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La existencia de una fraccién de la cromatina que permanece condensada
durante todo el ciclo celular, muestra replicaciéon tardia de su ADN y es
completa o casi completamente inactiva en la transcripcién, se conoce desde
hace ya muchos afios y ha sido objeto de muiltiples estudios. Esta fraccién
cromatinica, llamada heterocromatina, es facilmente observable en la profase y
la interfase del ciclo celular por su heteropicnosis, es decir su tincién diferencial
respecto a la fraccién restante de cromatina o eucromatina. Los datos
experimentales obtenidos en gran nimero de organismos demuestran que la
heteropicnosis afecta a segmentos de la mayorfa de los cromosomas o, incluso, a
cromosomas enteros. Se distinguen dos tipos de heterocromatina: a) la
heterocromatina constitutiva, de presencia constante en todo tipo de células, y b)
la heterocromatina facultativa, variable segtn los tipos celulares y los estadios
del desarrollo, y que por tanto no es permanente como la anterior. De estos dos
tipos de heterocromatina nos vamos a centrar en el primero, que corresponde a la
heterocromatina propiamente dicha, de acuerdo con la mayorfa de los autores.

Las regiones heterocromdticas se suelen localizar en la vecindad del
centrémero (regiones pericétricas o procéntricas), en las partes distales de los
cromosomas y, menos frecuentemente, en las intersticiales. El bandeo C y los
bandeos con fluorocromos, como DAPI y cromomicina A3 detectan las
regiones y los cromosomas heterocrométicos de manera relativamente sencilla, y
por lo que se refiere a los fluorocromos, aportan ademds datos acerca de su
posible heterogeneidad molecular, en cuanto a su riqueza en bases de AT o GC.

La composiciéon molecular de la heterocromatina constitutiva es ADN
satélite en su mayor parte, una clase de ADN altamente repetltlvo dispuesto en
tandem, con una grado de redundancia entre 10* y >10° copias por genoma y, a
menudo, con fuertes diferencias cuantitativas atin entre especies estrechamente
emparentadas. Se conocen diversos métodos para separar ADN satélite del total
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del ADN gendmico, el mas sencillo y mas frecuentemente utilizado es el de
digerir el ADN genémico con endonucleasas de restriccién y realizar una
electroforesis de los fragmentos resultantes de la accién hidrolitica ejercida por
estas enzimas. Una vez aislados, los ADNs satélites pueden clonarse en bacterias
para ser usados mas tarde, por ejemplo, como sondas en hibridaciones in situ y
conocer su secuencia de nucleétidos.

Se han atribuido distintas funciones a la heterocromatina constitutiva y a
su equivalente molecular, el ADN satélite, relacionadas principalmente con
diversas caracteristicas bioldgicas: 1) organizacién cromosémica (centrémeros y
telémeros), 2) metabolismo celular, 3) apareamiento cromosémico, y 4)
especiacion y evolucién. Aunque ninguna de estas funciones ha sido
completamente probada, las relacionadas con la organizacion y el apareamiento
cromosémico parecen ser bastante verosimiles porque estan apoyadas por datos
empiricos.

Los coledpteros Tenebrionidae son un modelo excelente para el estudio
de la heterocromatina constitutiva y el ADN satélite, como se ha demostrado por
nuestros trabajos y los de otros autores publicados desde 1988. Mediante
técnicas convencionales de tincién, Smith (1952a y 1952b) detecté bloques
heterocrométicos pericéntricos muy conspicuos en paquitenos de la meiosis, en
todos los cromosomas del escarabajo molinero, Tenebrio molitor, y los
escarabajos de la harina, Tribolium confusum y T. castaneum.

En Tenebrio molitor, aproximadamente la mitad del genoma corresponde
a un ADN satélite rico en AT, cuyo mondmero posee 142 pb y estd muy
conservado en su secuencia bésica. La digestién in situ de los cromosomas de
esta especie con EcoRI, extrae el ADN satélite de las regiones pericétricas de
todos los cromosomas, en cantidades semejantes a las detectadas mediante la
separacion electroforética de los fragmentos del ADN genémico, digeridos con
esta misma endonucleasa de restriccién. La hibridacién in situ fluorescente
(FISH) de este ADN satélite sobre los cromosomas de Tenebrio molitor
confirma también estos resultados.

No obstante, los datos obtenidos en una especie congenérica con la
anterior, Tenebrio obscurus, no coinciden con aquellos, porque, en primer lugar,
existen dos en vez de un solo ADN satélite, uno de 142 pb homologo en un 80%
de su secuencia al de T. molitor, y otro de 350 pb completamente distinto al
precedente, y, en segundo lugar, la digestién in situ de los cromosomas de 7.
obscurus mediante endonucleasas de restriccion que cortan y separan al ADN
satélite del ADN gendémico restante, no lo hacen in situ sobre la cromatina a
diferencia de T. molitor, a menos que los cromosomas sean tratados previamente
con proteinasa K. Por tanto, parece probable que la organizacién ultraestructural
de la hereocromatina, por la configuracién espacial propia del ADN satélite o
por las interacciones entre ADN-proteinas de la heterocromatina, sea distinta en
las dos especies de Tenebrio, a pesar de sus estrechas similitudes morfoldgicas.

