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Abreviaturas y Glosario 

#/10 kb: Número de elementos por 10 kb. 

bp (base pairs): Pares de bases, en general el número de nucleótidos en una 
cadena de ADN.  

Contenido en G+C (%G+C): Fracción molar (porcentaje) de guanina y citosina 
(G+C). 

Clusterización: Fenómeno por el que unos elementos distribuidos en el espacio 
se aglomeran y forman grumos (“clusters”).   

kb: Mil pares de bases.  

LHGR (Long Homogeneous Genomic Regions): Regiones genómicas largas y 
composicionalmente homogéneas que predice el programa IsoFinder.  

NND (Nearest Neighbour Distance): Distancia al elemento más cercano, por 
ejemplo entre Alus, genes etc.  

IPE: Inserción de un elemento transponible dentro de otro elemento preexistente 
(Insertion into a Preexisting Element).  

Isocora: Segmentos largos de ADN (>>300 kb) ‘relativamente’ homogéneos 
composicionalmente.    

MYA: Million Years Ago (millones de años) 

NC (Nivel de clusterización): Desviación estándar de la distribución 
normalizada de las distancias físicas entre los elementos.  

RHD: Recombinación Homóloga Desigual 

TE (Transposable Element): Elemento transponible; cualquier secuencia de 
ADN con capacidad de cambiar de posición en el genoma.  
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Transición: Mutación de una purina (Adenina, Guanina) a otra purina o de una 
pirimidina (Timina, Citosina) a otra pirimidina (A G; C T). 

Transversión: Mutación de de una purina a una pirimidina o viceversa. 
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Resumen 

Los retrotransposones Alu son los elementos transponibles más 
abundantes en el genoma humano. Desde su descubrimiento, se viene 
proponiendo que pueden haber jugado un papel relevante en la evolución 
de los primates. Una característica destacada de las Alus es su 
distribución diferencial a lo largo de los cromosomas en función de su 
edad evolutiva: las Alus más jóvenes muestran una mayor densidad en 
regiones ricas en A+T, mientras que las más antiguas son mas densas 
en regiones ricas en G+C. El objetivo principal de esta tesis es analizar la 
dinámica evolutiva de las Alus en el genoma humano e identificar los 
principales factores implicados en su distribución espacial a lo largo de 
los cromosomas. 

Para lograr este objetivo, se han implementado en primer lugar una serie 
de mejoras metodológicas: 1) desarrollo de una colección de programas 
en Perl para procesar los datos primarios generados por RepeatMasker e 
IsoFinder; 2) corrección para sustituciones múltiples, aplicada aquí por 
primera vez a los alineamientos de Alus, con objeto de estimar con 
mayor precisión la edad evolutiva; 3) desarrollo de una técnica de 
desfragmentación de Alus para eliminar la habitual sobreestimación de 
estos elementos y aproximar mejor su número real en el genoma; y 4) 
definición precisa, mediante técnicas in silico, de los trímeros de Alus y 
de las Alus solitarias, lo que ha permitido rastrear el genoma en busca de 
las huellas dejadas por la recombinación. 

Se descartan a continuación algunos de los mecanismos propuestos 
para explicar el cambio de densidad: la interacción Alu/LINE1 
(competencia por la retrotransposasa), el ajuste composicional, y la 
selección positiva (acumulación preferente en el entorno de los genes). 

Posteriormente, se presentan resultados que avalan la implicación de la 
recombinación en el cambio de densidad. Esto ha sido posible mediante 
la definición in silico del trímero resultante de un proceso de 
recombinación homóloga desigual (RHD) entre Alus, y la simulación del 
proceso de inserción en el ordenador, lo que ha permitido rastrear el 
genoma en busca de las huellas dejadas por la recombinación y 
cuantificar su impacto en el cambio de densidad. Se ha observado una 
proporción más alta de trímeros en las isocoras L, lo que indica una 
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mayor actividad RHD, o una mayor supervivencia de sus productos en 
estas isocoras. Esto sugiere que la RHD podría contribuir al cambio de 
densidad de las Alus. El análisis de la edad evolutiva de las subfamilias 
de inserción reciente y la mayor frecuencia de Alus solitarias señalan 
también a la recombinación como agente causante del cambio de 
densidad, ya que es el único mecanismo cuya actividad depende de la 
edad de los elementos. 

Se ha estudiado igualmente el proceso de aglomeración (o 
clusterización) de las Alus a lo largo de los cromosomas. Se empieza 
proponiendo una nueva medida, independiente de la densidad, para 
cuantificar la clusterización en la distribución espacial de las Alus. A 
continuación, mediante simulación del proceso de inserción, se asocian 
niveles de significación estadística (valores-p) a las frecuencias de 
clusterización observadas. En tercer lugar, la incorporación en los 
modelos de inserción de diferentes mecanismos evolutivos, ha permitido 
evaluar el impacto de cada uno de ellos en la generación y 
mantenimiento de la clusterización. 

Se ha hecho también un análisis de la clusterización de las dianas de 
inserción, habiéndose comprobado que este proceso no puede explicar 
la fuerte acumulación preferencial en el entorno Alu que se observa en 
las isocoras H. Sin embargo, la comparación entre las frecuencias de 
dianas de inserción y de Alus en los flancos de otras Alus preexistentes 
ha mostrado que la inserción preferencial en la cola de poli-A de otras 
Alus preexistentes puede contribuir significativamente a la clusterización 
marcada de las Alus en las isocoras H. Por último, las inserciones en 
elementos preexistentes, podrían contribuir igualmente a la generación 
de la mayor clusterización observada en estas isocoras. 
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Capítulo 1  

 

 Introducción 

1.1 Historia breve de la (retro)transposición 

A finales de los años 40, Barbara McClintock identificó dos elementos, causantes 
de mutaciones en maíz, a los que llamó Ac (Activador) y Ds (Disociador), ambos 
localizados en el cromosoma 9 (McClintock, 1946 y 1947). Lo impactante de su 
descubrimiento fue que estos dos elementos ocasionalmente aparecieron en sitios 
distintos dentro del mismo cromosoma (McClintock, 1948 y 1949). Ella acuñó el 
término “transposición” para referirse al fenómeno de que al parecer existían 
unidades genéticas en el genoma del maíz con la capacidad de cambiar de 
posición. No obstante, los trabajos de Barbara McClintock al principio tenían 
poca repercusión sobre la forma de entender los genomas, debido a la influencia 
de la genética mendeliana que postulaba posiciones de genes fijas, y en 
consecuencia han sido interpretados más bien como una excepción.  

Pese a que Barbara McClintock descubrió una segunda pareja de elementos 
transponibles al principio de los años 50 (sistema supresor-mutador; McClintock, 
1951 y 1954), pasaron casi veinte años hasta que en los años 70 los 
investigadores cobraron conciencia de que estaban ante un fenómeno bastante 
universal. Las primeras evidencias que avalaban la idea de un genoma dinámico 
venían de la mano de sistemas genéticos como los virus bacterianos con su 
capacidad de insertarse en distintos genomas, o de los genes responsables de la 
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resistencia a antibióticos en bacterias. Además, los trabajos de Susumu 
Tonegawa en los años 70 sobre el sistema inmunológico mostraron que la gran 
variedad de los anticuerpos tiene su origen en el reensamblaje de centenares de 
fragmentos de los genes correspondientes, un procedimiento que permite fabricar 
centenares de millares de proteínas distintas sin que exista el correspondiente 
número de genes en el genoma. Es decir, solamente un genoma dinámico puede 
fabricar esta cantidad de proteínas distintas sin que todo su genoma sea ocupado 
por genes de anticuerpos.  

Desde estos tímidos comienzos, los elementos transponibles han sido 
detectados en innumerables especies, tanto en organismos procariotas como 
eucariotas. El contenido en elementos transponibles varía notablemente entre las 
especies, desde genomas muy compactos como el de Arabidopsis thaliana hasta 
genomas con más del 80% de ADN repetido, como en el caso de Psilotum nudum 
(Lesk, 2005). Esta observación parecía explicar las discrepancias que se observan 
a menudo entre la complejidad del organismo y el tamaño de su genoma, 
conocido como paradoja del valor-C. Básicamente, el valor-C es la cantidad total 
de ADN de un genoma diploide y se esperaba que correlacionara positivamente 
con la complejidad del organismo. Es decir, cuanto más complejo sea un 
organismo, más ADN funcional necesitará, lo que debería tener repercusión en el 
tamaño de su genoma. Sin embargo, hay plantas muy simples, como Psilotum 
nudum, (sin verdaderas hojas, pétalos o frutos) que tienen un genoma 3000 veces 
más grande que otras aparentemente más complejas, como Arabidopsis thaliana. 
Así que aunque el contenido diferencial en elementos transponibles puede 
explicar en parte la gran variedad de valores-C, surgen otras cuestiones acerca de 
las fuerzas evolutivas que regulan el contenido en elementos transponibles. Una 
de las primeras teorías interpretaba los TEs como “ADN basura” que no 
desempeña ninguna función en el genoma y que se fija mediante deriva génica 
(Ohno, 1972). Versiones más recientes de esta teoría  hablan de “ADN egoísta”, 
interpretando los TEs como parásitos con el único objetivo de su propia 
proliferación. Según estas hipótesis la selección purificadora a menudo no es lo 
suficientemente fuerte para impedir la acumulación de este tipo de ADN (Orgel y 
Crick, 1980; Doolittle y Sapienza, 1980). Por otro lado, existen las teorías 
adaptativas que proponen que este tipo de “ADN extra” es tolerado en el genoma 
debido a sus ocasionales efectos positivos y el potencial de exaptación. En los 
últimos años, se han encontrado muchos ejemplos que parecen avalar esta 
hipótesis. Se estima que aproximadamente el 4% de los genes del genoma 
humano poseen un casete-TE (TE-cassette), lo que indica que a menudo los 
genomas utilizan los TEs para generar nuevos elementos funcionales 
(Nekrutenko y Li, 2001; Lorenc y Makalowski, 2003). También se tiene 
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conocimiento de casos en los que los elementos transponibles asumen funciones 
en la regulación de los niveles de expresión (Britten, 1996). Otra propiedad de 
los TEs que se ha relacionado con sus posibles funciones, es su distribución a lo 
largo de los cromosomas. Con la finalización del proyecto de secuenciación del 
genoma humano, se abrieron nuevas posibilidades para este tipo de análisis.  

1.2 Elementos transponibles en el genoma humano 

Un elemento transponible o móvil es una secuencia de nucleótidos con la 
capacidad de moverse en el genoma, ya sea por sí misma o con la ayuda de 
secuencias auxiliares. Casi la mitad del genoma humano1 está compuesto por 
cuatro clases de elementos transponibles: (1) elementos cortos de ADN disperso 
(SINE - Short Interspersed Nucleic Element), (2) elementos largos de ADN 
disperso (LINE – Long Interspersed Nucleic Element), (3) elementos con 
repeticiones terminales largas (elementos LTR) y (4) transposones de ADN 
(IHGSC, 2001; Li et al., 2001). Los elementos más importantes probablemente 
son las Alus (SINE) y los LINE1 (LINE), tanto por su frecuencia e impacto 
evolutivo como porque ambos siguen estando activos en el genoma humano.  

1.2.1 El proceso de retrotransposición 

Tanto las Alus como los elementos LINE1 son retrotransposones, es decir, su 
replicación se produce mediante la transcripción inversa de un ARN 
intermediario (Rogers, 1983). Para transcribirse a un ARN intermediario usan 
recursos celulares como la polimerasa III (las Alus) y la polimerasa II (los 
LINE1). El proceso de transcripción inversa a ADN e inserción en el genoma es 
más complicado. En general se requieren dos enzimas: una transcriptasa inversa 
y una endonucleasa encargada del corte de la secuencia donde se produce la 
inserción. Los elementos LINE1 poseen dos marcos abiertos de lectura, ORF1 y 
ORF2. Se ha podido demostrar que el ORF2 codifica una transcriptasa inversa 
que además posee un dominio de endonucleasa (Mathias et al., 1991; Feng et al., 
1996; Cost et al., 1998). Aunque todavía no se entiende completamente el papel 
que desempeña la proteína del ORF1, parece que su propensión a fijar 
expresamente el ARN mensajero del elemento LINE1 es imprescindible para su 
transposición (Martin y Bushman, 2001; Kolosha y Martin, 2003). Los elementos 
LINE1 son por lo tanto autónomos, ya que codifican todas las proteínas 
necesarias para su propia reproducción. Por el contrario, las Alus no codifican 

                                                 
1 Es virtualmente imposible dar números exactos puesto que probablemente muchos elementos ya no son 
reconocibles como tales.   



 
 
18 Capítulo 1: Introducción

 

ninguna proteína y por lo tanto dependen de enzimas procedentes de otros 
elementos. Hay varias evidencias que demuestran que las Alus utilizan la 
maquinaria enzimática de los elementos LINE1 (in silico: Jurka, 1997; 
experimental: Dewannieux et al., 2003). En la Figura 1-1 se puede ver un 
esquema del proceso de retrotransposición. 

Dewannieux et al. (2003) diseñaron el primer experimento para seguir el 
proceso de retrotransposición mediante Alus marcadas. En primer lugar, 
verificaron que la presencia de la proteína del ORF2 es crucial para la replicación 
de las Alus. Sin embargo, no encontraron evidencia de que lo mismo valiera para 
la proteína del ORF1. Parece que aunque esta proteína desempeña un papel 
crucial en la retrotransposición de los propios LINE1, las Alus no requieren su 
presencia. No obstante, las Alus también necesitan proteínas de funcionalidad 
similar a la ORF1 (chaperona). Estas proteínas resultaron ser las SRP9/14 del 
SRP (partícula de reconocimiento de señal). Debido a su origen evolutivo (véase 
sección 1.2.2.1 El origen evolutivo y la estructura física de las Alus), las Alus 
muestran una gran afinidad hacia estas proteínas, que utilizan para guiarse hacia 
los ribosomas (Bovia y Strub, 1996; Bovia et al., 1997). Según este modelo, la 
maquinaria enzimática de los LINE1 no reconoce per se a las Alus, sino que 
éstas, mediante las proteínas SRP9/14, se unen a las proteínas de los LINE1 en 
los ribosomas (efecto  en “cis”). Evidencia adicional para este modelo es el 
hecho de que las Alus con deleciones internas muestran tasas de 
retrotransposición menores debido a la estructura secundaria alterada por las 
deleciones.     
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Figura 1-1: Un esquema del proceso de retrotransposición de las Alus. Aparte del primer paso, 
que consiste en la transcripción de las Alus mediante ARN-pol-III (transcripción mediante 
ARN-pol-II en el caso de los LINE1), este modelo se puede aplicar también a los elementos 
LINE1. El segundo paso, muestra la transcripción reversa “in situ” (TPRT: Target-Primed 
Reverse Transcription; Lin y Levin, 1997). La endonucleasa corta la secuencia (preferentemente 
en 3’-AA/TTTT-5’) y el ARNm del elemento se fija con su cola de poli-A en el extremo 3’ del 
corte abierto, el cual debe de ser rico en T.  Después de la transcripción reversa, se produce un 
segundo corte en la hebra contraria y el ligamiento que cierra el ADN (ilustración adaptada de 
Batzer y Deininger, 2002). 
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1.2.2 Las Alus 

Las Alus surgieron hace aproximadamente 65 millones de años y por lo tanto 
limitan su presencia a los primates (Deininger y Daniels, 1986). El nombre 
deriva de un patrón de reconocimiento de una enzima de restricción llamada AluI 
(Houck et al., 1979). Se estima que hay más de 1.300.000 copias Alu, con lo que 
ocupan un 11% del genoma humano (Li et al., 2001). Con una longitud de unos 
300 bp, las Alus son elementos relativamente cortos. Además poseen un 
contenido alto en G+C (en torno al 57%) y son ricas en dinucleótidos CpG. Se 
estima que un tercio de todos los CpG en el genoma se encuentran en Alus 
(Stoppa-Lyonnet et al., 1990; Hellmann-Blumberg et al., 1993).    

 

Figura 1-2: Modelo de evolución del gen 7SL hacia la primera Alu dimérica. La evolución 
ocurrió en tres pasos: 1) pérdida del dominio S del gen 7SL y adquisición de una cola de poli-A, 
2) deleciones de 42 bp y 11 bp, respectivamente, que dan lugar a los precursores monoméricos 
de las Alus, FLAM y FRAM, y 3) la dimerización de FLAM y FRAM. La caja A de las Alus se 
hereda directamente del gen 7SL, el cual se mantuvo solo en el FLAM y perdió su 
funcionalidad en el FRAM. El FLAM además adquirió una caja B funcional. 
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1.2.2.1 El origen evolutivo y la estructura física de las Alus 

Una secuencia Alu está compuesta por dos monómeros unidos por un trecho 
oligo-d(A). Debido a su origen común, los dos monómeros son similares pero no 
idénticos. Las Alus descienden de un gen 7SL ARN que forma parte del 
complejo ribosómico (Ullu y Tschudi, 1984). Se supone que una duplicación de 
este gen en los comienzos de la radiación de los primates y su posterior 
evolución en varios pasos dio finalmente lugar a las Alus “modernas” (véase 
Figura 1-2; Quentin, 1992; Batzer y Deininger, 2002; Mighell et al., 1997). El 
monómero izquierdo contiene un promotor de ARN polimerasa III (caja A y B) 
que no está presente en el monómero derecho (Willis, 1993). La secuencia de las 
Alus no contiene ningún terminador pol III d(T)4 de ARN, sin embargo este se 
encuentra a menudo en el flanco 3’ de la secuencia genómica debido a la 
terminación poli-(A) de los transcritos de Alu. Es digno de mencionar que todos 
los elementos del tipo SINE tienen su origen en genes estructurales de ARN 
(Deininger y Batzer, 1993; Shedlock y Okada, 2000; Ohshima et al., 1996; 
Ohshima y Okada, 1994; Okada y Hamada, 1997; Okada y Ohshima, 1993). 

1.2.2.2 La clasificación de las Alus 

La presencia del promotor y la disponibilidad de transcriptasa inversa no son 
suficientes para que se transcriba o transponga una Alu. Aunque el mecanismo 
exacto de retrotransposición todavía no se entiende en todos sus detalles, y por lo 
tanto se desconocen todos los prerrequisitos que deben cumplirse, se sabe que las 
secuencias flanqueadoras, la estructura secundaria, el estado de metilación y la 
longitud del trecho de poli-(A) son cruciales para el éxito del proceso de 
retrotransposición (Batzer y Deininger, 2002; Dewannieux et al., 2003; Roy-
Engel et al., 2002). En consecuencia, se cree que solamente muy pocas Alus en 
el genoma tienen la capacidad de transponerse, es decir hacer copias de sí 
mismas y diseminarlas por el genoma. Este modelo se llama del “gen maestro”,  
y constituye la base para la clasificación de las Alus (Deininger et al., 1992). Una 
mutación en un gen maestro se llama mutación diagnóstica y se encuentra la 
misma mutación en toda su descendencia. Estas  mutaciones permiten la 
definición de los grupos y (sub)familias de Alus. La Figura 1-3 muestra un 
alineamiento múltiple de varias secuencias consenso de Alus que sugiere la 
evolución a partir de un gen maestro. Las edades de las distintas familias se 
pueden estimar a partir de las distancias evolutivas entre los miembros de cada 
familia en el genoma (Kapitonov y Jurka, 1995; Batzer et al., 1996). A raíz de lo 
anterior, se divide a las Alus en 3 (sub)grupos: AluJ (más antiguas), AluS (de 
edad intermedia) y AluY (las más recientes). Los grupos a su vez se componen 
de varias (sub)familias. En la Figura 1-4 se muestra la filogenia de las diferentes 
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subfamilias de Alus (véase también el Apéndice C para una estadística básica de 
las subfamilias analizadas en este trabajo). 

 

Figura 1-3: Alineamiento múltiple de varias subfamilias de Alus. Se puede observar la 
evolución de la secuencia AluJo (la más antigua) hacia subfamilias más recientes mediante 
mutaciones diagnósticas (azul), inserciones (guiones rojos) y deleciones (guiones verdes). 
Existen mutaciones que se observan en todas las subfamilias descendientes. No obstante, 
algunas mutaciones se limitan a determinadas subfamilias. La subfamilia AluYd8 es más 
antigua que Yb9 e Ya8, pero muestra una deleción de 12 bp que no está presente en Yb9 e Ya8. 
Esto demuestra que la evolución de los genes maestros no es lineal, sino que se forman ramas 
laterales, indicando así que puede haber más de una subfamilia activa.    

Las Alus son todavía activas en el genoma humano, si bien con tasas de 
replicación muy bajas comparadas con las que se producían hace 40 millones de 
años, cuando las Alus hicieron su ‘despliegue’ más pronunciado. Se estima que 
hoy día ocurre solamente una inserción cada 200 nacimientos, mientras que en el 
clímax de su actividad replicadora había aproximadamente una inserción por 
nacimiento (Shen et al., 1991; Deininger y Batzer, 1999). Este cambio de dos 
órdenes de magnitud todavía no tiene una explicación generalmente aceptada. Se 
estima que varios factores contribuyen a la disminución de la actividad de las 
Alus jóvenes. Primero, hace 40 millones de años, tres subfamilias LINE1 estaban 
activas, lo cual probablemente aportara una mayor cantidad de retrotransposasa 
“libre” (Ohshima et al., 2003). Segundo, las Alus mantienen la estructura 
secundaria del dominio Alu del gen 7SL. Este hecho les permite fijar las 
proteínas SRP9/14, las cuales supuestamente desempeñan un papel importante en 
la replicación al dirigir las Alus hacia los ribosomas (Dewannieux et al., 2003; 
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Boeke, 1997). Hay evidencia de que la capacidad de fijar dichas proteínas ha ido 
disminuyendo durante la evolución de los primates, lo que probablemente ha 
conducido a una menor actividad de retrotransposición de las Alus jóvenes 
(Sarrowa et al., 1997; Fan et al., 1998).      

 

Figura 1-4: Filogenia de las Alus.  

1.2.3 Los elementos LINE1 

Al contrario que las Alus, los elementos LINE1 no se limitan a los primates, sino 
que estaban activos ya antes de que se produjera la división entre marsupiales y  
euterios (Smit, 1995). Poseen una longitud entre 6000 y 8000 bp, sin embargo en 
el genoma la gran mayoría de los elementos está truncado en su extremo 5’, 
reduciendo así la longitud media a unos 900 bp (véase Tabla 4-2). El número 
estimado de estos elementos es de aproximadamente 866.600 copias, lo que se 
traduce en una ocupación en torno al 15.4 % del genoma (IHGSC, 2001, Li et al., 
2000). Aparte de los dos marcos abiertos de lectura (ORF1 y ORF2), los LINE1 
cuentan con regiones no traducidas 5’ y 3’ y al menos algunos de ellos tienen un 
promotor interno de polimerasa II (Smit, 1995). La clase de los LINE se incluye 
en los retrotranspones no-LTR. Suponiendo transferencia vertical, y mediante 
filogenias basadas en proteínas, se puede dividir esta clase en 11 clados, siendo 
posiblemente el clado LINE1 el más importante (Malik et al., 1999, Smit 1999). 
El clado de los LINE1 se divide en 47 subfamilias, utilizando para ello las 
regiones no traducidas 3’-UTR (Smit, 1995). Sólo una de estas subfamilias 
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(L1Hs) sigue estando activa en el genoma, con un número de elementos entre 30 
y 60 (Sassaman et al., 1997). 

La maquinaria enzimática de transposición de los elementos LINE1 no sólo 
impulsa la expansión de los propios LINE1, sino que parece estar también 
involucrada en la aparición de los SINE y los pseudogenes procesados (Esnault 
et al., 2000, Wei et al., 2001). Además, se ha observado que los elementos 
LINE1 promueven el “barajamiento de exones” (exon shuffling, Moran et al., 
1999) y participan en la reparación de roturas en ambas hebras del ADN 
(Morrish et al., 2002).       

1.2.4 Impacto evolutivo de los elementos transponibles 

Varios procesos participan en la evolución de los genomas eucariotas, tales como 
roturas cromosómicas y su translocación posterior a otro cromosoma, 
duplicaciones de genes y segmentos, reordenación de dominios funcionales como 
los exones, creación de nuevos genes y conversión génica. En las ultimas dos 
décadas se ha ido tomando conciencia de que en muchos de estos procesos se ven 
involucrados elementos transponibles (Kazazian, 2004; Deininger et al., 2003; 
Prak y Kazazian, 2000). 

