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INTRODUCCION

La subfamilia Triatominae (Hemiptera: Reduviidae) comprende méas de 150
especies descritas de insectos hematéfagos agrupadas en 15 géneros, distribuidas
a lo largo del continente americano y Asia [1,2]. Dentro de la subfamilia Triatominae,
el género mas conspicuo es Triatoma con mas de 80 especies, agrupadas dentro de
8 complejos y 8 subcomplejos segun criterios morfologicos, de hébitat, ecologicos y

analisis genéticos [3,4].

Estos insectos son vectores del parasito protozoario Trypanosoma cruzi,
agente causante de la enfermedad de Chagas, reconocida como la enfermedad
parasitaria humana méas seria de Latinoamérica debido a su impacto social y
econdmico [5]. Si bien existen distintas formas de transmision, la vectorial
representa mas del 80% de los casos [6]. El hecho de no existir ninguna vacuna ni
tratamiento farmacoldgico eficaz contra el parasito, conlleva a que la principal
estrategia de gestién elegida sea la eliminacion de las poblaciones de vectores
domésticos, mediante el uso de insecticidas residuales [7]. Por este motivo, es
importante el conocimiento en profundidad de las caracteristicas biolégicas de estos
insectos, incluyendo su genoma. Con las especies adecuadamente descritas y sus
caracteristicas ecolbgicas y epidemioldgicas bien determinadas, se tendra una
mayor comprension de los procesos que contribuyen a su diversificacién y
domesticacion, lo cual facilitard mejorar el disefio de las estrategias de control
vectorial [1].

La importancia epidemiolégica de los vectores de la enfermedad de Chagas
depende primordialmente de la habilidad de dispersarse y adaptarse a habitats
domésticos [8]. Triatoma infestans es una de las especies de Triatominae mas
exitosamente adaptada a ambientes domésticos y el vector mas importante en el
Cono Sur de América Latina. Desde 1991, campafas de fumigacion con insecticidas
a gran escala fueron implementadas exitosamente en varios paises para la
eliminacién de T. infestans doméstica. En algunas regiones, cuando el vector
primario es eliminado, otras especies de triatominos se vuelven
epidemiologicamente importantes. Incluido en estos vectores secundarios esta
Triatoma patagonica, una especie endémica de Argentina con un amplio rango

geografico desde el norte al sur del pais [8]. Esta especie es principalmente



silvestre, pero se ha encontrado colonizando estructuras domiciliarias vy
peridomiciliarias en varias provincias argentinas [9,10]. Diferentes autores han

demostrado la capacidad de la especie como vector de Tryp. cruzi [11,12].

Estudios genéticos son esenciales para conocer el estado taxonomico,
estructura poblacional y procesos de diferenciacion y dispersion. La interaccion
entre flujo génico, seleccion y deriva génica a través de regiones biogeogréficas a
menudo resulta en un mosaico de poblaciones gendmicamente diferenciadas. Las
especies de Triatominae son consideradas insectos con plasticidad, que responden
rapidamente a cambios ambientales, lo que puede representar una ruta evolutiva
comun a nuevas especies [13]. Métodos basados en andlisis de ADN, incluyendo
genes mitocondriales, han demostrado ser herramientas efectivas para evaluar la
estructura de poblaciones, reconocer especies morfoldgicamente similares e inferir

relaciones filogenéticas en Triatominae [14-17].

Si bien los estudios poblacionales de T. patagonica son muy escasos, un
analisis preliminar, utilizando un fragmento del gen mitocondrial citocromo oxidasa |
(col) mostré resultados que merecen mayor atencion. El analisis filogenético revelo
la existencia de al menos dos linajes mitocondriales con gran distancia genética
entre si, uno perteneciente al norte de Argentina y otro al centro y sur del pais (Fig.
1). Ademas, se realizaron cruzamientos experimentales que apoyan la existencia de
barreras post-cigoticas entre los clados del norte y del centro-sur, sugiriendo que las
poblaciones de T. patagonica estan sufriendo un incipiente proceso de especiacion
[18].
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Fig. 1. Arbol filogenético de maxima verosimilitud, obtenido a partir de un fragmento del gen
col de T. patagonica. La topologia del arbol revela que T. patagonica estd compuesta por
dos clados soportados, representados por norte (individuos SE y SF), y las regiones centro
(individuos SL) y sur (individuos LP y RN). El nUmero sobre los nodos representa el soporte
estadistico obtenido mediante 1000 replicaciones bootstrap. (Extraido de [18])

Citogenéticamente, ha sido observada una diferencia en el contenido de
heterocromatina constitutiva (heterocromatina-C) entre los linajes mitocondriales
norte (35% de contenido heterocromatina C) y sur (0%) de T. patagonica. Ademas, podria
describirse un tercer grupo, en el centro de su distribucién, con una cantidad
intermedia de heterocromatina-C [18]. Aunque frecuentemente se observa un
polimorfismo de heterocromatina-C en varias especies de triatominos [19], las
pronunciadas diferencias de heterocromatina autosémica entre individuos norte y
sur no son usuales en poblaciones conespecificas. Cambios en cantidad y posicion
de la heterocromatina-C en los cromosomas pueden afectar el nivel de
recombinacion y expresion de las regiones de eucromatina adyacentes [20]. En T.
infestans se ha sugerido que la marcada diferenciacion poblacional en

heterocromatina-C podria estar reflejando cambios gendmicos adaptativos que



contribuyen a la habilidad para sobrevivir y reproducirse en distintos ambientes
[20,21]. La variacion de heterocromatina en poblaciones de T. patagonica también
podria estar relacionada a cambios adaptativos asociados a diferentes condiciones
ambientales y ser el causante del proceso de especiacion incipiente antes

mencionado [18].

Las técnicas de secuenciacion de proxima generacion (next generation
sequencing: NGS) son herramientas poderosas que nos permiten llevar a cabo un
analisis global de las secuencias repetidas que forman parte de un genoma [22—24].
A pesar del progreso reciente en estas tecnologias, la cuantificacion precisa y
caracterizacion de secuencias de ADN repetitivo en genomas complejos de
animales y plantas sigue siendo una tarea desafiante. La mayoria de las
herramientas bioinforméticas disponibles requieren el ensamblado completo del
genoma para la identificacién de repetidos o dependen de busquedas de similitud
desafiando bases de datos de elementos repetidos ya conocidos. Esto tiene ademas
la contrapartida de que existen elementos repetidos que no tengan similitud con
ninguno conocido a la fecha, y por ende no poseen similitud con los utilizados en las

bases de datos.

