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INTRODUCCION

Los Coccinélidos

El orden Coleoptera es el grupo con mayor numero de especies dentro de los insectos,
con alrededor de 370.000 especies divididas en cuatro subdrdenes: Adephaga, Archostemata,
Myxophaga y Polyphaga (De La Fuente 1994). La familia Coccinellidae, cominmente conocidas
como mariquitas, se agrupan dentro del suborden Polyphaga en la superclase Cucujoidea (Nedved
& Kovar 2012). La familia incluye unas 6.000 especies agrupadas en 360 géneros de distribucion
mundial (Vandenberg 2002). Los coccinélidos tienen una gran diversidad alimenticia. La gran
mayoria son depredadores de afidos o pulgones, asi como de pequefios hemipteros
pertenecientes a la familia Aleyrodidae, aunque hay especies que se alimentan de polen y otras
especies que son estrictamente herbivoras. Las mariquitas han sido usadas como agente bioldgico
contra el control de plagas desde hace mucho tiempo (Obrycki & Kring 1998), siendo empleadas
en la lucha contra los &fidos y los cocoideos o insectos escamas, que son una superfamilia de
pequenos insectos del orden de los hemipteros conocidos vulgarmente como cochinillas del nopal.
Las mariquitas se han usado en el control de plagas en cultivos tan importantes como melocoton,
algodon y tabaco (Rondoni et al. 2014, Skouras & Stathas 2015). En algunos estudios se ha
relacionado la presencia de las mariquitas con el estado de conservacion de ese ecosistema
(Cotes et al. 2010) ya que estos insectos son bastante sensibles a los cambios en los niveles de

contaminacion y la presencia de pesticidas (Iperti 1999).

Citogenética de los coccinélidos

A pesar de la importancia econdémica y ecologica que pueden tener los coccinélidos, los
estudios citogenéticos realizados en este taxon no superan las 200 especies analizadas (Gregory
et al. 2007). Smith & Virkki (1978) en su estudio realizado sobre distintas especies del género,
determinaron que el sistema sexual ancestral de los coledpteros es del tipo XX/Xy. Los numeros
cromosomicos de las especies estudiadas varian desde 2n=12 hasta 2n=26 (Gregory et al. 2007).
En coccinélidos, al igual que en el resto de coledpteros estudiados, el cariotipo mas comun esta
formado por 9 6 10 parejas de autosomas junto a una pareja de cromosomas sexuales que,
generalmente, presentan en meiosis | la asociacién conocida como “en paracaidas” Xyp (Stevens
1906, Smith 1950). En algunas especies del género, el cromosoma Y se ha perdido y ha generado
un determinismo sexual del tipo XX/XO. En otras especies el cromosoma X ha sufrido un proceso

de fusion con un autosoma, dando el determinado sistema sexual “neo-XY” (Smith & Virkki 1978).
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El estudio de los cromosomas se ha complementado con diversos analisis de la estructura
y organizacion mediante técnicas de bandeo cromosomico. Los colorantes diferenciales permiten
diferenciar de modo inequivoco los cromosomas de igual tamafio. EI bandeo cromosémico méas
usado en este grupo de insectos ha sido el bandeo C, que es capaz de tefiir de modo diferencial
las regiones de heterocromatina de los cromosomas, zonas que se han considerado como
inactivas. Las regiones heterocromaticas se localizan generalmente en las zonas
pericentroméricas y en los brazos cortos de los cromosomas (Ennis 1974, Drets et al. 1983, Maffei
et al. 2000, 2004, Rozek & Holecova 2002, Beauchamp & Angus 2006). EI bandeo cromosémico
también se ha usado para estudiar la localizacién cromosdmica de las regiones del organizador
nucleolar (NOR). Este tipo de bandeo se ha llevado a cabo mediante la tincién con nitrato de plata,
ya que se considera un marcador de la actividad transcripcional de los genes del ADNr (Hubell
1985).

La existencia de cromosomas accesorios 0 cromosomas B se ha estudiado en algunas
especies de mariquitas, describiéndose como polimorfismos poblacionales su presencia o
ausencia, asi como su numero. Los cromosomas B, a diferencia de los autosomas, pueden estar
presentes en los genomas en cantidades variables. En este grupo se han citado y ademas en
numero variable, desde 0 a 13, en Chilocorus rubidus (Smith & Virkki 1978), y desde 0 a 4 en
Henosepilachna vigiontioctopunctata (Tsurusaki et al. 2001). En general, los procesos de
especiacion dentro de los coccinélidos no parecen estar muy ligados a cambios en la morfologia
y/lo numero cromosomico. Casi todas las subfamilias de este grupo, muestran un nimero
cromosomico parecido, con cromosomas similares en su morfologia (Honék 2012). Tsurusaki et
al. (1993) describieron en su estudio la presencia de dos cariomorfos diferentes en el complejo de
especies existente en Henosepilachna vigintioctomaculata. En el grupo A, formado por H.
vigintioctopuntata sensu stricto, los cromosomas muestran bloques heterocromaticos pequefios;
sin embargo, en el grupo B, formado por Henosepilachna pustulosa, H. niponica y H. yasutomii,
los bloques de heterocromatina son muy grandes.

Secuencias de ADN repetitivo

Los genomas eucariotas se caracterizan por la presencia de grandes cantidades de ADN
repetitivo. Estas secuencias se clasifican en dos grupos en funcién del nimero de copias

existentes en el genoma: ADN altamente repetitivo 0 moderadamente repetitivo. Ademas, también
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se clasifican en dos grupos dependiendo de la organizacion de esa repeticion, diferenciandose
secuencias repetidas en tandem o repeticiones dispersas (Slamovits & Rossi 2002). Dentro del
ADN moderadamente repetitivo se engloban tanto secuencias de gran tamafio (hasta 5 kb) como
secuencias con un tamafio menor (entre menos de 150 pb y 300 pb). Estas secuencias repetitivas
se pueden encontrar dispersas en el genoma u organizadas en tandem, formando bloques de
hasta varias Mb (Slamovits & Rossi 2002). Las repeticiones que se encuentran dispersas en el
genoma, en general, proceden de eventos relacionados con la transposicién (Miller & Capy 2004,
Brown 2002). Los transposones se pueden clasificar en dos grupos dependiendo si necesitan de
un intermediario de ARN o no para que se lleve a cabo el evento de transposicién; Clase | o
retrotransposones, que son aquellos transposones que necesitan de un intermediario de ARN,
(como los LRTs y non-LTRs entre otros), y Clase Il o transposones de ADN, que no necesitan de
dicho intermediario como por ejemplo los elementos mariners. EI ADN repetitivo en tandem
engloba varios tipos; entre ellos el ADN microsatélite, compuesto por secuencias con un tamario
comprendido entre 7 y 2 pb (Bruford & Wayne 1993) con una gran variedad en cuanto al numero
de repeticiones que componen la unidad de repeticion (Toth et al. 2000, Gur-Arie et al. 2000).
También se los conoce como Secuencias Repetidas Simples (Simple Sequences Repeats (SSRs))
0 Repeticiones Cortas en Tandem (Short Tandem Repeats). EI ADN minisatélite, incluido también
en el ADN repetitivo en tandem, se compone de secuencias con una unidad de repeticion de un
tamafio comprendido entre 7 y 100 pb (Tautz 1993). Un ejemplo bien conocido son las repeticiones
que se encuentran en los extremos distales o telémeros de los cromosomas. EI ADN megasatélite,
estd formado por secuencias repetidas en tdndem que forman bloques de varias Kb. Un ejemplo

de este tipo de ADN repetitivo son los genes que forman los clusteres del ADN ribosémico.
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Figura 1. Clasificacion del ADN repetitivo de acuerdo con Pathak & Ali (2012).

Dentro del grupo del ADN altamente repetitivo, esta incluido el ADN satélite (ADNsat). Se
denomind ADN satélite porque cuando el ADN gendmico se centrifuga en un gradiente de
densidad de cloruro de cesio, aparece como una banda que difiere en densidad de la banda
principal, debido a su diferente contenido en A+T (Kit 1961). Este tipo de ADN, que esta constituido
por secuencias repetidas en tandem, puede ser el componente mayoritario dentro de los genomas
eucariotas (Palomeque & Lorite 2008), pudiendo llegar a constituir hasta el 50% del genoma de
un organismo (Plohl et al. 2012). EI ADNsat forma parte normalmente de los telémeros (Pons et
al. 1993, Hartley & Davidson 1994) y especialmente, de los centromeros (Ugarkovi¢ & Plohl 2002,
Galian & Vogler 2003), aunque también puede tener una localizacién intersticial en los

cromosomas de una especie (Reed & Phillips 1995).