1.2.4.1 TEs – fuente de nuevas estructuras funcionales 

Desde hace un tiempo se sabe que en algunas ocasiones los mecanismos 
celulares ‘domestican’ a ciertos elementos transponibles, dando lugar así a genes 
nuevos (Makalowski et al., 1994; Britten, 1997; Brosius, 1999; Smit, 1999; 
Lorenc y Makalowski, 2003; Britten, 2004). Al principio se sospechaba que se 
trataba de acontecimientos aislados, pero en los últimos años muchos trabajos 
han demostrado que los TEs pueden promover la variación y diversificación 
génica de varias maneras distintas. Así, se sabe que más del 5% de los exones 
internos con splicing alternativo provienen de una secuencia Alu (Sorek et al., 
2002, Lev-Maor et al., 2003). Además, se han identificado 7810 Alus intrónicas 
con posibilidad de ser exonizadas, lo que constituye un gran potencial para 
generar genes nuevos (Sorek et al., 2004). Otra vía de estudio tiene que ver con 
la regulación de la expresión génica, la cual se ve afectada a menudo por la 
presencia de TEs (Brosius, 1999; Hamdi et al., 2000; Nigumann et al., 2002, 
Medstrand et al., 2001; Landry et al., 2001). Además, en un trabajo reciente 
(Lagemaat et al., 2003) se demuestra que hay un exceso de TEs en los transcritos 
de genes con origen evolutivo reciente, mientras que se ven excluidos de los 
ARNm de genes con funciones básicas en el desarrollo o el metabolismo. Esto 
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apoya  la suposición de que los TEs desempeñan un papel importante en la 
diversificación y evolución de los genes en mamíferos. 

1.2.4.2 Recombinación – fuerza del “rediseño” genómico  

Aparte del impacto directo que ejerce la transposición en el genoma humano, los 
elementos transponibles también aumentan la tasa de recombinación. Las 
distintas copias de un elemento transponible suelen compartir una alta similitud 
de secuencia entre sí, lo cual es un prerrequisito importante para que la 
recombinación pueda tener lugar (Lambert et al., 1999; Babcock et al., 2003). La 
recombinación puede producirse tanto entre dos elementos ubicados en el mismo 
cromosoma (recombinación intracromosómica) como entre dos secuencias 
localizadas en cromosomas distintos (intercromosómica). Estos procesos de 
recombinación pueden provocar duplicaciones, inversiones, deleciones o 
translocaciones en el genoma (Kazazian y Goodier, 2002; Gilbert et al., 2002; 
Symer et al., 2002; Hollies et al., 2001; Elliott et al., 2005). Muchos de los 
productos de recombinación se eliminan por selección purificadora; sin embargo, 
en casos aislados este rediseño se mantiene, brindando variación y posiblemente 
nueva funcionalidad al genoma.    

Las Alus se muestran especialmente proclives a participar en procesos de 
recombinación. Así, se ha podido demostrar que a menudo una sub-secuencia 
Alu de 26 bp se encuentra cerca de los puntos de rotura de translocación 
(Rudiger et al., 1995). Además, esta sub-secuencia muestra similitud con la 
secuencia chi ( χ ) de E.coli, de la cual se sabe que estimula la recombinación. 
Recientemente, también se ha propuesto la implicación de las Alus en la 
formación de las duplicaciones segmentales (Bailey et al., 2003; Zhou y Mishra, 
2005; Abeysinghe et al., 2003). Un 27% de éstas terminan en alguno de sus 
extremos con una secuencia Alu. Debido a la alta frecuencia de recombinación 
entre Alus, este mecanismo también tiene un impacto notable en la aparición de 
enfermedades genéticas (Rossetti et al., 2004; Mitchell et al., 2004). Se estima 
que un 0.3% tienen su origen en fenómenos de recombinación entre Alus 
espaciadas (Deininger y Batzer, 1999). 

Aunque los TEs pueden propiciar la recombinación, mientras un elemento 
es polimórfico puede ocurrir justamente lo contrario. Por ejemplo, una inserción 
reciente no cuenta con una pareja en el otro cromosoma, lo que da lugar a una 
reducida similitud composicional local entre los dos cromosomas homólogos. 
Deininger y Batzer (2002) argumentan que este hecho puede influir en las tasas 
de recombinación meiótica y por lo tanto afectar al desequilibrio de ligamiento 
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dentro de una población. Según estos autores, esta limitación puede acelerar el 
proceso de especiación.  

1.3 Isocoras en el genoma humano 

El genoma humano muestra una alta heterogeneidad espacial respecto a su 
contenido en G+C, que varía entre aproximadamente el 35 y el 60%. Estas 
estructuras en mosaico se llaman isocoras, que son trechos largos de ADN 
(>>300 kb) ‘relativamente’ homogéneos composicionalmente. Las isocoras se 
descubrieron originalmente mediante ultracentrifugación analítica de ADN total 
(Corneo et al., 1968; Bernardi et al., 1985), y su relevancia se debe al hecho de 
que tanto la densidad de genes y de elementos transponibles como las tasas de 
recombinación y mutación varían notablemente en función de la isocora 
(Bernardi, 2000; Wolfe et al., 1989; Oliver et al., 2002). Nótese que todos los 
genomas de mamíferos muestran estas estructuras y que todavía no hay una 
teoría generalmente aceptada sobre su origen y mantenimiento (Bernardi, 2001; 
Eyre-Walker y Hurst, 2001; Belle et al., 2004).  

1.3.1 Segmentación composicional del genoma humano 

La disponibilidad de secuencias genómicas completas, permitió el desarrollo de 
métodos para identificar isocoras. Los primeros intentos utilizaban ventanas 
móviles para calcular el G+C local de la secuencia. Sin embargo, dada la 
complejidad de la heterogeneidad composicional del genoma (Román-Roldán et 
al., 1998), esta aproximación puede llevar a resultados inconsistentes (Bernaola-
Galván et al., 1996; Li, 2001; Oliver et al., 2001, 2002).   
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Figura 1-5: Representación grafica de la segmentación del cromosoma 22 generada mediante la 
interfaz web del programa IsoFinder (Oliver et al., 2004).  Se puede apreciar la variación 
pronunciada del contenido en G+C entre aproximadamente el 35 y el 65%. 

En este trabajo se ha utilizado una versión mejorada del algoritmo IsoFinder 
(Oliver et al., 2004; http://bioinfo2.ugr.es/IsoF/isofinder.html) basada en una 
versión previamente descrita (Bernaola-Galván et al., 1996; Oliver et al., 2001, 
2002). El programa IsoFinder permite predecir regiones largas y homogéneas en 
el genoma (LHGR - Long Homogeneous Genome Regions), muchas de las 
cuales se pueden asociar a isocoras de Bernardi (Oliver et al., 2001, 2002). En la 
Figura 1-5 se muestra una representación grafica de las regiones homogéneas 
generadas mediante el programa IsoFinder. Se puede apreciar la notable 
fluctuación del contenido en G+C a lo largo del cromosoma.  

1.3.2 Clasificación de las isocoras  

Tradicionalmente, según su abundancia, las isocoras se dividen en 4 clases. Las 
isocoras L, ricas en A+T, que representan el 66.3% del genoma (L por ligero), y 
las isocoras H (H1, H2 y H3), ricas en G+C, que ocupan el 33.7% restante (H por 
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heavy o pesado). Es decir, el valor al que se tiene ‘acceso’ experimentalmente es 
la abundancia relativa de cada isocora (véase Figura 1-6; Zoubak et al., 1996; 
Bernardi, 2000). Sin embargo, las abundancias se refieren a la cantidad de ADN, 
y no especifican su localización en el genoma ni facilitan per se los rangos de 
G+C. En consecuencia, para generar una clasificación de las isocoras aplicable a 
la secuencia del genoma humano se requieren dos pasos. Primero, hay que 
descomponer o segmentar el genoma en regiones según su contenido en G+C. 
Segundo, se determinan los rangos de G+C que permiten asignar las distintas 
regiones a cada clase de isocora. 

Por ejemplo, Pavlicek et al. (2002) descomponen el genoma mediante 
ventanas no-solapantes de 10kb. La asignación de las regiones obtenidas de la 
descomposición a una clase de isocora la llevan a cabo mediante los rangos 
expuestos en la Tabla 1-1. 

Tabla 1-1: Clasificación de isocoras utilizada por Pavlicek et al. (2002) 

Isocora Rangos de G+C

L1 G+C < 37%
L2 37% <= G+C < 41%
H1 41% <= G+C < 46%
H2 46% <= G+C < 52%
H3 G+C > 52%

En resumen, lo que se entiende como clasificación de las isocoras es la 
asignación de una etiqueta (L1, L2, H1, H2 o H3) a una región genómica 
determinada mediante la introducción de rangos de G+C. Nótese que en el 
ejemplo expuesto arriba los autores elegían rangos fijos de G+C, y por lo tanto 
las abundancias obtenidas no necesariamente corresponden a las abundancias 
experimentales.   

Por ello, en este trabajo se introduce una clasificación de isocoras generada 
a raíz de las abundancias experimentales (véase Figura 1-6), que son la única 
característica accesible de las isocoras (véase 3.2: Clasificación de las isocoras). 

1.3.3 El sesgo de las densidades de genes y TEs 

En la práctica, ninguna entidad genómica muestra una distribución uniforme en 
el genoma, sino que varía casi siempre en función del contenido local en G+C 
(isocoras). El ejemplo más importante es el de los genes, que son muy escasos en 



 
 
1.3 Isocoras en el genoma humano 29

 

 

isocoras L (un gen por cada 50-150 kb) y muy abundantes en isocoras H - un gen 
por cada 5-15 kb (Bernardi, 2000). Así pues, el 88% del genoma (isocoras L y 
H1) contiene tan sólo el 46% de los genes, mientras que el 12% restante (isocoras 
H2 y H3) alberga el 54% de los genes (Bernardi, 2000; Mouchiroud et al., 1991; 
Zoubak et al., 1996). Bernardi llama a este 12% del genoma ‘el núcleo génico’, 
al cual atribuye ciertas características destacadas: (i) densidad muy alta de genes; 
(ii) genes con alto contenido en G+C, intrones cortos y asociados con islas CpG; 
(iii) replicación temprana; (iv) alta frecuencia de recombinación; y (v) altos 
niveles de expresión y estructura abierta de la cromatina. 

Como hemos mencionado anteriormente, los elementos transponibles 
también muestran distribuciones sesgadas en función de la isocora. Mientras que 
los LINE1 se acumulan en las isocoras L1, la máxima densidad de las Alus se 
encuentra en las isocoras H2 (Meunier-Rotival et al., 1982; Soriano et al., 1983; 
Bernardi, 2001). 

 

Figura 1-6: Las abundancias experimentales de las isocoras en el genoma humano (ilustración 
de Bernardi, 2000; Zoubak et al., 1996).  
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1.3.4 El sesgo de las tasas de mutación  

Un lema tradicional de la evolución molecular era que las tasas de mutación 
puntual eran constantes en el genoma. Por tanto, los cambios observados en las 
tasas de mutación eran atribuidos a la actuación diferencial de la selección. Sin 
embargo, Wolfe et al. (1989) mostraron que la tasa de mutación silenciosa varía 
en función del contenido en G+C. Como explicación proponían que la variación 
en los patrones de mutación se debe a los diferentes tiempos de replicación de las 
regiones genómicas durante el ciclo celular.  

Evidencia adicional para esto se obtuvo por parte del consorcio de 
secuenciación de la región MHC en el cromosoma 6 humano (The MHC 
sequencing consortium, 1999). La región MHC (Major Histocompatibility 
Complex) alberga dos isocoras experimentalmente verificadas y caracterizadas a 
nivel de secuencia (Fukagawa et al., 1995; Stephens et al., 1999; The MHC 
sequencing consortium, 1999). Las regiones “clase II” y “clase III” 
corresponden a isocoras L2 y H3, respectivamente. Una observación importante 
es que la región “clase II” se replica más tardíamente en el ciclo celular que la 
región “clase III” (Tenzen et al., 1997). La conexión con los patrones de 
mutación se debe a la disponibilidad diferencial de los desoxirribonucleósidos 
trifosfatos durante la replicación del ADN. En un modelo simple, se puede 
suponer que la replicación empieza con una cierta cantidad de dNTP, que se va 
agotando durante la replicación. Según este modelo, las isocoras ricas en G+C 
(isocoras H) se replican más temprano en el ciclo celular que las regiones ricas 
en A+T (isocoras L). La enzima que lleva a cabo la replicación, ADN polimerasa 
I, introduce aproximadamente un error cada 109 bases (después de reparación). 
Se puede suponer que la probabilidad con la que se introduce una de las otras tres 
bases (mutación), viene determinada principalmente por su disponibilidad (es 
decir, por las concentraciones de dATP, dCTP, dGTP y dTTP). Puesto que las 
isocoras H se replican al principio del ciclo celular, se gastan antes los dCTP y 
dGTP, lo que aumenta la probabilidad de mutaciones hacia A o T en las isocoras 
L.  

1.4 La polémica post-insercional 

Ya hemos mencionado que las Alus no son transposones autónomos, sino que 
dependen de una transcriptasa/endonucleasa codificada por los elementos LINE1. 
La diana consenso de dicha enzima es 3’-AA/TTTT-5’, efectuándose el corte en 
la posición de la barra. Estadísticamente, este patrón ocurre con mayor frecuencia 
en regiones ricas en A+T y por lo tanto la inserción en isocoras L debe de ser 
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más probable que en H. El máximo de densidad en isocoras L que muestran los 
elementos LINE1 confirma esta predicción. Trabajos recientes confirman además 
que las Alu jóvenes también se insertan preferencialmente en zonas ricas en A+T 
(Pavlicek et al., 2001; IHGSC, 2001). Sin embargo, la polémica surge cuando se 
toman en consideración todas las Alus, independientemente de su edad. En este 
caso, las Alus muestran su máximo de densidad en las regiones ricas en G+C.  

En los últimos años, se han publicado muchas explicaciones  sobre la 
naturaleza del mecanismo que provoca el cambio de densidad. La mayoría de los 
mecanismos propuestos incluyen la selección tanto positiva como negativa y/o la 
recombinación.  

1.4.1 Selección positiva 

La selección positiva podría actuar si las Alus tuvieran alguna función 
identificable que beneficiase al organismo. En los últimos años, se han propuesto 
varios efectos positivos (Chu et al., 1998; Schmid, 1998; Deininger y Batzer, 
1999). Por ejemplo, se ha observado un aumento de la expresión de las Alus en 
células sometidas a stress. El ARNm de Alu tiene la capacidad de unirse a una 
proteína kinasa (PKR) y bloquear su capacidad para inhibir la traducción de 
proteínas (Chu et al., 1998; Schmid, 1998). Por lo tanto, el ARNm de Alu 
promueve la traducción generalizada de proteínas en condiciones de stress 
celular. Su localización en cromatina abierta, que muestra una correlación 
positiva con el G+C de la región genómica, podría facilitar esta tarea (Smit, 
1999). Otra posible función de las Alus está relacionada con los niveles de 
expresión de los genes. Las Alus son ricas en el dinucleótido CpG y al insertarse 
cerca de un gen, la nueva isla de CpG que aporta al entorno génico puede alterar 
la expresión del gen (Britten, 1996). Como hemos expuesto anteriormente 
(sección 1.3.3), los genes muestran una mayor densidad en regiones ricas en 
G+C, y por lo tanto si las Alus tuvieran una distribución similar, esta podría ser 
beneficiosa.  

A pesar de los indicios a favor de la selección positiva, también existen 
serias objeciones en contra de esta teoría, puesto que la mayoría de las funciones 
atribuidas a las Alus no se refieren al conjunto de todas ellas sino a elementos 
particulares (Deininger y Batzer, 1999). Contradicciones adicionales surgen 
estudiando Alus polimórficas. El argumento es que la fijación de las Alus debería 
ser mucho más rápida si fuera por selección positiva (Brookfield, 2001).  
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1.4.2 Selección negativa 

La selección negativa también podría provocar un cambio de densidad, siempre 
que tuviera la capacidad de excluir o sustraer las Alus con mayor eficacia de las 
isocoras ricas en A+T que de las regiones ricas en G+C. Se han propuesto varios 
efectos negativos para el organismo sobre los que la selección podría actuar. Un 
posible efecto negativo se produciría si la acumulación de Alus (que son ricas en 
G+C) en regiones ricas en A+T dañase severamente la composición local y/o la 
estructura de la cromatina en estas regiones del genoma, afectando así a la 
transcripción de los genes (Rynditch et al., 1998).    

Bernardi y colaboradores propusieron además una teoría de selección 
negativa por la cual la mayor parte del ajuste composicional se lograría mediante 
adquisición y pérdida selectiva de ADN, especialmente de ADN repetitivo 
(Pavlicek et al., 2001). Esta hipótesis se apoya en el análisis comparado de 
genomas de mamíferos (Pavlicek et al., 2002; Paces et al., 2004).  

Por último, se sabe que la densidad de Alus jóvenes en el cromosoma Y es 
aproximadamente tres veces más alta que en el cromosoma X y dos veces más 
alta que en los autosomas (Jurka et al., 2002). Estos autores interpretan esta 
distribución inicial de las densidades como consecuencia de que la replicación de 
estas Alus se produce primariamente en la línea germinal paterna. Sin embargo, 
la alta densidad inicial de las Alus en el cromosoma Y disminuye rápidamente. 
Además, Jurka et al. (2004) indican que las Alus jóvenes se hallan en regiones 
menos densas en Alus que las Alus de subfamilias más antiguas. Concluyen que 
las inserciones de Alus fuera de ‘clusters’ de Alus son menos estables en 
términos evolutivos que las inserciones en los ‘clusters’ preexistentes. En vista 
de la distribución de Alus jóvenes tanto en función del cromosoma como en 
función de la densidad de Alus (‘clusters’), Jurka et al. (2004) proponen un 
mecanismo de selección paterna que elimina las Alus de sitios cromosómicos no-
neutros.      

1.4.3 Recombinación Alu/Alu 

La recombinación desigual Alu/Alu puede generar deleciones y duplicaciones. 
Existen dos posibilidades, ya que este mecanismo puede cambiar el número total 
de Alus. La primera es que la frecuencia de recombinación entre dos Alus sea 
más alta en isocoras L (Medstrand et al., 2002). La segunda se basa en que la 
desventaja selectiva impuesta por la recombinación Alu/Alu puede ser más alta 
en isocoras H (Deininger y Batzer, 1999; Batzer y Deininger, 2002). Ambas 
propuestas suponen que las deleciones ocurren generalmente con mayor 



 
 
1.4 La polémica post-insercional 33

 

 

frecuencia que las duplicaciones. Así pues, este mecanismo daría lugar a una 
disminución del número total de Alus en isocoras L, y por lo tanto a un aumento 
relativo de las Alus en isocoras H.     

1.4.4 Interacción Alu/LINE1 

Un mecanismo que no requiere que actúe ni la selección ni la recombinación es 
la interacción entre Alus y LINE1s. Se argumenta que las Alus podrían haber 
cambiado su preferencia de inserción hacia regiones ricas en G+C al fin de evitar 
la competencia por la retrotransposasa (necesaria para reinsertarse en el genoma) 
con los elementos LINE1 (Gu et al., 2000).  
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 Objetivos 

La finalización del proyecto de secuenciación del genoma humano brinda nuevas 
posibilidades para estudiar el papel evolutivo de los elementos transponibles en 
el genoma completo. Este trabajo se centra en los retrotransposones Alu, que se 
encuentran solamente en primates. Una característica destacada de estos 
elementos es su inesperada distribución a lo largo de los cromosomas: mientras 
que las Alus más jóvenes se acumulan en regiones ricas en A+T, las más antiguas 
lo hacen en las regiones ricas en G+C. Así pues, debe existir algún mecanismo 
que provoque este cambio de densidad de las Alus después de su inserción en el 
genoma. El objetivo principal de este trabajo es analizar los mecanismos que 
regulan la dinámica evolutiva de las Alus y que pueden haber provocado dicho 
cambio de densidad. Más concretamente, los objetivos son: 

1. Analizar el papel de diferentes mecanismos evolutivos —selección, 
interacción Alu/LINE1, recombinación, ajuste composicional y localización 
en el entorno génico— en el cambio de densidad experimentado por las 
Alus a lo largo de su historia evolutiva. 

2. Demostrar la implicación de la recombinación desigual (Alu/Alu) en el 
cambio de densidad. Esto requiere detectar los productos de recombinación 
en el genoma mediante técnicas in silico. Así mismo, es necesario simular 
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el proceso de inserción de Alus en el genoma, con objeto de asociar una 
significación estadística a las frecuencias observadas. 

3. Determinar si existe clusterización (aglomeración) en la distribución 
espacial de Alus a lo largo de los cromosomas. Como se menciona más 
arriba, la densidad de Alus varía mucho entre diferentes regiones del 
genoma. Sin embargo, todas las medidas de clusterización empleadas hasta 
ahora son dependientes de la densidad. En este trabajo trataremos de 
desarrollar una medida que sea independiente de la densidad y que permita, 
por tanto, estudiar la variación de la clusterización de Alus en distintas 
regiones genómicas. Como en el punto anterior, será necesario también 
simular el proceso de inserción de Alus con objeto de poder asociar una 
significación estadística a los niveles de clusterización observados. 
Además, la simulación se hará bajo diferentes supuestos (modelos de 
inserción) para tratar de identificar los factores implicados en los 
fenómenos de clusterización. 

4. La distribución espacial de las Alus puede venir determinada también por la 
disponibilidad de las correspondientes dianas de inserción, la inserción 
preferente y la posible acción diferencial de la selección. Trataremos de 
discriminar entre estas hipótesis comparando la distribución espacial de las 
dianas con la distribución de Alus.  

5. El estudio riguroso de la dinámica evolutiva de las Alus requiere también 
una serie de mejoras metodológicas con objeto de estimar con mayor 
precisión el número de elementos, su edad evolutiva y el contenido local en 
G+C de la región genómica en que encuentran. En primer lugar, puesto que 
los TEs muestran un alto grado de fragmentación en el genoma, lo que ha 
llevado a veces a sobrestimar su número, será necesario implementar un 
método (desfragmentación) para aglutinar los fragmentos de TEs antes de 
realizar cualquier cálculo. En segundo lugar, y con objeto de estimar con 
mayor precisión la edad evolutiva de los elementos, se corregirá la distancia 
cruda aparente obtenida de los alineamientos mediante la fórmula de 
Tamura y Nei, que tiene en cuenta los sesgos tanto en las frecuencias de 
nucleótidos  como en la proporción de transiciones y transversiones. En este 
mismo sentido, se obtendrán estimas independientes de la edad evolutiva 
según se contemplen o no los sitios ocupados por los dinucleótidos CpG, 
debido a la alta mutabilidad de estos sitios y a la dinámica diferente que 
generan. Por último, para estimar el contenido en G+C del entorno Alu se 
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usarán los segmentos composicionalmente homogéneos obtenidos mediante 
el algoritmo IsoFinder. 
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 Datos y métodos 

3.1 Secuencias genómicas y tablas de genes 

En este trabajo hemos utilizado la secuencia de referencia (Mayo 2004, versión 
UCSC hg17) del genoma humano, que se basa en el ensamblaje NCBI 35 
generado por el consorcio internacional de secuenciación (IHGSC, 2001). Las 
secuencias en formato FASTA se han descargado del UCSC Genome Browser 
(ftp://hgdownload.cse.ucsc.edu/goldenPath/hg17).  

En distintas partes del trabajo se analizan los TEs en función de su 
localización respecto a los genes. Desafortunadamente, existen muchas tablas de 
genes obtenidas en su mayoría con distintos algoritmos de predicción. Una tabla 
que ha mostrado ser muy fiable es la de RefSeq (Su et al., 2004). La información 
sobre el proceso de obtención y depuración de dicha tabla de genes se puede ver 
en http://www.ncbi.nih.gov/RefSeq (Pruitt et al., 2000; Pruitt y Maglott, 2001; 
Pruitt et al., 2003; Wheeler et al., 2005). La tabla de los genes RefSeq se 
descargó igualmente del UCSC Genome Browser (http://genome.ucsc.edu/cgi-
bin/hgTables).  