La fraccion de ADN repetitivo de un genoma, llamado “repitoma”
(“repeatome” en inglés) por Maumus y Quesneville [25], ha sido frecuentemente
omitido o analizado superficialmente en la mayoria de los andlisis de genoma
completo [25], probablemente debido a ser secuencias no-codificantes o por la
dificultad que representan estas secuencias a la hora de realizar un ensamblaje del
genoma. Sin embargo, hay humerosos estudios demostrando el rol fundamental de
las secuencias repetitivas en la evolucién y conservaciéon del genoma [27]. La
investigacion sobre la naturaleza de las secuencias repetitivas en los genomas de

triatominos todavia es escasa, reduciéndose Unicamente a dos especies [28,29].

La determinaciéon del repitoma y su posterior analisis puede ser abordado
mediante la implementacion del programa RepeatExplorer [22], que ofrece un
enfoque diferente para el analisis global de repetidos, permitiendo la identificacion
de repetidos de novo (sin conocimiento previo, como por ejemplo una base de
datos) y es adecuada para utilizar en reads crudos sin necesidad de realizar un
ensamblaje. Esta basada en encontrar y cuantificar similitudes entre lecturas de

NGS o “reads”, obtenidas de secuenciaciones de baja cobertura (<1X). Estas



similitudes se utilizan para construir un grafo en el cual las uniones corresponden a
lecturas o reads. Los reads solapantes estan conectados por los bordes o uniones y
su score de similitud se expresa como “peso de unidon” (edge weights en inglés). La
topologia de los grafos es entonces analizada para identificar y separar clusters
(grupos) formados por reads que representan familias de elementos repetidos. Esta
estrategia ha demostrado ser eficiente para analizar la composicién de repetidos en

genomas tanto de plantas [30-33] como de animales [29,34-36].



OBJETIVOS

Objetivo general:

Determinar las diferencias a nivel gendmico entre individuos de la especie Triatoma
patagonica pertenecientes a distintos linajes mitocondriales, haciendo énfasis en

secuencias de ADN repetidas.
Objetivos especificos:

1) Identificar y clasificar el ADN repetitivo contenido en el genoma de cada linaje de
T. patagonica mediante herramientas bioinforméaticas tales como RepeatExplorer,
TAREAN, entre otras.

2) Determinar las distintas familias de ADN satélite que componen los genomas de

cada linaje y establecer para cada una de ellas los monémeros de repeticion.

3) Reconocer cuales familias de ADN satélite se comparten, y si existen familias

especificas para cada linaje.

4) Evaluar una posible marca filogenética en las secuencias de ADN repetitivo entre

los linajes de T. patagonica.



MATERIALES Y METODOS

Muestras y extraccion de ADN

Se utilizaron 5 individuos machos de la especie T. patagonica. Uno de cada
una de las siguientes localidades: norte: Mitre, Santiago del Estero (SE) y 9 de Julio,
Santa Fé (SF); sur: Utracan, La Pampa (LP) y Avellaneda, Rio Negro de Argentina

(RN); centro: San Martin, San Luis.

Para la extraccion del ADN, se utilizaron patas fijadas en etanol 70% de cada
espécimen y el ADN total fue aislado con un kit comercial. Los resultados de las
extracciones fueron evaluadas mediante un gel de agarosa al 1%, utilizando como
tincion el intercalante GelRed. Las muestras de ADN total extraido fueron enviadas
a BGI (Hong Kong) para la secuenciacion de ADN de baja cobertura con la
tecnologia de DNBseq, similar a lllumina, de paired-end reads o lecturas pareadas

con longitud de 150 pares de bases.

Procesamiento de las secuencias

Para cada una de las bibliotecas se realiz6 el curado y procesamiento de las
secuencias obtenidas, donde se evalud la calidad y el tamafio de los reads,
mediante herramientas bioinforméticas implementadas en lenguajes BASH, java,
perl y python. Primeramente, se realizé un andlisis de la calidad de los reads de la

secuenciacion cruda utilizando el programa fastQC [37].

En segundo lugar, se utilizé la herramienta DeconSeq [38] para poder filtrar
los reads que correspondian al ADN mitocondrial de las muestras. Para utilizar este
programa se emplearon como molde los mitogenomas del género Triatoma ya
publicados [39,40]. Se obtuvieron dos sets de reads, uno conteniendo los filtrados
sin el genoma mitocondrial, y el otro conteniendo los similares a los genomas
mitocondriales de otras especies. Para los siguientes pasos se utilizo el set de reads

filtrados sin el genoma mitocondrial.

Se descartaron reads utilizando la herramienta Trimmomatic [41], donde se

implementaron varias opciones que ofrece el software; la eliminacién de reads que



presentaban adaptadores u otras secuencias especificas de las bibliotecas, o bases
gue caen por debajo de cierto umbral de calidad (Q<30), recorte mediante enfoque
de ventana deslizante (en este caso seteado para que la region de la ventana sea
de 4 nucledtidos), que actlia si la calidad promedio de la regién queda por debajo
del umbral determinado, y descarte de reads si son menores a un largo especifico
(en este caso fue de 150 pb).

Una vez obtenida la salida de Trimmomatic se empled fastq_to fasta, una
herramienta que forma parte de la coleccion de herramientas de FASTX-Toolkit [42],

gue nos permite convertir un archivo en formato fastq a uno en formato fasta.

Luego se utilizaron dos scripts escritos en lenguaje python (datos no
publicados), uno para filtrar reads con bases indeterminadas (N) y otro para
combinar los pares de reads. Este ultimo script se modificé ya que el original esta
elaborado para que funcione en archivos fastq, y en este caso se necesitaba utilizar
sobre archivos fasta. También se utilizd un script escrito en lenguaje perl (datos no
publicados), para intercalar las secuencias pareadas, colocando en un archivo
multifasta primero el read correspondiente a un extremo de la biblioteca
(comunmente llamado R1) y luego el otro (R2). Este script también se modifico de

manera que pueda funcionar en archivos fasta en lugar de fastqg.