Se han estudiado los ADNSs satélites y, en algunas especies también la
heterocromatina constitutiva, de otros coledpteros tenebriénidos, cuatro especies
del género Tribolium, cinco del género Pimelia, y una especie de cada uno de los
siguientes géneros: Palorus, Latheticus, Alphitobius y Misolampus. En conjunto,
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se han reunido datos sobre los ADNs satélites de 15 especies. Las cantidades de
ADN satélite varian desde un 20% hasta mas de un 50% del genoma. Cada
especie tiene uno o, menos frecuentemente, dos ADNs satélites propios y
especificos, ricos en AT (>60% excepto en un caso), con una baja tasa de
variacién intraespecifica (<5%), y, en la mayoria, con estructuras secundarias y
terciarias de orden superior, que determinan una menor movilidad electroforética
en geles no desnaturalizantes de poliacrilamida, relativa a la de las secuencias
lineales. Si tenemos en cuenta el tamafio de los mondmeros, estos ADNs
satélites pertenecen a dos grandes grupos, en uno de ellos, los monémeros o
subunidades monoméricas son de 100-160 pb, y en el otro de aproximadamente
350 pb. El hecho de que todos ellos posean algtin tipo de sefial susceptible de ser
reconocida por proteinas de la heterocromatina, como superhélice curvada,
estructuras cruciformes, o grupos de A o de T, apunta hacia la posibilidad de
usar estas sefiales como puntos de anclaje de proteinas, responsables de las
propiedades especificas de la heterocromatina.

Los andlisis de las secuencias de nucleétidos de varios clones en diversos
ADNs satélites, permiten reconocer los mecanismos implicados en su evolucidn.
Las sustituciones nucleotidicas son mucho mas abundantes que las inserciones o
deleciones de nucleétidos, pero el origen de nuevas variantes puede haberse
producido por diversas causas a la vez, entrecruzamiento desigual, deslizamiento
de la replicacion y conversién génica, como ocurre en Alphitobius diaperinus, o
unicamente por entrecruzamiento desigual en el caso de Tribolium madens y
Misolampus goudoti, o por conversion génica en el de Tenebrio obscurus.

Los experimentos de hibridacién in situ fluorescente (FISH) en aquellas
especies de tenebrionidos que presentan dos clases de ADNs satélites, hacen
posible determinar su localizacién cromosémica en regiones heterocromadticas
especificas. Asi, en Misolampus goudoti, las dos clases de ADNs satélites, las
familias EcoRI y Pstl, se encuentran en las regiones pericéntricas de todos los
cromosomas, pero ademds algunos cromosomas poseen heterocromatina
subtelomérica, y en estas regiones aparece unicamente el ADN satélite Pstl. En
Tenebrio obscurus, donde también existen dos clases de ADNs satélites, se
observa una localizacién cromosémica parecida a la de Misolampus goudoti. Por
tanto, se da una cierta compartimentalizacion de estos ADNs satélites en
regiones pericéntricas y subteloméricas. Como tan solo algunos cromosomas
manifiestan sefiales subteloméricas de hibridaciéon, a diferencia de las
pericéntricas comunes a todos ellos, cabe pensar que la localizacion
cromosdmica subtelomérica de estos ADNs satélites fué probablemente posterior
y derivada de la pericéntrica.

A modo de resumen, en los coledpteros tenebridnidos, la heterocromatina
constitutiva y los ADNs satélites que la conforman, deben desempefiar,
probablemente, un papel importante para la organizacién cromosémica y, quizés
también, en la actividad centromérica y el apareamiento meidtico. Desde una
perspectiva evolutiva, parece razonable suponer que cada especie de
tenebriénido haya amplificado uno o dos tipos de secuencias de ADNs satélites
de manera aleatoria, a partir de una hipotética "biblioteca” ancestral de
secuencias moderadamente repetitivas, siempre y cuando estas secuencias
reunieran los requisitos necesarios para poder expresarse como heterocromatina,
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en sus propiedades intrinsecas distintivas. Como cada especie suele poseer un
ADN satélite peculiar y propio, las secuencias nucleotidicas no aportan ningtn
tipo de informacién susceptible de ser utilizada para establecer las relaciones
filogenéticas entre especies de tenebriénidos, lo cual concuerda con los
resultados obtenidos en otras especies de animales, aunque también se han
descrito casos de ADNSs satélites que se han conservado considerablemente a lo
largo de una linea evolutiva.
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