Existen varias familias génicas que muestran una organizacion parecida a la del ADNsat,
formadas a partir de la duplicacion de genes. Los genes del ARN ribosémico son un ejemplo de
estas familias génicas. EI ARN ribosdmico juega un papel muy importante durante la sintesis de
proteinas. En la mayoria de los genomas de eucariotas, los genes del ADNr se componen de
varias repeticiones de genes que codifican el 28S, 18S y el 5.8S ademas de los ETS (External
Transcribed Spacers) y las ITS 1y 2 (Internal Transcribed Spacers) ademas de una region que no
se transcribe, llamada NTS (Non-Transcribed Spacer). Esta unidad se repite varias veces, estando

separadas unas de otras por el NTS que, junto al ETS, forman el espaciador intergénico (IGS).
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Esta familia génica se puede encontrar dispuesta en un solo cromosoma o varios, localizados en
los llamados NORs (Nucleolar Organizer Regions). Para poder determinar la localizacion
cromosomica de los NORs clasicamente se han usado técnicas de tincidon con nitrato de plata ya
que se habia considerado un indicador de la actividad transcripcional de esta familia génica (Hubell
1985). Sin embargo, este tipo de tincién ha sido cuestionada por varios autores (Medina et al.
1983, Jiménez et al. 1988, Lorite et al. 1997) ya que puede tefiir otras regiones diferentes a los
NORs. Para determinar la localizacién cromosémica de los NORs, actualmente son mas usadas
las técnicas de hibridacion in situ fluorescente (FISH) usando sondas de ADNr. Solamente existen
dos trabajos acerca de la localizacién de las regiones NOR en la familia de los Coccinélidos. En la
especie Olla v-nigrum la regiéon NOR se limita a los cromosomas sexuales (Maffei et al. 2001), por
el contrario, en la segunda especie estudiada, Cycloneda sanguinea Linnaeus, 1763, las regiones
NOR estan situadas en un par de autosomas (Maffei et al. 2004). Dentro de los Coledpteros, la
disposicion cromosomica de los NOR es muy variable. En las familias Carabidae, Melolonthidae,
Tenebrionidae o Scarabaeidae las regiones NOR aparecen tanto en los cromosomas sexuales,
como en autosomas e, incluso, en cromosomas sexuales y autosomas a la vez (Oliveira et al.
2012, Arcanjo et al. 2013). Especies pertenecientes al género Zabrus presentan un gran nimero
de regiones NOR, estando presentes en 6 pares de autosomas (Sanchez-Gea et al. 2000). La
especie Coprophanaeus (Megaphanaeus) ensifer (Coleoptera, Scarabaeoidea) muestra siete

pares de autosomas, ademas del cromosoma X, con regiones NOR (Oliveira et al. 2010).

Caracteristicas del ADN satélite

Debido a que normalmente, el componente mayoritario dentro de los genomas de los
eucariotas es el ADNsat, su estudio se considera muy util a la hora de comprender la evolucion de
los mismos. Este tipo de ADN repetitivo suele tener un monoémero o unidad de repeticion (UR) de
unos 100-500 nucledtidos que se repiten varios cientos de veces formando bloques de varias
megabases. Las unidades de repeticion pueden no ser idénticas en sentido estricto, pudiendo
existir polimorfismos entre los monémeros a nivel de secuencia (Ugarkovi¢ 2005). La existencia
de estos polimorfismos y la rapida tasa evolutiva del ADNsat, hace que este tipo de ADN sea de
gran utilidad a la hora de hacer estudios de filogenias, asi como estudios poblacionales
(Charlesworth et al. 1994).

Una gran ventaja que tiene el ADNsat es su naturaleza repetitiva, ya que esto hace que el

mapeo fisico sobre cromosomas, usando técnicas como la hibridacion in situ, sea bastante facil.
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Gracias a esto, el ADNsat es considerado como un marcador idoneo para el analisis de la
estructura y organizacién del genoma (Cabral-de-Mello et al. 2011). En cuanto a la composicion
nucleotidica, en general, los ADN satélites de insectos suelen tener una alta riqueza en A+T
(Palomeque & Lorite 2008), sin embargo, también existen casos en los que el ADNsat de una

especie de insecto es rico en G+C, como ocurre en Drosophila hydey (Burgtorf & Blinemann 1993).

Las secuencias de ADN satélite evolucionan siguiendo un patrén llamado “evolucion
concertada” (Smith 1974), que origina la homogenizacion de las diversas copias del ADN satélite
y su fijacion en la poblacion, mediante un conjunto de procesos que en conjunto reciben el nombre
de “Molecular Drive”. Entre los procesos implicados en la variabilidad del ADNsat destacamos la
conversion génica y el sobrecruzamiento desigual, el deslizamiento de cadenas durante la
replicacion, la replicacién en circulo rodante y la transposicion (Dover 1982, 2002). Cuando se
origina una mutacioén puntual en uno de los monoémeros del ADNsat, puede fijarse en el resto de
mondmeros, lo que se conoce como homogenizacion del ADNsat, o perderse. El conjunto de
procesos indicados, evolutivamente conllevard a una variabilidad intraespecifica baja, mientras
que la interespecifica tendera a aumentar cuando las especies divergen entre si. La meiosis tiene
un papel relevante en el proceso de “Molecular Drive” como han indicado diversos autores
(Stephan 1986, Mantovani et al. 1997, Luchetti et al. 2003).

Para explicar la dindmica evolutiva del ADNsat, Fry & Salser (1977) propusieron la llamada
“Hipotesis de la Biblioteca”, hipbtesis que postula que, en especies emparentadas evolutivamente,
pueden coexistir varias familias de ADNsat, algunas ya presentes ya en el ancestro comun a dichas
especies. A medida que las especies van divergiendo, en cada una se amplificaria de un modo
diferencial una familia de ADNsat, por lo que en cada una de las especies resultantes habria un
ADNsat mayoritario y restos de otras familias, que podrian ser las mayoritarias en otras especies.
Esta hipétesis fue demostrada por primera vez, en cuatro especies de coledpteros del género
Palorus en las que cada una tenia una familia mayoritaria de ADNsat, que corresponderia con el
30% del genoma, pero ademas presentan restos de las otras familias de ADNsat encontradas en
las demas especies del estudio (Mestrovic et al. 1998). Otros estudios llevados a cabo en otros
insectos coledpteros, himendpteros y fasmidos también apoyan la “Hipétesis de la Biblioteca”
(Mravinac et al. 2002, Pons et al. 2004, Bruvo-Madaric et al. 2007, Landais et al. 2000, Cesari et
al. 2003). Esta hipdtesis, también estd apoyada por el reciente estudio de tres familias de ADNsat
en diez especies del saltamontes Schistocerca gregaria, utilizando datos de secuenciacion y

mapeo por FISH (Palacios-Gimenez et al. 2020).
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El papel que juega el ADN repetitivo en general, y el ADNsat en particular, ha sido
ampliamente cuestionado hasta el punto de considerar a todo el ADN repetitivo como ADN basura,
parasito o “junk DNA”, algo por supuesto no compartido por la mayoria de autores (revisado en
Palazzo & Gregory 2014). EI ADNsat es el componente principal de la heterocromatina de los
cromosomas, hecho que hace que sea indispensable para la formacion de la estructura del
centromero. Los cromosomas de los eucariotas estan compuestos de dos estructuras que son las
responsables del mantenimiento y la integridad de los mismos, asi como de evitar la pérdida de
informacidn y asegurar el reparto del material genético en cada division. Estas estructuras son los
centrémeros y telomeros. El centromero de los cromosomas tiene varias funciones; una de ellas
es mantener unidas a las cromatidas hermanas y otra es asegurar una correcta segregacion de
los cromosomas durante la divisidén celular. Aunque las funciones de los centrémeros son las
mismas, la composicién nucleotidica del ADNsat, su componente mayoritario, difiere de unas
especies a otras, por lo que, la secuencia de los centromeros podria ser no ser la determinante de
su funcion. La funcion del ADNsat es uno de los temas mas discutidos (Biscotti et al 2015a, 2015b).
Parece estar relacionado con el mantenimiento de la cromatina y formacion del centromero, asi
como la del cinetocoro y en el mantenimiento de la integridad de los genomas (Ugarkovi¢ 2005,
Plohl et al. 2012, Rosic et al. 2014, Perea-Resa & Blower 2017, Louzada et al. 2020).
Probablemente, donde mas se ha estudiado este y otros aspectos, es en el satélite a humano,
donde se ha establecido que su transcripcién y los correspondientes ARN no codificantes,
desempefian funciones distintas e imprescindibles en el centromero y en la region
pericentromérica a lo largo del ciclo celular (McNulty et al. 2018, Gambogi et al. 2020, Ohzeki et
al. 2020).