Andlisis de la fraccion repetida

A partir de los archivos resultantes de este proceso, se llevo a cabo el analisis de
clusters basado en grafos utilizando RepeatExplorer y TAREAN, implementados

dentro del entorno Galaxy (https://repeatexplorer-elixir.cerit-sc.cz/) [22,43]. Se

subieron los datos a la plataforma RepeatExplorer con cada muestra por separado,
asi como utilizando un dataset con las muestras juntas (analisis comparativo), para
luego procesarlas en el software RepeatExplorer. El analisis comparativo facilita la
busqueda de familias de repetidos compartidas entre las muestras, mientras que el
analisis del genoma individual facilita la deteccion de familias de repetidos
especificos de cada linaje, asi como la determinacion de los monomeros de cada
familia de ADN satélite para cada muestra [22]. En ambos casos la proporcion del

genoma para cada cluster, o familia de ADN repetitivo, se calculé en base al


https://repeatexplorer-elixir.cerit-sc.cz/

porcentaje de reads contenido en el cluster, en relacion al total de reads analizados

por el pipeline.

En primer lugar, se realizé el analisis comparativo. Una vez obtenidos los
resultados de RepeatExplorer, se anotaron algunos de los clusters mediante la base
de datos implementada dentro del software, de manera automatica. Adicionalmente
se utiliz6 una base de datos propia del laboratorio, que contiene satélites y
elementos transponibles de Rhodnius prolixus y Triatoma infestans. Algunos
clusters conteniendo satDNAs que quedaron sin anotar fueron identificados basados
en la topologia del grafo con forma de esfera o de anillo, y se analizaron utilizando
Dotmatcher (disponible en http://emboss.bioinformatics.nl/cgi-
bin/emboss/dotmatcher/) y/o YASS (https://bioinfo.lifl.fr/lyass/yass.php). Para anotar
otros clusters cuyo grafo no tenia forma aparente de ADN repetitivo, la clasificacion
se realizé por busquedas de similitud de secuencias utlizando los contigs
ensamblados por RE contra GenBank utlizando BlastN y BlastX
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), Repbase utilizando CENSOR (http://www.girinst.org/)

y bases de datos propias del laboratorio utilizando blast de forma local.

Cuando se finalizé la anotacion de los clusters del dataset del andlisis
comparativo, la misma se utilizé para realizar la anotacion heredada en los datasets
de las muestras individuales. Esto se llevo a cabo implementando blastn local de los
contigs del analisis comparativo como data base sobre los contigs de las muestras

individuales como query.

Al finalizar la anotacion de todos los datasets, se utilizaron las hojas de
célculo de Google (Google Sheets) para calcular la cantidad de cada cluster en los
genomas de cada individuo de ambos linajes, tanto el porcentaje que ocupa del
genoma para cada muestra como la cantidad en Mega pares de bases (Mpb). Luego
se agruparon los datos correspondientes a localidades de un mismo linaje para la
comparacion entre linajes norte y sur. Esto se realiz6 utilizando el valor C (1,046 pg
en en linaje norte y 1 pg en el linaje sur) de cada grupo de T. patagonica (datos no

publicados) y la equivalencia de 1 pg de ADN a 978 Mpb.

Finalmente, con la cantidad de las distintas categorias de ADN repetitivo
cuantificado para cada muestra, se procedié a realizar tests estadisticos de chi

cuadrado, para determinar si las diferencias observadas de cada categoria de ADN



repetitivo son significativas entre las muestras analizadas. Para ejecutar los tests

estadisticos se implemento el programa R [44].

Se realiz6 el mismo procedimiento de cuantificacion de ADN y analisis
estadistico para determinar diferencias entre las muestras en las cantidades de

cada familia de ADN satélite identificado.

Identificacion de las familias de ADN satélite

Para las familias de ADN satélite que fueron identificadas, se extrajo el
namero de cluster de archivo de la salida del RepeatExplorer y mediante la
utilizacion de dos scripts desarrollados por nuestro grupo en lenguaje BASH, se
extrajeron los contigs de mayor cobertura y de mayor largo de los clusters ya
mencionados. Mediante el software Tandem Repeat Finder [45] incluido en uno de
los scripts mencionados, se determinaron los monomeros para cada familia.
Ademéas de determinar la secuencia de los mondmeros de los repetidos, se
identificaron distintas caracteristicas de los mismos, como el largo de los
monomeros y se calculd el contenido A+T de los satélites mediante el uso de una

aplicacion web (http://www.biologicscorp.com/tools/GCContent).

Para los clusters que fueron anotados como ADN satélites pero que Tandem
Repeat Finder no pudo generar informacion, se tomaron varios contigs del cluster
para alinearlos usando MAFFT (https://mafft.cbrc.jp/alignment/software/) y generar
una secuencia consenso a mano. También se utilizé en el proceso la herramienta
YASS (https://bioinfo.lifl.fr/lyass/yass.php).

Con el objetivo de detectar una marca filogenética y comparar los
monomeros de los distintos linajes se empled el software RepeatProfiler [46]. Este
software es una herramienta que se emplea para el estudio de ADN repetitivo,
comparando el perfil y la cobertura de distintas muestras para uno o varios repetidos
de interés. Ademas, a partir de las variantes entre los perfiles de los repetidos en

estudio se generan archivos que pueden ser utilizados para analisis filogenéticos.

Para utilizar RepeatProfiler, como secuencias de referencia se utilizaron los
dimeros (o las repeticiones del monémero necesarias para alcanzar un minimo de
200 pb) identificados de las familias de satélites obtenidas a partir del andlisis por

RepeatExplorer del analisis comparativo. Como base de datos para el analisis se
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utilizaron muestras de T. patagonica correspondientes a las 4 localidades en
estudio. Ademas, se realiz6 un segundo analisis donde se utilizaron
secuenciaciones de 16 especies de triatominos disponibles en el laboratorio. Para
este andlisis se debio de utilizar una seleccion al azar de 1 millon de reads de cada
genoma. Vale destacar que estas 16 especies pertenecen a los 3 principales linajes
dentro de la tribu Tiatomini: linaje T. dispar, linaje Sudamérica y linaje Norteamérica.

