
acuerdo con resultados previos sobre la evolucion de los otros genes de la
determinacion sexual en los dipteros: Sx/ (Serna et al., 2004), tra (Ruiz et al., 2007a)
y tra-2 (Gomulski et al., 2008; Concha y Scott, 2009; esta tesis doctoral). Esta
discrepancia puede ser explicada por la posicidon de estos genes en la cascada genética
de la determinacidon sexual. El gen dsx es el gen mas basal (ancestral) de esta
cascada, mientras que los otros genes habrian sido reclutados a lo largo de la
evolucién de los distintos linajes filogenéticos (Figura 18). Esta es la razén por la que
se espera un grado mayor de conservacién para dsx que para los otros genes (Wilkins,
1995). Por otro lado, las proteinas Dsx son factores de transcripcién que controlan los
genes de cito-diferenciacion sexual. Estas proteinas son las directas responsables de
la formacion de las estructuras de dimorfismo sexual en ambos sexos durante el
desarrollo sexual. Esto hace que las proteinas Dsx estén sometidas a una fuerte
seleccion purificadora para mantener este control. Las proteinas Tra y Tra2 pertenecen
a la familia de proteinas SR, las cuales se caracterizan por poseer dominios RS
(formados por dipéptidos arginina-serina). El nUmero de dipéptidos de estos dominios
es variable (Tablas 9A y B) entre las proteinas SR, siempre y cuando se mantenga un

numero minimo que les permita ejercer su funcién (McAllister y McVean, 2000).

La comparacion de las proteinas Tra2 de Anastrepha con las de otros insectos indica
que el dominio RRM y la regidn “linker” son las regiones mas conservadas (Tabla 7 y
8) en contraste con la diversidad mostrada en los dominios RS1 y RS2 (Tablas 5 y 6).

Esto esta de acuerdo con el hecho de que la regién RRM-linker juega un papel esencial
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en la funcién de las proteinas Tra2. Dicha regién estd considerada como un motivo
gue identifica a las proteinas Tra2 frente a otras proteinas SR (Dauwalder et al.,
1996). En este contexto, hay que mencionar que dos de las tres mutaciones de falta
de funcién en el gen tra-2 de Drosophila, las cuales afectan tanto la determinacién
sexual como la espermatogénesis, se localizan en la region RRM-linker (Amrein et al.,
1994). Por otro lado, el dominio RRM confiere a la proteina Tra2 su capacidad de
unién al ARN. Un ejemplo paradigmatico de la funcién de Tra2 como elemento de
unién al ARN es su interaccién con la proteina Tra para formar el complejo Tra-Tra2
gue controla el procesamiento del pre-ARNm del gen dsx. La proteina Tra2 es la que
confiere a dicho complejo su capacidad de unién a ese pre-ARNm. La proteina Tra, la
que juega el papel discriminatorio central del desarrollo sexual del cigoto, carece de

dominio de unidn al ARN.

Ruiz y Sanchez, en 2010, observaron experimentalmente una menor eficiencia del
complejo formado por Tra de Anastrepha y Tra2 de Drosophila con respecto al
complejo formado por las propias proteinas Tra y Tra2 de Drosophila, en el control del
procesamiento del pre-ARNm de dsx de Drosophila. Este hecho se explica por el alto
grado de divergencia entre los dominios RS de las proteinas Tra2 de Anastrepha y de
Drosophila La interaccién entre Tra de Drosophila y Tra2 de Anastrepha estaria
afectada por los cambios acumulados en los dominios RS de estas proteinas ocurridos
después de la separacién de los linajes filogenéticos de los tefritidos y de los
drosofilidos. Todos estos resultados sugieren que las proteinas Tra y Tra2 han co-

evolucionado para ejercer su funcion en la determinacién sexual.
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Conclusiones

1. Se ha aislado y caracterizado el gen tra-2 de A. obliqua y de otras 10 especies de

Anastrepha.

2. El gen tra-2 se expresa de forma constitutiva en ambos sexos, en todos los
estadios del desarrollo y la vida adulta. Su expresién en los ovarios adultos indicaria

que tra-2 tiene un efecto materno en el desarrollo sexual.