Los telomeros son las estructuras que se encuentran en los extremos de los cromosomas
y estan compuestos de una serie de repeticiones, generalmente de unos 5-8 nucleétidos, que son
sintetizados por la telomerasa (Blackburn 1991). Los telémeros protegen al cromosoma de la
pérdida de informacion tras cada division celular, ademas de proteger al ADN de la accion de las
nucleasas y de evitar la union de cromosomas no homélogos. Blackburn & Gall (1978) fueron los
primeros que clonaron los telémeros de un ciliado del género Tetrahymena. En este protozoo, la
secuencia telomérica se compone de seis nucleétidos TTGGGG. En vertebrados los telomeros se
componen de la repeticion TTAGGG (Meyne et al.1989). La repeticién tipica encontrada en los
cromosomas de los insectos es el pentanucleotido TTAGG (Frydrychova et al. 2004), aunque hay
ejemplos de insectos que no tienen dicha repeticion debido a la mutaciéon de TTAGG a TCAGG

como ocurre en el escarabajo Tribolium castaneum (Richards et al. 2008).
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Numerosos trabajos han puesto de manifiesto la evidencia de transcritos de ARN que
proceden de diversas familias de ADNsat en diferentes organismos, tales como vertebrados,
invertebrados y plantas. En insectos, la transcripcion del ADNsat se ha estudiado sobre todo en
Drosophila melanogaster. En embriones de esta especie, asi como en adultos, se pudo determinar
la existencia de transcritos procedentes del ADNsat 1.688 que provienen de los cromosomas 2 y
3. Estos transcritos daban lugar a un tipo de ARN de interferencia (siRNAs) que participaba
activamente en la formacién de la heterocromatina de los cromosomas 2 y 3 (Usakin et al. 2007);
ademas se ha sugerido que los transcritos de este tipo de ADN estan relacionados con la fertilidad
en machos (Mils et al. 2019). Rosic et al. (2014) estudiaron la transcripcion del ADNsat de los
cromosomas sexuales en Drosophila y determinaron que la transcripcién de los ADNsat del
cromosoma X, son indispensables para una correcta segregacion cromosémica. Otras especies
del género Drosophila (D. buzatti, D. seriema y D. mojavensis), se han estudiado también y
presentan varias familias de ADNsat que se transcriben de modo diferencial en machos y pupas
(Lima et al. 2007). Cuando un organismo se somete a una condicion de estrés, se ha demostrado
que la transcripcion de varias familias de ADNsat, aumenta tras el estimulo que provoca dicha
condicion. Asi, en el coledptero Palorus subdepressus, se ha observado un aumento de transcritos
derivados de varias familias de ADNsat tras un choque térmico, proponiéndose que dichos
transcritos podrian estar implicados en la remodelacién de la cromatina, participando asi en la
expresion génica diferencial (Pezer & Ugarkovic 2009). Ademas, en varias especies de
Tenebridnidos se ha estudiado tanto la transcripcion, como las posibles funciones de este tipo de
ADN. En Palorus ratzeburgii, Palorus subdepressus y Tribolium castaneum las principales familias
de ADNsat de cada una de estas especies (PRAT, PSUB y TCAST) se transcriben a lo largo de
todas las etapas de la vida de estos insectos, desde larvas a imagos (revisado en Pezer et al.
2011). En himenopteros, se han citado varias especies en las que el ADNsat se transcribe,
considerandose, posiblemente, como una caracteristica compartida entre las hormigas (revisado
en Palomeque y Lorite 2008). En ortdpteros del género Gryllus también se ha estudiado la
transcripcién de hasta 7 familias diferentes de ADNsat, cuya expresion difiere en cuanto a sexos
o tejidos (Palacios-Gimenez et al. 2017).

Aislamiento del ADNsat

El aislamiento y caracterizacién del ADNsat se puede realizar con distinta metodologia,
desde los llamados métodos clasicos como pueden ser la construccion de genotecas de ADN Cot

o el uso de enzimas de restriccidn, hasta el uso de las nuevas tecnologias basadas en la
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secuenciacion masiva del genoma, unido a las emergentes herramientas bioinformaticas tales
como RepeatExplorer o TAREAN (Novak et al. 2010, 2013, 2017).

Uno de los métodos para aislar ADN repetitivos es la clonacion de secuencias obtenidas
a partir de una genoteca Cot (Zwick 1997, Vicari et al. 2010) como hemos indicado. Este método
estd basado en la cinética de renaturalizacion del ADN (Ferreira & Martins 2008). Cuando se
desnaturaliza el ADN de eucariotas el primer tipo de ADN que renaturaliza es el ADN repetido y el
ultimo en hacerlo es el ADN de copia Unica (Britten & Davidson 1971), por lo tanto, el tiempo que
tarda una secuencia en concreto en reasociar, es proporcional al nimero de copias presentes en
el genoma (Peterson et al. 2002). Esto permite obtener una primera fraccion de ADN enriquecido
en secuencias repetitivas que se usaré para hacer la genoteca. Debido a la organizacién molecular
del ADNsat, repeticiones dispuestas en tandem, otro método para su aislamiento es la digestion
con enzimas de restriccion. Cuando el ADN gendmico total es digerido con un enzima de
restriccion cuya diana se encuentra dentro de la unidad de repeticion, producira un patrén de
bandas caracteristico al separarlo por electroforesis. Se formaran monémeros cuando la diana del
enzima no ha sufrido ninguna mutacion; si por el contrario se produce una mutacién en la diana,

el enzima no sera capaz de cortar el ADN, produciendo dimeros, trimeros...etc. (Figura 2).

Paralelamente a la puesta a punto de tecnologias de secuenciacién masiva o de segunda
generacion (Next Generation Sequencing, (NGS), se han desarrollado herramientas
bioinformaticas que permiten el manejo y analisis de esta secuenciacion. La NGS proporciona una
gran cantidad de datos y un alto rendimiento en un espacio temporal muy corto (Ansorge 2009,
Shendure & Ji 2008, Schuster et al. 2008).

A partir de los datos de NGS existen varias herramientas bioinformaticas para el
aislamiento y caracterizacion del ADN repetitivo. Entre estas herramientas “RepeatExplorer” es
capaz de cuantificar de modo grafico las similitudes entre las secuencias que son obtenidas
mediante la secuenciacion masiva sin necesidad de ensamblar las secuencias (Novak et al. 2010,
2013).



Resumen de la Tesis Doctoral

Diana REs Diana REs Diana REs  Diana REs

Diana REs Diana REs  Diana REs  Mulacion Diana REs

Digestion con Enzima
de Restriccion

Dimero

Mondmero

A . ADN satélite
Monomeros Dimeros Gl de Agarosa

Figura 2. Imagen de formacién de los dimeros y patrén tipico generado por la digestion con
enzimas de restriccion de un ADN satélite

El primer paso que lleva a cabo es la comparacion de todas las lecturas en lo que se
conoce comparacion “all-to-all’. Las similitudes son usadas para hacer un grafico sobreponiendo
las lecturas que estan conectadas, separando las familias de elementos repetitivos. Esta
herramienta ha sido muy util para analizar el ADN repetitivo tanto de animales (Ruiz-Ruano et al.
2016, Pagan et al. 2012) como de plantas (Novak et al. 2010, Macas et al. 2011).

Al conjunto de todos los tipos de ADN repetidos que engloba un genoma se le conoce
como ‘repeatoma” (Maumus & Quesneville 2014). El repeatoma comprende tanto la fraccion de
ADN repetitivo disperso como la fraccion de ADN repetido en tandem. Dentro del “repeatoma” se
distingue también la fraccién del “satelitoma”, que es la fraccion que corresponde Unicamente al
ADNsat (Ruiz-Ruano et al. 2016). El estudio de las regiones repetidas que forman parte de los
genomas ha sido siempre dificil ya que, es muy complicado su ensamblaje. Las nuevas
herramientas solventan, en parte, el estudio de dichas regiones y han sido usadas para el estudio,
por ejemplo, del ADNsat humano. Estas nuevas tecnologias estan siendo usadas para el analisis
del genoma, repeatoma y satelitoma de diversos organismos tales como son mamiferos (Smalec
et al. 2019), peces (Utsunomia et al. 2019) o en Caenorhabditis (Subirana & Messeguer 2017).
Mas numerosos son los estudios llevados a cabo en plantas (Robledillo et al. 2018, Ruiz-Ruano et
al. 2018a, Hlouskova et al. 2019, Bolsheva et al. 2019, Pamponét et al. 2019, Deng et al. 2019, Liu
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et al. 2019, Samoluk et al. 2019, Schmidt et al. 2019, Sun et al. 2019). Dentro del grupo de los
insectos se han llevado a cabo multitud de estudios que han revelado la evolucion del ADNsat en
estos organismos. Uno de los grupos mas estudiados han sido los Ortopteros (Ruiz-Ruano et al.
2016, 2017, 2018b, Palacios-Gimenez et al. 2017a, 2017b, 2017c), si bien también han sido
aplicadas con éxito a otros grupos de insectos, como Hemipteros y Dipteros. (Pita et al. 2017,
2018, de Lima et al. 2017, Talbert et al. 2018.) El conjunto de datos analizados hasta el momento,
indica que puede ser caracteristico del genoma de los eucariotas, la presencia de un gran numero

de familias diferentes de ADNsat.

ADN satélite en Coledpteros y Coccinélidos

En el grupo de los Coledpteros la mayor parte de los estudios llevados a cabo se han
realizado en los Tenebrionidos. En este grupo, el ADNsat suele representar una porcion bastante
abundante del genoma de las especies estudiadas. La mayor parte de estos estudios se llevaron
a cabo con el uso de metodologias clasicas (Petitpierre et al. 1988, Pons et al. 1997). Los ADNsat
analizados se localizan principalmente en las regiones heterocromaticas de los cromosomas
(Barcel6 et al. 1997, 1998, Pons et al. 2002a, 2002b), aunque algunos de ellos también presentan
localizacidn subtelomérica (Pons et al. 1993, Juan et al. 1993, Pons 2004). Mas recientemente se
ha analizado el genoma del escarabajo Tribolium castaneum mediante NGS y el uso de
herramientas bioinformaticas. En este estudio ponen de manifiesto que, nueve de las mas

abundantes familias de ADNsat, se transcriben en el genoma de esta especie (Pavlek et al. 2015).