Se utilizaron los archivos de salida en formato PHYLIP generados por
RepeatProfiler de las familias de satélites que se pudieron identificar en todos los
genomas (CL1 y CL212) para generar arboles filogenéticos (archivos de notacion
Newick) a través del software RAxXML [47]. Estos archivos PHYLIP resumen la
informacion hallada en forma de perfiles de variacion mediante la identificacion de
variantes y su posterior codificacion como caracteres moleculares-morfométricos de
multiples estados. En base a ellos, utilizando maxima verosimilitud, se calcula el

arbol filogenético.

Para visualizar los arboles se subié el archivo Newick a la web iTOL

(https://itol.embl.de/), una herramienta online para la visualizacién y anotacién de

arboles filogenéticos.
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RESULTADOS

La extraccién y secuenciacion de ADN fue exitosa, es decir se obtuvo ADN
genomico de alto peso molecular, en 4 individuos de la especie T. patagonica
pertenecientes a 4 localidades distintas. Originalmente, también se habia planeado
analizar individuos de San Martin (San Luis) pero en este caso la extraccion de ADN
no fue satisfactoria, observdndose mucha degradacion en el gel de agarosa. Al no
obtener ADN de buena calidad no fue posible realizar el analisis previsto
probablemente debido al inadecuado estado de conservacion de las muestras. Se
confirmd que hubo degradacién, y se detectd una cantidad superior a 1 microgramo
de ADN total, en una concentracién mayor a 100 ng/ul.

Se realizd el andlisis de clusters basado en grafos para caracterizar y
comparar secuencias de ADN altamente repetitivas, implementando el software
RepeatExplorer, utilizando 3608114, 2945888, 3360332 y 4280952 reads para SE,
SF, RN y LP respectivamente. En las muestras de la regién norte, Santiago del
Estero (SE) y Santa Fé (SF), el clustering de 231.975 y 212.252 reads produjo 219y
206 top clusters respectivamente. Mientras que, en las muestras de la region del
sur, La Pampa (LP) y Rio Negro (RN), el clustering de 419.384 y 441.380 reads
produjo 237 y 284 top clusters respectivamente, en todos los casos excluyendo
reads que corresponden al genoma mitocondrial. Se pudo identificar que en los
individuos de las regiones de SE y SF el repitoma ocupa una gran parte del genoma
(36,1% en ambos casos), mientras que en los individuos de LP y RN ocupa una
proporcién menor (26,3% y 28,2% respectivamente). Los clusters se clasificaron en
6 categorias: Long Terminal Repeats (LTR), non-Long Terminal Repeats (NLTR),
elementos clase Il o transposones de ADN (Clase IlI), ADN satélite (satélite), ADN
ribosomal (ADNr) y repetidos indeterminados (indeterminado). Esta ultima categoria
incluye los clusters que no se pudieron asignar a ninguna categoria. Considerando
el genoma haploide, la frecuencia y cantidad en Mega pares de bases (Mpb) de
cada categoria se muestra en la tabla 1 del anexo. Las secuencias no repetidas de
LP Y RN representan el 73,7% y el 71,8% del genoma, equivalentes a 709,78 y
667,26 Mpb por genoma haploide, respectivamente. Mientras que para SE y SF
representan el 63,9% del genoma, equivalente a 705,19 Mpb y 705,01 Mpb por
genoma haploide, respectivamente (Fig.2). No se encontraron diferencias



significativas en la cantidad de secuencias no repetidas (expresadas en Mpb) entre
las muestras de las 4 localidades.

B Repetitivo ] No repetitivo

RN
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Fig. 2. Porcentaje que ocupa el ADN repetitivo y no repetitivo del genoma de T. patagonica
en cada una de las muestras de las 4 localidades en estudio: Santiago del Estero (SE),
Santa Fé (SF), La Pampa (LP) y Rio Negro (RN).

En la muestra de SE se encontré que el ADN satélite ocupa un 12,7% del
total del genoma, el ADN ribosomal un 0,3%, los transposones clase | un 11,4%
(NLTR un 9,5% y LTR un 1,9%) y transposones clase Il un 5,3%, mientras que hubo
un 6,4% de elementos repetidos que no se pudo clasificar (Fig. 3, a). En SF el ADN
satélite ocupa un 13,1% del total del genoma, el ADN ribosomal un 0,3%, los
transposones clase | un 11% (NLTR un 9,2% y LTR un 1,8%) y transposones clase
Il un 5,4%, mientras que hubo un 6,3% de elementos repetidos que no se pudo
clasificar (Fig. 3, b). En LP el ADN satélite ocupa un 8,5% del total del genoma, el
ADN ribosomal un 0,3%, los transposones clase | un 7,7% (NLTR un 6,4% y LTR un
1,3%) y transposones clase Il un 4,2%, mientras que hubo un 5,6% de elementos
repetidos que no se pudo clasificar (Eig. 3, ¢). En RN el ADN satélite ocupa un 7,7%
del total del genoma, el ADN ribosomal un 0,5 %, los transposones clase | un 8%
(NLTR un 6,5 % y LTR un 1,5%) y transposones clase Il un 3,8%, mientras que
hubo un 8,3% de elementos repetidos que no se pudo clasificar (Fig. 3, d).
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Fig. 3. Gréficos circulares muestran los porcentajes totales de cada categoria de ADN
repetitivo en el genoma de los individuos pertenecientes a las cuatro localidades en estudio:
(a) Santiago del Estero (SE) (b) Santa Fé (SF) (c) La Pampa (LP) (d) Rio Negro (RN). En
azul se representa el ADN no repetitivo. Long Terminal Repeats (LTR), non-Long Terminal
Repeats (NLTR), elementos clase Il o transposones de ADN (Clase Il), ADN satélite
(satélite), ADN ribosomal (ADNr) y repetidos indeterminados (indeterminado).