3.2 Clasificación de las isocoras 

Para segmentar el genoma humano en isocoras hemos utilizado el programa 
IsoFinder (Oliver et al., 2004). En la 



 
 
40 Capítulo 3: Datos y métodos

 

Figura 3-1 se muestra un archivo de salida de este programa. Nótese que 
IsoFinder no facilita una clasificación de las isocoras, sino solamente el 
contenido en G+C de regiones largas y homogéneas (LHGRs, véase  
Figura 3-1). Es decir, que es el usuario quien debe generar la clasificación a raíz 
de los contenidos en G+C. Para esto se han utilizado las abundancias de isocoras 
dadas por Zoubak et al. (1996). En concreto, estos autores especifican que el 
genoma humano está compuesto de la siguiente forma: el 62.9% de isocoras L, el 
24.3% de H1, el 7.5% de H2 y el 4.7% de H32 (véase también Figura 1-6).  

En este trabajo se presentan dos modificaciones de las abundancias dadas 
por Zoubak y colaboradores. En primer lugar, se divide la isocora L a partes 
iguales en dos isocoras, L1 y L2. Nótese que de esta forma a L1 y L2 les 
corresponde la misma abundancia (la mitad de L). En segundo lugar, se fracciona 
la isocora H3 en dos partes, de manera que la nueva isocora H3 corresponde a 
dos tercios de la ‘antigua’ y la nueva isocora H4 está compuesta por el tercio 
restante. De esta manera, la nueva isocora H4 representa el 1.56% del genoma 
más rico en G+C (Hackenberg et al., 2005).  

Con el fin de establecer los rangos de G+C que corresponden a las 
abundancias dadas por Zoubak y colaboradores, se ha diseñado un algoritmo 
iterativo. Se empieza con un valor inicial de G+C, que representa la frontera 
entre las isocoras L1 y L2. Con este valor, se calcula la longitud total de las 
isocoras que tienen un contenido en G+C menor que el valor de inicio. Con la 
longitud total se pueden calcular las abundancias. Después, se va aumentando el 
valor de inicio en pasos de 0.001% de G+C hasta que la abundancia calculada 
supere la abundancia dada por Zoubak y colaboradores. De esta manera, el valor 
de G+C fronterizo es excluyente para las isocoras L1 e incluyente para las 
isocoras L2. De la misma manera se procede para las demás isocoras. 
Finalmente, mediante los rangos de G+C, se puede asignar a cada LHGR de la 
tabla de IsoFinder una etiqueta de isocora (L1, L2, H1, H2, H3 o H4). El 
resultado de este proceso y una estadística básica de las isocoras que hemos 
usado en este trabajo se pueden ver en 4.1 La nueva isocora H4.  
 

                                                 
2 Nótese que el 0.6% restante pertenece a ADN ribosómico. Esta parte se ha distribuido entre las distintas 
isocoras según su abundancia para obtener el 100%.  
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Figura 3-1: Archivo de salida generado por el programa IsoFinder en formato html. El programa 
facilita las coordenadas, longitudes y contenido en G+C de las regiones genómicas largas y 
homogéneas o LHGRs (ilustración generada por el servidor web de IsoFinder: 
http://bioinfo2.ugr.es/IsoF/isofinder.html). 

3.3 Preparación de los datos 

Para detectar y alinear los elementos transponibles con la correspondiente 
secuencia consenso de cada familia, hemos empleado el programa RepeatMasker 

Isochore Predictions by IsoFinder 
 

Reference:  
J.L. Oliver, P. Carpena, M. Hackenberg and P. Bernaola-Galván 

IsoFinder: computational prediction of isochores in genome sequences (NAR 
32:W287-W292) 

Sequence: out54143/1115113478__Extented_ -- Sig. level = 0.9500 -- Sig. method: Maximum -- 
Coarse graining: 3000 bp -- SCC: 0.7028E+01 

LHGR From To Size GC%
1 1 284000 284000 43.26
2 284001 705125 421125 36.87
3 705126 765416 60291 41.31
4 765417 1275562 510146 45.95
5 1275563 1330518 54956 39.57
6 1330519 1806902 476384 43.59
7 1806903 2014380 207478 49.20
8 2014381 2142078 127698 46.24
9 2142079 2148190 6112 61.98

10 2148191 2204569 56379 52.47
11 2204570 2210693 6124 45.57
12 2210694 2218401 7708 49.73
13 2218402 2370643 152242 45.87
14 2370644 2442921 72278 52.31
15 2442922 2453122 10201 43.24
16 2453123 2464510 11388 51.70
17 2464511 2713084 248574 43.05
18 2713085 2815535 102451 47.73
19 2815536 3457642 642107 51.87
20 3457643 4028041 570399 40.11
--- --- --- --- ---
39 4635600 4647455 11856 52.85
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(Smit y Green, no publicado: http://repeatmasker.genome.washington.edu). El 
programa se ejecuta con la opción –a para que genere un fichero de salida con los 
alineamientos. Además, es posible pasar al programa el contenido exacto en G+C 
de la secuencia genómica para que utilice la matriz de pesos adecuada para el 
alineamiento. Esta opción es posible utilizarla mediante la aplicación del 
programa a cada una de las secuencias genómicas de las isocoras. De esta 
manera, el programa no calcula el contenido en G+C en fragmentos de 50 kb, 
sino que utiliza el valor de G+C de la isocora. No obstante, los ficheros de salida 
que genera RepeatMasker no contienen toda la información necesaria, y por tanto 
hay que procesarlos. A continuación se describen los pasos que hemos dado para 
ello. 

3.3.1 Asignación de genes y TEs a isocoras 

La mayoría de los análisis en este trabajo se efectúan en función de la isocora. 
Por lo tanto, el primer paso consiste en localizar, para cada uno de los genes y 
TEs, la isocora física en la que residen. Mediante un script en Perl (véase 
Apéndice A) se asocian a cada gen y TE los valores correspondientes a la 
isocora: clase de isocora, coordenadas, cromosoma y contenido en G+C. Nótese 
que a un elemento o gen que solapa con dos isocoras se le asigna la etiqueta 
“NN”, es decir que estos elementos no se utilizan en los análisis en función de la 
isocora, sino solamente en aquellos análisis que no dependen de la isocora (por 
ejemplo en un análisis en función del cromosoma).  

3.3.2 Análisis de los alineamientos 

Muchas características de los elementos transponibles solamente se pueden 
calcular a partir de los alineamientos entre la secuencia genómica del elemento y 
su correspondiente secuencia consenso. La Figura 3-2 muestra un alineamiento 
generado mediante el programa RepeatMasker. A raíz de los alineamientos, se 
pueden comparar las secuencias genómicas y consenso base a base, con lo que es 
posible detectar sustituciones, deleciones (guión en la secuencia genómica) e 
inserciones (guión en la secuencia consenso). Como hemos mencionado en la 
sección 1.2.2 (Las Alus), las Alus son ricas en dinucleótidos CpG. Una 
característica destacada de estos sitios es su alta tasa de mutación, que supera en 
diez veces la tasa normal3 (Labuda y Striker, 1989; Batzer et al., 1990). Así que a 
la hora de comparar las tasas de mutación o estimar la edad de los elementos hay 
que tomar en cuenta estos sitios. La detección fiable de los dinucleótidos CpG en 
                                                 
3 Las mutaciones en los dinucleótidos CpG se deben sobre todo a la acción de una enzima llamada 
metilasa, que metila las citosinas, y su rápida mutación posterior hacia TpG. 



 
 
3.3 Preparación de los datos 43

 

 

una secuencia únicamente es posible a partir de los alineamientos, debido a que, 
ocasionalmente, se puede formar un dinucleótido CpG en la secuencia genómica 
sin que exista su correspondiente CpG en la secuencia consenso.  

 

Figura 3-2: Alineamiento entre una AluY y su correspondiente secuencia consenso, generado 
con el programa RepeatMasker.  

A continuación se presentan de forma sinóptica las características de los TEs 
extraídas a partir de los alineamientos y el fichero “*.out” generado por 
RepeatMasker: 

• Las coordenadas de la secuencia genómica y del consenso, la longitud del 
elemento, la divergencia y el número de identificación (extraídos del 
fichero “*.out” de RepeatMasker).  

• El contenido en G+C y el número de dinucleótidos CpG tanto en la 
secuencia genómica como en el consenso. 

2408 7.10 0.00 2.63 chr9 50826 51129 (127871) AluY#SINE/Alu 1 296 (15) 1 
 
  chr9_99000296    50826 GGCCGGGTGCGGTGGCTCACGCCTGTAATCCCAGCACTTTGGGAGGCCGA 50875    
                         i      i                                           
  AluY#SINE/Alu        1 RGCCGGGCGCGGTGGCTCACGCCTGTAATCCCAGCACTTTGGGAGGCCGA 50 
 
  chr9_99000296    50876 GGCGGGCGGATCACGAGGTCAGGAGATCACAACCATCCTGGCTAACATGG 50925    
                                                     ivi                i   
  AluY#SINE/Alu       51 GGCGGGCGGATCACGAGGTCAGGAGATCGAGACCATCCTGGCTAACACGG 100 
 
  chr9_99000296    50926 TGAAACCCCGTCTCTACTAAAAATACAAAAAAAAAAAAAATTAGCCAGGT 50975    
                                                         --------      i  i 
  AluY#SINE/Alu      101 TGAAACCCCGTCTCTACTAAAAATACAAAAAA--------TTAGCCGGGC 142 
 
  chr9_99000296    50976 GTGGTGGCAGGCGCCTGTAGTCCCAGCTACTGGGGAGGCTGAGGCAGGAG 51025    
                                 i                      v                   
  AluY#SINE/Alu      143 GTGGTGGCGGGCGCCTGTAGTCCCAGCTACTCGGGAGGCTGAGGCAGGAG 192 
 
  chr9_99000296    51026 AATGGCATGAACCCAGGAGGTGGAGCTTGCAGTGAGCCAAGACTGTGCCA 51075    
                               i       i     i                 i   ii i     
  AluY#SINE/Alu      193 AATGGCGTGAACCCGGGAGGCGGAGCTTGCAGTGAGCCGAGATCGCGCCA 242 
 
  chr9_99000296    51076 CTGCACTCCAGCCTGGACAACAGAGCGAGACTCTGTCTCAAAAGAAAGAA 51125    
                                         i i              i         i   i   
  AluY#SINE/Alu      243 CTGCACTCCAGCCTGGGCGACAGAGCGAGACTCCGTCTCAAAAAAAAAAA 292 
 
  chr9_99000296    51126 AAAA 51129    
                              
  AluY#SINE/Alu      293 AAAA 296 
 
Transitions / transversions = 10.00 (20 / 2) 
Gap_init rate = 0.00 (1 / 296), avg. gap size = 8.00 (8 / 1)   
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• Las secuencias genómicas y consenso sin los sitios ocupados por 
dinucleótidos CpG (necesarias para aplicar la corrección de Tamura y Nei, 
véase la siguiente sección).  

• La matriz de sustitución, con las frecuencias de sustitución entre las 4 
bases. 

• Las frecuencias de mutación en los dinucleótidos CpG.  

• Las frecuencias de las 4 bases en la secuencia consenso (para calcular la 
probabilidad de mutación). 

• El número de deleciones e inserciones en la secuencia genómica para las 4 
nucleótidos.  

3.3.3 Corrección de Tamura y Nei para sustituciones múltiples 

Uno de los objetivos de este trabajo es mejorar algunos de los métodos 
propuestos en publicaciones de otros autores. El tópico principal de este trabajo 
es la inesperada diferencia entre las distribuciones de Alus jóvenes y antiguas, y 
por lo tanto es imprescindible llegar a una estimación fiable de la edad evolutiva4 
de los elementos. En muchas publicaciones anteriores, para estimar la edad de las 
Alus se utiliza simplemente el número observado de sustituciones por base, es 
decir el número de nucleótidos diferentes en los alineamientos entre la secuencia 
genómica y su correspondiente consenso (por ejemplo en Medstrand et al., 
2002). Este número viene dado por:  

n
n

p d=
∧

 3-1

donde nd es el número de sustituciones entre la secuencia genómica del elemento 
y su correspondiente consenso, y n es el número de bases alineadas. Es decir, que 
estos autores no hacen la corrección para sustituciones múltiples. Además, como 
hemos señalado en la sección anterior, los dinucleótidos CpG tienen una 
dinámica evolutiva diferente al resto de los sitios. Esto quiere decir que si se 
infiere la edad de una Alu sin tomar en cuenta los CpG, se está sobreestimando 
su edad. 

Como es bien conocido, el número observado de sustituciones por base 
entre dos secuencias proporciona una estimación aceptable de la divergencia 
evolutiva solo si las dos secuencias son muy similares. Sin embargo, muchos 

                                                 
4 Tomaremos como “edad evolutiva” o “distancia evolutiva” el número corregido de sustituciones por 
base entre dos secuencias. 
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elementos transponibles llevan decenas de millones de años en el genoma y por 
lo tanto muestran una reducida similitud con sus correspondientes consensos. En 
estos casos, el número de sustituciones por base subestima notablemente la 
divergencia evolutiva al no tomar en cuenta las mutaciones múltiples. Además, 
se sabe que las 12 sustituciones posibles entre las bases no tienen todas ellas la 
misma probabilidad. Hay varios modelos para corregir el número de 
sustituciones. En este trabajo hemos utilizado la corrección de Tamura-Nei, que 
toma en cuenta las frecuencias de las bases y las diferencias entre transiciones y 
transversiones (Tamura y Nei, 1993). La distancia evolutiva (el número 
corregido de sustituciones por base) se calcula como:  
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donde YRTGCA gggggg ,,,,,  son las frecuencias de adenina, citosina, guanina, 
timina, purinas y pirimidinas, 1P  las frecuencias de sustituciones entre A y G, 

2P las frecuencias de sustituciones entre T y C, y Q son las frecuencias de 
transversiones (sustituciones entre una purina y una pirimidina). 

Las frecuencias de las cuatro bases, transversiones y transiciones se 
calculan a partir de los alineamientos. Nótese que en este modelo no se 
consideran aparte los dinucleótidos CpG. Sin embargo, en varios análisis es 
imprescindible hacer esta distinción. Por lo tanto, aplicaremos la corrección tanto 
a la secuencia entera como a la secuencia sin los sitios ocupados por CpGs.  

Como hemos mencionado más arriba, siempre que entre dos secuencias 
exista una elevada divergencia evolutiva, es importante utilizar la corrección con 
el fin de no subestimar el número de sustituciones por base. En la Tabla 3-1, se 
puede ver una comparación entre el número de sustituciones por base y las 
distancias evolutivas. Los datos en la Tabla 3-1 se han generado mediante las 
Alus utilizadas en este trabajo. Para varios rangos de sustituciones por base, se ha 
calculado tanto la media del número de sustituciones como la media de las 
distancias corregidas. Los datos demuestran claramente que en caso de pocas 
sustituciones por base, las dos estimaciones dan resultados parecidos. Sin 
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embargo, según va creciendo la divergencia evolutiva, se ponen de manifiesto 
diferencias entre las dos estimas. Por ejemplo, en el rango entre 0 y 0.02 
sustituciones por base, la diferencia entre los dos modelos es de sólo 0.00089 
sustituciones/base. Sin embargo, en el rango entre 0.1 y 0.12, que corresponde a 
Alus de edad intermedia (AluS), la diferencia es ya de 0.0145. 

Tabla 3-1: La tabla muestra las diferencias entre el número de sustituciones por base y las 
distancias evolutivas (divergencias corregidas mediante el método de Tamura y Nei). Se puede 
apreciar que según va aumentando el número de sustituciones por base, la corrección se hace 
más notable. Además se puede observar que las edades evolutivas son notablemente menores si 
se excluyen los dinucleótidos CpG de la secuencia. 

Rango de 
sustituciones 

por base
D DTa-Nei 

Diferencia
(DTa-Nei – D)

DTa-Nei  
(sin CpG) 

[0,0.02] 0.0114 0.0123 0.0009 0.0100 
[0.02,0.04] 0.0312 0.0335 0.0023 0.0187 
[0.04,0.06] 0.0516 0.0559 0.0043 0.0267 
[0.06,0.08] 0.0706 0.0773 0.0067 0.0353 
[0.08,0.1] 0.0906 0.1009 0.0103 0.0477 
[0.1,0.12] 0.1095 0.1240 0.0145 0.0633 

3.3.4 Desfragmentación de los elementos 

Las Alus, al igual que la mayoría de los elementos transponibles, muestran un 
notable grado de fragmentación en el genoma humano. Hay varios mecanismos 
que llevan a la fragmentación, como son las inserciones en elementos 
preexistentes, la recombinación, la inversión 5’ y la transducción 3’ (en los 
LINE1; Szak et al., 2002). Esto quiere decir que el número de elementos 
encontrados por el programa RepeatMasker es una sobreestimación del número 
real debido a la fragmentación. Muchas veces las densidades se calculan en base 
al número de elementos (véase sección 3.3.5 Cálculo de densidades), y por lo 
tanto al utilizar los fragmentos se introduce una sobreestimación en el cálculo. 
Para mejorar el análisis en este aspecto, se ha diseñado un script en Perl (véase 
Apéndice A) que “aglutina” los fragmentos de la siguiente manera. Primero, 
RepeatMasker asigna a dos elementos el mismo número de identificación (ID) si 
la probabilidad de que tengan un origen común es alta. Con este criterio, para 
todos los TEs se ha determinado si en una ventana de 40 elementos en el flanco 
5’ existen otros TEs con el mismo número de identificación. Si se detectan 
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elementos con el mismo ID, el siguiente paso consiste en comprobar la 
coherencia de las coordenadas de la secuencia consenso. De esta forma, dos 
elementos se aglutinan si tienen el mismo número de identificación y si la 
coordenada de la última base en el consenso del elemento 1 y la primera base del 
consenso del elemento 2 están dentro de un margen de 5 bp (véase Figura 3-3). 
Los valores básicos (como contenido en G+C o número de mutaciones) del 
nuevo elemento aglutinado se calculan como la media pesada (por la longitud) de 
los valores de los fragmentos. 

 

Figura 3-3: Esquema del proceso de “aglutinación” o desfragmentación. Con las flechas se 
indican las coordenadas de la secuencia consenso (CS y CE son las coordenadas de la primera y 
última base en el consenso, respectivamente). Se muestran dos casos hipotéticos, en ambos hay 
dos TEs con el mismo número de identificación, sin embargo solamente el caso de la izquierda 
está dentro del margen de error (5 bp), y por tanto sería aglutinado. 

Tabla 3-2: Grados de fragmentación de las Alus y LINE1 en el genoma humano. 

 Alu LINE1 

Isocora # elementos # fragmentos Fracción # elementos # fragmentos Fracción
L1 153570 156503 0.981 195533 297540 0.657
L2 267295 273598 0.977 177037 277937 0.637
H1 335879 347183 0.967 113788 185967 0.612
H2 116275 121411 0.958 25232 42595 0.592
H3 50392 53393 0.944 6980 12017 0.581
H4 10607 11122 0.954 2127 3678 0.578

Total 934018 963210 0.970 520697 819734 0.635

ID = 1 ID = 1 ID = 2 

CS = 4        CE = 139 CS = 141       CE = 280 

ID = 1 ID = 1 

         CS = 4        CE = 139 CS = 12           CE = 149 

|CS-CE| = 2  la distancia está dentro 
del margen de error  se aglutina a 
los dos elementos (ID = 1) 

|CS-CE| = 127  la distancia supera 
el margen de error  no se aglutina a 
los dos elementos 
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La Tabla 3-2 muestra los grados de fragmentación de las Alus y LINE1 (número 
de elementos “aglutinados” dividido por el número de fragmentos). Se observa 
que tanto las Alus como los LINE1 están más fragmentados en las isocoras H 
que en las L, lo que posiblemente se debe a la correlación positiva que hay entre 
las tasas de recombinación y el contenido en G+C de la isocora (Fullerton et al., 
2001). Por otro lado, se observa que el grado de fragmentación difiere 
profundamente entre los LINE1 y las Alus. El proceso de desfragmentación es 
más importante en el caso de los LINE1, dado que se reduce el número de 
elementos aproximadamente un 36%, frente a un 3% en las Alus.  

3.3.5 Cálculo de densidades 

Existen dos posibilidades para definir y calcular las densidades de los elementos 
(Alus, LINE1, genes, etc.) dentro de una región dada. La primera medida se basa 
en el número de unidades, que definimos en este trabajo como: 
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En la ecuación (3-3) se suma sobre todos los elementos (N), siendo d(i) la 
función indicador; ésta vale 1 si el elemento con índice i se halla en la región R 
(LenR es la longitud de la región R), y 0 en caso contrario. Por lo tanto, R

FDen  
representa el número de unidades por 10 kb en la región R. En segundo lugar, 
también se puede definir la densidad como porcentaje de ocupación, que se 
calcula como: 
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En la ecuación (3-4) N es el número de unidades, LenR la longitud de la región, 
Leni es la longitud de la unidad i, y d(i) es la función indicador descrita arriba.  

3.3.6 Cálculo del exceso de Alus en intrones 

Desde hace algún tiempo, se sabe que las Alus muestran densidades más altas en 
intrones que en los intergenes, es decir que existe un exceso de Alus en intrones 
(Smit, 1999). Sin embargo, se desconoce si este exceso es una característica 
general en todo el genoma, o bien se limita a ciertas regiones. Para analizar el 
exceso en intrones en función de la isocora se utilizan todas las isocoras que 
cuentan con al menos una región intergénica, es decir dos genes. Además, 
definimos el entorno génico como la región codificadora más 2 kb en cada 
flanco. En la tabla de genes RefSeq se anotan también los distintos transcritos 
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pertenecientes al mismo gen. En estos casos, elegimos siempre el transcrito más 
largo. Para poder comparar fácilmente las densidades de Alus en intergenes y en 
intrones, definimos un coeficiente de “exceso en intrones” que viene dado por: 

5.0
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+
=

igIV

IV
ExR

ρρ
ρ  (3-5)

donde IVρ y igρ  son las densidades de Alus en intrones y en intergenes, 
respectivamente (Hackenberg et al., 2005). El coeficiente REx nos permite 
comparar fácilmente las densidades, ya que toma valores negativos si la densidad 
en intergenes supera a la densidad en intrones, y valores positivos en caso 
contrario. 

3.3.7 La definición in silico de los productos de recombinación 

Para poder contabilizar la acción de la recombinación homóloga desigual en el 
genoma humano definimos un trímero (duplicación de una Alu) de la siguiente 
manera: 

• Tres Alus seguidas en la misma hebra y a una distancia menor de 80 bp 
entre sí. 

• No debe haber una cuarta Alu a menos de 200 bp del trímero.  

• En el trímero, dos Alus seguidas (primera y segunda o segunda y tercera) 
deben pertenecer a la misma subfamilia (como consecuencia de la 
duplicación). 

• Las inserciones de Alus dentro de otras Alus (IPEs) ocurren con 
frecuencia en el genoma humano dando lugar a un trímero de origen no-
recombinacional. Para filtrar estos trímeros “falsos”, hemos utilizado los 
números de identificación asignados por RepeatMasker a cada elemento. 
Si un elemento se divide en dos fragmentos a consecuencia de una 
inserción, Repeatmasker asigna a ambos fragmentos el mismo número de 
identificación para subrayar su posible origen común. Pues bien, hemos 
podido descartar los trímeros no-recombinacionales mediante estos 
números de identificación. 

3.3.8 Detección de IPEs en el genoma 

En el genoma humano a menudo se observa que los TEs se insertan dentro de 
otros elementos transponibles. A una inserción de este tipo la llamaremos IPE 
(Insertion into a Pre-existing Element). Para definir una IPE in silico utilizamos 
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los números de identificación que asigna el programa RepeatMasker a cada uno 
de los elementos que identifica. Así pues, consideramos como IPE una secuencia 
genómica que cumple los siguientes requisitos: 

• Un elemento transponible tiene que estar flanqueado en ambos extremos 
por el mismo elemento. Consideramos a los elementos flanqueadores 
como idénticos si pertenecen a la misma subfamilia y si tienen el mismo 
número de identificación.  

• La coordenada de la secuencia consenso del ultimo nucleótido del 
elemento 5’ y la coordenada del primer nucleótido del elemento 3’ tienen 
que hallarse dentro de un margen de 10 bp.   

• Los dos elementos de los flancos tienen que hallarse en la misma hebra. 