Los Crisomélidos son otro grupo de coledpteros en el que se ha analizado el ADNsat en
varias especies, como Chrysolina americana (Lorite et al. 2001), C. carnifex (Palomeque et al.
2005), Xanthogaleruca luteola (Lorite et al. 2002) y Leptinotarsa decemlineata (Lorite et al. 2013).
Los ADNsats aislados en estas especies, tienen en comun una localizacion pericentromérica.
Cabe destacar dos familias mas de Coledpteros donde se han descrito varias familias de ADNsat.
Estas familias son Cholevidae y Cincidelidae. Pholeuon proserpinae presenta una familia de
ADNsat de més de 250 pb rica en A+T y que presenta HORs (Pons et al. 2003). Cicindela
campestris y C. maroccana presentan una familia de ADNsat de mas de 380 pb con localizacion

centromérica en todos los cromosomas de ambas especies (Galian & Vogler 2003).
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En el grupo de los Coccinélidos no se ha llevado a cabo ningun estudio acerca del ADNsat,
siendo por tanto esta Tesis Doctoral pionera en el estudio acerca de este tipo de ADN en el genoma

de estas especies.
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1)

OBJETIVOS

Ampliar el conocimiento citogenético en especies de la familia Coccinellidae (Insecta,
Coleoptera). Para ello, se pretende realizar un estudio citogenético en aquellas especies que
no han sido analizadas previamente, aplicando técnicas clasicas y técnicas de citogenética

molecular.

Iniciar el analisis del ADN satélite en especies de coccinélidos mediante el uso de técnicas
clasicas, como el aislamiento mediante enzimas de restriccidn o la construccion de genotecas
de ADN Cot, asi como las nuevas técnicas basadas en el uso de datos obtenidos mediante

secuenciacion masiva y la aplicacion de herramientas bioinformaticas.

Caracterizar el “satelitoma” en cada una de ellas.

Realizar un estudio comparativo de los satelitomas de las diferentes especies para estudiar

el papel del ADN satélite en la evolucion y diferenciacién gendmica en este grupo de insectos.
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AIMS

To increase the cytogenetical knowledge in some species belonging to Coccinellidae family
(Insecta, Coleoptera). In order to achieve this purpose, cytogenetic analyses will be
performed in these species that have not been analyzed before using both classical and

molecular cytogenetic techniques.

To start the analysis of satellite DNA in coccinellids beetles by the use of classical methods
such as the use of restriction enzymes and the construction of a Cot-1 DNA library, as well
as the use of the data obtained by next generation sequencing and the application of

bioinformatic tools.
To characterize the satellitome in the selected species.

To perform a comparative analysis of all the satellitomes described in order to study the role

of the satellite DNA in the genomic differentiation within this insects group .
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RESULTADOS

Los insectos de la familia Coccinellidae, comunmente conocidos como mariquitas, estan
compuestos por en torno a unas 6000 especies diferentes. Estas especies se engloban dentro del
suborden Polyphaga y en la superclase Cucujoidea. En este grupo de coledpteros los estudios
citogenéticos realizados son muy escasos y antiguos, no superando en 200 el numero de especies
analizadas a nivel cromosomico. A pesar de este escaso numero de trabajos, se ha podido
determinar que el numero cromosoémico mas comun es de 2n=20-22, con 9 o 10 parejas de
cromosomas autosémicos y una pareja de cromosomas sexuales XY, que en meiosis forman una
asociacion aquiasmatica que se ha denominado paracaidas, Xyp. En lo que respecta al ADN
satélite no se ha llevado a cabo ningun estudio hasta la fecha, siendo esta Tesis Doctoral pionera
en el estudio del ADN satélite en coccinélidos. Para ello se han seleccionado cuatro especies de
la familia: Chnootriba argus, Epilachna paenulata, Hippodamia variegata y Adalia bipunctata. En
algunas de ellas, se han realizado estudios citogenéticos ya que no se habian sido estudiadas
hasta el momento. Igualmente se han aplicado en algunas de ellas técnicas clasicas en el
aislamiento del ADN satélite. Finalmente se ha secuenciado el genoma de las cuatro especies
usando técnicas de secuenciacion masiva de nueva generacion (NGS). Los datos obtenidos han
sido usados para hacer un analisis del ADN repetitivo de cada especie mediante el software

RepeatExplorer.

Los resultados obtenidos nos han permitido ampliar y generar el conocimiento acerca del
ADN satélite de estos insectos y ver la evolucion que ha tenido este a lo largo de la filogenia de

este grupo.
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Hippodamia variegata Adalia bipunctata

Chnootriba arqus

El analisis citogenético de Chnootriba argus (=Henosepilachna argus) (CAPITULO )
permitié determinar que esta especie tiene un numero cromosémico de 2n=18 (16A+XY), que es
el comun dentro de la tribu Epilachnini, tribu a la que pertenece. El estudio de los cromosomas
meidticos en profase | mostré que los cromosomas sexuales se asocian formando el llamado
"paracaidas". El bandeo C mostr6 la existencia de bloques heterocromaticos de gran tamafio en
las regiones pericentroméricas de todos los cromosomas. La tincion con DAPI muestra tincion

positiva en estas regiones, indicado que se trata de heterocromatina rica en A+T. Mediante
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hibridacion in situ fluorescente (FISH) se pudo determinar que las regiones del organizador
nucleolar se encuentran en el brazo corto del cromosoma X. La FISH con la secuencia telomérica
revel6 que en esta especie los telomeros de los cromosomas estan compuestos por las

repeticiones del pentanucledtido TTAGG.

La aplicacion de técnicas de aislamiento de ADN satélite (ADNsat) mediante digestion con
enzimas de restriccion permitié aislar una familia de ADNsat organizada por repeticiones en
tandem de 658 pb (HargM) y con una riqueza en A+T del 67,3% (CAPITULO Il). Este ADNsat esta
localizado en las regiones subteloméricas de todos los cromosomas, excepto el brazo largo del
cromosoma X. Este ADNsat no estd presente en las otras tres especies de coccinélidos
analizadas. Mediante RT-PCR se ha comprobado la existencia de transcripcion de este satélite en

individuos adultos.

No siendo posible aislar mas familias de ADNsat mediante digestion con enzimas de
restriccion se aplicaron otras metodologias para hacerlo, en concreto se ha realizado una genoteca
de ADN Cot (CAPITULO lll). La clonacién del ADN COt-1 dio como resultado el aislamiento de un
ADN repetitivo con una unidad de repeticion de seis pares de bases, TTAAAA, que se localiza en
las regiones pericentroméricas de todos los cromosomas. Su abundancia en el genoma
(aproximadamente el 20%) sugiere que se trata del ADNsat principal en esta especie. El tamafio
de este ADNsat, con solo seis pares de bases, es inusual en los ADNsat de coledpteros, donde el
ADNsat suele tener unidades de repeticion de un tamafio mucho mayor. Este ADNsat esta también
presente en una de las especies de coccinélidos analizada, en concreto en Epilachna paenulata,
donde al igual que en Chnootriba argus, esta localizada en las regiones pericentroméricas de todos
los cromosomas. Epilachna paenulata, al igual que Chnootriba argus, pertenece a la tribu
Epilachnini. En otras especies de esta tribu no parece conservarse este ADNsat. No hay suficientes
datos para determinar si la presencia del ADNsat TTAAAA es un caracter plesiomorfico de tribu
Epilachnini y se ha perdido en algunas lineas evolutivas, o si es un caracter apomérfico que ha
aparecido una o varias veces dentro de la tribu Epilachnini. Seria interesante realizar un amplio

estudio del ADNsat TTAAAA en especies de Epilachnini para analizar su evolucion.

La secuenciacion del genoma de esta especie y el analisis de los resultados obtenidos
con RepeatExplorer, permitio caracterizar 44 familias de ADNsat, que en conjunto suponen casi el
23% de su genoma (CAPITULO V). Esto permiti6 ademas cuantificar mas precisamente las dos

familias de ADNsat que se habian aislado con anterioridad. En concreto el ADNsat TTAAAA
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representa el 19% del genoma y la familia HargM el 1,17%. Usando la nomenclatura propuesta
por Ruiz-Ruano et al. (2016) que propone numerar las familias en funciéon de su abundancia,
incluyendo el nombre de la especie y el tamafio de la unidad de repeticion, estas dos familias de
ADNsat pasan a denominarse CargSat01-6 y CargSat02-656. Aunque inicialmente se considerd
que en esta segunda familia la unidad de repeticion era de 658 pb, el analisis mas completo
obtenido tras la NGS muestra que realmente la unidad de repeticién es de 656 pb, por lo que este
tamafio es el que aparece en el nombre. El resto de familias de ADNsat presentan abundancias
mucho mas bajas en el genoma, y solo una de ellas (CargSat03-149) supera, al igual que las
anteriores, el 1% del genoma. Once de las familias de ADNsat tienen proporciones en el genoma
entre 0.01 y el 1%, mientras que las 30 familias restantes representan menos del 0.01% del
genoma. 43 de las 44 familias de ADNsat, muestran contenidos en A+T superiores al 50%. En
conjunto el genoma de Chnootriba argus tiene una riqueza total en A+T del 74,23%, siendo este
uno de los mas altos descritos hasta el momento en insectos. Esto es debido en gran parte a la
familia de ADNsat TTAAAA, que por si sola, constituye el 19% del genoma. Descartando este
ADNsat, el resto del genoma de esta especie tendria un contenido en A+T aproximadamente del
68%.