3. El gen tra-2 produce un uUnico ARNm que codifica una proteina Tra2 de 249
aminoacidos, la cual presenta las caracteristicas de las proteinas SR. Estas son: un
dominio RRM de unién al ARN y dos dominios RS ricos en dipéptidos de arginina-

serina.

4. El gen tra-2 forma parte de la cascada de genes de la determinacién sexual en
Anastrepha, participando, junto con tra, en el control del procesamiento del transcrito
primario de los genes dsx y tra. Por lo tanto, el gen tra-2 de Anastrepha es necesario

para la autorregulacion positiva del gen tra.

5. El gen tra-2 de Anastrepha no parece poseer la funcion autorreguladora negativa
especifica de la linea germinal del macho mostrada por el ortélogo tra-2 de
Drosophila. Se propone que dicha funcién apareceria en el linaje que dio lugar a los

drosofilidos.

6. La comparacion de la proteina Tra2 de Anastrepha con la de otros insectos
evidencia que el mayor grado de conservacién ocurre en el dominio RRM y en la
region “linker”, mientras que los dominios RS1 y RS2 presentan variabilidad en cuanto
al nimero de aminoacidos que los componen, como al nimero de dipéptidos arginina-

serina que poseen.

7. Los resultados obtenidos en esta tesis doctoral corroboran la hipétesis que propone
gue el mecanismo de determinacién sexual de los tefritidos constituiria el mecanismo
ancestral con respecto al que se existe en insectos mas evolucionados como son los

drosofilidos.
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Anexos

5’ ACGCCAGGGT

TCACTATAGG
AATTCGATTC
AGAGCAAGCG
AACGAAAATA
TTGGAATGGT
GACGCAGATG
ACTATTTAGA
CTGGGAATTT
AAATATTTGT
GTATATCTCA
ATAGCAAATC
GTATAAGTAA
AAAGTGTATA
CCAGCTGGAC
AATAAACAAA
CGCAGCTTAC
CAGTTTTTAT
ATAATTTTAT
TTTTCCAGCA
TGGTGTGAGC
AGTAAGTTTT
AATAACGTAT
TTTCACACAC
TGAAAGAATT
ACTTATGAAT
ATCAAGTCAG
AACTCAACTT
TTTAAAAAAA
GTTCTTTCGC
CGTTCACGCA
GTCAATTTAT