3.3.9 Detección de dianas de inserción 

Para detectar las dianas de inserción (5’-TTAAAA-3’), hemos empleado el 
programa fuzznuc del paquete EMBOSS para búsqueda de patrones (Rice et al., 
2000; véase Apéndice B). Las opciones se eligen de manera que el programa 
solamente detecte dianas exactas y en ambas hebras. Al igual que hacemos con 
TEs y genes, el primer paso consiste en localizar las dianas dentro de las 
isocoras, es decir asignarles una etiqueta. Las dianas las utilizamos para 
comparar sus frecuencias en ciertas regiones con las frecuencias de Alus. En 
concreto, las regiones que se analizan en este trabajo son los propios elementos 
transponibles y sus flancos. El punto clave es la comparación con las frecuencias 
de Alus, y por tanto hay que tomar en cuenta la resolución del programa 
RepeatMasker, que es de 10 bp. Este límite tiene como consecuencia que la 
inserción de una Alu en el extremo de otra Alu preexistente no se detecta como 
IPE sino como inserción en el flanco (véase Figura 3-4). En consecuencia, 
consideramos que una diana está dentro de un elemento si se halla dentro de los 
límites del elemento menos 10 bp en ambos extremos. Y por consiguiente, el 
flanco abarca los últimos 10 bp del elemento más los primeros 20 bp que siguen 
(en ambos extremos).  
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Figura 3-4: Esquema que ilustra el hecho de que es imposible distinguir con métodos in silico 
entre una inserción en el extremo de un elemento preexistente y una inserción en el flanco.  

Este fragmento de 
menos de 10 bp no 
se anota

Inserción en el extremo (10 bp) Inserción en el flanco (20 bp) 

Inserción en el flanco  se detecta un 
elemento a menos de 20 bp. 

Flanco 

No se detecta el fragmento que resulta de 
la inserción  Se interpreta esta situación 
como inserción en el flanco y no como una 
IPE  con métodos in silico está situación 
es virtualmente indistinguible de una 
inserción “verdadera” en el flanco.  
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Capítulo 4  

 

 Resultados y Discusión 

4.1 La nueva isocora H4 
 
En este trabajo se introduce una nueva clasificación de las isocoras. La razón por 
la que se ha definido una nueva isocora H4 tiene su origen en un hecho conocido: 
las densidades de las Alus muestran una disminución marcada en las regiones 
más ricas en G+C (Gu et al., 2000). Sin embargo, se sabe que los genes se 
acumulan en las regiones más ricas en G+C (Mouchiroud et al., 1991; Bernardi, 
2000). En consecuencia, para dar una representación sólida a estas regiones 
definimos la nueva isocora H4 como el 1.57% del genoma más rico en G+C 
(véase el apartado 3.2 Clasificación de las isocoras). La Tabla 4-1 muestra una 
estadística básica de la clasificación de isocoras utilizada en este trabajo. 

En la Tabla 4-2 se muestran algunas características básicas de las Alus y los 
LINE1 en función de la isocora. En primer lugar, se confirma la distribución 
opuesta de las densidades. Mientras que los LINE1 se acumulan fuertemente en 
las isocoras L (máximo de densidad en L1), las Alus muestran el máximo de 
densidad en las isocoras H3 (Korenberg y Rykowski, 1988; Chen et al., 2002). 
Nótese que Bernardi y colaboradores (Zerial et al., 1986; Jabbardi y Bernardi, 
1998) encuentran el máximo de densidad de las Alus en las isocoras H2. La 
diferencia con el resultado presentado aquí se debe a que la isocora H3 de 
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Bernardi comprende nuestra isocora H4. Esto quiere decir, por tanto, que la 
isocora H3 de Bernardi abarca regiones que muestran distintos niveles de 
acumulación de Alus. En concreto, la densidad de Alus en las isocoras H3 de 
Bernardi corresponde aproximadamente a la suma pesada entre las isocoras H3 y 
H4 (tal como se definen en esta memoria). Así pues, la aportación de las 
densidades bajas en las regiones más ricas en G+C hace que Bernardi observe el 
máximo en H2 y no en H3. Otra propiedad digna de resaltar es la distribución de 
las longitudes de los LINE1 en función de la isocora. Se observa que la longitud 
media en las isocoras L dobla aproximadamente la longitud media en las isocoras 
H3/H4. Por el contrario, las Alus no muestran esta dependencia. 

Tabla 4-1: Estadística básica de las isocoras: etiqueta, número, longitud media, longitud total, 
media del contenido en G+C, porcentaje y rangos de G+C de las 6 isocoras. Los corchetes 
cerrados en los rangos de G+C indican que el límite está incluido mientras que los corchetes 
abiertos excluyen el límite. 

Isocora # Longitud 
media (bp) 

Longitud 
total (bp)

Media 
de G+C

% del 
genoma Rango de G+C

L1 1353 621586 8.4E+08 36.20 31.65 [0 -37.70[
L2 2249 374712 8.4E+08 39.48 31.65 [37.70 – 41.38[
H1 2371 262255 6.2E+08 43.92 24.45 [41.38 – 47.15[
H2 875 205292 1.8E+08 49.21 7.55 [47.15 – 51.70[
H3 384 186463 7.2E+07 53.39 3.14 [51.70 – 55.65[
H4 167 158348 2.6E+07 58.29 1.56 [55.65 – 100]

Tabla 4-2: Número, densidad (número de unidades por 10 kb) y longitud de Alus y LINE1 en 
función de la isocora. Se confirma la distribución opuesta entre Alus (máximo de densidad en 
H3) y LINE1 (máximo en L1). Además, las longitudes de los LINE1 muestran un sesgo 
marcado en función de la isocora, variando entre aprox. 950 bp en las isocoras L y 460 bp en las 
isocoras H3/H4. 

 Alu LINE1 

Isocora # #/10 kb Longitud 
(bp) # #/10 kb Longitud 

(bp)
L1 153570 1.83 281.9 195533 2.32 978.7
L2 267295 3.17 282.6 177037 2.10 908.7
H1 335879 5.40 281.4 113788 1.83 654.8
H2 116275 6.47 281.8 25232 1.40 514.3
H3 50392 7.04 281.3 6980 0.97 458.8
H4 10607 4.01 278.0 2127 0.80 460.6
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En distintos puntos de este trabajo se hace referencia a la distribución de los 
genes en función de la isocora y por tanto es conveniente tener en cuenta algunas 
de sus características. La Tabla 4-3 muestra una estadística de los genes RefSeq 
en función de la isocora. Los datos confirman la correlación positiva entre la 
densidad y el contenido en G+C de la isocora, y la correlación negativa entre la 
longitud de los intrones y el G+C (Bernardi, 2001). 

Tabla 4-3: Estadística básica de los genes RefSeq (hg17) en función de la isocora.  Se puede 
observar que la longitud de los intrones y la densidad varían drásticamente en función de la 
isocora, mientras que la longitud de los exones y la media del número de exones por gen no 
muestran una correlación clara con la isocora. 

Isocora # #/10 kb % de 
ocupación

Longitud
de intrones 

(bp)

Longitud de 
exones (bp) 

# exones 
por gen

L1 552 0.0244 12.37 13990 426 11.4
L2 1119 0.0383 13.75 9148 420 10.1
H1 1327 0.0611 15.02 6410 446 8.9
H2 612 0.1258 21.28 4733 414 8.9
H3 320 0.2262 32.15 3503 339 10.5
H4 144 0.2761 35.38 2801 330 11.6
Total 4074 0.0685 16.24 7533 419 9.8

Finalmente, la variación de las frecuencias de mutación en función de la isocora 
se puede estudiar mediante las mutaciones encontradas en las Alus. En la Figura 
4-1 se muestran por separado las frecuencias de mutaciones A/T GC y 
G/C A/T. Dos hechos se pueden distinguir claramente. Primero, las mutaciones 
G/C A/T ocurren siempre con mayor frecuencia independientemente de la 
isocora (Eyre-Walker, 1999; Smith y Walker, 2001; Alvarez-Valin et al., 2003). 
Segundo, se puede apreciar un sesgo de las frecuencias de mutación en función 
de la isocora. Las frecuencias de mutación G/C A/T son más altas en isocoras L 
debido a la presión mutacional local. Las mutaciones A/T G/C muestran 
probabilidades invertidas, es decir que ocurren con mayor frecuencia en las 
isocoras H que en L. Esto es justamente lo que se esperaría según el modelo de la 
presión mutacional local (Wolfe et al., 1989). Al final del ciclo celular ya no 
quedan tantos dCTP y dGTP y por lo tanto la probabilidad de que se produzca 
una mutación hacia G o C es menor en las isocoras L que en H. 
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Figura 4-1: Dinámica evolutiva de la presión mutacional G/C  A/T según los datos 
derivados de los alineamientos entre la secuencia genómica de los elementos y la 
correspondiente secuencia consenso.  Las mutaciones G/C A/T ocurren con mayor frecuencia 
en isocoras L que en H, debido a la escasez relativa de G y C al final del ciclo celular. Las 
mutaciones A/T G/C se comportan complementariamente, es decir, que son más frecuentes en 
H que en L. 

4.2 El cambio de densidad de las Alus 

Existen varias propuestas para explicar el cambio de densidad que muestran las 
Alus en función de su edad (véase sección 4.1 La nueva isocora H4). En esta 
parte del trabajo, se analizan varias proposiciones, empleando métodos nuevos 
con el fin de evaluar el impacto de los distintos mecanismos evolutivos. 

4.2.1 Densidades relativas y distancia evolutiva  

Con el término “cambio de densidad” nos referimos a que las Alus jóvenes se 
acumulan en regiones ricas en A+T, mientras que las Alus más antiguas muestran 
su máxima densidad en regiones ricas en G+C. En publicaciones de otros 
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autores, el cambio de densidad se ha puesto de manifiesto mediante la 
comparación entre subfamilias jóvenes del grupo AluY y grupos más antiguos de 
Alus, como AluS y AluJ (Pavlíček et al., 2001; IHGSC, 2001). Aunque el 
cambio de densidad queda de manifiesto, estos análisis no permiten llegar a 
conclusiones precisas sobre la dinámica del proceso (velocidad y momento en 
que se produjo el cambio de densidad). No obstante, estas cuestiones son 
importantes a la hora de evaluar los mecanismos implicados. Por ello, en este 
trabajo se analizan las densidades de las Alus en función de su edad evolutiva, 
con el fin de resolver el cambio de densidad más nítidamente. La edad o distancia 
evolutiva se calcula a partir de los alineamientos entre los elementos y sus 
correspondientes secuencias consenso (véase 3.3.3 Corrección de Tamura y Nei), 
aplicando la corrección para sustituciones múltiples. En consecuencia, a cada Alu 
se le asigna su edad evolutiva y una etiqueta que indica la clase de isocora en la 
que reside. A continuación, se agrupan las edades evolutivas en intervalos de 
0.005 sustituciones por base y se determina el número de elementos en cada 
intervalo. Las densidades en función de la isocora y del intervalo vienen dadas 
por:  

Iso

i
iIso Len

DDen
#

10000)( ⋅=  (4-1)

donde i es el índice del intervalo y #i el número de elementos en ese intervalo. 

La mejor forma de poner de manifiesto el cambio de densidad consiste en 
calcular las densidades relativas en vez de las absolutas. La densidad relativa es 
la proporción entre las densidades absolutas en las isocoras H y L (H*/L, siendo 
L la suma pesada de isocoras L1 + L2). De esta manera, las densidades relativas 
son menores que 1 si el máximo de densidad absoluta se ubica en las isocoras L. 
La Figura 4-2 (arriba) muestra las cuatro densidades relativas en función de la 
edad evolutiva. 

Se observa que el máximo de densidad se localiza en las isocoras L hasta 
distancias de aproximadamente 0.025, puesto que todas las proporciones son 
menores que 1. Sin embargo, el cambio de densidad se efectúa rápidamente, y a 
partir de esta distancia el máximo ya se encuentra en las isocoras H. 
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Figura 4-2: Densidades relativas de Alus (arriba) y LINE1 (abajo). El máximo de densidad de 
las Alus se halla en las isocoras L hasta distancias evolutivas de aproximadamente 0.025, puesto 
que todas las proporciones son menores que 1. A partir de ahí, se traslada rápidamente hacia las 
isocoras H3. Los LINE1 (abajo) no muestran ningún cambio de densidad, se insertan 
preferentemente en las isocoras L donde también se ubica el máximo total. 
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Como hemos mencionado más arriba, las Alus son ricas en dinucleótidos CpG. 
Estos sitios evolucionan aproximadamente 10 veces más rápido que los demás 
(Belle et al., 2003; Xing et al., 2004; CpG  TpG). En la Figura 4-2, no se han 
excluido estos dinucleótidos y por tanto la escala de distancias evolutivas no es 
lineal. En consecuencia, las distancias entre 0.02 y 0.03 (por ejemplo) no 
representan la misma cantidad de años que las distancias entre 0.08 y 0.09. Sin 
embargo, el cambio de densidad solo se puede observar de esta forma. A partir 
de ahora, nos referiremos a este cambio de densidad como el “último”, puesto 
que es de suponer que el cambio de densidad de las Alus ha ido ocurriendo de 
una manera continua a lo largo de su evolución. 

En la Figura 4-2 (abajo) se muestra el mismo análisis para los LINE1. La 
preferencia de inserción es cualitativamente muy parecida a la de las Alus. Sin 
embargo, la tendencia hacia regiones ricas en A+T es aún más marcada, puesto 
que las densidades relativas de los LINE1 jóvenes son menores que las de las 
Alus jóvenes. Una observación similar la hicieron previamente otros autores 
(Pavlíček et al. 2001). Caben dos posibles explicaciones: o los LINE1 se 
excluyen de las regiones ricas en G+C, o las Alus se eliminan de las isocoras 
ricas en A+T. 

En resumen, el análisis de la densidad relativa de las Alus en función de la 
distancia evolutiva pone de manifiesto que debe existir algún mecanismo 
evolutivo que, actuando tras la inserción, provoque un cambio rápido de su 
máximo de densidad hacia las isocoras H. 

4.2.2 Interacciones Alu/LINE1 

Un mecanismo que probablemente influye en la distribución espacial de las Alus 
es la competencia entre Alus y LINE1 por la retrotransposasa (proceso de 
reinserción). Gu et al. (2000) proponen que las Alu podrían evitar la competencia 
si se insertasen en regiones ricas en G+C, lo que podría explicar el cambio de 
densidad. 

Para poner a prueba esta hipótesis, hemos comparado las densidades 
absolutas de las Alus y los LINE1 en función de la isocora y la distancia 
evolutiva. Sin embargo, hay que tener cuidado a la hora de calcular las 
densidades de los LINE1. En general, hay dos maneras de calcular las 
densidades, bien como el porcentaje de ocupación, bien como el número de 
elementos por región (véase 3.3.5 Cálculo de densidades). Las longitudes de los 
LINE1 (véase Tabla 4-2) muestran un sesgo muy marcado en función de la 
isocora. Es decir que en isocoras muy ricas en G+C (H3 y H4) los LINE1 tienen 
solamente la mitad de longitud que en isocoras ricas en A+T (L1 y L2). Debido a 
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este sesgo, el porcentaje de ocupación parece ser una medida poco adecuada, ya 
que llevaría a una subestimación de la densidad de los LINE1 en regiones ricas 
en G+C. Por otro lado, los LINE1 muestran un alto nivel de fragmentación en el 
genoma (véase 3.3.4 Desfragmentación de los elementos). Sin embargo, 
programas como RepeatMasker solamente detectan y anotan los fragmentos. En 
vista de que el número de fragmentos siempre es más alto que el número real de 
elementos, la utilización del número de fragmentos provoca una sobreestimación 
de la densidad. 

Para obtener una estima más fiable del número verdadero de elementos, 
hemos diseñado un script en Perl, que “aglutina” los fragmentos procedentes del 
mismo elemento (véase 3.3.4 Desfragmentación de los elementos). Además, para 
poder comparar fiablemente las Alus y los LINE1 es imprescindible utilizar las 
edades evolutivas calculadas sin los sitios ocupados por los dinucleótidos CpG 
(debido al gran número de estos sitios en las Alus y su alta mutabilidad). 

La Figura 4-3 muestra las densidades calculadas a partir de los elementos 
aglutinados en función de la distancia evolutiva y para cada isocora. Los LINE1 
muestran un mínimo muy marcado en las isocoras L1 y L2, aproximadamente 
entre distancias evolutivas de 0.03 y 0.15 (Figura 4-3 abajo). Este mínimo 
coincide en el tiempo con el máximo auge de las Alus (Figura 4-3 arriba), y 
parece por tanto que hay una especie de interacción entre las Alus y los LINE1. 
Sin embargo, la inserción de las Alus en las isocoras L no parece haber sido 
impedida por los LINE1. Más bien al contrario, son las densidades de los LINE1 
las que sufren una disminución muy marcada durante el auge de las Alus. Esto 
quiere decir que son las Alus las que han frenado la expansión de los LINE1 y no 
al contrario. Podemos concluir, por tanto, que la competencia por la 
retrotransposasa no es probablemente el mecanismo capaz de explicar el cambio 
de densidad de las Alus. 

Este resultado es coherente con trabajos anteriores sobre el proceso de 
retrotransposición. Según los modelos propuestos, la competencia por la 
retrotransposasa tiene lugar cerca de los ribosomas y no dentro del núcleo, lo que 
descarta igualmente que dicha competencia pueda tener alguna influencia sobre 
la distribución de las Alus (Boeke, 1997). 
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Figura 4-3: Las densidades absolutas de las Alus (arriba) y LINE1 (abajo) para todas las 
isocoras y en función de la distancia evolutiva. Se puede apreciar un “bache” en las densidades 
de los LINE1, sobre todo en las isocoras L, que coincide en el tiempo con la mayor actividad de 
transposición de las Alus hace unos 35-40 millones de años. 
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4.2.3 El ajuste composicional 

Las Alus están mejor ajustadas composicionalmente en las isocoras H, debido a 
su riqueza en G+C. Y lo mismo se puede decir para los LINE1 en las isocoras L. 
En general, se observa que los elementos transponibles tienden a establecer su 
máximo de densidad en regiones donde están mejor ajustados 
composicionalmente (Filipski et al., 1989). Por lo tanto, el ajuste composicional 
podría desempeñar también un papel en el cambio de densidad. 

Para probar esta hipótesis, hemos calculado las diferencias en G+C entre las 
Alus y sus correspondientes secuencias consenso, en función de la distancia 
evolutiva y para todas las isocoras (véase Figura 4-4). En primer lugar, se aprecia 
claramente el declive del contenido en G+C de las Alus. Hasta distancias 
evolutivas entre aproximadamente 0.08 y 1, la reducción del contenido en G+C 
es más rápida, manifestándose en gradientes mayores, en comparación con la 
dinámica a partir de estas distancias. La disminución inicialmente más 
pronunciada del contenido en G+C se puede explicar fácilmente por las tasas más 
altas de mutación de los dinucleótidos CpG. A este rango de distancias evolutivas 
se le llama “dominio CpG” (Hackenberg et al., 2005). Durante el dominio CpG, 
no se observa ninguna influencia de la isocora sobre la composición de los 
elementos. Es decir, el contenido en G+C disminuye en todas las isocoras 
aproximadamente con la misma intensidad, reflejando así que las mutaciones en 
los dinucleótidos CpG se deben a la acción de la metilasa, que actúa 
independientemente de la isocora. Después del dominio CpG, se observa un 
declive más marcado en isocoras L, poniendo de manifiesto que las Alus están 
sometidas a mayor presión mutacional en isocoras L que en H. Es decir, en las 
isocoras L la presión de ajuste composicional al entorno genómico es mayor que 
en las isocoras H. 

La evolución del ajuste composicional se puede observar también mediante 
los coeficientes de correlación entre el contenido en G+C de la isocora y el de los 
elementos. La Figura 4-5 muestra los coeficientes de correlación calculados en 
cada intervalo y en función de la distancia evolutiva. Se observa el mismo 
comportamiento descrito arriba. Durante el dominio CpG, no hay ningún ajuste 
composicional y por tanto la correlación no aumenta. Sin embargo, después del 
dominio CpG, los coeficientes de correlación van creciendo, como consecuencia 
del ajuste composicional. Nótese que estos resultados son coherentes con la 
teoría sobre la presión mutacional local (Wolfe et al., 1989), ya que esta predice 
que las tasas de mutación son dependientes del G+C. 

Nótese, sin embargo, que el ajuste composicional no se hace notar hasta 
distancias evolutivas entre 0.08 y 0.1, lo que es claramente posterior al momento 
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en que se produce el cambio de densidad de las Alus (alrededor de 0.025, véase 
apartado 4.2.1 Densidades relativas y distancia evolutiva). Por lo tanto, se puede 
descartar la implicación de este mecanismo en el cambio de la densidad. 
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Figura 4-4: Diferencias en G+C entre las secuencias Alu en el genoma y sus correspondientes 
secuencias consenso. Se pueden distinguir dos fases en la evolución composicional de las Alus. 
Durante el dominio CpG, el contenido en G+C de las Alus baja rápidamente debido a las 
mutaciones en los dinucleótidos CpG.  Durante esta fase, no se observa ningún ajuste 
composicional a la isocora. Sin embargo, este es claramente discernible a partir de distancias de 
aproximadamente 0.1. Se aprecia claramente que las Alus están sometidas a mayor presión 
composicional en isocoras L, dada la mayor reducción del contenido en G+C en estas isocoras 
en comparación con las isocoras H. 
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Figura 4-5: Coeficientes de correlación entre el contenido en G+C de la isocora y el de los 
elementos. Se observa que durante el dominio CpG los elementos no se ajustan 
composicionalmente al G+C de la isocora. Sin embargo, a partir de distancias evolutivas de 
aproximadamente 0.1, los elementos se van ajustando composicionalmente, ya que los 
coeficientes de correlación son crecientes.  

4.2.4 Alus en el entorno génico 

Tanto los genes como las Alus muestran densidades más altas en regiones ricas 
en G+C (Zoubak et al., 1996; Bernardi 2000). En muchas publicaciones se 
argumenta que este hecho no es casual, sino que las Alus de alguna forma siguen 
la estela de los genes, acumulándose igualmente en las isocoras H (IHGSC, 
2001). Existen varios indicios a favor de esta hipótesis. Por un lado, se sospecha 
que las Alus podrían estar funcionalmente relacionadas con los genes, por lo que 
la selección positiva podría fijar las Alus preferentemente en regiones ricas en 
G+C. Por otro lado, Smit (1999) ha puesto de manifiesto que existe un exceso de 
Alus en intrones, lo que podría significar que las Alus son mejor aceptadas en el 
entorno génico que en otras regiones, probablemente debido a su potencial de 
exonización (Sorek et al., 2002; 2004; Lev-Maor et al., 2003). Ante este 
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escenario, la afinidad de las Alus hacia el entorno de los genes podría contribuir 
también al cambio de densidad de las Alus. 

Tabla 4-4: Análisis de las densidades de Alus en función de su localización genómica, tanto 
para el genoma entero como en función de la isocora.  En primer lugar, tomando en cuenta el 
genoma entero, se confirma el exceso de Alus en intrones. Sin embargo, el análisis en función 
de la isocora revela que tal exceso se limita a las isocoras L (los valores positivos del coeficiente 
de exceso en intrones solo se observan en las isocoras L – en color amarillo). 