Epilachna paenulata

De acuerdo con Drets et al. (1983), la formula cromosémica de esta especie es 2n=18,
16A+Xyp, con grandes bloques heterocromaticos pericentroméricos en todos los cromosomas.
Consecuentemente, es similar al de Chnootriba argus. El analisis del genoma de esta especie, ha
puesto de manifiesto la existencia de 19 familias de ADNsat que conforman el 15,68% del genoma
(CAPITULO V). Al comparar estas familias de ADNsat con las descritas con anterioridad en
Chnootriba argus, se pueden encontrar varias similitudes entre algunas familias. Tal como se ha
comentado anteriormente ambas especies comparten el ADNsat TTAAAA, que tambiéen es el
ADNsat mayoritario en Epilachna paenulata, si bien su frecuencia en el genoma es menor, ya que
representa el 11%. Al igual que en Chnootriba argus el contenido total de A+T en el genoma de
Epilachna paenulata es muy alto, 74.04%. A pesar de que Chnootriba argus y Epilachna paenulata
pertenecen a la misma tribu, solo comparten esta familia de ADNsat. De las restantes familias solo
se observa cierta similitud para otras dos familias EpaeSat03-528 con CargSat04-311 y
EpaeSat11-311 con CargSat05-303.
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Hippodamia variegata

El cariotipo de Hippodamia variegata (=Adonia variegata) fue analizado por Rozek &
Holecova (2002). EI numero cromosémico es de 2n=20, 18A+Xyp. Presenta bloques
heterocromaticos en todos los cromosomas, aunque son de menor tamafio a los encontrados en
Chnootriba argus o Epilachna paenulata. La tincién con DAPI muestra que estas regiones son
ricas en A+T. La secuenciacion del genoma muestra que su contenido en A+T es algo inferior al
de las especies anteriores, 63,6%. El satelitoma de esta especie se compone de un total de 29
familias de ADNsat diferentes; todas ellas componen el 14,75% del genoma de esta especie
(CAPITULO IV). La familia de ADNsat principal, HvarSat01-277, tiene una unidad de repeticion de
277 pb y representa el 10,76% del genoma y esta localizada en las regiones pericentroméricas.
Es resto de familias de ADNsat representan porcentajes bajos en el genoma y solo una de las
restantes familias, HvarSat02-127, supera el 1% del genoma. La familia HvarSat07-2000, con una
unidad de repeticion de 2 Kb es el ADNsat con mayor unidad de repeticion descrita hasta ahora

en coledpteros.

Adalia bipunctata

El estudio citogenético en esta especie fue realizado en los trabajos pioneros de
citogenética de insectos (John & Lewis 1960). El cariotipo es 2n=20, 18A+Xyp. Sin embargo, el
bandeo C de esta especie se ha llevado a cabo recientemente, observandose grandes bloques
heterocromaticos pericentroméricos en todos los cromosomas (Dutrillaux & Dutrillaux 2019). La
secuenciacion del genoma de esta especie ha permitido determinar su riqueza en A+T (62,66%)
e igualmente, que su satelitoma esta formado por 51 familias, que en conjunto suponen casi el
15% del genoma (CAPITULO V). De ellas solo dos superan el 1%; la familia principal AbipSat01-
187, con un 10,06% y la familia AbipSat02-497, que tiene una proporcién en el genoma del 2,35%.
Con excepcién de dos familias de ADNsat, todas las demas tienen una riqueza de A+T igual o
superior al 50%, pudiendo llegar hasta el 87,5%. De esta especie existen secuenciaciones de su
transcriptoma que han permitido determinar la existencia de transcripcion para las diferentes
familias de ADNsat. Ha sido posible encontrar transcritos para 42 de las 51 familias de ADNsat
presentes en esta especie, entre ellas el ADNsat mas abundante. Los niveles de transcripcion para
las diferentes familias, medido como el nimero de lecturas con similitud, son variables y no parece
existir correlacion con la frecuencia de cada familia de ADNsat en el genoma. Asi, por ejemplo, el

ADNsat para el que se han encontrado mayor numero de lecturas en el transcriptoma es
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AbipSat06-193, que solo representa el 0,2% del genoma. Una de las familias de ADNsat de Adalia
bipunctata (AbipSat41-169) también esta presente en el genoma de Chnootriba argus (CargSat17-
169). Ambas familias son minoritarias dentro de cada genoma; 0,005% en Adalia bipunctata y
0,007% en Chnootriba argus. La secuencia consenso de las dos familias son idénticas. La
variabilidad de este ADNsat es muy baja dentro de cada especie, con similitudes por encima del
98%.

El tamafio de los mondmeros que se han aislado en las cuatro especies estudiadas es
muy variable, con valores que oscilan desde el minimo de 6 pb hasta el maximo de 2.000 pb.
Aunque el rango de tamafios es muy grande, parece que hay una tendencia en las cuatro especies
analizadas hacia tamafios de unidades de repeticion de entre 6 y 200 pb; del total de 143 familias

de ADNsat diferentes caracterizadas el 68% presenta tamafios de mondmero dentro de ese rango.
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DISCUSION

De las 4 especies que se han analizado en la presente Tesis Doctoral, solo Chnootriba
argus no habia sido estudiada citogenéticamente con anterioridad. El nimero cromosdmico de
esta especie, 2n=18, concuerdan con el rango de numeros cromosémicos de las especies de
coccinélidos estudiadas (Gregory et al. 2007). Sloggett & Honék (2012) determinaron que el
numero cromosomico mas comun en la tribu Epilachnini (grupo al cual pertenece Chnootriba
argus) era de 2n=18-20. En cuanto al determinismo sexual de los coledpteros, se establecié como
mas comun el determinismo sexual de tipo XX/XY, modelo también presentado por Chnootriba
argus. Debido a la diferencia de tamafio entre los cromosomas sexuales, en meiosis | presentan
la asociacion llamada en “paracaidas” (Xyp), caracteristica que, en general, parece ser comun de
los coledpteros (Stevens 1906, Smith 1950). De las tres especies restantes ya se conocian sus
numeros cromosomicos, siendo para Epilachna paenulata 2n=18 (Drets et al. 1983), para
Hippodamia variegata 2n=20 (Rozek & Holecova 2002) y para Adalia bipunctata 2n=20 (John &
Lewis 1960), todas ellas con determinismo sexual del tipo XX/Xyp. En el caso de Hippodamia
variegata, el cariotipo encontrado en las poblaciones espafiolas analizadas presenta discordancias
con el cariotipo descrito, procedente de individuos centroeuropeos. En estas poblaciones, el
numero cromosomico era 2n=18, con 7 pares de cromosomas subtelocéntricos y 2 pares de
metacéntricos méas el cromosoma X, también metacéntrico y un cromosoma Y de pequefio tamafio
(Rozek & Holecova 2002). El analisis de individuos de Espafia muestra que son tres los pares
metacéntricos, ademas del cromosoma X, siendo los demas acrocéntricos o subtelocéntricos,
incluyendo el cromosoma X. Esto podria deberse en parte a la existencia de polimorfismos entre

las poblaciones, debidas, probablemente, a una inversion pericentromérica.

Entre las técnicas de bandeo cromosomico, ha sido el bandeo C el que mas se ha aplicado
en coledpteros. Esta técnica pone de manifiesto la heterocromatina. Se ha usado en tres de las
cuatro especies objeto de estudio, en concreto en Epilachna paenulata (Drets et al. 1983), en
Hippodamia variegata (Rozek & Holecova 2002) y en Adalia bipunctata (Dutrillaux & Dutrillaux
2019). El bandeo C en Chnootriba argus mostré que, al igual que en las otras especies de
coccinélidos, existen una gran cantidad de heterocromatina pericentromérica en todos los
cromosomas, incluyendo el cromosoma Y. La tincion con DAPI en los cromosomas de las especies

estudiadas, ha mostrado que estas regiones son ricas en A+T.
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Los estudios sobre la organizacion de los cromosomas, incluyen el andlisis de las
regiones NOR (Nucleolar Organizer Regions) y de los teldmeros. Clasicamente, las regiones NOR
se habian puesto de manifiesto mediante la tincidn con nitrato de plata, pero muchos autores han
cuestionado su especificidad (Medina et al. 1983, Jiménez et al. 1988, Lorite et al. 1997). En la
actualidad, es mas comun la realizaciéon de FISH usando como sonda secuencias de ADNr. Esta
técnica en Chnootriba argus, muestra que estos genes estan localizados en el brazo corto del
cromosoma X. La localizacién cromosomica de las NOR es variable dentro del grupo de los
coccinélidos, localizandose en algunas especies en los cromosomas sexuales, como en Olla v-
nigrum (Maffei et al. 2001) o en los autosomas, como en Cycloneda sanquinea (Maffei et al. 2004).
En conjunto, dentro de los coledpteros, también se observa esta localizacion variable,
localizandose en los cromosomas sexuales, autosomas 0 ambas, dependiendo de la especie
estudiada (Oliveira et al. 2012, Arcanjo et al. 2013). Para los insectos se considera que la
secuencia telomérica ancestral esta formada por la repeticion del pentanucleétido TTAGG
(Frydrychova et al. 2004). Mediante FISH se ha comprobado que esta secuencia también forma
los teldbmeros de Chnootriba argus. Este ha sido el primer estudio sobre ADN telomérico en
coccinélidos, mostrando que posiblemente, este grupo de insectos muestra la secuencia
telomérica tipica. Sin embargo, se han analizado especies de insectos en los que se ha observado
la perdida de la repeticion “ancestral” en favor de la repeticion TCAGG, como ocurre en Tribolium
castaneum (Richards et al. 2008) o en otras especies de la familia Tenebrionidae, asi como en

especies de las familias Mycetophagidae y Meloidae (Mravinac et al. 2011).