Mediante tests estadisticos de chi cuadrado se pudo observar que entre las
muestras de los linajes norte y sur hay diferencias estadisticamente significativas en
las cantidades en Mpb de ADN satélite (p < 0,001) y ADN correspondiente a NLTRs
(p < 0,01). En el caso de los transposones clase Il, cuando se compararon las
muestras del norte (SE y SF) con RN se encontré una diferencia significativa (p <
0,05), pero no fue asi cuando se compararon con LP. La cantidad de ADN

correspondiente a LTRs y ADNr entre los individuos de las cuatro localidades no



fueron estadisticamente significativas (Fig. 4). En conclusién, la diferencia en la
cantidad de ADN del repitoma entre los individuos del linaje de la region norte con
los individuos de la region sur esta dada por ADN satélite, NLTRs y en menor

medida de transposones clase II.
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Fig. 4. Gréficas comparativas mostrando la cantidad de ADN para cada categoria de ADN
repetido expresadas en mega pares de bases (Mpb) por genoma haploide de T. patagonica
para cada uno de las 4 localidades estudiadas. Diferencias significativas por test de Chi-
cuadrado estan marcadas con asteriscos, se explica en la seccion resultados. Santiago del
Estero (SE), Santa Fé (SF), La Pampa (LP) y Rio Negro (RN). Long Terminal Repeats
(LTR), non-Long Terminal Repeats (NLTR), elementos clase Il o transposones de ADN
(Clase IlI), ADN satélite (satélite), ADN ribosomal (ADNr) y repetidos indeterminados
(indeterminado).

Se pudieron caracterizar 11 familias de satélite en el analisis comparativo de
RepeatExplorer, en la tabla 1 se detallan las mismas, numero de bases del
monomero, contenido A+T y abundancia en cada muestra. Los mondmeros gue se
pudieron identificar se detallan en la tabla 2 del anexo. Se pudo apreciar que todas
las familias de ADN satélite estan presentes en ambos linajes, pero en distintas
proporciones. Las 6 familias de satélites mas frecuentes representan el 98,28% y

97,03% del total de ADN satélite en el linaje norte y sur respectivamente. Sin



embargo, la cantidad de cada familia de ADN satélite varia entre los dos linajes. Por
ejemplo, el satélite CL11 es la segunda familia principal en el linaje del norte (1,64%
del repitoma), pero no en el linaje del sur (solo un 0,19%). De los 11 satélites, se
observo que solo en los satélites CL1 y CL11 hay una diferencia estadisticamente
significativa (p < 0,01) en la cantidad de genoma que ocupan entre el linaje norte y
el linaje sur. Hay gran variacion en relacion a la longitud de los monomeros de los
repetidos (de 4 a 1000 pb), sin embargo, se pudo identificar que solo 3 de las 11
familias de ADN satélite tienen un monémero mayor a 125 pb. El contenido A+T de

las familias de ADN satélite varia entre 60% y 78%.

Tabla 1. Numero de bases del monémero, contenido A + T y cuantificacion en linajes norte
y sur de las familias de ADN satélite identificadas en Triatoma patagonica. Santiago del
Estero (SE), Santa Fé (SF), La Pampa (LP) y Rio Negro (RN).

N° de bases
del Contenido

Satélite monémero A+T Mpb (SE) Mpb (SF) Mpb (LP) Mpb (RN)

CL1 1000 66% 102,76 103,88 64,18 55,53
CL11 79 64% 11,27 15,53 0,96 1,18
CL16 4 75% 6,31 7,44 3,46 2,57
CL18 88 78% 6,52 5,85 3,34 2,88
CL23 59 60% 4,43 4,48 4,01 3,81
CL24 124 2% 5,89 4,96 3,25 2,95
CL100 232 69% 0,76 0,73 0,33 0,38
CL134 531 61% 0,27 0,24 0,34 0,28
CL160 119 69% 0,13 0,17 0,22 0,17
CL212 84 65% 0,08 0,13 0,11 0,14
CL214 53 78% 0,15 0,11 0,07 0,13

Mediante RepeatProfiler se pudo comprobar que las familias de satélites CL1
y CL212 se encuentran presentes en los 20 genomas utilizados en el analisis para

detectar una marca filogenética (Figs. 1 y 2, anexo). En ambos casos no se hallo

una marca filogenética distintiva de la especie T. patagonica, pero en el arbol



filogenético del satélite CL1 las 16 especies se agruparon en 3 linajes como era
esperado (Norteamérica, Sudamérica y Dispar) (Fig. 5).

Treescale:0.l M

Triatoma boliviana

Triatoma rubrofasciata
—‘— Triatoma dimidiata
Panstrongylus lignarius
4‘—: Panstrongylus noireaui
Panstrongylus rufotuberculatus
Triatoma infestans (No Andino)
( Triatoma infestans (Andino)

Triatoma patagonica (LP)
Triatoma patagonica (SE)
Triatoma patagonica (SF)
Triatoma patagonica (RN)
Triatoma rosai

Triatoma sordida

Triatoma garciabesi

Triatoma brasiliensis macromelanosoma
Triatoma juazeirensis

Triatoma maculata (Roraima)
Triatoma brasiliensis

Triatoma maculata (Magdalena)

Fig. 5. Arbol filogenético inferido por maxima verosimilitud, utilizando caracteres
moleculares-morfométricos, obtenido a partir del consenso del satélite CL1 de T.
patagonica, y un subconjunto de un millon de reads crudos de 20 genomas de triatominos
pertenecientes a los tres principales clados de la tribu Triatomini.
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Fig. 6. Arbol filogenético inferido por maxima verosimilitud, utilizando caracteres
moleculares-morfométricos, obtenido a partir del consenso satélite CL212 de T. patagonica,
y un subconjunto de un millébn de reads crudos de 20 genomas de triatominos

pertenecientes a los tres principales clados de la tribu Triatomini.



DISCUSION

El contenido de ADN repetitivo total (36,1% en el linaje norte y 27,3%
en el linaje sur) estd en el mismo rango que otras especies del orden Hemiptera,
como el pulgdn verde Acyrthosiphon pisum (33.3%) [48]. Sin embargo, los repitomas
de T. patagonica de los 2 linajes analizados tienen un porcentaje similar de ADN
satélite y de elementos transponibles (ETs). Esto se diferencia de otras especies
como N. lugens y el pulgon verde, donde el mayor porcentaje del repitoma esta
ocupado por ETs (39% y 38% respectivamente). Otros insectos no-hemipteros con
cromosomas holocéntricos como el lepidéptero Bombyx mori tiene en su genoma un
43.6% de secuencias altamente repetitivas, también compuesta principalmente por
ETs [49].