 Intrones  Intergenes   

 N Densidad  N Densidad  Exceso 
intrónico 

Genoma 
entero 163874 4.640 807434 3.558   0.0660

 
Isocora   

L1 11297 2.277 18054 2.134   0.0162
L2 33802 4.126 49187 3.964   0.0100
H1 47287 7.022 67336 7.104  -0.0029
H2 19806 7.109 31216 8.011  -0.0298
H3 13063 7.206 18120 8.410  -0.0385
H4 2778 3.996 4300 5.697  -0.0878

Para poner a prueba esta hipótesis, hemos calculado las densidades en intrones y 
en regiones intergénicas en función de la isocora (para una definición precisa de 
estas regiones véase 3.3.6 Cálculo del exceso de Alus en intrones). Si la hipótesis 
fuera correcta, se esperaría un exceso de Alus en intrones en todas las isocoras. 
Además, el exceso debería ser más pronunciado en isocoras H que en L. Para 
poder comparar fácilmente las densidades de Alus en intergenes y en intrones, 
hemos definido un coeficiente de “exceso en intrones” (véase 3.3.6 Cálculo del 
exceso de Alus en intrones). Recuérdese que el coeficiente REx toma valores 
negativos si la densidad en intergenes supera a la densidad en intrones, y valores 
positivos en caso contrario. En la Tabla 4-4 se puede ver un resumen del análisis 
llevado a cabo tanto para el genoma entero como por isocoras. Cuando se analiza 
el genoma entero, se puede comprobar el exceso de Alus en intrones observado 
por Smit (1999). Sin embargo, cuando se realiza el análisis en función de la 
isocora, se pone de manifiesto que tal exceso se limita a las regiones ricas en 
A+T (isocoras L). Esto descarta la propuesta del IHGSC (2001) de que la 
acumulación de Alus en regiones ricas en G+C se debe a los efectos positivos 
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sobre la expresión de los genes. Por el contrario, nuestros resultados parecen 
confirmar la argumentación de Brookfield (2001), quien propone que los niveles 
observados de polimorfismo de Alus son inconsistentes con la acción de la 
selección positiva, puesto que ésta daría lugar a una fijación más rápida de las 
Alus de la que se observa. Por lo tanto, nuestros resultados son consistentes con 
las conclusiones derivadas de los estudios de genética de poblaciones de este 
autor. 

4.2.5 Búsqueda de evidencias de recombinación 

Las secuencias Alu participan frecuentemente en procesos de recombinación, 
tanto homóloga como no-homologa (Babcock et al., 2003; Deininger et al., 
2003). La distancia media entre dos Alus en el genoma humano es de unas 3 kb; 
un emparejamiento incorrecto entre estos elementos, y el subsiguiente 
entrecruzamiento desigual, es la mayor fuente de deleciones y duplicaciones. La 
Figura 4-6 muestra un modelo simple de recombinación homóloga desigual 
(RHD) entre dos Alus. Como se puede ver, este proceso produce la deleción de 
una Alu en uno de los cromosomas, y su duplicación en el otro (si el quiasma se 
forma entre las Alus). Por lo tanto, la RHD es capaz de alterar el número 
absoluto de elementos en el cromosoma; en consecuencia, en varias 
publicaciones se propone a la RHD como el principal mecanismo evolutivo 
responsable del cambio de densidad de las Alus (Lobachev et al., 2000; 
Brookfield, 2001; Stenger et al., 2001; Batzer y Deininger, 2002; Medstrand et 
al., 2002; Deininger et al., 2003; Belle et al., 2005). 

Si bien es cierto que la RHD altera el número absoluto de elementos en un 
cromosoma (gameto), su número absoluto en el conjunto de la población se 
mantiene constante (un cromosoma lleva una deleción y el otro una duplicación). 
Así que para que haya un efecto neto en términos evolutivos son necesarios más 
requisitos. Primero, uno de los dos productos de recombinación, deleción o 
duplicación, debe tener una probabilidad más alta de supervivencia. Por ejemplo, 
un análisis de reordenaciones cromosómicas en humanos ha revelado que las 
deleciones ocurren con mayor frecuencia que las duplicaciones (Deininger y 
Batzer 1999; Kolomietz et al., 2002). En la misma línea, existen también datos 
experimentales sobre la recombinación en células de mamíferos que parecen 
avalar igualmente frecuencias más altas de deleciones (Lambert et al., 1999). 

El segundo requisito que debe cumplirse es una probabilidad diferencial de 
supervivencia o formación de los productos de recombinación en las distintas 
regiones del genoma. En concreto, los productos de recombinación deben 
mantenerse o producirse más frecuentemente en isocoras L que en H, lo que 
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aumentaría la densidad relativa en las isocoras H, provocando así (o participando 
al menos) en el cambio de densidad. Debido a la alta densidad de genes en 
isocoras H, parece lógico que la selección actúe con mayor intensidad en contra 
de los productos de recombinación en isocoras H que en isocoras L. 

 

Figura 4-6: Modelo simple de recombinación desigual entre dos Alus. Si el quiasma se forma 
entre los dos elementos, el resultado es un trímero y un monómero. Si el quiasma se localiza 
dentro de los elementos, la duplicación la formarán dos Alus enteras y dos fragmentadas 
(tetrámero), mientras que la deleción estaría formada por dos fragmentos de Alu (dímero). 
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No obstante, determinar la frecuencia de los dos productos de recombinación 
directamente con métodos in silico es virtualmente imposible, puesto que 
generalmente las deleciones no parecen dejar ninguna huella en el genoma. En 
consecuencia, hemos estimado la actividad de la RHD contabilizando solamente 
las duplicaciones. El caso más sencillo de recombinación es cuando solamente 
participan dos Alus colocadas en tandem (Figura 4-6). Si el quiasma se produce 
entre las dos Alus, la duplicación estará compuesta por tres elementos colocados 
en tandem (trímero), y por cuatro elementos si el quiasma se produce dentro de 
las Alus (tetrámero). En nuestro análisis, hemos utilizado solamente los trímeros, 
ya que el reducido número de tetrámeros encontrados no permite derivar una 
buena estadística. Para buscar las duplicaciones de Alus en el genoma, hemos 
diseñado un script en Perl que detecta los trímeros según los criterios expuestos 
en el apartado 3.3.7 La definición in silico de los productos de recombinación. 
Con los requisitos impuestos a los trímeros, nos aseguramos de que la mayoría de 
ellos tenga su origen en un proceso de recombinación. No obstante, los trímeros 
se podrían formar también por azar debido a inserciones casuales que cumplan 
también con los requisitos impuestos. En consecuencia, para interpretar 
adecuadamente los datos, habría que comparar el número observado de trímeros 
con el número esperado por azar. Para estimar las frecuencias esperadas, hemos 
desarrollado un algoritmo que simula el proceso de inserción de Alus en el 
genoma. La simulación consta de los siguientes pasos: 

1. Se leen todos los elementos en una isocora y se ordenan por edad evolutiva, 
de más antiguos a más recientes. 

2. Se calcula la longitud total de los elementos y se resta de la longitud de la 
isocora. 

3. Se genera una secuencia aleatoria libre de Alus y de la misma longitud que 
la isocora menos la suma de las Alus. 

4. Se inserta el primer elemento (el más antiguo) en la secuencia aleatoria. La 
posición se elige al azar. 

5. Se recalcula la longitud de la secuencia después de la inserción, sumando la 
longitud del elemento insertado.   

6. Se iteran los pasos 4 y 5 para todos los elementos, insertando primero los 
elementos más antiguos y después los más recientes.  
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Mediante un programa con este algoritmo, se generan 100 secuencias con Alus 
insertadas al azar para cada clase de isocora. A continuación, para cada secuencia 
se determina el número de trímeros, aplicando los criterios descritos más arriba. 
De esta manera, se calcula el promedio de trímeros que se espera que se formen 
por azar en cada clase de isocora. Estos promedios los tomaremos como 
frecuencias esperadas. De la Tabla 4-5 podemos derivar las siguientes 
conclusiones. Primero, las frecuencias de trímeros observadas en el genoma son 
mucho más altas que las frecuencias que se esperarían por azar, lo que indica que 
la recombinación homóloga desigual efectivamente actúa alterando el número 
total de elementos. Sin embargo, la observación más importante es que las 
proporciones entre observados y esperados son más altas en isocoras L que en H. 
Este resultado indica que o bien la frecuencia de recombinación, o bien la 
probabilidad de supervivencia de los productos de recombinación, son mayores 
en las isocoras ricas en A+T. Nótese que no hemos medido las frecuencias de las 
deleciones. Sin embargo, se puede suponer que éstas también ocurren con mayor 
frecuencia relativa en las isocoras L. 

Tabla 4-5: Frecuencias observadas y esperadas de los trímeros de Alus.  Las proporciones entre 
observados y esperados son más altas en isocoras L que en H, lo que significa que los trímeros 
se forman o mantienen con mayor probabilidad en las isocoras L. 

Isocora # Observados # Esperados Obs/Esp 

L1 124 1.84 67.39 
L2 426 10.43 40.84 
H1 804 33.34 24.12 
H2 398 15.47 25.73 
H3 217 8.40 25.83 
H4 64 1.43 44.76 
Total 2033 70.91 28.67 

Hemos detectado un total de 2033 trímeros en el genoma completo. Este número 
puede parecer pequeño para explicar el cambio drástico de densidad que 
muestran las Alus. No obstante, con el modelo empleado en esta sección 
probablemente solo estamos detectando una parte de los productos de 
recombinación. Algunos de los factores que pueden dar lugar a esta 
subestimación son: 

• Los requisitos tan restrictivos impuestos a los trímeros, que puede hacer 
que muchos productos de recombinación pasen “desapercibidos”. 
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• Los sucesivos procesos de recombinación entre los productos primarios 
pueden borrar cualquier huella reconocible de nuevas recombinaciones.  

• Las Alus también participan en fenómenos de recombinación no-
conservadora. Por ejemplo, la recombinación intracromósomica produce 
una deleción y un trozo de ADN episómico que se pierde antes de la 
siguiente división celular.    

Aunque estos factores pueden llevar a una subestimación del número absoluto de 
trímeros en el genoma, creemos que no afectan demasiado a las proporciones 
observados/esperados, que son las que constituyen el punto clave de este análisis. 

En resumen, mediante un análisis de las proporciones observados/esperados 
de los trímeros en función de la isocora, se puede poner de manifiesto que las 
frecuencias de los productos de recombinación son relativamente más altas en 
isocoras L que en H (Hackenberg et al., 2005). De esta manera, la mayor 
frecuencia relativa de deleciones en las isocoras L podría conducir al cambio de 
densidad de las Alus. Nótese, sin embargo, que con estos datos no es posible 
decidir entre una mayor frecuencia de recombinación (Medstrand et al., 2002) o 
una mayor tasa de supervivencia relativa de los productos de recombinación en 
las isocoras L (Brookfield, 2001).  

4.2.6 Evidencias en favor de la recombinación  

Las frecuencias con las que se producen los procesos de recombinación 
homóloga desigual entre elementos dispersos dependen tanto de la similitud 
(homología) de secuencia como de la distancia física entre los elementos. Se sabe 
que una gran similitud y/o una distancia física corta entre las dos secuencias 
aumentan las tasas de recombinación (Lobachev et al., 2000, Medstrand et al., 
2002). A partir de estas observaciones, hemos obtenido dos indicios 
experimentales más en favor de la implicación de la RHD en el cambio de 
densidad de las Alus. 

4.2.6.1 Distribución inesperada de las Alus jóvenes 

Las Alus se insertan preferentemente en las isocoras L. Las nuevas inserciones 
son copias exactas de los genes maestros y por tanto estarán libres de 
mutaciones. En consecuencia, la distancia evolutiva entre el nuevo elemento y su 
secuencia consenso será nula. Si además de eso, las Alus se excluyeran más 
frecuentemente de las isocoras L que de las H, se produciría una mayor 
renovación (turnover) del conjunto de las Alus en las isocoras L. Asumiendo este 
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escenario, se puede predecir una moderación en la velocidad de evolución 
composicional de las Alus en las isocoras L. La desaceleración se debería a la 
entrada continua de nuevas Alus en las isocoras L (con distancia evolutiva nula 
respecto al consenso) y a la pérdida de otras Alus que probablemente habrían 
acumulado ya algunas mutaciones. Según este modelo, las Alus estarían 
sometidas a un proceso de rejuvenecimiento, apareciendo más jóvenes en 
isocoras L que en H.  

Una segunda predicción que se puede hacer es que, si fuese la 
recombinación el agente que elimina a las Alus, el efecto rejuvenecedor en las 
isocoras L debería ser más pronunciado en miembros de subfamilias con un 
origen evolutivo reciente, ya que serían estos los que mostrarían una mayor 
similitud de secuencia. Esta dependencia de la edad se basa en la correlación 
positiva que existe entre la frecuencia de recombinación y la similitud de 
secuencia (Waldman y Liskay 1988; Baker et al., 1996).  

Tabla 4-6: Distancias evolutivas entre los miembros de 4 subfamilias de Alus y sus 
correspondientes secuencias consenso.  Las dos subfamilias jóvenes (AluYa8, AluYb9) 
muestran distancias menores en isocoras L que en H, es decir que parecen ser más jóvenes en 
regiones ricas en A+T. Este comportamiento, que parece contradecir la hipótesis de la presión 
mutacional local, no se observa en subfamilias más antiguas como AluY y AluJb. 

Isocora AluYa8 AluYb9 AluY AluJb
L1 0.0153 ± 0.021 0.0133 ± 0.018 0.0391 ± 0.023 0.1375 ± 0.040
L2 0.0168 ± 0.030 0.0142 ± 0.023 0.0383 ± 0.026 0.1285 ± 0.041
H1 0.0192 ± 0.036 0.0200 ± 0.031 0.0379 ± 0.027 0.1243 ± 0.042
H2 0.0209 ± 0.027 0.0298 ± 0.039 0.0385 ± 0.026 0.1238 ± 0.049
H3 0.0240 ± 0.041 0.0355 ± 0.045 0.0395 ± 0.037 0.1273 ± 0.060
H4 0.0273 ± 0.039 0.0249 ± 0.029 0.0401 ± 0.043 0.1310 ± 0.069

Combinando ambas predicciones, la hipótesis resultante sería que las Alus 
pertenecientes a subfamilias con un origen reciente deberían ser más jóvenes en 
isocoras L que en H. A primera vista, esta hipótesis puede parecer contra-
intuitiva, dado que las Alus, que son ricas en G+C, están sometidas a mayor 
presión mutacional en las isocoras L (véase Figura 4-1). En consecuencia, se 
esperaría que evolucionasen más rápidamente, y no más lentamente, mostrando 
por tanto distancias evolutivas más elevadas en las isocoras L que en las H. 

Para distinguir entre ambos efectos opuestos, hemos calculado las 
distancias evolutivas en cuatro subfamilias de distintas edades en función de la 
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isocora (véase Tabla 4-6) y los coeficientes de regresión entre las distancias 
evolutivas y el contenido en G+C de la isocora (véase Tabla 4-7). 

En las subfamilias jóvenes, AluYa8 y AluYb9, insertadas hace unos 2.5-4 
millones de años (Carroll et al., 2001; Hedges et al., 2004; Otieno et al., 2004; 
Gibbons et al., 2004), se observa una correlación positiva entre las distancias 
evolutivas y el contenido en G+C de la isocora, mientras que no hay correlación 
en las Alus de edad intermedia (AluY, 20 millones de años). Finalmente, las Alus 
pertenecientes a una de las subfamilias más antiguas (AluJb, 50-80 millones de 
años) muestran una correlación negativa. Por tanto, este análisis demuestra que, 
de acuerdo con nuestra hipótesis, las Alus jóvenes muestran distancias evolutivas 
menores en isocoras L que en H. Así pues el efecto rejuvenecedor queda limitado 
a elementos de subfamilias con un origen evolutivo reciente. 

Tabla 4-7: Correlación entre la divergencia evolutiva de las Alus y el contenido en G+C de la 
isocora. Las subfamilias jóvenes muestran una correlación positiva, estadísticamente 
significativa. Las Alus de una edad intermedia (AluY, aprox. 20 millones de años), no muestran 
correlación, lo que interpretamos como un estado transitorio entre el “rejuvenecimiento” y el 
dominio del ajuste composicional. Finalmente, para elementos antiguos (AluJb, aprox. 50-80 
millones de años) se observa una correlación negativa, poniendo de manifiesto así la actuación 
de la presión mutacional a largo plazo. 

Familia Número de isocoras r P Gradiente 
AluYa8 490 0.13 0.0030 36.7 
AluYb9 551 0.2963 0.0000 77.1 
AluY 6934 -0.0017 0.8882 -0.821 
AluJb 6822 -0.1796 0.00 -52.1 

La dependencia de la edad señala claramente a la recombinación como el agente 
que elimina las Alus con mayor frecuencia de las isocoras L que de las H. Se 
sabe que la eficacia de la recombinación está directamente relacionada con la 
longitud ininterrumpida de la similitud en la secuencia. Cuanto más extenso sea 
el fragmento similar, más alta será la tasa de recombinación (Waldman y Liskay 
1988; Baker et al., 1996). Debido a esto, se espera que la recombinación Alu/Alu 
actúe con mayor intensidad en subfamilias jóvenes (con gran similitud de 
secuencia entre sí) que en subfamilias antiguas (que habrán sufrido una mayor 
divergencia). Así pues, al contrario que los demás mecanismos evolutivos, la 
recombinación actúa especialmente sobre elementos jóvenes y su importancia 
decae según estos van divergiendo composicionalmente. Este comportamiento de 
la recombinación explica de una manera concluyente las correlaciones opuestas 
encontradas en las distintas subfamilias (véase Tabla 4-7). En subfamilias 
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jóvenes (AluYa8, AluYb9), los elementos tienen una gran similitud de secuencia 
entre sí, provocando una tasa alta de “rejuvenecimiento”. La consecuencia es que 
los elementos de estas subfamilias aparecen como más jóvenes en isocoras L que 
en H, dando lugar a las correlaciones positivas que observamos entre la distancia 
evolutiva y el contenido en G+C de la isocora. Por otro lado, en subfamilias 
antiguas la recombinación ya no actúa con tanta frecuencia debido al alto número 
de sustituciones habidas entre los elementos. En consecuencia, la evolución 
composicional de los elementos viene determinada principalmente por la presión 
mutacional, lo que se traduce en una correlación negativa. Por último, los 
elementos de subfamilias con edad intermedia (AluY) no muestran ninguna 
correlación, lo que interpretamos como un estado transitorio entre el régimen 
dominado por la recombinación y aquel dominado por la presión mutacional. 

En resumen, la distribución inesperada de las distancias evolutivas en 
subfamilias jóvenes se puede explicar por la acción de la recombinación sobre 
estos elementos. Una publicación reciente (Callinan et al., 2005) parece 
confirmar este resultado (mediante una comparación entre el genoma humano y 
el de chimpancé), ya que encuentran un mayor número de deleciones de Alus en 
regiones ricas en A+T. 

4.2.6.2 Las Alus solitarias son más frecuentes en las isocoras L 

Aparte de la similitud de secuencia, la recombinación homóloga también requiere 
cierta cercanía física entre los dos elementos para poder actuar. Las Alus situadas 
a distancias cortas son más proclives a recombinar que las Alus lejanas. Se sabe 
que las Alus no están distribuidas uniformemente en el genoma, sino que tienden 
a agruparse en grumos o “clusters” (Pavlíček et al., 2001; Jurka et al., 2002, 
2004). Sin embargo, existen también muchas Alus fuera de estos “clusters”. 
Mediante un análisis de las Alus “solitarias”, se pueden extraer nuevos 
argumentos en favor de la hipótesis de que la RHD es el principal mecanismo 
que promueve el cambio de densidad de las Alus. 

Para cada Alu en el genoma, hemos determinado su distancia a la Alu más 
cercana, ya sea en dirección 5’ o 3’ (distancia NND, nearest neighbour distance). 
A partir de estas distancias, definimos una Alu solitaria como aquella que 
muestra una distancia NND mayor de 2 kb. Se toma este valor porque a partir de 
distancias NND de 2 kb las Alus muestran un máximo de densidad en las 
isocoras L (véase Figura 4-7). 

De esta forma, hemos contabilizado un total de 151.112 Alus solitarias en el 
genoma humano. Las Alus solitarias, aunque solo sea por su definición, son 
claramente abundantes en isocoras L. En una publicación reciente de Jurka et al. 
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(2004), se identifican estas Alus solitarias con Alus jóvenes que se han insertado 
recientemente, y probablemente no estén aún fijadas en el genoma. Sin embargo, 
solo 27.340 (o 18%) del total de Alus solitarias encontradas en el genoma 
pertenecen al subgrupo AluY, mientras que el resto son de los subgrupos más 
antiguos S y J (véase Tabla 4-8). 
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Figura 4-7: Densidad relativa de Alus en función de la distancia a la Alu más próxima (NND). 
A partir de un valor de NND de aproximadamente 2 kb, el máximo de densidad de las Alus se 
localiza en las isocoras L (las 4 fracciones son menores de 1). 

Este resultado está en contra de que las Alus solitarias pertenezcan 
mayoritariamente a las subfamilias más jóvenes. En cambio, apoya la acción de 
la recombinación homologa desigual, ya que ésta tiene lugar preferentemente 
entre elementos cercanos. Solamente las Alus cercanas entre sí en el cromosoma 
pueden participar en procesos de recombinación, y en consecuencia, ser 
eliminadas del genoma a través de este mecanismo. Por el contrario, las Alus 
solitarias tienen poca probabilidad de participar en procesos de recombinación, y 
por lo tanto se mantienen durante largos periodos de tiempo en el genoma. 
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En resumen, el alto número de Alus solitarias pertenecientes a subfamilias 
antiguas que hemos encontrado en las isocoras L indica probablemente que la 
recombinación elimina preferentemente las Alus cercanas entre sí, contribuyendo 
así al cambio de densidad. 

Tabla 4-8: Análisis de Alus solitarias en el genoma 

Isocora # Alu  #/10 kb  AluY (%) AluS (%) AluJ (%)
L1 60038  0.7139 21.51 57.93 20.14
L2 52424  0.6221 17.46 59.11 23.05
H1 28562  0.4593 14.37 60.78 24.50
H2 6779  0.3774 11.54 62.90 25.31
H3 2320  0.3240 11.25 64.74 23.79
H4 989  0.3740 12.74 60.47 26.49
Todas 151112  0.5850 18.09 59.22 22.30

4.2.6.3 Otros indicios sueltos 

Además de los argumentos en favor de la recombinación presentados en las dos 
secciones anteriores, existen otros, menos rigurosos, que también la avalan. Por 
ejemplo, en la sección 4.2.4 hemos visto que el exceso de Alus en intrones se 
limita a las isocoras L. En su momento no discutimos la causa de esta 
distribución, utilizándola solamente como argumento en contra de que la 
distribución de los genes influyese sobre la de las Alus. Ahora bien, la 
distribución diferencial de las Alus en los intrones de isocoras L y H se puede 
explicar también a través de la acción de la recombinación. En isocoras ricas en 
G+C, las regiones intergénicas son mucho más cortas que en isocoras L. Por lo 
tanto, cabe esperar más presión selectiva en contra de las deleciones en regiones 
intergénicas de las isocoras H que de las L (hay una mayor probabilidad de que la 
recombinación sea deletérea si la distancia entre dos genes es corta). En 
consecuencia, la eliminación de elementos debe de ser más frecuente en regiones 
intergénicas L que en H. Y eso llevaría a un exceso de Alus en los intrones de las 
isocoras L, pero no en los de las H. 

Otro indicio revelador se obtiene a partir de las densidades relativas, 
mostradas en la Figura 4-2. Las Alus más antiguas, a partir de distancias 
evolutivas de aproximadamente 0.2 (con CpGs), se acercan a una distribución 
uniforme en el genoma. Nótese que teóricamente una distribución uniforme 
vendría dada por valores de 1 en las cuatro densidades relativas (H*/L). La 
cuestión que surge es: ¿por qué las Alus más antiguas no se acumulan más aún en 
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las isocoras H? Imaginemos el genoma al principio de la radiación de las Alus. 
En ese momento había pocas Alus y por tanto las distancias físicas entre ellas 
debían de ser muy altas. Pero hemos visto que las distancias cortas son un 
requisito imprescindible para que pueda actuar la recombinación. Puesto que este 
requisito no se cumplía en los comienzos de la radiación de las Alus, la 
contribución de la recombinación en ese periodo debió ser baja. En consecuencia, 
para distancias evolutivas muy grandes se esperaría una distribución más 
parecida a la distribución inicial, que es justamente lo que se observa en la Figura 
4-2 

Finalmente, si las deleciones son más frecuentes en regiones ricas en A+T, 
todos los elementos, y no solo las Alus, deberían acumularse también, aunque 
lentamente, en regiones ricas en G+C. A primera vista, esa hipótesis parece estar 
en contra de la fuerte acumulación de los LINE1 en las isocoras L. Sin embargo, 
la media de la densidad no es un indicador adecuado, y solamente un análisis de 
las densidades de los LINE1 en función de la distancia evolutiva puede resolver 
esta cuestión. En la Figura 4-2 (abajo) hemos visto ya las densidades relativas de 
los LINE1, aunque no hemos discutido este aspecto. Se puede ver claramente que 
las densidades relativas se aproximan a 1 según va creciendo la distancia 
evolutiva. Es decir que, aunque el máximo de densidad se mantiene en las 
isocoras L, los LINE1 se acumulan también, aunque más lentamente, en regiones 
ricas en G+C. Una comparación entre LINE1 jóvenes y antiguos presentado por 
Pavlicek et al. (2001) ya sugería esta posibilidad. 