Los estudios sobre ADNsat en el grupo de los Coledpteros se limitan a menos de 50
especies, destacando los llevados a cabo en las familias Tenebrionidae y Chrysomelidae (revision
en Palomeque & Lorite 2008). En la mayor parte de estos trabajos, se han aplicado técnicas
clasicas de aislamiento de ADNsat, principalmente digestién de ADN gendmico con enzimas de
restriccion. Dentro del grupo de los Coccinélidos no se ha descrito ninguna familia de ADNsat
hasta la realizacién de esta Tesis Doctoral. Con el uso de técnicas clasicas, se han podido
caracterizar dos familias de ADNsat en el genoma de la especie Chnootriba argus. Con el uso de
una bateria de enzimas de restriccion solo se ha podido aislar una familia de ADNsat, HargM, con
una unidad de repeticion de 658 pb. Este ADNsat muestra una localizacién subtelomérica en todos
los cromosomas excepto en el brazo largo del cromosoma X. Esta familia de ADNsat es la primera
descrita con localizacién exclusivamente subtelomérica en todos los cromosomas ya que, de modo
general, las familias de ADNsat de los coledpteros suelen tener localizaciéon pericentromérica

(Palomeque & Lorite 2008, Biscotti et al. 2015b) o subtelomérica, pero solo en algunos
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cromosomas (Juan et al. 1993, Pons et al. 2002, Lorite et al. 2002). Mediante PCR, y en las
especies Henosepilachna vigintioctomaculata, Henosepilachna septima, Epilachna paenulata y
Diekeana admirabilis (=Epilachna admirabilis), se ha buscado la presencia de HargM. Los
resultados determinan que esta familia de ADNsat no esta presente en ninguna de estas especies

de la tribu Epilachnini.

La existencia de grandes regiones heterocromaticas pericentroméricas, nos sugirié que
deberian existir una o varias familias mas de ADNsat, localizadas en estas regiones y diferentes a
HargM. Para la caracterizacion de nuevas familias, se construy6 una genoteca de ADN-Cot1. La
secuenciacion y andlisis de todos los clones generados, demostrd la existencia de una nueva
familia compuesta por la repeticion del hexanucleotido TTAAAA, que suponia aproximadamente
el 20% del genoma de la especie. El andlisis mediante FISH, mostré una sefial positiva en las
regiones pericentroméricas de todos los cromosomas, incluyendo ambos cromosomas sexuales.
Este ADNsat, con un mondmero de tan solo 6 pb, constituye la familia de ADNsat méas abundante
en esta especie, con el mondmero més corto descrito hasta la fecha en coledpteros. Dentro de
insectos, se conocen familias de ADNsat con unidades de repeticion también cortas, como en
varias especies del género Drosophila. En D. virilis, tres familias de ADNsat que representan hasta
el 50% del genoma de esta especie, presentan unidades de repeticién, compuestas de
heptanucleotidos que difieren entre si en uno o dos nucleotidos. Estas familias son Satl
(ACAAACT), Satll (ATAAACT) y Satlll (ACAAATT) (Gall & Atherton 1974). En D. melanogaster la
heterocromatina esta formada por repeticiones entre 5 y 12 nucleétidos (Talbert et al. 2018). En
D. hydei la repeticion de siete nucledtidos forma parte de la heterocromatina de los autosomas
(Burgtorf & Blinemann 1993). La presencia de la familia ADNsat TTAAAA, fue testada mediante
dot-blot en otras especies de la tribu Epilachnini, obteniendo resultados positivos tan solo en la
especie Epilachna paenulata, en la que también tiene una localizacion centromérica en todos los
cromosomas. La presencia en el genoma de Epilachna paenulata y en el de Chnootriba argus,
anteriormente incluida en el género Henosepilachna y la ausencia en los genomas de
Henosepilachna vigintioctomaculata, Henosepilachna septima, y Diekena admirabilis, parece estar
en concordancia con el origen polifilético de los géneros Epilachna 'y Henosepilachna (Katoh et al.
2014).

En esta Tesis Doctoral se han caracterizado los satelitomas de cuatro especies de
coccinélidos. Los datos procedentes de la secuenciacion de estos genomas, han puesto de

manifiesto que todos son ricos en A+T, con valores que oscilan entre el 62,66 y el 74,23%. El alto
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contenido en A+T de Chnootriba argus (74,23%) y de Epilachna paenulata (70,04%) se puede
deber a la presencia en sus genomas de la familia de ADNsat TTAAAA, mayoritaria en ambos
genomas y que representa el 19% en Chnootriba argus y el 11% en Epilachna paenulata. Los
satelitomas de estas especies presentan un numero variable de familias de ADNsat,
caracterizandose 29 familias en Hippodamia variegata, 44 en Chnootriba argus, 19 en Epilachna
paenulata y un total de 51 familias en Adalia bipunctata. Si comparamos el nimero de familias de
ADNsat con los datos de otros insectos, se observa que el numero de familias depende de la
especie, ya que existen especies con solo 11, como Gryllus assimilis (Palacios-Gimenez et al.
2017) hasta especies con mas de 80 familias de ADNsat como Pyrgomorpha conica (Ruiz-Ruano
et al. 2018). Lo que si parece ser una caracteristica comun en la gran mayoria de ADNsat, es la
alta proporcion de A+T en la unidad de repeticion, caracteristica que ya se habia determinado
como comun en el ADNsat de los insectos utilizando técnicas clasicas (Palomeque & Lorite 2008).
Antes de la aplicacion de las nuevas metodologias, se consideraba que la unidad de repeticion
mas comun estaba formada por 100-400 pb. Actualmente, se han descrito familias de ADNsat con
una unidad repetitiva de solo 4 pb, como la repeticion GATA descrita en Triatoma infestans (Pita
et al. 2017) o de 6 pb como las descritas en los genomas de Chnootriba argus y Epilachna
paenulata (CargSat01-6, CargSat24-6, EpaeSat01-6, EpaeSat04-6). Igualmente, las nuevas
tecnologias han puesto de manifiesto la existencia de mondmeros de gran tamafio. Unidades de
repeticion entre 1.000 y 2.000 pb, se han descrito en Triatoma infestans, TinfSat04-1000 (Pita et
al. 2017) y en los coccinélidos, las familias CargSat06-1021, CargSat12-1844, AbipSat12-1902,
AbipSat13-1239 o la familia HvarSat07-2000, siendo esta ultima la familia con la unidad de
repeticion de mayor tamafio descrita hasta la fecha en coledpteros. En general, y a pesar de que
se han aislado familias de ADNsat con tamafio monomérico muy variable, en las especies de
coccinélidos analizadas las unidades de repeticion mayoritariamente presentan un tamaro entre
6-200 pb.

