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RESUMEN
Los bovinos Criollos Uruguayos se consideran descendientes
dir ctos de razas introducidas en Am'rica durante la epoca
colonial (Siglo XVI), hoy naturalizadas. Su caracterizacion ci­
togenetica ha determinado: a) ausencia de cromosoma Y acro­
centrico de origen afroasiatico, apoyando la no introgresion de
razas c buinas; b) presencia (4%) de Ia translocacion robertso­
niana (rob 1'29) d stacado reordenami nto en la evolucion cro­
mosomica de la familia Bovidae, pres nte en posibl s razas
anc straies. S ha d scrito perdida de secuencias de ADN alfoi­
des ( 1) rico en CG durante su evolucion como translocacion
monocentrica. En esta comunicaci6n se plantea la busqu da a
nivel cito-molecular y genomico de s cuencias CCGG en bovi­
nos criollos normales y portadores de la rob 1; 29 con el propo­
sito de profundizar en el estudio de su cromatina. Se utiliza Ia
enzima de restriccion ER MspI (0.3 V/uI) para digerir el ADN
cromosomico. Se aplica bandeo CBG y contra-coloracion con
yoduro de propidio obteniendose una tinci6n diferencial de la
cromatina centromerica del cromosoma 1;29, frente a sus ho­
mologos y resto del cariotipo. Se plantea una configuracion
particular de esta cromatina. Los 30 par s de brazos cromoso­
micos se expresan con fluorescencia palida luego del tratami n­
to. Se utiliza la misma enzima MspI, para dig rir el ADN geno­
mico d una h mbra portadora de la rob 1;29 Yun "pool" de 15
ADNs seleccionados por su alta variabilidad y cariotipo nor­
mal. El producto se corre en g 1de poliacrilamida no d snatura­
lizante (6%) tetiido con nitrato d plata obs rvandose un pa­
tron de bandeo diferencial. La hembra portadora expresa un
43% de similitud con la muestra poblacional, no presentando
bandas propias. Se plantean posibles reorganizaciones d la
cromatina con probable implicancia en div rgencias evolutivas.
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SUMlVIARY

Uruguayan Creole cattle is taking down to br eds introduced
in th American continent around the XVI c ntury. The
cytog netic characterization has showed: a) abs nce of Y
acrocentric chromosome of afroasiatic origin so there was
no introgresion of cebuine breeds; b) robertsonian
translocation (rob 1; 29) with an incidence of 4%. It is
considered an important rearrangem nt in chromosome
evolution of the Bovidae family, that it is presented in
ancestral breeds. Loss of a determinate D A aiphoid
s quences ( 1) rich in CG was found during the evol ution of
the monocentric translocation. It is proposed to search
CCGG sequences among cyto-molecular and genomic lev 1
in Creole normal and heterozygous from 1;29, to advance in
the study of its chromatin. The restriction enzyme RE MspI
(0.3 U/uI) was used to digest the chromosom D A. After
this, CBG banding and stainning with propidium iodide w re
used to take a differential stain of the centromeric chromatin
of the 1;29 in front of its homologous and the r st of the
chromosomes. A particular chromatin configuration is
showed. A light fluorescence is also shown in the 30 pairs
of chromosome. Th same r striction enzyme is used to
digest the genomic DNA of a female heterozygous of rob l'
29 and a pool of fifteen DNA selected to their high variability
and normal karyotype. The sampl s are run in
polyacrilamide desnaturalized gel (6%), and diff r ntiaI
bands were stained with silver nitrate. Th heterozygous
female expressed 43% of alike bands with the population
sample, but not own bands is shown. Possibl reorganization
of chromatin connected with evolutiv diverg nts is
proposed.
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TRODUCCIO

El cariotipo del bovino se caract riza por
poseer todos sus cromosomas mono bra­
quiados xcepto los cromosomas.sexua­
les (XY) de morfologia sub 0 m tacen­
trica. A nivel de evolucion cariotipica
dentro de la familia Bovidae se ha am­
pliamente demostrado que los procesos
fusion/fision,juegan un papel fundamen­
tal en la especiacion cromosomica (16),
establ ciendose un numero fundamental

(NF) entr 56 y 58, n relacion a los bra­
zos cromosomicos.

En bovinos, se han descrito asociacion s
entre dos cromosomas no-homologos
(autosomas; X-autosoma) configurando
r ord namientos cromos6micos conoci­
dos como fusiones c' ntricas 0 transloca­
ciones rob rtsonianas (1/29, 1/21, 7/21;
19/21; 13/21; 1126; 14/28) (1, 6, 7), aso­
ciaciones X-autosomas (X; 1)(4.2; 1.3);
(Xp 18; Xp23) teniendo ambas repercu-

siones en la disminucion de la fertilidad
(2, 10). Estas aberraciones cromosomi­
cas corresponden a asociacion s termi­
nales con rupturas a niv I centromerico,
o telomerico de ambos cromosomas, don­
de perdida 0 reordenamiento a niv I de la
heterocromatina constitutiva (secu ncias
rep tidas, ricas en ADN alfoid s, secuen­
cias telomericas, ADN sateht ) jugarian
un papel fundamental en la dinamica de
la cromatina (8,9,3,4).
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La rob I ;29, es considerada un polimor­
fismo cromosomico, habiendose descri­
to en diversas razas ibericas como la
Retinta, Barrosa, Sayaguesa, y hatos
americanos, como los venezolanos, boli­
vianos, argentinos, uruguayos (I I, 12,
17). Su amplia distribucion Sf' explicaria
por la introduccion a America de multi­
pI s razas de origen ib' rico durante el
siglo XVI portadoras de este: reordena­
miento cromosomico (21).