4.2.7 El dilema del cromosoma Y 

Como hemos visto, la recombinación desigual podría ser un mecanismo 
importante para explicar el cambio de densidad de las Alus (mediante un mayor 
número relativo de deleciones en las regiones ricas en A+T). El cromosoma Y no 
tiene homólogo en el genoma y por lo tanto no participa en procesos de 
recombinación (excepto ciertas regiones cortas llamadas regiones seudo-
autosómicas). En consecuencia, la recombinación homóloga desigual no puede 
eliminar elementos en la mayor parte del cromosoma Y. Por lo tanto, se esperaría 
una densidad de Alus más alta en el cromosoma Y en comparación con los 
autosomas. Sin embargo, se han observado densidades más elevadas de Alus en 
los autosomas (Gu et al., 2000; véase también Tabla 4-9), lo que parece estar en 
contra de la hipótesis de que la RHD pueda participar en el cambio de densidad. 
No obstante, existen algunas particularidades del cromosoma Y que ofrecen 
explicaciones alternativas. 



 
 
4.2 El cambio de densidad de las Alus 77

 

 

La densidad de Alus varía notablemente en función de la isocora (véase 
Tabla 4-9). Por otro lado, se sabe que el contenido en G+C varía también entre 
los cromosomas, y por lo tanto se esperarían densidades más bajas en 
cromosomas ricos en A+T en comparación con los cromosomas ricos en G+C. El 
cromosoma Y es rico en A+T y, por tanto, la fluctuación de las densidades en 
función de la isocora podría distorsionar la comparación con los autosomas. Para 
poner de manifiesto el impacto que tienen los distintos contenidos en G+C de los 
cromosomas, hemos calculado las densidades tanto para todas las isocoras como 
solamente para las isocoras L. 

Tabla 4-9: Análisis de la densidad de Alus en función del tipo de cromosoma. En primer lugar, 
se confirma que la densidad de Alus es mayor en los autosomas que en los cromosomas 
sexuales.  Sin embargo, si se limita el análisis a las isocoras L, es decir si se comparan solo 
regiones con un G+C parecido, esta diferencia desaparece, y los autosomas y el cromosoma Y 
muestran entonces densidades muy parecidas. 

Tipo de 
cromosoma Media de G+C Densidad 10k Densidad 10k 

(sólo isocoras L)
Autosomas 42.67 3.669 2.535
X 40.98 2.708 1.952
Y 40.06 2.778 2.626

La Tabla 4-9 muestra la densidad de Alus en función del tipo de cromosoma. En 
primer lugar, se confirma que las densidades de Alus son menores en el 
cromosoma Y que en los autosomas. Sin embargo, si comparamos solamente 
aquellas regiones con un contenido en G+C parecido (isocoras L), esta diferencia 
desaparece, y las densidades en los autosomas y en el cromosoma Y son entonces 
muy parecidas. En consecuencia, el G+C del cromosoma es importante a la hora 
de comparar entre distintos cromosomas. 

Por otra parte, aunque la RHD no puede actuar en el cromosoma Y, existen 
otros tipos de recombinación, como la intracromosómica, que causa también 
deleciones en el cromosoma Y (Bailey et al., 2003; Prak y Kazazian, 2000). 
Además, trabajos recientes han mostrado que la conversión génica (en este caso 
recombinación intracromosómica entre los palíndromos que existen en el 
cromosoma Y) mantiene la gran similitud de secuencia que se observa entre 
ciertas regiones dentro del cromosoma Y (Skaletsky et al., 2003; Rozen et al., 
2003). En teoría, la conversión génica no altera el número de nucleótidos. No 
obstante, en caso de un emparejamiento incorrecto, este mecanismo también 
podría causar deleciones y duplicaciones. De hecho, en estas regiones, a pesar de 
ser más ricas en G+C, se observan densidades de Alus menores que en otras 
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regiones del cromosoma Y. En consecuencia, este mecanismo específico del 
cromosoma Y puede que elimine los elementos de ciertas regiones del 
cromosoma Y (Jurka et al., 2004). 

En resumen, lo que intentamos mostrar en esta sección es que las 
densidades absolutas de Alus en el cromosoma Y no necesariamente contradicen 
la hipótesis de la recombinación. Primero, una comparación entre regiones con 
un G+C parecido (isocoras L) muestra que la menor densidad de Alus en el 
cromosoma Y se debe a la propia riqueza en A+T del cromosoma Y, y la 
consecuente repercusión sobre las densidades de las Alus. En segundo lugar es 
probable que existan mecanismos específicos en el Y. Como ejemplo se 
menciona la posible eliminación de TEs mediante la recombinación 
intracromosómica. 

4.3 La clusterización de las Alus 

Como hemos expuesto más arriba, las densidades de las Alus fluctúan 
notablemente en función de la isocora (véase Tabla 4-2). Esta variación se puede 
interpretar como una distribución espacial heterogénea de las Alus – más 
densidad en unas regiones y menos en otras, a lo largo de un cromosoma (véase 
Figura 4-8). 
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Figura 4-8: Fluctuación de la densidad de las Alus en función de la posición en la secuencia 
(cromosoma 22). Se observa una marcada heterogeneidad espacial en las diferentes isocoras 
situadas a lo largo del cromosoma. 

La densidad determina la distancia media entre Alus vecinas en una región dada. 
En las isocoras H3, por ejemplo, la distancia media es de unos 1445 bp, mientras 
que en las isocoras pobres en Alus (isocoras L) la distancia media alcanza los 
3850 bp. Sin embargo, la distancia media no permite por sí misma llegar a 
ninguna conclusión acerca de la forma de la distribución de distancias. Esta 
distribución es el punto de conexión con otra medida para cuantificar la 
distribución: el análisis espacial de patrones de puntos. En muchos campos de 
investigación donde se emplean estos métodos, los elementos se consideran 
puntos, es decir sin dimensión. Mediante este tipo de análisis, es posible 
determinar si los elementos distribuidos en el espacio5 se atraen, se repelen o si 
muestran una distribución aleatoria. La Figura 4-9 muestra un ejemplo de la 
                                                 
5 En este trabajo el espacio es unidimensional (la cadena de ADN), sin embargo en otros campos de 
investigación se consideran también 2 o 3 dimensiones.  
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distribución espacial de las Alus. Cada Alu se representa mediante un trazo 
vertical, como si se tratase de un código de barras. Se muestra la distribución en 
dos isocoras (L2 y H4), ambas localizadas en el cromosoma 19. La distribución 
en la isocora L2 parece ser más aleatoria, sin grandes aglomeraciones (“clusters”) 
de Alus. Por el contrario, en la isocora H4 se observan tanto clusters de Alus 
como varias regiones vacías. Nuestro objetivo en este apartado es cuantificar 
tanto la distribución espacial como las diferencias que pueda haber entre las 
distintas clases de isocora, con el fin de identificar los mecanismos evolutivos 
implicados en la formación de estos patrones espaciales.  

14 .78 14 .80 1 4 .82 14 .8 4 14 .86 14 .88 14 .90 14 .92

3 .46 3 .4 8 3 .50 3 .52 3 .54 3 .56 3 .58 3 .60 3 .62 3 .64
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Figura 4-9: Distribución espacial de las Alus en función de la posición en la secuencia. Cada 
trazo vertical representa una Alu. Arriba se muestra una isocora H4 (163 Alus, 8.37 Alus por 10 
kb) y abajo una L2 (105 Alus; 6.78 Alus por 10 kb). Ambas isocoras son del cromosoma 19. Se 
puede apreciar visualmente una diferencia clara entre las dos isocoras. El objetivo de esta 
sección consiste en cuantificar estas diferencias.  

Si se parte de la suposición razonable de que la inserción de Alus en el genoma 
es aleatoria, cualquier desviación del patrón aleatorio puede aportar nuevos datos 
sobre la dinámica evolutiva de las Alus y sobre los mecanismos implicados.  

En distintas publicaciones se ha llegado a la conclusión de que las Alus 
están clusterizadas en el genoma, es decir se atraen y forman grumos o “clusters” 
(Jurka et al., 2004; Pavlicek et al., 2001; Slagel et al., 1987). Según estos 
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autores, la clusterización es más pronunciada entre Alus más antiguas y en 
regiones ricas en G+C. Jurka et al. (2004) interpretan la formación de clusters 
como el resultado de un mecanismo de selección por vía paterna que elimina las 
Alus más jóvenes de los sitios cromosómicos no-neutros. El mecanismo que 
lleva a la clusterización sería también el responsable del cambio de densidad, es 
decir el que provocaría la acumulación rápida de Alus en regiones ricas en G+C.  

Sin embargo, Jurka y colaboradores no emplean un método riguroso para 
medir la clusterización, ya que es dependiente de la densidad. En concreto, lo que 
hacen es medir la densidad de Alus en una ventana de 25 kb a ambos lados de 
cada Alu en el genoma. Mediante una comparación entre subfamilias jóvenes y 
antiguas en función del G+C, derivan conclusiones sobre la clusterización de las 
Alus. En primer lugar, observan una densidad más alta de Alus alrededor de 
elementos antiguos, lo que interpretan como tendencia de las Alus a formar 
clusters. En segundo lugar, observan que la densidad de Alus muestra una 
correlación positiva con el G+C, y por tanto una “clusterización” más fuerte en 
isocoras H. Aunque este método se parece bastante a otras medidas locales de 
patrones espaciales (como la K de Ripley, 1981), no comparan las densidades 
observadas con las esperadas por azar, ni facilitan valores de significación. 
Además, el uso de ventanas introduce un grado de subjetividad en el análisis. 

Aquí proponemos tres mejoras metodológicas para medir la clusterización 
de las Alus de una forma fiable. Primero, hemos empleado el programa IsoFinder 
para segmentar el genoma humano en isocoras. Segundo, proponemos un método 
independiente de la densidad para medir los niveles globales de clusterización en 
una isocora. Y tercero, establecemos intervalos de confianza mediante la 
simulación del proceso de inserción. Este último punto permite, por un lado, 
distinguir entre clusterización efectiva y clusterización debida al azar. Pero 
además, mediante distintos modelos de inserción, permite analizar también el 
papel de los diferentes mecanismos evolutivos impicados en la dinámica de las 
Alus.    

4.3.1 Medida de la clusterización de Alus 

Para cuantificar la distribución espacial a partir de las distancias entre las Alus, 
aplicamos un método derivado de la física de sistemas desordenados (Carpena et 
al., en preparación). El método tiene su base en la teoría de matrices aleatorias 
aplicadas al análisis de distancias entre elementos en un conjunto de datos 
(Metha, 1991). Carpena y colaboradores han extendido esta teoría desde el 
dominio cuántico, donde la atracción no actúa (por el principio de exclusión de 
Pauli) a sistemas microscópicos donde la atracción es una posibilidad. Según este 
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método, se puede cuantificar la distribución espacial de los elementos (las Alus 
en nuestro caso) mediante un análisis de la distribución normalizada de las 
distancias entre Alus. Es decir, se puede determinar si las Alus se atraen, se 
repelen o se distribuyen aleatoriamente.  

Tabla 4-10: Patrones espaciales de las Alus deducidos mediante la desviación estándar de la 
distribución normalizada de distancias 

NC Distribución espacial 

1 Aleatoria 

< 1 Repulsión 

> 1 Atracción/Clusterización 

  

La aplicación del método exige una serie de pasos. Primero, en cada isocora se 
calcula la distancia de cada Alu a la Alu más próxima en sentido 3’. Segundo, se 
normaliza la distribución de distancias dividiendo cada distancia observada por la 
distancia media. Este paso es crucial, ya que elimina la dependencia entre la 
medida de clusterización y la densidad. Como se menciona más arriba, la 
densidad de Alus es más alta en isocoras ricas en G+C y por lo tanto la distancia 
media será más corta. Por lo tanto, si no se normaliza, la distribución tendría una 
media distinta en cada isocora (según la densidad), y eso llevaría a que no 
podríamos comparar los resultados. Sin embargo, una vez normalizada, la 
distribución tiene media 1, independientemente de la densidad de Alus en la 
isocora, y toda la información sobre la distribución espacial de las Alus está 
entonces contenida en la forma geométrica que tenga dicha distribución. Así que 
el tercer paso consiste en determinar dicha  forma. Existen principalmente dos 
posibilidades: 1) ajustando la distribución; y 2) calculando la desviación 
estándar. En este trabajo utilizamos exclusivamente la desviación estándar: según 
su valor, se pueden derivar conclusiones acerca de la distribución espacial de las 
Alus (véase Tabla 4-10). Valores de 1 indican que los elementos se distribuyen 
aleatoriamente, mientras que valores menores o mayores que 1 indican repulsión 
o atracción, respectivamente. A la desviación estándar de una distribución 
normalizada de distancias la llamaremos “nivel de clusterización” (NC). Nótese 
que cuanto más se apartan de 1 los valores de NC, más marcada será la atracción 
o repulsión.  
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El método presentado aquí es una medida “global” de la clusterización en 
una región. En este trabajo, la región viene dada por la isocora. Es importante 
destacar que este método es completamente independiente de la densidad, y por 
lo tanto permite la comparación del  nivel de clusterización entre distintas clases 
de isocora sin que el resultado se vea distorsionado por el sesgo en la densidad.  

4.3.2 Clusterización observada 

Hemos aplicado el método presentado en la sección anterior a cada isocora del 
genoma humano que cuente con al menos 30 distancias (31 Alus). En la Tabla 
4-11 se muestran los resultados. En primer lugar, se observa una correlación 
positiva entre el nivel de clusterización y el G+C de la isocora (véase Figura 
4-10), con lo que el máximo de clusterización de Alus se localiza en la isocora 
H4. Este resultado confirma que la clusterización y la densidad son dos medidas 
independientes, puesto que las Alus presentan su máximo de densidad en las 
isocoras H3. Así pues, podemos sacar dos conclusiones. En primer lugar, 
observamos un sesgo de clusterización en función de la isocora, lo que 
probablemente indica que hay algún mecanismo evolutivo actuando con mayor 
intensidad sobre las Alus en las isocoras ricas en G+C (véase Tabla 4-11). En 
segundo lugar, el hecho de que los máximos de clusterización y densidad de Alus 
se localicen en isocoras distintas, sugiere que los mecanismos implicados en el 
cambio de densidad y en la formación del sesgo de clusterización son diferentes. 

Tabla 4-11: Nivel observado de clusterización por isocora, número de isocoras que entran en el 
análisis y distancia media entre Alus 

Isocora NC # isocoras Distancia media 

L1 1.120 1065 4690 
L2 1.224 1959 2993 
H1 1.335 2084 1807 
H2 1.470 737 1494 
H3 1.680 305 1445 
H4 1.836 79 1909 
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Figura 4-10: Nivel de clusterización de  las Alus (NC) en función del contenido en G+C de la 
isocora. 

Nuestro siguiente objetivo será investigar qué mecanismo evolutivo puede estar 
implicado en la formación del sesgo de clusterización. Como hemos mencionado 
más arriba, para ello se han implementado distintos modelos de inserción, que 
nos van a permitir tanto establecer intervalos de confianza como valorar el 
impacto del mecanismo biológico en que se basa el modelo.     

4.3.3 Simulación del proceso de inserción de Alus 

En teoría, cualquier nivel de clusterización mayor de 1 indica atracción, mientras 
que un valor menor de 1 refleja repulsión (véase Tabla 4-10). Ahora bien, esta 
observación solamente es válida si el número de distancias fuera infinito. Esto 
quiere decir que si calculamos la desviación estándar de un número finito de 
distancias, por azar puede resultar un nivel de clusterización ligeramente 
diferente de 1, aunque el proceso subyacente debería llevar a una distribución de 
Poisson con una desviación estándar de 1. Así pues, para poder distinguir entre 
clusterización efectiva y clusterización debida al azar, hay que asociar un nivel 
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de significación (‘P-value’) a cada valor de clusterización. Para ello, se han 
diseñado distintos algoritmos parametrizados que simulan el proceso de inserción 
de Alus. Comparando el nivel observado y el que obtenemos mediante  la 
simulación, se puede decidir si la clusterización observada se debe o no al azar 
(véase la próxima sección para una descripción de como se establecen los niveles 
de significación). 

En total hemos diseñado 4 modelos distintos con una estructura jerárquica 
(véase Figura 4-11). Esto quiere decir que se empieza con un modelo básico y 
después se van añadiendo nuevas características o restricciones (que 
corresponden a los diferentes mecanismos evolutivos). El supuesto básico en 
todos los modelos es que la inserción de Alus en el genoma es aleatoria. 
Posteriormente, se van añadiendo restricciones. El primer paso consiste siempre 
en localizar las Alus dentro de la isocora y ordenarlas según su edad evolutiva. El 
orden de inserción también es el mismo en los distintos modelos: empezamos 
con la Alu más antigua y después, por orden cronológico, vamos insertando Alus 
cada vez más jóvenes. 
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Figura 4-11: Estructura jerárquica de los modelos para simular la inserción de Alus 

4.3.3.1 Modelo 1: Inserción aleatoria de puntos 

En este modelo tratamos las Alu como objetos sin dimensión. Es decir, no se 
pueden producir inserciones dentro de otras Alus, como ocurre a menudo en el 
genoma. Además, insertamos las Alus sin restricción alguna en el área de 
simulación. Esta área tiene la longitud de la isocora menos la longitud total de las 
Alus. Este modelo se justifica porque la inserción de Alus en el genoma podría 
ser aleatoria e independiente del contenido en G+C (Smit, 1999; Arcot et al., 
1998). 

Se extraen todas las Alus en la isocora y se ordenan 
por edad 

Modelo 1 
Inserción al azar (primero las Alus más antiguas) en 

una secuencia aleatoria libre de Alus 

 

Modelo 2 
Modelo 1 + Se permite la inserción en elementos 

preexistentes (IPEs) 

Modelo 3 
Modelo 2 + Se excluye la inserción en exones 

Modelo 4 
Modelo 3 + Se favorece la inserción en el entorno de 

otras Alu 
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4.3.3.2 Modelo 2: Inserción en elementos pre-existentes (IPEs) 

Este paso trata de conseguir un modelo de inserción más realista. Las Alus se 
tratan como objetos con dimensión, es decir con longitud, lo que permite que se 
produzcan inserciones dentro de Alus preexistentes (IPEs). El resultado de un 
proceso así serían tres Alus muy cercanas (2 fragmentos de Alu en los flancos y 
una Alu “entera” en medio, véase Figura 4-12). 

Figura 4-12: Esquema de una inserción de Alus dentro de Alus preexistentes (IPE) 

La longitud inicial del área de simulación viene dada nuevamente por la longitud 
de la isocora menos la longitud total de las Alus. Sin embargo, como las Alus en 
este modelo tienen longitud, se reajusta el área de simulación después de cada 
inserción. Es decir, se suma la longitud de la Alu insertada al área de simulación. 
Si una inserción propuesta cae dentro de un elemento preexistente (es decir, ya 
insertado anteriormente), se acepta la inserción con una probabilidad PIPE. En 
este trabajo, a esta probabilidad le asignamos el valor 1 independientemente de la 
isocora, aceptando pues todas las IPEs. 
 

4.3.3.3 Modelo 3: Exclusión de la inserción en exones 

Para acercarnos aún más a un escenario realista de inserción de Alus, en este 
modelo se toma en cuenta también la estructura génica. En una primera 
aproximación, podemos suponer que todos los genes existían ya cuando empezó 
la radiación de las Alus, y que por lo tanto los genes imponían restricciones a la 
inserción de Alus. Se supone que la gran mayoría de las inserciones de Alus 
dentro de un exon son eliminadas por selección natural. Se sabe, sin embargo, 
que existen Alus, o fragmentos de Alus, en algunos ARNm. Pero probablemente 
la incorporación de un elemento transponible en una región codificadora se debe 
a la exonización de Alus intrónicas y no a la inserción de Alus dentro de exones 
funcionales (Sorek et al., 2002 y 2004; Lev-Maor et al., 2003). 

Alu 1 

Inserción de Alu 

Alu 2 Alu 1 

Distancias cortas 

Fragmentos de la Alu 2 
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Así pues, los exones siguen siendo regiones genómicas en las que la 
inserción de Alus no se puede mantener. Además, se sabe que tanto la densidad 
de genes como la longitud de sus intrones muestran una correlación, positiva y 
negativa, respectivamente, con el contenido en G+C de la isocora (los intrones 
son más cortos en regiones ricas en G+C). En consecuencia, tanto la estructura 
génica6 como el sesgo de la densidad de genes en función de la isocora pueden 
tener algún impacto sobre el nivel de clusterización. 

 

Figura 4-13: La probabilidad de inserción en el modelo 3 (arriba) y modelo 4 (abajo). Nótese 
que se rechaza cualquier inserción propuesta dentro de un exon (probabilidad 0). 

Para definir los loci donde se excluyen las inserciones, hemos utilizado las 
coordenadas de los genes RefSeq (véase sección 3.1 Secuencias genómicas y 
tablas de genes). Se inicializa el área de simulación marcando los sitios ocupados 
por los exones. Las coordenadas de los exones se calculan a partir de sus 

                                                 
6 La menor longitud de intrones en regiones ricas en G+C podría inducir un mayor agrupamiento de Alus 
en las isocoras H.  
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coordenadas genómicas menos la longitud total de las Alus que haya en dirección 
5’. De este modo, las nuevas coordenadas representan una aproximación a la 
situación antes de la inserción de Alus en el genoma. 

En este modelo se rechaza cualquier inserción propuesta dentro de un exon 
y se aceptan todas las demás. En la Figura 4-13 (arriba) se muestra la 
probabilidad de inserción en función de la posición en la secuencia (isocora).   

4.3.3.4 Modelo 4: Acumulación preferente en el entorno de otras Alus 

Se sabe que las Alus se colocan a menudo en “tandem” en el genoma, con 
distancias cortas entre sí. Estos “tandems” probablemente se originan por la 
inserción o acumulación preferente cerca de una Alu preexistente (Stenger et al., 
2001; Lobachev et al., 2000). En este modelo se toma en cuenta este hecho, 
favoreciendo la inserción cerca de otra Alu preexistente de forma diferencial en 
las distintas clases de isocora. Así pues, en primer lugar introducimos una 
probabilidad en función de la distancia entre la posición propuesta de inserción y 
la Alu preexistente más cercana (tanto en sentido 5’ como en 3’). En concreto, la 
probabilidad está compuesta por dos términos. El primero describe una 
probabilidad decreciente linealmente con la distancia: 

dadP ⋅−= 1)(  (4-2)

donde d es la distancia entre la posición propuesta de inserción y la Alu 
preexistente más cercana y a es el gradiente; este se elige de manera que P(d) se 
haga 0 a una distancia de 3 kb (que es aproximadamente la distancia media entre 
las Alus). Nótese que este término hace que solo se permitan inserciones dentro 
de una ventana de 3 kb a ambos lados de una Alu preexistente. Además, no 
depende de la isocora, ya que el gradiente es el mismo para las distintas isocoras. 

Con objeto de introducir un término característico para cada clase de 
isocora y no impedir totalmente cualquier inserción fuera de una ventana de 3 kb, 
lo que hacemos es solapar el término lineal con una probabilidad constante e 
individual para cada tipo de isocora. Así pues, la probabilidad a lo largo del área 
de simulación viene dada finalmente por: 

[ ]isoPdPxP );(max)( =  (4-3)

La Figura 4-13 (abajo) muestra la probabilidad de inserción que resulta de la 
ecuación (4-3). Nótese que Piso regula la intensidad con la que se favorece una 
inserción cerca de una Alu preexistente. Se puede decir que cuanto más pequeño 
es el valor de Piso, más se fuerza la acumulación.  
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Queda ahora por definir la probabilidad Piso para las distintas clases de 
isocora. Hay dos maneras de hacerlo. Una primera posibilidad sería elegir la 
probabilidad de manera que descienda linealmente, forzando así una 
acumulación mayor en las isocoras H que en las L (véase la Tabla 4-12). De esta 
forma, asignaríamos una probabilidad fija a cada clase de isocora. Otra 
posibilidad es definir una probabilidad “individual” para cada isocora física: 

ii DenP −= 1  (4-4)

donde Deni es la densidad de genes en la isocora con índice i (la densidad en este 
caso es la fracción de ocupación de genes en la isocora). Nótese que de esta 
forma se vincula la intensidad con la que se favorece la inserción en el entorno 
Alu, a la densidad de genes en la isocora correspondiente. Cuanto más alta sea la 
densidad de genes, más se fuerza la acumulación en el entorno Alu. Puesto que 
los genes muestran densidades más altas en las isocoras H, esta manera de definir 
las probabilidades parece una elección razonable.  