Comparando con especies mas cercanas, la proporcibn que ocupa el
repitoma en el genoma de T. patagonica se encuentra en un valor intermedio entre
los de especies como T. infestans (39%) [4] y R. prolixus (24%) [29]. A pesar de
esto, hay varios aspectos en los que el genoma de T. patagonica presenta una
mayor similitud con el de T. infestans que con R. prolixus. Cuando observamos el
repitoma de los T. infestans y ambos linajes de T. patagonica, encontramos que el
ADN satélite ocupa la mayor proporcién del mismo [4]. Esto también ha sido
observado en otras especies de la subfamilia Triatomini (datos no publicados). Sin
embargo, este no es el caso en R. prolixus (tribu Rhodniini), donde la mayor
proporcion del repitoma estd ocupado por elementos transponibles clase Il. Otra
semejanza que T. patagonica representa en relacibn a T. infestans es que el
satelitoma (conjunto de familias de ADN satélite presentes en un genoma) esta
conformado por pocas familias de ADN satélite. En el caso particular de T.
patagonica, la familia principal de satélite (CL1) representa el 72,70% en el linaje
norte y 78,42 % en el linaje sur del total del satelitoma. A partir de otros estudios
realizados en triatominos [29], donde se observa que esta misma familia de ADN
esta distribuida en la eucromatina, podriamos esperar que la localizacion se
mantenga en T. patagonica. Todos estos datos evidencian una diferencia en la
composicién del genoma entre los géneros Triatoma y Rhodnius, lo que se ve
reflejado en su distancia evolutiva y diferencias observadas en otros aspectos,

incluso a nivel de citogenética [50]. A partir de los resultados podriamos apoyar la



hipotesis planteada que postula que T. patagonica se divide principalmente en dos
linajes: norte y sur. Estos linajes muestran una diferencia de alrededor del 10% en
el tamafo de sus genomas (1113 Mpb y 978 Mpb por genoma haploide
respectivamente), que se correlaciona con una cantidad diferencial de
heterocromatina-C [18]. Si bien ambos linajes tienen una cantidad similar de
secuencias no repetitivas (sin diferencias estadisticamente significativas), los
resultados obtenidos con RepeatExplorer evidenciaron que en los repitomas de T.
patagonica se puede apreciar una diferencia significativa (p < 0,01) entre las
cantidades de ADN repetitivo entre los linajes norte y sur (407,90 Mpb y 289,48 Mpb
por genoma haploide, respectivamente) (Tabla 1, anexo), siendo éste el principal

factor de la diferencia de tamafio de los genomas entre ambos linajes.

El analisis de las familias de ADN satélite muestra que estan conservadas
entre los dos linajes, ya que todas las familias de ADN satélite identificadas se
encuentran en ambos. A pesar de esto, la razén de la diferencia en contenido de
ADN repetitivo entre ambos linajes parece ser debida a la cantidad diferencial de
estas familias en cada linaje (Tabla 1). Esto coincide con la hipotesis de la
"biblioteca genomica”, la cual predice que especies relacionadas comparten un
conjunto ancestral de familias de ADN satélite, las cuales podrian estar amplificadas
diferencialmente en cada especie debido a mecanismos estocasticos de evolucion
[51]. De hecho, la mayor parte de la diferencia de los genomas entre linajes es
debida a solo 2 familias de ADN satélite (CL1 y CL11). Estas familias de ADN
satélite constituyen 116,73 Mpb en el genoma del linaje norte y solo 60,93 Mpb en el
genoma del linaje sur (Tabla 1). EI CL11, segundo en abundancia, emerge como un
posible candidato para ser el responsable de la heterocromatina autosémica
presente Unicamente en el linaje norte de T. patagonica. Esta hipétesis se apoya en
dos motivos: i) que el CL1 es un satélite distribuido en la eucromatina en otras
especies de Triatoma. ii) que el CL11 presenta mayor diferencia entre los linajes (15
veces mas aproximadamente, mientras que CL1 es el doble aproximadamente).
Cabe destacar que ademas de las dos familias de ADN satélite mencionadas se
encontré que para la cantidad transposones NLTR hay una diferencia significativa
entre los linajes, aunque afecta en menor medida al tamafio genémico total. A
diferencia de los satélites, no se realizd un analisis particular para cada uno de los
clusters correspondientes a transposones NLTR. A pesar de que la posible funcion
de ADN repetitivo todavia es controvertida, el ADN satélite ha sido relacionado con



el aislamiento reproductivo y por lo tanto con la aparicion de nuevas especies [52].
Su importancia en la integridad del genoma y la evolucion cariotipica también ha
sido resaltada [53]. El nUumero de cromosomas en el género Triatoma esta altamente
conservado, indicando que la diferenciacion entre especies pareceria no estar
acompafada por rearreglos cromosomicos que alteren en nUmero de cromosomas.
Tampoco existe evidencia de la ocurrencia de otros reordenamientos cromosémicos
estructurales, como inversiones o translocaciones, que no alteran el niumero de
cromosomas. Los resultados aqui obtenidos muestran que el cambio principal entre
ambos linajes (norte y sur) es la variacién en la cantidad de ADN satélite. Estos
cambios en la composicién u organizacion del genoma podrian estar relacionados
con la diversificacibn de especies en Triatominae u otros grupos de especies
animales con baja variacién cariotipica que altere el nUmero cromosomico.

La definicién de especie mas utilizada es el llamado concepto biolégico de
especie, concebido por Ernst Mayr en 1942. Define a las especies como grupos de
poblaciones naturales que se entrecruzan real o potencialmente, y estan
reproductivamente aisladas de otros grupos similares [54,55]. Sa ha ampliado sobre
esta definicion, determinando que se pueden diferenciar dos especies cuando el
cruzamiento entre individuos de los dos grupos no produce descendencia o produce
descendencia infértil. En el caso de T. patagonica presenta una mayor complejidad,
ya que al realizar cruzamientos entre individuos de poblaciones de diferentes
regiones se obtuvo que un gran porcentaje no producia descendencia (40%) [18]. A
partir de los resultados del cruzamiento, nos podriamos cuestionar si la definicién de
especie en cuestion es adecuada, o si habria que considerar otros elementos para
poder determinar si dos individuos pertenecen o no a la misma especie, en casos
como estos. Ademas, como se mencion6 anteriormente, se pudo determinar que
existe una diferencia citogenética entre individuos de las regiones norte y sur,
especificamente en contenido de heterocromatina-C [18], que demostramos que
esta relacionada al ADN repetitivo [56,57]. Ha sido demostrado que los satélites son
uno de los elementos del genoma que evoluciona mas rapidamente, exhibiendo una
considerable diferencia de contenido y distribucion gendmica entre especies
cercanamente relacionadas [58,59]. La rapida expansion y divergencia del ADN
satélite podria contribuir con procesos de aislacion reproductiva y especiacion,
creando un contexto genético especifico en hibridos interespecificos y causando

incompatibilidades entre hibridos [60]. En T. patagonica, podria suponerse que esta



divergencia genética contribuye a que la descendencia hibrida no sea
completamente fértil, ya que uno de los mecanismos subyacentes de este fendbmeno
es la disrupcién del apareamiento de cromosomas en la mitosis 0 en la meiosis.
[61]. Con el paso del tiempo este proceso puede derivar en incompatibilidades al
momento de copular, aumentando a su vez las diferencias genéticas y de esta

manera consumando el proceso de especiacion.