El andlisis de los satelitomas permite realizar estudios comparativos sobre la
organizacion y evolucion de los genomas. Este tipo de estudios se ha llevado a cabo, por ejemplo,
en los hemipteros Triatoma infestans y Rhodnius prolixus. Ambas especies, a pesar de ser
especies cercanas evolutivamente, tan solo comparten 4 familias de ADNsat (Pita et al. 2018). El
ADNsat parece estar implicado en procesos tales como la aparicién de nuevas especies y parece
estar directamente relacionado con el valor C de cada especie, como se ha demostrado en los
linajes Andino y no-Andino de Triatoma infestans. Ambos linajes presentan el mismo numero

cromosomicos pero tamafos de genoma muy diferentes, 1,98 y 1,5 pb, debido a las diferencias
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en la cantidad de heterocromatina entre ellos (Pita et al. 2017). La comparacion de los satelitomas
de las cuatro especies de coccinélidos, muestra que algunas familias estdn compartidas entre
especies, salvo en Hippodamia variegata, cuyas familias de ADNsat solo estén presentes en su
genoma. Chnootriba argus y Epilachna paenulata comparten 3 familias de ADNsat, aunque los
grados de similitud entre ellas es variable. En este sentido, destacamos la familia de ADNsat
compartida entre Chnootriba argus y Adalia bipunctata con una similitud del 100% entre ellas
(AbipSat41-169 y CargSat17-169). Estos ADNsat son minoritarios en el genoma de estas especies
ya que representan el 0,007 y 0,005% en sus respectivos genomas. El hecho de que estas
especies compartan una o varias familias de ADNsat podria apoyar la “hipotesis de la libreria”.
Esta hipotesis sugiere que especies emparentadas entre si, con un origen comun, compartiran
una o mas familias de ADNsat, aunque puedan diferir en términos de su abundancia. El ancestro
comun tendria su propia coleccion de ADNsat y en el proceso de especiacion, cada nueva especie
amplificaria, de modo diferencial, una familia u otra, conservando restos de otras familias (Fry &
Salser 1977). En el genoma de coccinélidos nuestros datos indican la existencia de un elevado
numero de familias de ADNsat, sin embargo, muy pocas de ellas estan compartidas entre
especies. Chnootriba argus y Epilachna paenulata, ambas de la tribu Epilachnini, solo comparten
tres familias de ADNsat, una de ellas muy diferenciada. Adalia bipunctata y Hippodamia variegata,
ambas de la tribu Coccinellini, no parecen compartir ninguna familia de ADNsat. Como se ha
indicado anteriormente, entre ambas tribus solo parece estar compartida una familia de ADNsat
(AbipSat41-169 y CargSat17-169). El hecho de que entre especies de la misma familia, e incluso
dentro de una misma tribu, existan muy pocas familias de ADNsat compartidas, indicaria que la
diferenciacion y diversificacion de los coccinélidos ha ido acompafiada de profundos cambios en
sus genomas en relacion con el ADNsat. Por supuesto, hay que tener en cuenta que el numero de
especies analizado es actualmente muy bajo, y que sera necesario ampliarlo para poder establecer

conclusiones evolutivas claramente establecidas.

La funcion del ADNsat es uno de los temas mas controvertidos en el estudio de éste.
Las posibles funciones que se le han atribuido estan relacionadas con el mantenimiento de la
heterocromatina, asi como las regiones centroméricas o en el mantenimiento de la integridad del
genoma (Biscotti et al 2015a, 2015b, Perea-Resa & Blower 2017). En las especies que forman
parte de esta Tesis Doctoral, se han realizado analisis sobre la transcripcion del ADNsat en dos
de las especies. La transcripcion del ADNsat HargM de Chnootriba argus se puso de manifiesto
mediante RT-PCR. En Adalia bipunctata, gracias a la existencia de un transcriptoma disponible en

las bases de datos (Vogel et al. 2017) se ha podido realizar un analisis mas completo, pudiéndose
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determinar la existencia de transcritos para 42 de las 51 familias de ADNsat caracterizadas en
Adalia bipunctata. Los niveles de expresion, medidos como numero totales de transcritos, no
parecen estar relacionados con la abundancia del ADNsat en el genoma, ya que, las familias
donde se detectan mayor nimero de transcritos, solo constituyen el 0,2 y 0,04% del genoma de
esta especie. En otros trabajos se ha relacionado la presencia de ciertos siRNAs en Drosophila
melanogaster con la transcripcion del ADNsat 1.688; estos siRNAs estan directamente
relacionados con la formacién de la heterocromatina de los cromosomas 2y 3 (Usakin et al. 2007).
En otros casos la transcripcion de este tipo de ADNsat esta relacionada con fenémenos de estrés
como choques térmicos. Por ejemplo, Palorus subdepressus, tras un choque térmico muestra un
aumento de transcritos derivados de varias familias de ADNsat (Pezer & Ugarkovic 2009). La
transcripcion de los ADNsat se ha demostrado ademas en varias especies de himendpteros
(revisado en Palomeque & Lorite 2008) y en ortdpteros (Rojas et al. 2000, Palacios-Gimenez et al.
2017c). Serian necesarios realizar estudios adicionales que permitiesen determinar si alguno de

los transcritos encontrados en las especies de coccinélidos tiene alguna funcion.

27



28

Resumen de la Tesis Doctoral

1)

CONCLUSIONES

Los cariotipos de las especies analizadas presentan las caracteristicas mas comunes del
grupo de los coccinélidos, con nimeros cromosomicos de 2n=18-20, con una pareja de
cromosomas sexuales del tipo Xyp. Ademas, también parece ser una caracteristica
comun, la existencia en los cromosomas de una gran cantidad de heterocromatina

pericentromérica, rica en A+T.

Los genomas de los coccinélidos analizados muestran un elevado nimero de familias de
ADN satélite (19 en Epilachna paenulata, 29 en Hippodamia variegata, 44 en Chnootriba
argus'y 51 en Adalia bipunctata). No parece existir correlacion entre el nimero de familias
y el porcentaje del genoma que representa en conjunto el ADN satélite (16.7% en
Epilachna paenulata, 14.8% en Hippodamia variegata, 22.8% en Chnootriba argus y
14.9% en Adalia bipunctata).

Todas las especies analizadas tienen una familia de ADN satélite principal, mayoritario en
su genoma. Este ADN satélite principal, representa entre el 10 y el 19% y esta localizado

en las regiones pericentroméricas de todos los cromosomas.

La familia ADN satélite TTAAAA, presente en Chnootriba argus 'y en Epilachna paenulata,
es el ADN satélite principal cuya unidad de repeticion tiene el tamafio mas pequefio,
descrito hasta el momento, en el orden Coleoptera. Por el contrario, la familia de ADN
satélite HvarSat07-2000, de Hippodamia variegata, es la familia de ADN satélite con

mayor tamafio de unidad repetitiva descrita en Coledpteros.

Existe una amplia variabilidad del tamafio monomerico observado en el satelitoma de las
cuatro especies estudiadas, oscilando entre 6 y 2000 pb, si bien la mayor parte de los

ADN satélites tienen una unidad de repeticion menor de 200 pb.

Los genomas de las cuatro especies son ricos en A+T, con valores que oscilan entre el
62,66 y el 74,23%. Los inusualmente altos porcentajes que presentan los genomas de
Chnootriba argus como el de Epilachna paenulata (74,23 y 74,04% respectivamente) son
debidos a la presencia en ambos genomas de la familia de ADN satélite TTAAAA, cuyo

porcentaje en ambos genomas es del 19 y del 11% respectivamente.



Resumen de la Tesis Doctoral

7)

A pesar del elevado numero de familias de ADN satélite presente en los genomas de los
coccinélidos, el numero de familias que estan compartidas entre especies es muy bajo.
Esto indicaria que la diferenciacion de los genomas en las especies de coccinélidos ha

ido acompafiada de profundos cambios en la composicion del ADN satélite.

El analisis del transcriptoma de Adalia bipunctata muestra se transcriben la mayor parte
de los ADN satélites presentes en su genoma. Es posible que esto sea una caracteristica

comun entre los coccinélidos.
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CONCLUSIONS

The karyotypes of the analyzed species show the most common features within the
coccinellidae group, with a chromosome number of 2n=18-20, with a sexual pair Xyp.
Moreover, it seems to be a common feature that all the chromosomes show a big block of

pericentromeric heterochromatin A+T rich.

All the analyzed genomes show a large number of satellite DNA families (19 in Epilachna
paenulata, 29 in Hippodamia variegata, 44 in Chnootriba argus and 51 in Adalia
bipunctata). It does not seem to be a correlation between the number of families and the
percentage that they represent within the genome (16.7% in Epilachna paenulata, 14.8%

in Hippodamia variegata, 22.8% in Chnootriba argus and 14.9% in Adalia bipunctata)

All the analyzed species show a main satellite DNA family in their genomes. This principal
family occupies from the 10 to the 19% and it is located on the pericentromeric regions on

all the chromosomes.

The TTAAAA satellite DNA family, presentin Chnootriba argus and in Epilachna paenulata,
is the main satellite DNA with the shortest repetition unit described until now in Coleoptera.
In addition, the satellite DNA HvarSat07-2000, from Hippodamia variegata, is the largest
satellite DNA described in Coleoptera.

There is a wide variability in the monomer size in the satellite DNA families in the four
analyzed species, ranging from 6 to 2,000 bp, although most satellite DNA families have a

monomer under 200 bp.

The four analyzed genomes are A+T rich (62.66 to 74.23%). The unusually high A+T riches
found in Chnootriba argus and Epilachna paenulata (74.23 'y 74.04%) probably are due to
the presence in both genomes of the TTAAAA satellite DNA, that represents the 19 and

the 11% of their genomes respectively.