Tabla 4-12: Valores de PIso utilizados en este trabajo 

Isocora PIso (fija) PIso (dependiente de la 
densidad de genes)

L1 0.7 0.864
L2 0.6 0.846
H1 0.5 0.836
H2 0.4 0.770
H3 0.3 0.669
H4 0.2 0.588

 

4.3.4 Determinación de los niveles de significación 

Para establecer un nivel de significación, hay que formular una hipótesis nula 
bien definida. La hipótesis nula es la probabilidad con la que se espera encontrar 
un valor dado. Cuando la distribución de una variable se desconoce, es decir 
cuando no se deja expresar analíticamente, la única solución consiste en llevar a 
cabo una simulación numérica de acuerdo con la hipótesis nula. En nuestro caso, 
la hipótesis nula se especifica en un modelo de inserción, donde se establecen las 
condiciones con las que se genera la distribución espacial de las Alus. Si se 
simula la inserción de Alus repetidas veces, se obtiene una distribución empírica 
de los niveles esperados de clusterización. A partir de esta distribución, se puede 
derivar el nivel de significación (valor-p): 
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donde d(i) es la función indicador; esta vale 1 si el NC observado es mayor que 
el NCi (nivel de clusterización obtenido en la simulación i) y 0 en caso contrario. 
Se toman como estadísticamente significativos los niveles de clusterización con 
valor-p menor de 0.05. Para cada isocora y modelo de inserción hemos llevado a 
cabo 1000 simulaciones;  así pues, un valor-p menor que 0.05 corresponde a una 
situación en la que menos de 50 NCi superan el nivel observado de 
clusterización.  

4.3.5 Exceso de clusterización 

Mediante la simulación del proceso de inserción, se puede calcular el número de 
isocoras con un nivel de clusterización significativo. Nótese que el valor-p que 
asignamos siempre está vinculado a un modelo de inserción. Así pues, si 
observamos clusterización significativa (bajo las condiciones de un modelo dado) 
eso indica que no se puede explicar la clusterización observada mediante los 
mecanismos evolutivos contemplados en el modelo. Por otro lado, el número de 
isocoras donde desaparece la clusterización significativa nos indica el grado en 
que los mecanismos biológicos contemplados en el modelo están implicados en 
la formación de la clusterización. Para cuantificar este aspecto, definimos el 
exceso de clusterización de la siguiente manera: 

Iso

Iso
Clust

p
Ex

#
)05.0(# <

=  (4-6)

donde #Iso es el número de isocoras (de una determinada clase) y #Iso (p < 0.05) es 
el número de isocoras que muestran un nivel significativo de clusterización. De 
esta forma, el exceso de clusterización indica la proporción del número de 
isocoras que muestran un nivel de clusterización significativo. Este coeficiente 
puede tomar valores entre 0 y 1. Un valor de 0 indica que la clusterización 
observada se puede explicar mediante el modelo, mientras que un valor de 1 
indicaría que el modelo no es capaz de explicar toda la clusterización observada. 

La Figura 4-14 muestra el exceso de clusterización en función de la isocora 
para los 4 modelos de inserción (hay 5 curvas porque para el modelo 4 
consideramos 2 probabilidades PIso distintas). Con el modelo más básico (1, 
inserción de puntos), se observa un sesgo entre isocoras L y H. Casi la mitad de 
las isocoras L no muestran clusterización significativa, mientras que en el 94% 
de las isocoras H4 la clusterización observada es estadísticamente significativa. 
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Esto significa que, como era de esperar, debe haber otros mecanismos 
adicionales implicados en la generación de la clusterización observada. Además, 
esos mecanismos deben actuar con mayor intensidad en las isocoras H.  

Bajo las condiciones del modelo 2, vemos que el número de isocoras con 
clusterización significativa sigue bajando, lo que sugiere que las IPEs 
desempeñan algún papel en el origen de la clusterización. Además, se observa 
que el impacto es más pronunciado en isocoras L que en H, puesto que en L1 la 
diferencia con el modelo anterior es de un 16%, mientras que en H4 la diferencia 
se reduce al 7 %.  
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Figura 4-14: Exceso de clusterización en función de la isocora para los 4 modelos de inserción 
de Alus. Recuérdese que definimos los valores de  PIso de dos maneras distintas: la primera 
desciende linealmente con el G+C de la isocora (fija), mientras que la segunda depende de la 
densidad de genes  (véase Tabla 4-12 y ecuación (4-4). 
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Cuando se toma en cuenta la estructura génica (modelo 3), se observa una 
disminución ligera del exceso de clusterización.  El impacto de la exclusión de 
inserciones de Alus en exones muestra una correlación positiva con el G+C de la 
isocora. Es decir, mientras que en las isocoras L1 no cambia prácticamente nada, 
en las isocoras H4 casi un 7% de las isocoras no muestran clusterización 
significativa en comparación con el modelo 2. Este resultado es coherente ya que 
existe una correlación positiva entre la densidad de genes y el contenido en G+C 
de la isocora. 

Hasta ahora hemos visto que los tres modelos más básicos pueden explicar 
en gran parte la formación de clusters en regiones ricas en A+T; sin embargo, en 
regiones ricas en G+C la clusterización es más marcada, y por lo tanto debe estar 
involucrado algún otro mecanismo. Este parece ser la acumulación preferente en 
el entorno Alu. Bajo este modelo, sobre todo para las probabilidades PIso fijas, el 
exceso de clusterización baja marcadamente en las isocoras H (véase Figura 
4-14). Recuérdese que dentro de este modelo hemos definido dos probabilidades 
PIso distintas. Observamos que en el caso de calcular la probabilidad PIso a partir 
de la densidad de genes, el exceso de clusterización baja notablemente en las 
isocoras H, aunque no baja tanto como en caso de las PIso fijas. Esto demuestra 
que con el modelo 4 es posible describir los niveles de clusterización, eligiendo 
adecuadamente la probabilidad PIso para cada isocora física.   

Antes de resumir brevemente esta sección, queremos hacer algunas 
precisiones acerca de los modelos utilizados. Primero, hay que mencionar que 
debido al alto coste computacional del modelo 4, no ha sido posible calcular el 
nivel de clusterización para todas las isocoras del genoma. Así pues, los 
resultados que presentamos en la Figura 4-14 (para el modelo 4), corresponden 
solamente a las isocoras de los cromosomas 19, 20, 21, 22, X e Y. Por lo tanto, el  
exceso de clusterización correspondiente al modelo 4 podría cambiar si se tomase 
en consideración el genoma entero. Sin embargo, puesto que el análisis incluye 
un número suficiente de isocoras, la tendencia general observada bajo este 
modelo probablemente no cambiaría demasiado (véase Apéndice D, Tabla 
D-6-2). Hay que mencionar también que bajo el modelo 4 (con probabilidades 
fijas) siguen existiendo isocoras con un nivel de clusterización sin explicar (entre 
el 12% en H2 y el 22% en L2). Sin embargo, tampoco era de esperar que 
desapareciera toda la clusterización significativa. Primero, teniendo en cuenta la 
alta complejidad de la estructura del genoma, los modelos aplicados en este 
análisis seguramente siguen simplificando el proceso real de inserción. Además, 
hemos considerado solamente los exones anotados en la tabla de los genes 
RefSeq. En consecuencia, los exones sin anotar podrían estar provocando una 
subestimación del nivel real de clusterización. Lo mismo vale también para el 
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ADN no-codificador conservado entre especies. Se puede suponer que las 
inserciones dentro de este tipo de ADN serían igualmente seleccionadas en 
contra.  

Pese a la simplicidad de estos modelos de inserción, la observación clave es 
que mediante el modelo 4 se puede explicar el nivel observado de clusterización 
en la gran mayoría de las isocoras. Parece ser por tanto que la acumulación 
diferencial de Alus en el entorno Alu desempeña un papel importante en la 
formación del alto nivel de clusterización en las isocoras H. 

Nótese que todavía no hemos hecho ninguna observación acerca del 
mecanismo biológico que causa esta acumulación preferente en el entorno de 
otras Alus (modelo 4). Por lo tanto, las siguientes secciones las dedicaremos a 
tratar de identificar ese mecanismo.   

4.4 La clusterización de las dianas 

La manera más directa en que se podría generar la clusterización de las Alus, 
sería una distribución correspondiente de las dianas de inserción. Es decir, una 
distribución espacial de las dianas que se asemeje a la de las Alus. Para poner a 
prueba si existe una correlación entre la distribución espacial de Alus y las 
dianas, hemos calculado el nivel de clusterización de dianas (para la detección de 
las dianas véase 3.3.9 Detección de dianas de inserción). Sin embargo, 
determinar el nivel de clusterización de éstas es más complicado que en el caso 
de las Alus. Eso se debe principalmente al hecho de que los elementos 
transponibles a menudo insertan consigo mismos nuevas dianas en el genoma 
(véase Tabla 4-13). 

En consecuencia, cabe la posibilidad de que la inserción de nuevas dianas 
altere la distribución original. Por tanto, hemos de considerar varios escenarios 
distintos. En primer lugar, determinaremos el nivel de clusterización 
correspondiente a la distribución de dianas, tal y como se observa hoy día en el 
genoma. Esto quiere decir que tomaremos en cuenta todas las dianas 
independientemente de si están dentro o fuera de algún elemento transponible. 
Por otro lado, haremos tres aproximaciones a distintos estados “ancestrales”, es 
decir a distintas distribuciones de dianas antes de la inserción de TEs. Para ello 
distinguiremos entre la distribución de dianas sin los TEs y la situación antes de 
la radiación de las Alus. Para llegar a esta estimación, se sustraen los TEs, y con 
ellos las dianas, del genoma en función de la edad evolutiva. Así pues, para 
reconstruir la situación antes de la radiación de las Alus, se sustraen todos los 
TEs con una edad evolutiva menor de 0.3. Esta distancia evolutiva marca 
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aproximadamente el comienzo de la radiación de las Alus. Por otro lado, para 
estimar la distribución sin los TEs se sustrae cualquier elemento transponible del 
genoma independientemente de su edad. Nótese que de esta manera se sustraen 
tanto las dianas que se hallan dentro de un TE como todos los nucleótidos del 
elemento. En consecuencia, la distancia entre las dianas más cercanas en 5’ y 3’ 
se acorta (véase Figura 4-15). Por último, hay que tener en cuenta también que la 
inserción de una Alu o LINE1 ‘ocupa’ una diana. Así pues, en la tercera 
aproximación a un estado o una distribución “ancestral” tomamos en cuenta este 
hecho y sustituimos todas las secuencias Alu y LINE1 por una diana de 
inserción.   

Tabla 4-13: Número y densidad de dianas, tanto en el genoma completo como en las regiones 
ocupadas por Alus y LINE1. En primer lugar, se confirma que las dianas son más frecuentes en 
las isocoras ricas en A+T. Por otra parte, se observa que la densidad de dianas dentro de las 
Alus no depende de la isocora, mientras que la de los LINE1 muestra una correlación negativa 
con el G+C de la isocora. Esto probablemente quiere decir que las dianas están expuestas a 
mayor presión mutacional en las isocoras H (es decir que decaen más rápidamente con el 
tiempo) 

  Dianas totales  Dianas dentro de 
Alus  Dianas dentro de 

LINE1 
Isocora  # 10 kb # 10 kb #  10 kb

L1  2353385 27.983 24957 5.243 410728 22.123
L2  1910336 22.668 48068 5.620 318098 20.454
H1  1072632 17.250 60775 5.577 155018 21.872
H2  201734 11.230 21678 5.589 26167 21.574
H3  55971 7.817 9552 5.588 5850 19.748
H4  13324 5.039 1909 5.349 1551 17.115
Total  5607382 21.707 166939 5.534 917412 21.432

Las dianas se buscan en ambas hebras y en consecuencia existen dianas 
solapantes. Por ejemplo, la secuencia 5’-TTTTAAAA-3’ ocurre con cierta 
frecuencia en el genoma. Este patrón contiene la diana 5’-TT/AAAA-3’ tanto en 
5’ 3’ como en 3’ 5’. Sin embargo, el corte se efectúa siempre en la misma 
posición en el genoma, independientemente de la orientación de la diana que se 
utilice para la inserción. Estos patrones se han aglutinado para no distorsionar los 
resultados.  
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Figura 4-15: Reajuste de las distancias después de la sustracción de un elemento transponible 

La Figura 4-16 muestra la comparación entre el nivel de clusterización de Alus y 
el de dianas de inserción, en función de la isocora. En primer lugar, se observa 
que no hay diferencias sustanciales entre las cuatro formas de calcular la 
clusterización de dianas. Sin embargo, se aprecian diferencias importantes entre 
el nivel de clusterización de Alus y dianas. Ambos tienen aproximadamente la 
misma magnitud en las isocoras L, mientras que en regiones ricas en G+C las 
Alus muestran un nivel más alto de clusterización que las dianas. Así pues, en las 
isocoras L la distribución espacial de las Alus se asemeja a la de las dianas, 
mientras que en regiones ricas en G+C las dos distribuciones son claramente 
diferentes. Este resultado sugiere que en isocoras H la distribución espacial de las 
Alus no está solo determinada por las dianas de inserción, sino que deben estar 
implicados además otros mecanismos. 

Distancia: 800 bp 

 

Longitud del TE: 500 bp
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Figura 4-16: Comparación entre la clusterización de dianas y de Alus en función de la isocora. 
Se observa que las Alus, sobre todo en regiones ricas en G+C, están más clusterizadas que las 
dianas. 

4.5 La base biológica de la acumulación preferente (modelo 4) 

En la sección 4.3.5 (Exceso de de clusterización) hemos demostrado que la 
acumulación preferente en el entorno de otras Alus (modelo 4) permite describir 
la clusterización diferencial en las distintas isocoras. Nótese, sin embargo, que al 
implementar este modelo no hicimos alusión alguna a los mecanismos biológicos 
concretos que lo puedan justificar, como en el caso de los modelos 1-3. El 
objetivo de esta sección es pues tratar de identificar la base biológica de este 
modelo, añadiéndole así valor explicativo. Hay al menos dos posibilidades:  

1. Las Alus podrían mostrar alguna preferencia para insertarse en el entorno 
cercano de otras Alus. Concretamente, se ha propuesto que podrían 
insertarse preferentemente en la cola de poli-A de otra Alu preexistente 
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(Stenger et al., 2001; El Sawy y Deininger, 2005). Para poner a prueba esta 
hipótesis, compararemos el número observado de Alus en los flancos de 
cada Alu con el número de dianas disponibles, analizando luego su 
variación por isocora. 

2. Los clusters de Alus  podrían generarse también a través de IPEs, es decir 
mediante inserciones dentro de Alus previamente insertadas en el genoma. 
De hecho en el modelo 2 de inserción de Alus ya admitíamos esa 
posibilidad. Si por alguna razón existiera una mayor propensión a la 
formación de IPEs en las isocoras H, se podría explicar tambien la 
acumulación preferente que se observa. Para comprobar esta posibilidad, 
calcularemos primero las frecuencias esperadas de IPEs y analizaremos 
luego las proporciones obs/esp de en las diferentes isocoras. 

4.5.1 Inserción preferente en el flanco 3’ de otras Alus 

Si las Alus se insertasen preferentemente en el entorno Alu, eso podría contribuir 
a la fuerte clusterización de Alus que se observa en las isocoras H, la cual 
acabamos de ver que no se puede explicar mediante la clusterización de dianas 
(véase la sección anterior y la Figura 4-16). Nótese que, con el término 
“inserción preferente”, aquí nos referimos a una situación en la que se 
producirían más inserciones de las esperadas en el entorno Alu. Se sospecha que 
las Alus podrían tener cierta preferencia para insertarse en la cola de poli-A de 
otra Alu preexistente (Stenger et al., 2002; El Sawy y Deininger, 2005). Para 
poner a prueba esta hipótesis compararemos el número observado de Alus en los 
flancos de cada Alu con el número de dianas. La proporción entre las dianas en 
ambos flancos (#5’/#3’) nos da la probabilidad de encontrar Alus en los flancos. 

El punto clave de este análisis está en poder determinar con precisión el 
orden de inserción en un “tandem” de Alus. Es decir, hay que distinguir entre la 
Alu que estaba antes y la que se insertó después en su flanco. Sin esta distinción 
no sería posible determinar si una Alu se ha insertado en el flanco 5’ o 3’ (véase 
Figura 4-17). Para ello utilizamos la edad evolutiva de cada una de las Alus del 
tandem. Sin embargo, la edad evolutiva muestra cierta dispersión, y por tanto 
aunque un elemento tenga una distancia evolutiva ligeramente mayor que otro, 
podría haberse insertado antes. Por esto, solamente consideramos “tandems” de 
Alus en los que su edad evolutiva difiera al menos en 0.03 unidades.    
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Figura 4-17: Esquema de la determinación del elemento preexistente en tandems de Alus. 

En laTabla 4-14 se muestran las frecuencias de dianas y Alus en ambos flancos y 
las proporciones resultantes. Se confirma que las dianas de inserción son más 
frecuentes en el flanco 5’. En concreto, observamos aproximadamente 3 veces 
más dianas en el flanco 5’ que en el 3’, y por lo tanto se esperarían las 
proporciones correspondientes de Alus. Sin embargo, se observa todo lo 
contrario. Las Alus se acumulan más en el flanco 3’ pese a que hay menos 
dianas. Además se observa una correlación positiva con el G+C de la isocora 
(R=0.93; p=0.0081), que no existe en el caso de las dianas (R=0.78; p=0.067).  

Tabla 4-14: Comparación entre el número de dianas y Alus en los flancos de otras Alus 

  Dianas de inserción  Inserciones de Alu 

Isocora  # en 5’ # en 3’ # 5’/# 3’ # en 5’ # en 3’ # 5’/# 3’
L1  11393 32602 0.349 1018 964 1.056
L2  19545 55874 0.350 3579 3025 1.183
H1  23150 62655 0.369 8073 6278 1.286
H2  7082 19382 0.365 4046 3033 1.334
H3  2788 7509 0.371 2480 1703 1.456
H4  584 1594 0.366 509 364 1.398
Total  64542 179616 0.359 15367 19705 1.282

Este resultado, confirma que existe inserción preferencial de Alus en las colas de 
poli-A de otras Alus (El Sawy y Deininger, 2005). La inserción preferencial en 

5’ 3’ 
AluJb: 
D=0.12 

AluSg 
D=0.09 

AluY 
D=0.05 

AluSx 
D=0.08 

La AluY de la izquierda 
es más joven  se trata 
de una inserción en el 
flanco 5’ de una AluSx 

La AluSg de la derecha 
es más joven  se trata 
de una inserción en el  
flanco 3’ de una AluJb  
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este caso probablemente se debe a una mayor accesibilidad de estas regiones 
(nucleosome phasing, Cost et al., 2001). No obstante, el punto importante para 
nosotros aquí es la observación de que esta preferencia es más fuerte en isocoras 
H que en L (dada la correlación positiva de las proporciones con el G+C de la 
isocora). Esto sugiere que la inserción preferente en el flanco 3’ de otras Alus 
contribuye también a la formación de la mayor clusterización de Alus que se 
observa en las isocoras H. 

4.5.2 Sesgo en las proporciones de IPEs 

Otro mecanismo que puede generar la acumulación de Alus en el entorno Alu 
son las inserciones dentro de Alus preexistentes (IPEs). Si la probabilidad de 
formación de estas IPEs variase con la isocora, tal vez podríamos explicar la 
acumulación preferente en el entorno Alu. Así pues, en este apartado 
exploraremos la posibilidad de que haya una mayor probabilidad de IPEs en las 
isocoras H, lo que explicaría la mayor acumulación preferente que se observa en 
estas isocoras. La frecuencia observada de IPEs en el genoma se puede medir 
fácilmente (véase el apartado 3.3.8 Detección de IPEs en el genoma), pero es 
más problemático estimar el número esperado de IPEs. A continuación, 
expondremos una aproximación a este problema.  

El número esperado de IPEs depende, por un lado, de la densidad del 
elemento hospedador. Por ejemplo, las Alus ocupan casi el 20% de las isocoras 
H3 pero sólo el 5% de las L1. En consecuencia, debido al mayor número de 
elementos hospedadores, se esperan más inserciones Alu/Alu en las isocoras H3. 
Sin embargo, no es correcto utilizar la densidad que se observa hoy día, ya que el 
número de muchos elementos hospedadores, sobre todo de aquellos cuya 
actividad de transposición solapa o solapaba con la de las Alus, no ha sido 
constante durante la radiación de las Alus. Por lo tanto, en primer lugar hay que 
corregir tanto para la densidad diferencial del elemento hospedador como para la 
evolución de la misma. 

Para tomar en cuenta la densidad diferencial de los elementos hospedadores 
en función de la isocora, se calcula la densidad efectiva que tuvo el elemento 
hospedador cuando se produjo la inserción. La densidad efectiva se define como: 

Tot

N
N

eff L

L
D

)20( −
=
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 (4-7)

donde N es el número de elementos hospedadores que se hallaban ya en el 
genoma cuando se produjo la inserción y LTot es la longitud total de la región que 
se considera (en este caso, las isocoras). Así pues, la densidad efectiva representa 
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la proporción de ocupación del elemento hospedador en la región en el momento 
en que se produjo la inserción. Nótese que, debido al límite de resolución de 
RepeatMasker, restamos 20 bp de la longitud del elemento hospedador (véase 
también 3.3.9 Detección de dianas de inserción). La densidad efectiva se puede 
interpretar como una probabilidad simple de inserción. Por ejemplo, si la 
densidad del elemento hospedador en un momento dado es de 0.1, es decir un 
10% de ocupación, la probabilidad de que una inserción se produzca en un 
elemento hospedador (preexistente) es igualmente de 0.1. Es decir, si insertamos 
100 Alus en una región en la que el 10% del ADN corresponde al elemento 
hospedador, entonces esperaríamos que un promedio de 10 Alus se insertasen 
dentro de un elemento hospedador. Así pues, en primer lugar, hemos calculado la 
probabilidad simple de inserción para cada IPE (densidad efectiva) en función de 
la isocora (véase Tabla 4-15).  

Finalmente, obtenemos el número esperado de IPEs multiplicando la 
probabilidad de inserción (su media en la isocora) por el número total de 
elementos en la isocora. Es decir, si analizamos IPEs del tipo Alu/Alu, el número 
de elementos es el número total de Alus en un tipo de isocora. En la Tabla 4-15 
se muestran los resultados.  

Cabe destacar dos características importantes. Por un lado, la proporción 
obs/esp es claramente menor de 1 en todas las isocoras, lo que significa que se 
detectan menos inserciones Alu/Alu de las esperadas. En segundo lugar, se 
observa una correlación positiva entre la proporción obs/esp y el G+C de la 
isocora (r = 0.92779; p < 0.00763). El valor máximo de esta proporción se 
encuentra en las isocoras H4.   

Tabla 4-15: Análisis de inserciones Alu/Alu: número de Alus insertadas, probabilidad media de 
inserción, número total de Alus en la isocora, número esperado de IPEs y proporción de 
observados a esperados (tanto los calculados como los obtenidos por simulación) 

Isocora  # observados Probabilidad 
de inserción # Alus # esperados  obs/esp  obs/esp 

(simulación)

L1 800 0.0309 153570 4750.7 0.1684 0.2020
L2 2875 0.0545 267295 14571.2 0.1973 0.2407
H1 6623 0.0920 335879 30886.4 0.2144 0.2581
H2 3312 0.1125 116275 13082.2 0.2532 0.3163
H3 2147 0.1236 50392 6227.9 0.3447 0.3941
H4 349 0.0649 10607 688.9 0.5066 0.5688
Total 16106 --- 934018 84155.1 --- ---
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Esta correlación positiva se observa también en los demás tipos de IPEs (véase 
Tabla 4-16). Para LINE1, TEDNA y LTR como elementos hospedadores, el 
máximo de la proporción observados/esperados se encuentra también en las 
isocoras H4 (véase Figura 4-18).  