AAATCGCTGT

TTTCCCAGTC ACGACGTTGT

GCGAATTGGG

CATCCTAATA

GGCATTTTTA

GTTTTCTGGC

AAGTGTAGTG

GCGTTCAGAC
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TATATTCTCA AGATTTGGCC CAATCGAACG AATACAAGTT GTTATTGATG CACAGGTGGG 2040
TGTACAATAA ACTGTGTTAA AGCAGAAGAT TGCCATGATA CACAACGCAT ACATTTTCAA 2100
ATTTAAACAT TTTTGTTAAT CGCATGAAAA GTGGCTAGAC TAATTCATTT GAAGTTAGAG 2160
ATTATGAGTG TCACGCCAAA GGCTCAAGCG TGAATATACT AAAGGCTCTC TAAGACATTT 2220
ACCAACCTTA CAATGAATAA TGCAAAAATT TAAATTCACA TGTCTAAAAA ATTGCACACA 2280
TTTTTTTTAA TATTATTTAC AGACCGGCAG ATCTCGAGGA TTTTGTTTTA TTTATTATCA 2340
GGATATAGCC GATGCTAAGG CAGCTAAAGA CGCTTGCTCG GGCATGGAAA TCGATGATCG 2400
TCGTATACGT GTCGATTACT CTACAACACA ACGACCACAT ACACCTACAC CGGGTGTTTA 2460
TATGGGGCGT TATACGCGGT ATGTACTTAT GCATGTTATG CATTGGGTAT TGTGCGTCAT 2520
TCTTAAATTT TGTTTTATTT TCATAGGCGT GAACGTGATC ATGATCGTTA TCGTGATGAT 2580
TATCGCTCCC GTCGTCGATC GGTTACGCCC CACAACAGCC GCAATAGCTA TCGAGGAGAT 2640
CGCAGACGCC GATACGATCG CAGCCGAAGT CGTTCCTATT CACCGCGTAC GTAAATTGAA 2700
AGTGTGTGAC TATTAGAATT AAATAAAATT TATTTGTTGT TCTTTTACAG GGCGTACGCG 2760
CTATTAAAAA TATGTTCAAC ACTAAAGAAA CTTTATAATA CGATATATAT ACGGAAGCCC 2820
ACACCTTGGT AATGTAGTAA CTGTGTCGCC AAGATATCAT TACCTATTTT TTCAAATGGA 2880
CTTTTTGCTA AAATCAGGCA AAACAAAAAT TTAGAAATAT CAAGTTAGCT GCAGAACACA 2940
ACTAAAACAA AATATAACAA CATACTTTTG AATTATATTT TATTTATATT ATTGGAGTTG 3000
TGAGAGAACT GCGCTAGTGT TTTATCCGGC ATCGAGTAAT CCCATGTCAT CATCATAATT 3060
TCATCGAACC GATTAAAATT TTTTCGCAAA TCATACTACA AACTGAATGT GTCTTACTCG 3120
TCAAATGCTT ATAAAATGGA TGTTTCAATT CGTCACAACC AAGCACAATA CTTGATTATT 3180
TCGCCCGAAA TTGGACTTCA TTTCATTTTT CAACAATGTT TATACTCGTA TTGAAAATCT 3240
GATATTCTTT CTTATCATAT TCTATTATCT TTTGCTCACC ATTGTTACTA GCAATTAACA 3300
CATTTTATTT GTTGATTTCC AAACACTTTC GTCTCACTTT GTGTTTAATA GTACATATAC 3360
ATATATAGTT GCATTGCAGT TTATAAATTT AACTGAAAAA ACAAGATCAA CTAAATTTTG 3420
TGATGCAATA GCACTAGCTT TGTCTAATGT ATTATATTAC TATTTAAATG TATGCGTGCC 3480
CAGCAGAGGA TTTCAAATAA CAGTGGTGGG TACGTTTCGC ACCTATTTTT ATATATTATA 3540
AAAAAATGCG AGACTTCAGC GTTTGTTTTC TTGTATGTAC TTTTAATTAG TTTTAATGTT 3600
TACTAATACA AATTGAATAA AAGAAGTAAA AACAC 3’

Anexo 1. Secuencia genémica del gen tra-2 de A. obliqua. En verde se representan los exones y
en rojo los intrones. En negro se representan las regiones 5’ y 3’ UTR. En azul, se resalta la sefial de
poliadenilacion: AATAA. Los recuadros indican las secuencias ISS (CAAGA), identificadas en los intrones
ly3.
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Anexo 2. Comparacion de las secuencias correspondientes a los marcos abiertos de lectura de
las proteinas Tra2 de las especies de Anastrepha, caracterizadas en este trabajo. Se toma la

secuencia de Tra2 de A. obligua como referencia. Los puntos representas nucleotidos iguales.
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100/8/88

20 e Anastrepha fraterculus sp.1
tams Anastrepha fraterculus sp.2
Anastrepha obliqua
Anastrepha fraterculus sp.3
Anastrepha fraterculus sp.4

Anastrepha amita
Anastrepha serpentina
Anastrepha sororcula
Anastrepha grandis

788271 ===

4 Anastrepha striata
“”ﬁ: Anastrepha bistrigata

_:Baclmcera oleae
Ceratitis capitata

Musca domestica

Lucilia cuprinia

Drosophila virilis

Apis melfifera

0.05

Bombyx mori

Drosophila pseudoobscura
Drosophila melanogaster

I Nasonia vitripennis
|

Tephritidae

Muscidae
Calliphoridae

Drosophilidae

Pteromalidae

I Apidae

Bombycidae

DIPTERA

I HYMENOPTERA
I LEPIDOPTERA

Anexo 3. Relaciones filogenéticas entre las proteinas Tra2. Analisis realizado por el Dr. J. M. Eirin-

Lopez, Departamento de Biologia Celular y Molecular, Universidade da Corufia, Espafia.
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