Despite the high number of satellite DNA families present in the coccinellids genomes, the
number of shared families between them is very low. This could indicate that in the genome

differentiation has been followed by very deep changes in the satellite DNA composition.
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8) The analysis carried out in Adalia bipunctata show the transcription of the most satellite
DNA families present in its genome. It is possible that it could be a common characteristic

in coccinellids.
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Abstract

The ladybird Heresepilachna argus Geoffroy, 1762 has been oytopenctically studied. In addition we have
conducted a review of chromosome numbers and the chromosomal system of sex determination avail-
able in the literature in species belonging to the penus Henosepilachma and in its closely related penus
Epilachna. Chromosome number of . argus was 2n=18, including the sex chromosome pair, a common
diph:ujd chromosome number within the tribe E.]:lj]ad'minj_ The stur]].r of pruphasn: I meiotic chromosomes
showed the typical X}'F “parachute” bivalent as in the majority of species of Coccinellidae. C-banding and
Auorescent staining with AT-specific DAPL Aucrochrome dye have been carried out for the first time in
H. arpus. C-ba.nding tech nigque revealed that heterochromaric blocks are ]:H:l'lc-:ﬂtmm:ricall}' located and
DAPI staining showed that this heterochromatin is AT rich.

Fluarescence in situ hybridizations using rDMA and the telomeric TTAGG sequence as probes have
been carried out. FISH using rDNA showed that the nucleolar organizing region is located on the shor
arm of the X chromosome. FISH with the telomeric sequence revealed that in this species telomeres of
chromosomes are composed of the pentanudectide TTAGG repeats. This is the first study on the telom-

eric sequences in Coccinellidae.
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Henosepilachma argus, karyotype, C-banding, DAPI staining, MOR, telomeres
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Characterization and transcriptional analysis of a subtelomeric satellite
DNA family in the ladybird beetle Henosepilachna argus
(Coleoptera: Coccinellidae)

PasLo MORA, Jesis VELA, AReLl RUIZ-MENA, Teresa PALOMEQUE and Pepro LORITE*

Area de Genética, Departamento de Biologia Experimental, Facultad de Ciencias Experimentales, Universidad de Jaén,
23071 Jaén, Spain; e-mails: pmora@ujaen es, vela@ujaen es, armena@ujaen es, tpalome@ujaen es, plorte@ujaen.es

Key words. Coleoptera, Coccinellidae, Henosepilachna argus, ladybird beetle, satellite DNA, transcription, in situ hybridization

Abstract. Satellite DNAs are the major repetitive DNA components in eukaryotic genomes. Although satellite DNA has long
been called “parasite DNA" there is substantial evidence that it could be associated with some functions of chromosome biclogy.
Ladybird beetles (Coccinellidae) are one of the largest and most important groups of beetles. Many ladybirds are of economic
interest as biological control agents because they eat some agricultural pests such as aphids and scale insects. However, other
species are phytophagous and can damage crops. Despite the ecological importance of the latter group there are no studies on
their satellite DNA. A satellite DNA family was isolated and characterized in the ladybird Henosepilachna argus. This satellite DNA
Is organized in tandem repeats of 658 bp and 1s A+ T nich (67.3%). The recorded high sequence conservation of the monomers
together with the detection of putative gene conversion processes indicate concerted evolution. Reverse transcription polymerase
chain reaction (RT-PCR) revealed that this satellite DNA is franscribed and in situ hybridization its location in the subtelomeric
regions of all chromosomes except the long arm of the X chromosome. The presence of this satellite DNA in other species of the
genus Henosepilachna and Epilachna was also tested using PCR. The results indicate that this satellite DNA sequence I1s so far
specific to H. argus
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Isolation of a Pericentromeric Satellite DNA Family
in Chnootriba argus (Henosepilachna argus) with an

Unusual Short Repeat Unit (TTAAAA) for Beetles
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Abstract: Ladybird beetles {Coccinellidae) are one of the largest groups of beetles. Among them,
some species are of economic interest since they can act as a biclegical control for some agricultural
pests whereas other species are phytophagous and can damage crops. Chnootriba argus (Cocdnellidae,
Epilachnini) has large heterochromatic pericentromeric blocks on all chromosomes, including both
sexcual chromosomes. Classical digestion of total genomic DNA using restriction endonucleases failed
to find the satellite DINA located on these heterochromatic regions. Cloning of Cot-1 DNA resulted
in the isolation of a epetitive DINA with a repeat unit of six base pairs, TTAAA A, The amount of
TTAAAA repeat in the C argus genome was about 20%.. Fluoresoence in situ hybridization (FISH)
analysis and digestion of chromosomes with the endonuclease Trud] revealed that this repetitive
DMNA could be considered as the putative pericentromeric satellite DMNA (satDMNA) in this species.
The presence of this satellite DMNA was tested in other species of the tribe Epilachnini and it is also
present in Epilachna paenlata. In both species, the TTAAAA repeat seems to be the main satellite DMNA
and it is located on the pericentromeric region on all chromosomes. The size of this satDMNA, which
has only six base pairs is unusual in Coleoptera satellite DM As, where satDNAs usually have repeat
units of a much larger size. Southern hybridization and FISH proved that this satDNA is consemved
in some Epilachnini species but not in others. This result is in concordance with the controversial
phylogenetic relationships among the genera of the tribe Epilachnini, where the limits between genera
are unclear.

Keywords: Coleoptera; Coccinellidae; bryony ladybird; satellite DMNA ; Ct-1 DNA; heterochromatin;
in situ hybridization
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Satellitome Analysis in the Ladybird Beetle
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Abstract: Hippodam ia variegata is one of the most commercialized ladybirds used for the biclogical
control of aphid pest species in many economically important crops.  This species is the first
Coccinellidae whose satellitome has been studied by applying new sequencing technologies and
bicinformatics tools. We found that 47% of the H. narfegain genome is composed of repeated sequences.
We identified 30 satellite DMNA (satDMNA) families with a median intragenomic divergence of 5.75%
and A+T content between 45.6% and 74.7%. This species shows satDMNA families with highly variable
sizes although the most common size is 100-200 bp. However, we highlight the existence of a satDMNA
family with a repeat unit of 2 kb, the largest repeat unit described in Coleoptera. PCR amplifications
for flucrescence in situ hybridization (FISH) probe generation were performed for the four most
abundant satDMNA families. FISH with the most abundant satDMA family as a probe shows its
pericentromeric location on all chromosomes. This location is coincident with the heterochromatin
revealed by C-banding and DAFI staining, also analyzed in this work. Hybridization signals for
other satDMA families were located only on certain bivalents and the X chromosome. These satDNAs
could be very useful as chromosomal markers due to their educed location.

Keywords: Coleoptera; Coccinellidae; Hippodantia variegata; ladybird beetle; RepeatExplorer; satellite
DMNA; satellitome; in situ hybridization
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Pablo Mora 1, Jesus Vela !, Francisco J. Ruiz-Ruano 2, Areli Ruiz-Mena ', Eugenia E. Montiel !,
Teresa Palomeque 1, Pedro Lorite !

1. Departamento de Biologia Experimental. Area de Genética. Universidad de Jaén. Jaén, Spain.
2. Department of Organismal Biology, Systematic Biology, Evolutionary Biology Centre, Uppsala

University. Uppsala, Sweden

Resumen: Se ha secuenciado el genoma de tres especies de coccinélidos (Chnootriba
argus, Epilachna paenulata y Adalia bipunctata). La aplicacién de diversas herramientas
bioinformaticas ha permitido hacer un detallado estudio de su ADNsat, o satelitoma, tipo de ADN
solo estudiado en coccinélidos en las tres especies indicadas y en Hippodamia variegata. El
ADNsat de estas especies tiene un alto contenido en A+T. En C. argus se han detectado 44 familias
de ADNsat, en E. paenulata, 19 familias y en A. bipunctata, 51 familias que constituyen el 22,8%, el
15,68% casi el 15% de sus genomas respectivamente. El tamafio de la unidad repetitiva en todas
las familias se ADN satélite es variable. En C. argus y E. paenulata, se han analizado, al
igual que anteriormente se habia observado en H. variegata, familias de ADNsat cuyas
unidades de repeticion presentan el mayor tamafio descrito en coledpteros. En las cuatro
especies de coccinélidos existe una familia de ADNsat principal, es decir con una abundancia
superior con respecto a las demas familias de ADNsat. Este ADNsat principal en C. argus y E.
paenulata. consiste en la repeticion del hexanucleotido TTAAAA, presente en las regiones
pericentroméricas de los cromosomas de ambas especies. Entre estas especies hay otras dos
familias con cierta similitud en la secuencia de su unidad de repeticion. La presencia de
familias de ADNsat compartidas y/o con un cierto grado de similitud entre C. argus y E. paenulata
puede explicarse, al menos en parte, por su proximidad filogenética, ya que ambas estan
incluidas en la tribu Epilachnini. A. bipunctata y C. argus comparten una familia de ADNsat, poco
representadas en sus respectivos genomas, pero con un alto porcentaje de similitud entre ellas
(100% entre las respectivas secuencias consenso) y una muy baja variabilidad intraespecifica.
Ambos taxones pertenecen a la misma familia, pero a distintas tribus. Familias de ADNsat
compartidas por taxones filogenéticamente muy distantes se han descrito también en otros taxones.
En general y salvo las excepciones indicadas, el satelitoma parece ser especifico de cada
especie, sugiriendo que la diferenciacion y diversificacion de los coccinélidos ha ido

acompafiada de cambios en sus genomas en relacion con el ADNsat.

Palabras clave: Coleoptera, Coccinellidae, Chnootriba argus, Epilachna paenulata,
Adalia bipunctata, RepeatExplorer, ADN satélite, satelitoma, NGS. 127
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