Este resultado confirma que hay una mayor frecuencia de IPEs en las 
isocoras H, con lo que este mecanismo podría estar contribuyendo tambien a la 
mayor clusterización observada en estas isocoras. Sin embargo, esta conclusión 
podría ser prematura: en estos cálculos hemos corregido para la densidad del 
elemento hospedador y su evolución, pero no hemos tenido en cuenta las dianas 
de inserción. No obstante, la distribución de las dianas de inserción podría influir 
decisivamente en la proporción de IPEs, ya que se puede argumentar que no es la 
densidad del elemento hospedador la que condiciona la probabilidad de 
inserción, sino el número de dianas. Por lo tanto sería prematuro sacar una 
conclusión definitiva aún. La incorporación de las dianas a los cálculos es más 
complicada que la  corrección para las densidades debido a múltiples razones. 
Los problemas y posibles soluciones se exponen en el capitulo 6 Problemas 
abiertos y perspectivas. 

Tabla 4-16: IPEs con LINE1, TEDNA y LTR como elemento hospedador, respectivamente. El 
elemento insertado siempre es una Alu. Se observa la misma tendencia de la proporción 
observados/esperados que en el análisis de inserciones Alu/Alu. La región en la que se observan 
más IPEs con respecto a las esperadas es siempre la isocora H4.  

  Hospedador: LINE1  Hospedador: TEDNA 
 Hospedador: LTR 

Isocora  # Alu obs/esp # Alu obs/esp #Alu obs/esp
L1  20591 0.7197 3904 0.9655 6219 0.4851
L2  31280 0.7816 7608 1.0415 9867 0.5003
H1  30547 0.9401 9292 1.0543 14259 0.5661
H2  8503 1.1445 2923 1.2133 4312 0.6870
H3  2539 1.2205 1030 1.3881 1305 0.7696
H4  726 1.9637 190 1.8996 353 1.1739

Otro problema pendiente sería determinar la razón de la mayor propensión a 
formar IPEs en las isocoras H. Una posibilidad para esto es que la abundancia  de 
elementos funcionales (exones, promotores, etc.) en las isocoras H determine la 
eliminación a través de selección purificadora de la mayoría de las inserciones de 
Alus producidas en estos sitios. Sin embargo, las Alus preexistentes podrían ser 
'sitios seguros' para nuevas inserciones, ya que la probabilidad de eliminación 
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sería menor. Por lo tanto, la acumulación de Alus en estos sitios seguros llevaría 
a un mayor incremento de la clusterización en los entornos Alu de las isocoras 
más ricas en G+C. 
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Figura 4-18: Proporción de IPEs (obs/esp). Se observa una correlación positiva con el G+C de 
la isocora independientemente de cuales sean los elementos hospedadores.  
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Capítulo 5  

 

 Conclusiones 

El análisis llevado a cabo sobre los cambios de densidad de los retrotransposones 
Alu en diferentes regiones del genoma humano permite obtener las siguientes 
conclusiones: 

1. La comparación de las densidades absolutas de Alus y LINE1 en diferentes 
isocoras y en función de su edad evolutiva, descarta la intervención de la 
competencia por la retrotransposasa en el cambio de densidad de las Alus. 

2. Las diferencias en G+C entre las Alus y sus correspondientes secuencias 
consenso en función de la distancia evolutiva, indican que el ajuste 
composicional no comienza hasta que se alcanzan distancias evolutivas de 
0.08-0.1. Puesto que el cambio de densidad ocurre mucho antes, alrededor 
de distancias de 0.025, esto demuestra que el ajuste composicional no 
interviene en el cambio de densidad de las Alus.  

3. La comparación de las densidades de Alus en intrones y en regiones 
intergénicas en el genoma completo, confirma un exceso de Alus en los 
intrones. Sin embargo, se observa que este exceso se limita a las isocoras L, 
lo que descarta cualquier influencia del  entorno génico en el cambio de 
densidad de las Alus.  



 
 
106 Capítulo 5: Conclusiones

 

4. La definición in silico del trímero resultante de un proceso de 
recombinación homóloga desigual (RHD) entre Alus, y la simulación del 
proceso de inserción, han permitido rastrear el genoma en busca de las 
huellas dejadas por la recombinación y cuantificar su impacto en el cambio 
de densidad. Se observa una proporción más alta de trímeros en las isocoras 
L, lo que indica una mayor actividad RHD, o una mayor supervivencia de 
sus productos en estas isocoras. Esto sugiere que la RHD podría contribuir 
al cambio de densidad de las Alus. 

5. La edad evolutiva de las subfamilias de inserción reciente aporta datos 
adicionales en favor de la recombinación. Las Alus jóvenes muestran 
distancias evolutivas menores en isocoras L que en H, lo que señala a la 
recombinación como agente causante del cambio de densidad, ya que es el 
único mecanismo cuya actividad depende de la edad de los elementos. 

6. El rastreo del genoma humano en busca de ‘Alus solitarias’ (aquellas que 
muestran una distancia a la Alu más próxima superior a 2 kb), ha revelado 
que este tipo de Alus son más frecuentes en las isocoras L. Este resultado 
apunta de nuevo a la RHD, ya que ésta actúa eliminando sobre todo a las 
Alus próximas, contribuyendo así al cambio de densidad. 

7. Se propone una nueva medida para cuantificar la aglomeración (o 
clusterización) en la distribución espacial de las Alus, basada en las 
distancias normalizadas entre los elementos. La independencia de esta 
medida con respecto a la densidad permite comparar distintas regiones 
genómicas sin que el resultado se vea distorsionado por el sesgo en la 
densidad.  

8. Para asociar un nivel de significación estadística (valor-p) a las frecuencias 
de clusterización observadas, se han diseñado distintos modelos para 
simular la inserción de Alus en el genoma, pudiendo así distinguir entre 
clusterización efectiva y clusterización aleatoria. Además, la incorporación 
en estos modelos de diferentes mecanismos evolutivos, ha permitido 
evaluar el impacto de cada uno de ellos en la generación de la 
clusterización. 

9. Se observa que la mayor clusterización de Alus se produce en las isocoras 
H4. Esto confirma que la densidad y la clusterización son dos medidas 
diferentes de la distribución espacial de Alus, puesto que la densidad 
muestra su máximo en las isocoras H3. Por lo tanto, y al contrario de lo 



 
 
Capítulo 5: Conclusiones 107

 

 

propuesto por otros autores, los mecanismos implicados en el cambio de 
densidad y en la clusterización diferencial de las Alus parecen ser distintos. 

10. La clusterización observada en la mayoría de las isocoras L se puede 
explicar en base al azar y a las inserciones en elementos preexistentes 
(IPEs). Por el contrario, el mayor grado de clusterización observado en las 
isocoras H no se puede explicar por azar, por las IPEs ni por la exclusión de 
la inserción en exones. Solo cuando se contempla la acumulación preferente 
en el entorno Alu de manera diferenciada para cada isocora, es posible 
explicar los niveles de clusterización observados en las isocoras más ricas 
en G+C. 

11. La clusterización de las dianas de inserción muestra cualitativamente la 
misma correlación positiva con el G+C de la isocora que las Alus. Sin 
embargo, en las isocoras H la clusterización de Alus es mucho más fuerte 
que la de dianas. Así pues, la clusterización de dianas no puede explicar la 
fuerte acumulación preferencial en el entorno Alu que se observa en las 
isocoras H. 

12. Una comparación entre las frecuencias de dianas de inserción y de Alus en 
los flancos de otras Alus preexistentes muestra que existen 
aproximadamente 3 veces más inserciones de Alus en la cola de poli-A de 
lo esperado. Además, esta preferencia de inserción es más fuerte en isocoras 
H que en L (correlación positiva: R=0.93; p=0.0081). De este modo, la 
inserción preferente en la cola de poli-A de otras Alus preexistentes 
contribuye significativamente a la acumulación observada de Alus en el 
entorno Alu. 

13. Tomando en cuenta la densidad efectiva de los diferentes elementos 
hospedadores en el momento en que se produjo la inserción, se pueden 
calcular las frecuencias esperadas de las inserciones dentro de elementos 
preexistentes (IPEs). Hemos encontrado una correlación positiva entre la 
proporción obs/esp y el G+C de la isocora (r = 0.92779; p < 0.00763), lo 
que sugiere la participación de este mecanismo en la generación de la 
mayor clusterización observada en las isocoras H. 

14. Por último, el estudio presentado aquí no hubiera sido posible sin una serie 
de mejoras metodológicas que nos han permitido seguir la dinámica 
evolutiva de las Alus en el genoma completo: 1) el desarrollo de una serie 
de programas en Perl ha permitido procesar los datos primarios, integrando 
así la voluminosa información generada por RepeatMasker o IsoFinder 
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cuando se aplican a genoma completo; 2) la corrección para sustituciones 
múltiples, aplicada aquí por primera vez a los alineamientos de Alus, ha 
permitido estimar con mayor precisión la edad evolutiva de los elementos; 
3) la técnica de desfragmentación de Alus desarrollada en este trabajo ha 
permitido eliminar la habitual sobreestimación de estos elementos y 
aproximar con mayor precisión su número real en el genoma; y 4) la 
definición precisa, mediante técnicas in silico, de los trímeros de Alus o de 
las Alus solitarias, ha permitido rastrear el genoma en busca de las huellas 
dejadas por la recombinación. 
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Capítulo 6  

 

 Problemas abiertos y perspectivas 

 
Como último punto de esta memoria, queremos dar aquí una perspectiva breve 
del trabajo. Por un lado, apuntaremos algunas posibles soluciones al problema de 
la estimación fiable del número esperado de IPEs. En segundo lugar, daremos 
algunas perspectivas de futuro acerca de la aplicación de los métodos presentados 
aquí a otros problemas. 

Dinámica de las dianas de inserción 

Como hemos mencionado en el apartado 4.5.2 (Sesgo en las proporciones de 
IPEs), para poder estimar el número esperado de IPEs hay que tomar en cuenta la 
dinámica de las dianas de inserción. Algunos problemas son: 

• La probabilidad de que se produzca, por ejemplo, una inserción Alu/Alu 
viene dada en una primera aproximación por la proporción de dianas 
dentro y fuera de las Alus. Muchos TEs insertan consigo mismos nuevas 
dianas, lo que hace que se esté alterando continuamente la proporción 
entre dianas dentro y fuera de las Alus.  

• Algunos elementos, como las Alus, no contienen ninguna diana de 
inserción si lo que se contempla es su secuencia consenso; sin embargo, 
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éstas se detectan a menudo en la secuencia genómica de los elementos. 
Así pues, se pueden generar nuevas dianas de inserción a través de 
mutación, lo que dificulta aún más la reconstrucción de su dinámica 
evolutiva.  

Por lo tanto, la distribución de dianas depende tanto de la dinámica de los 
elementos transponibles como de la presión mutacional. En el futuro, 
intentaremos tomar en cuenta estos dos factores mediante la simulación de un 
modelo de inserción y mutación de los elementos transponibles.  

Aplicación de la medida de clusterización a otros problemas 

La medida presentada en 4.3.1 (Medida de la clusterización de Alus) se puede 
aplicar igualmente a cualquier elemento genómico, como genes, islas CpG, etc. 
Pensamos que la medida puede ser especialmente útil para abordar la correlación 
entre la distribución espacial de genes y sus niveles de expresión (Hurst et al., 
2004; Altuvia et al., 2005; Ma et al., 2005).     
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Apéndices 

A. Listado de programas en Perl 

A continuación se da una descripción breve de los scripts en Perl que se han 
escrito para procesar los datos primarios (IsoFinder y RepeatMasker) y llevar a 
cabo los distintos análisis.  
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Procesamiento de la salida de IsoFinder 

Script: make_classification.pl 

Descripción: 
 

Implementa un algoritmo iterativo para establecer la clasificación de las 
isocoras según las abundancias de Zoubak (véase 3.2 Clasificación de las 
isocoras). 

Entrada: 
 

• Las abundancias de Zoubak 

• La salida de IsoFinder 

Salida: • Fichero con los rangos de G+C de las isocoras (la 
clasificación) 

Script: convert_IsoF-out.pl 

Descripción: 
 

Añade una etiqueta de isocora a cada línea del fichero de salida del programa 
IsoFinder, según el contenido en G+C de la LHGR correspondiente. 

Entrada: 
 

• Salida de IsoFinder 

• Salida del script make_classification.pl (los rangos 
de G+C) 

Salida: • Como la salida de IsoFinder & etiqueta de isocora 
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Detección de los elementos transponibles 

Script: Extract_Iso.pl 

Descripción: 
 

Mediante el programa “extractseq” del paquete EMBOSS se extrae la secuencia 
genómica de cada isocora 
  

Entrada: 
 • Tabla con las coordenadas de isocoras 

Salida: • Fichero en formato FASTA de la secuencia 
genómica de cada isocora 

Script: Run_RM.pl 

Descripción: 
 

Para cada isocora se lanza el programa RepeatMasker   

  

Entrada: 
 

• Tabla con las coordenadas de isocoras 

• Directorio con los ficheros FASTA 

Salida: • Salida del programa RepeatMasker 
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Procesamiento de la salida de RepeatMasker 

Script: GetTE-values.pl 

Descripción: 
 

El script cruza la salida de RepeatMasker con la tabla de isocoras y calcula las 
características de los TEs como se describe en la sección 3.3 Preparación de los datos 

Entrada: 
 

• Tabla de isocoras 

• Los dos ficheros de salida de RepeatMasker 

Salida: • Tabla con todos los valores de los TEs (un 
fichero por isocora) 

Script: Glue_TEs.pl 

Descripción: 
 

Aglutina los TEs fragmentados según los criterios expuestos en 3.3.4 Desfragmentación 
de los elementos 

Entrada: 
 

• Tabla de isocoras 

• Directorio con los ficheros de salida del script 
GetTE-values.pl 

Salida: • Tabla con todos los valores de los TEs (un 
fichero por isocora) 
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Búsqueda in silico de productos de recombinación  

Script: SearchRHD_prod.pl 

Descripción: 
 

Este script implementa la búsqueda de productos de recombinación según los criterios 
expuestos en 3.3.7 La definición in silico de los productos de recombinación 

Entrada: 
 

• Tabla generada con el script Glue_TEs.pl (véase 
más arriba)  

Salida: 
• Tabla que mantiene el formato del fichero de 

entrada & añade un número de identificación 
para cada trímero 

Cálculo del exceso en intrones 

Script: Alu_IntronEx.pl 

Descripción: 
 

El programa lee sucesivamente para cada isocora los datos de las Alus y genes, 
calculando entonces la densidad de Alus en intrones e intergenes (para la definición de 
intergenes véase 3.3.6 Cálculo del exceso de Alus en intrones) 

Entrada: 
 

• Tabla de Alus (una por isocora) 

• Tabla de genes  

• Tabla de isocoras 

Salida: • Tabla con las densidades en intrones e intergenes 
(una línea por isocora) 
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Cálculo de la clusterización 

Script: Calc_Clustering.pl 

Descripción: 
 

El programa lee sucesivamente para cada isocora los datos de los elementos y los genes, 
calculando entonces la clusterización observada. Después lleva a cabo la simulación del 
proceso de inserción bajo un modelo dado (elegido por el usuario) 

Parámetros 
(obligatorios): 

• Modelo de inserción 

• Elementos a usar (subfamilias, grupos, etc.) 

Parámetros (opcionales): 

• La especie (por defecto: Homo sapiens) 

• El rango de cromosomas (por defecto: todos) 

• Número de simulaciones (por defecto: 500) 

• Número de procesadores (por defecto: 2) 

Entrada: 
 

• Tabla de elementos (una por isocora) 

• Tabla de genes (por cromosoma – el script 
asigna los genes a la isocora) 

• Tabla de isocoras 

• Fichero de configuración de los modelos de 
inserción 

Salida: • Tabla con los niveles de clusterización y sus 
valores-P asociados (una línea por isocora) 
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Detección de las dianas 

Script: TE_InsPat.pl 

Descripción: 
 

El programa lee sucesivamente para cada isocora los datos de los elementos y las dianas 
de inserción. Después se cruzan las coordenadas y se detecta la localización de la diana 
(dentro de un TE, en el flanco, o fuera). Si la diana reside dentro de un TE o en su 
flanco se determina adicionalmente la orientación de la diana respecto al elemento. 

Parámetros (opcionales): 

• Definición del flanco (por defecto: últimos 10 
bp del TE y los 20 bp que siguen) 

• Límite de distancia evolutiva (por defecto: 0.3) 

Entrada: 
 

• Tabla de elementos (una por isocora) 

• Tabla de isocoras 

• Tabla de las dianas de inserción 

Salida: • Tabla con la localización y orientación de las 
dianas 
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B. Programas 

A continuación se listan los programas más importantes utilizados en este 
trabajo. 

IsoFinder (Oliver et al., 2004): 

El programa IsoFinder realiza la segmentación composicional de una secuencia 
de ADN generando regiones genómicas largas de composición homogénea. El 
programa está disponible a través de una interfaz web: 
http://bioinfo2.ugr.es/IsoF/isofinder.html. 

EMBOSS (The European Molecular Biology Open Software Suite; Rice et 
al., 2000): 

EMBOSS es un conjunto de programas para el análisis de secuencias. EMBOSS 
se distribuye libremente bajo las licencias GPL y LGPL y se puede descargar  en 
http://emboss.sourceforge.net/. En este trabajo se han empleado sobre todo los 
programas “extractseq” (para extraer un subsecuencia de ADN) y “fuzznuc” 
(para detectar patrones de ADN). 

BioPerl (http://www.bioperl.org/; Stajich et al., 2002) 

BioPerl es una colección amplia de módulos en Perl que facilitan tanto el manejo 
y análisis de secuencias como el uso de aplicaciones externas.  

RepeatMasker (Smit y Green, no publicado) 

El programa RepeatMasker permite la detección de elementos repetitivos en un 
gran número de especies. El programa y las librerías necesarias se pueden 
solicitar en la siguiente página Web: 
http://repeatmasker.genome.washington.edu. 
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C. Las subfamilias de Alus  

La Tabla C-1 muestra una estadística básica de las subfamilias de Alus más 
frecuentes en el genoma humano.  

Tabla C-1: Las subfamilias de Alus más frecuentes en el genoma humano. 

Familia #  Longitud 
media (bp) Edad evolutiva

Tiempo de 
inserción 

(MYA) 
AluSx 291680  297.5 0.0755 37 
AluY 121827  291.5 0.0389 19 
AluJo 115467  276.3 0.1378 81 
AluJb 108754  271.2 0.1293 81 
AluSq 81605  293.2 0.0705 44 
AluSg 71565  294.3 0.0601 31 
AluSp 44532  291.2 0.0514 37 
AluSc 43533  283.4 0.0561 35 
AluSg1 5277  288.9 0.0559 --- 
AluYb9 2808  302.4 0.0173 3-4 
AluYa8 2603  297.9 0.0172 3-4 
AluYd8 873  276.9 0.0434 8 
AluYg6 582  260.5 0.0289 --- 

D. Datos suplementarios sobre la clusterización 

En las tablas de esta sección se facilita más información acerca de las 
simulaciones de los modelos de inserción. 
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Tabla D-1: Número de isocoras en el análisis, número de isocoras con clusterización 
significativa, exceso de clusterización y nivel de clusterización en las isocoras significativas 
para los modelos 1, 2 y 3.  

 
Modelo 1: Inserción de puntos (p < 0.05) 

Isocora # isocoras 
# isocoras 

significativas

Exceso de 

clusterización

NC en isocoras 

significativas

L1 1065 387 0.363 1.256
L2 1959 1118 0.571 1.357
H1 2084 1478 0.709 1.450
H2 737 606 0.822 1.558
H3 305 270 0.885 1.757
H4 79 74 0.937 1.882

 
Modelo 2: Inserción en elementos preexistentes (p < 0.05) 

Isocora # isocoras 
# isocoras 

significativas

Exceso de 

clusterización

NC en isocoras 

significativas

L1 1065 209 0.196 1.316
L2 1959 622 0.318 1.447
H1 2084 728 0.349 1.598
H2 737 355 0.482 1.722
H3 305 220 0.721 1.848
H4 79 69 0.873 1.922

 
Modelo 3: Exclusión en exones (p < 0.05) 

Isocora # isocoras 
# isocoras 

significativas

Exceso de 

clusterización

NC en isocoras 

significativas

L1 1065 212 0.199 1.313
L2 1959 592 0.302 1.452
H1 2084 665 0.319 1.605
H2 737 330 0.448 1.738
H3 305 205 0.672 1.865
H4 79 64 0.810 1.959
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Tabla D-6-2: Modelo 4: Número de isocoras en el análisis, número de isocoras con 
clusterización significativa y exceso de clusterización tanto para las probabilidades de inserción 
fijas como para las probabilidades variables obtenidas a partir de la densidad de genes.  

 Modelo 4: Inserción preferente en el entorno Alu (p < 0.05) 

   Probabilidad (fija)  Probabilidad (variable) 

Isocora # 
isocoras  

# isocoras 

significativas

Exceso de 

clusterización

# isocoras 

significativas 

Exceso de 

clusterización

L1 56  9 0.161 12 0.214
L2 196  43 0.219 67 0.342
H1 260  32 0.123 74 0.285
H2 126  15 0.119 42 0.333
H3 84  17 0.202 44 0.524
H4 19  1 0.053 9 0.474

E. Publicaciones relacionadas con la memoria 

A continuación se relacionan los trabajos publicados, señalando a que parte de la 
memoria corresponden.  
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Oliver et al. (2002) 

Oliver JL, Carpena P, Román-Roldán R, Mata-Balaguer T, Mejías-Romero A, 
Hackenberg M, Bernaola-Galván P. (2002) Isochore chromosome maps of the 
human genome. GENE 300:117-127 http://bioinfo2.ugr.es/publi/Oliver_etal_2002.pdf 

Este trabajo describe la estructura de isocoras del genoma humano generada con el 
algoritmo IsoFinder. Por otro lado, contiene también un análisis descriptivo de la 
distribución de genes y elementos transponibles en función de la isocora. A raíz de este 
primer análisis descriptivo se comenzó la investigación que se resume en esta memoria 
acerca de los mecanismos biológicos que generan la distribución espacial de los 
retrotransposones Alu.  
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Oliver et al. (2004) 

Oliver JL, Carpena P, Hackenberg M, Bernaola-Galván P. (2004) IsoFinder: 
computational prediction of isochores in genome sequences. Nucl Acids Res 32 
(Web Server Issue): W287–W292 http://bioinfo2.ugr.es/publi/IsoFinder_NAR_04.pdf 

En este trabajo se introduce un algoritmo mejorado de IsoFinder y se publica la interface 
web de este programa. A raíz de este trabajo, debido a los distintos niveles de acumulación 
de Alus observados en las isocoras H3, se decidió introducir una nueva isocora H4.  
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Hackenberg y Oliver (2003) 

Hackenberg M, Oliver JL. Alu Evolution and Mutation Pressure. RECOMB 2003 (Berlin, 
Germany) http://bioinfo2.ugr.es/recomb03_abstract.pdf 

Esta aportación en forma de Poster al congreso RECOMB, contiene los análisis 
preliminares acerca de algunos mecanismos que podrían contribuir al cambio de densidad. 
Además, se presenta un análisis descriptivo de la evolución composicional de las Alus en 
función de la isocora.  
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Hackenberg et al. (2004) 

Hackenberg M, Bernaola-Galván P, Carpena P, Oliver JL. Alu clustering in the human 
Genome: Origins and Consequences. RECOMB 2004 (San Diego, USA). 
http://bioinfo2.ugr.es/publi/Recomb04_Abstract.pdf 

Se presentan algunos análisis preliminares acerca de la clusterización de Alus en el genoma 
humano.  
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Hackenberg et al. (2005) 

Hackenberg M, Bernaola-Galván P, Carpena P, Oliver JL. (2005) The biased distribution 
of Alus in human isochores might be driven by recombination. J Mol Evol 60:365-377 
(http://bioinfo2.ugr.es/publi/jme05.pdf) 

Este trabajo comprende en gran medida las secciones 4.1 y 4.2 de esta memoria.  
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