Los resultados obtenidos respecto a las diferencias en cantidad de ADN
repetitivo entre los linajes en estudio se complementan con las diferencias ya
reportadas anteriormente sobre aspectos citogenéticos, moleculares y a los
experimentos de cruzamiento realizados en estas poblaciones, por lo que
podriamos apoyar la hipétesis de que estamos frente a un proceso incipiente de
especiacion. El hecho de que estas poblaciones se encuentren en un proceso de
especiacion es particularmente relevante, debido a que se trata de un vector
secundario de la enfermedad de Chagas en Argentina [18] que podria ser candidato
a ser controlado con el fin de disminuir las incidencias de la enfermedad en la
poblacién. También es relevante considerando que recientemente ha aumentado la
utilizacion de métodos para colapsar poblaciones de especies plagas a través de la
tecnologia de genética dirigida [62]. Siendo el flujo genético entre los individuos un
componente fundamental de las campafias de control vectorial basadas
fundamentalmente en el cruzamiento de individuos estériles con la poblacion
objetivo, es importante conocer la estructura de las poblaciones en cuestién para
determinar como se relacionan entre si a modo de que el empleo de esta tecnologia
sea efectiva y se pueda predecir acertadamente el efecto que tendra sobre las
mismas. [63]

A futuro, seria interesante llevar a cabo el mismo analisis con individuos de la
region de San Luis (San Martin) para poder determinar si en el aspecto gendémico se
asemeja a las muestras del linaje sur, coincidiendo con lo ya hallado a nivel genético
y morfolégico [18]. Ademas, en el andlisis gendmico se podria evaluar si la
diferencia en la cantidad de ADN del genoma de esta localidad también esta dada
por el ADN repetitivo y si los responsables de este aumento son las mismas
categorias que ya observamos, o si hay variaciéon en este aspecto. Por otro lado,
para complementar los resultados hallados, se podrian mapear fisicamente los

satélites encontrados en ambos linajes mediante técnica FISH (hibridacion



fluorescente in situ) para poder determinar cuél o cuales son los responsables de la
variacion de heterocromatina-C entre los linajes.

Si bien no se pudo hallar una marca filogenética de la especie T. patagonica
en los satélites CL1 y CL212, se podrian emplear variaciones en la metodologia
para obtener resultados mas precisos. A pesar de esto, el hecho de que dos familias
de ADN satélite se mantengan presentes en todas las especies analizadas es un
hallazgo interesante, ya que podria sugerir que estas secuencias cumplen una
funcién en los genomas. Se podria profundizar en este punto mediante el empleo de
otro enfoque metodoldgico, como la evaluacion de la transcripcion de estas familias
de ADN satélite, ya que en otros estudios se ha hallado transcripcion de este tipo de
ADN en especies relacionadas [29]. En caso de que efectivamente se transcriban,
se podria hipotetizar que cumplen una funcién de regulaciéon de genes o modulacién
de la cromatina, como ya ha sido descripto en Drosophila [61].

Conforme se caracterice el repitoma de mas especies que no se hayan
estudiado en profundidad gendmicamente, se podran establecer nuevas
conclusiones sobre su importancia y el rol que juega en procesos evolutivos. A
través de metodologias como la ofrecida por RepeatExplorer se facilita el estudio de
estas regiones del genoma, previamente ignoradas o dejadas de lado por la

dificultad de su estudio.



ANEXO

Tabla 1, anexo. Cuantificacion de la cantidad de ADN en las categorias del repitoma de T.
patagonica de las muestras de las 4 localidades estudiadas: Santiago del Estero (SE),
Santa Fé (SF), La Pampa (LP) y Rio Negro (RN). Long Terminal Repeats (LTR), non-Long
Terminal Repeats (NLTR), elementos clase Il o transposones de ADN (Clase II), ADN
satélite (satélite), ADN ribosomal (ADNr) y repetidos indeterminados (indeterminado).

Muestra
Repetitivo

No repetitivo
LTR

NLTR

Clase Il
Satélite

ADNr
Indeterminado

Genoma (pQg)
Genoma (Mpb)

SE (Mpb)

407,81
705,19
20,71
104,84
57,96
139,64
3,71
70,82

1,046
1113

SF (Mpb)

407,99
705,01
20,08
101,44
59,23
144.6
2,8
70,11

1,046
1113

LP (Mpb)
268,22
709,78

12,59
61,59
39,96
81,57
2,76
54,59

1
978

RN (Mpb)
310,74
667,26
13,83
60,16
34,89

71,1
4,21
77,85

1
978



Tabla 2, anexo. Mondmeros identificados de las familias de ADN satélite de T. patagonica.

Satélite

CL1

CL11

CL16

CL18

CL23

CL24

CL100

CL134

CL160

CL212

Monémero

ATCGTCGGAGCCATTTTTGAGAAAATCGCAAAAAAGTAAAAAAAAACAACTAGTAAAGTGGTA
CTTCCGGTTGAGGAATTTTGACAGATAACGTACTGTCAGATCCCATGGTGATACCTAAACGGA
ATATCAAGTTTCAACTTTCTACGGTTTTTCGTTTTTGAGCTATGCTGTTCACATACATACACAC
ACACACACACACACACACACAGACCATTTGCTAAAAACCACTTTTTTGGACTCAGGGGACCTC
AAAACGGATATTTCCGGTGAAAACTCGATATCGAAAATTTGACACGATTACAATACTTCCTCTT
ACTAGGAGTAAGAGAAAGTAAAAAAAAAAAATCTGGTGTGAAACACTCACACAACTTTCTCTT
ACTCCAGTTCTCAAAATTATAATTGACAAATTTTATAGTTTGTGTACCAAATTTAATGAAATTCG
TCGAAAACTGAAAAAAAACTGTTCAGTAAAAGCGCACTTCCGGTTTACTAATTTTCTTGAAACT
CGGAATTTTGGCCATCTATTTATTTCTAATTAATTTTGTTTGGATGATAGAATTGTATAATCAAC
TATGATAGCACTTTAGAGAAAAACATAACCCCACCCCTCCCCTAAAAGTGCCCTTAAATGAAT
TTTCCCAGAGAAATGTTTTAAATAAAAGTTGTAGATCTTTGTATGTTTAGTTTATATAAGAAGTT
TCAAGAAAATCGTCGGAGCCATTTTTGAGAAAATCGCGAAAAAGTGAAAAAA-
TCATTTAGTAAAGTGGTAAAGTAAACGCACTTCCGGTTATCCGATTTTTTTCAAACTCGGAATT
TCAACAACATATTTAATTCTAATTAACATTATTTAGATGACAGAATTGTCTAATAAACTGAAATA
GCACTTTAGATGAAAACCTAACCCCACCCCTCCCCCAAAAGTGCCCTTAAATGAATTTTCCCA
GAGAAATGTTTCAAATAAAAGTTGTAGCTCTTTGTATGTGTAGTTGATATACCAAGTTTGAAGA
AA

GTGAGTGTTGTACGAAAATTTACTCTTCCGGTTTAAACGCCGTATTTAGTGATTTTCTTGAACA
TTACACCCTACTGTG

GATA

AAGTCGAGGGCTAAGTTTTTATAATATTTAGCTACAAACATTAAATATATTATCATCCTATACTA
TGAATAAAGACTTTGTTTTTTTT

AGAACCGCCGCAAAACCCTTTTTGTATTCTCTTCAAACAAGGGTCAATATACACTCAAG

ATTTAGCTAAACACTTTAATATTTTTTGTTCATGTTTACACTTATAATATTTTAGATAAAATACAT
TTTAAGCACTTTAACATTGTTTTTGAGCCGGGAACTGGCATCCAAGTAGAGGGCCAAT

TTTCGAAAAGTTAGAGGTGATTTTCAGCCAGAGAAGAAATTAGGTAAGCATTATACCAGAAAC
TGGATTATTTAAAAAAAGTGTTATACTTGTAAATATAACAAGAATTGTTTTCTCAAAACATTTAG
GTTGTAGAGAAAAGCCCAAGGTCCACATTACTTTGCACGAAAGCAACTAATGTGTAGATAAAT
TAAGGTCCACGTTACATTGCTCGAAATCGATATTTCGATA

ATTAACAAAGATATAAAGAAAAAAAAGTGGCCAGTACAACTTGACGTCAAGTTAGACTGGCCA
CCAATTTATATTCACTTTTTTAAACTTTTCTCTTTGCCAATCGTTAGTGCTGCGTTTGTGCCGG
CGATTCACCAAATTTCATCGTTTGTGCCGTAAAATTGACAAAGATATTGACGAAAAACTGTTC
GTCGTACTTGAAAACCGAAGGCCATGGCTGCGGGTAATATTTGAAAGTGCGCGTGCTCCACT
GACCACCAACGGCCCTTATCAGGGCCAGCAATTAAATGTACTGGTCCTCGATTTCTAATCAAA
TTTCTGGAATTTTTTCTTCGCTAATCTTAATGGATTCATTTGTGCCAGCGACCCACCAAATTTC
AGCGTTTGTGCTGCAAAATTGACAAAGTTATTGAGGCGTCAAGTTAGACTGGCCACCAATTTA
TATTCACTTTTTTAAACTTTTCTCTTTACCAATCGTTAGTGCTGCGTTTGTGCCGGCGATTCAC
CAAATTTCATCGTTTGTGCCATAAA

TAAACACCCACTACCAAGGTTAGAAATTTCATTACTTTTACTTCCAACCCAATCCAACCTAATG
AAGTTTTGCGGAATGAGATTCCATTTTCTTGATTTAAAAAGTATTATCCTTTAAA

ATATGTCTTTTCAAATGTCCAGATTGTGTAAAACTGAAATCACATTCACTACATTTATACGGCT



TCTCACCTGTATGTGTTCGC

CL214 AAAGTTCTACATTCTAATACTAATATAAGATGGAAATATGCAATAATGATGAA



ceon [ I

TidBat4- 100040 001 Ruad: Pllg_1M.fa

TidSat4- 100042003 Read: Prcie_1Mlg

TInSat4-100042_ 003 Read: Prut_sioquia_1Mig

4

TIVA14-1000 2. 04 Rend: Thmacro 1M 12

o0

TirfSa44-1000.45 005 Resd: Tholivisns_th g

.'u_—l el A

- |

TinfSa44-1000.15 006 Resd: Thess_1H0.15

A

TINdSs44-1000.18_ 007 Resa: Takn_1MSG

TIVGa14-100012_ 008 Resa: Tgar_1h 1y




TINMSa44-100013_ 008 React Tied_Pari_TH g

TinfSae-1000 1a_010 Reaa: Tind_uni_18fy )
‘ “ |

4

TinfSaté-10084a_011 Reack Tieassirenain_1M 1

4

TifBaté- 100840 012 Reack Tmac 1Mty

s

TifSaté-100042 013 Reack Tmac_cel_1Mfa

4

TifSabd-100812_ 014 React Toata LP_IMEG

TIOfSaM-100815_ 015 React Tosts, RN 1MLl

4

TifBaté-100842 018 React Toata SE_ 1M

i

TIMS044-1000.1a_05T Ruad: Tpata_SF_iMq
| l ‘

TifSa14-1000.15_018 Read; Trossi 1M iq

; l‘ 1 0

TISot4-1000.10_010 Read: Tub_1M I

Ay I LA'J!NII P M e 4 T L

T8a14-1000.0.020 Rewd: Toor_TM 9

Fig. 1, anexo. Perfiles del satélite CL1 obtenldos a partir del anaI|S|s con RepeatProfiIer,
evidenciado la presencia de esta familia de satélite en todos los genomas analizados.
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