Chaves y col., (2000) analiz n regiones
centromericas de bovinos de 1a raza Ba­
rrosa, portadores y homocigotas de la
rob 1;29, encontrando perdida de un tipo
de ADN satelite ( 1), rico en s cuencias
CG, en los cromosomas bibraquiados:
rob 1;29, X Y, con cierto polimorfismo
entre los homologos rob 1;29.

En la reserva genetica de bovinos Crio­
Ilos, se ha docum ntado una incidencia
de esta translocacion heterocigota.
rob(I'29) de un 4% (12). En esta comu­
nicacion se realiza un estud'o de la re­
gion pericentromerica de la rob 1'29 y una
busqueda de secuencias ricas en CO en
su ADN genomico. S pretende nl0strar
una conformacion di~ rencial de la h te­
rocromatina c ntromerica (lIC) y peri­
centromerica considenlndose a esta
translocacion robertsoniana un reordena­
miento g nomico asociado a posibl s re­
mod laciones que ltevadan a aislamien­
tos reproductivos y especiacion.

La reserva g n 'tica de bovinos Criollos
del Uruguay con sus 620 a imales (to­
ros, madres, crias) coexisten n 650 hec­
tareas del Parque Nacional de San Mi­
guel, ubicado al noreste d 1pais, en zona
fronteriza con Brasi I (Depto. Rocha).

Se extrajo sangre de vena yugular hepari­
nizada a 15 bovinos seleccionados por
alta heterocigosidad para det rminados
nlarcadores moleculares, eariotipo nor­
mal (2n=60) y una h mbra portadora de
la robl; 29.

Analisis citogenetico

Las preparacion s cromosomicas se ob­
tuvieron de cultivos linfocitarios estan­
dar. Los linfocitos se cultivaron en bano
Memmert a 38° C, durante 72 hI'S. pro­
cesandose este de acuerdo a protocolo
de Laboratorio. La cromatina se dejo n-

vejecer 48 hrs. adquiriendo mayor resis­
t ncia a la accion enzimatiea (20).

Mat rial celular con y sin digestion de
ER Msp 1 (0, Vlul) (BioLabs) se incu­
baron en camara humeda con buffer es­
pecifico a 37°C en estufa de cultivo (M ­
mmert). La digestion se r alizo d 12 a
16 hI'S, de acuerdo a protocolo de Cha­
ves y col.

(2). Estos se tineron directanlente 0 se
someti ron a band 0 CBG (18) usando
yoduro de propidio como contra-colora­
cion a los efectos d controlar la acci6n
enzimatica sobre la cromatina interealar
y p ricentromerica. Se obs rvo la accion
del Ba(OH)2 sobre la structura cromo­
somica en material con 0 sin digestion
enzimatica. Las pr paraciones se anal1­
zaron bajo microscopio fluorescente
(Olympus DBX, fiitro WB) y las image­
nes se capturaron con el software de Ko­
dak Digital Science 1D.

Analisis molecular

EI ADN genomico se aisl0 de sangr en­
tera de acuerdo al metodo de John y col.,
(9). Se realizo un "pool" de ADN siguien­
do la metodologia de Rincon y col., (] 5).
Esta se encuentra constituido pOI' 15
mu stras de bovinos Criollos con cario­
tipo normal y altament variable. El
"pool" de AD genomico y el ADN de
la madre portadora rob 1;29 se digirieron
con enzima de r striccion (MspI:5 'CC
GG3') (0,3U/ul), a 37° C, ntre 12 a 16
hrs. con posterior tincion de nitrato de
plata (Q4162/PROMEGA). La cuantifi­
cacion del bandeo se realizo con un soft­
ware anahzador de imagenes (Kodak Di­
gital Science 1D) Yel peso molecular de
los fragmentos d restriccion se analiza­
ron en base al marcador 100bp DNA
ladder (GIBCO).

RESULTADOS YDISCUSION

En la figura 1 sobs rva fluoresc neia
bri llant en toda la het rocromatina cen­
tromerica (HC) de los autosomas, que
contrasta con la fluoresc ncia palida de
la region centrom' rica de la rob 1;29. Los
bloqu s de fluor scencia brillante se ob­
tienen tambi ' n en quellas metafases tra­
tadas para bandeo CBG sin previa di­
gestion de r giones ricas n CG. De esta
experiencia se despr nde que los ADN
alfoid s ricos n CO no se digieren fren-

te a la accion enzimatica. En contraposi­
cion, la debil fluorese ncia en 1a He. de
la rob 1;29 puede interpretarse sea porIa
perdida de ADN ( 1), demostrado por
hibridizacion "in situ" con sondas d
ADN satelite (3,4) y/o por la presencia
de secuencias cortas de alrededor de
200pb que son rapidamente digeridas por
la enzima y eliminadas (20). Ad mas, el
violento tratamiento d digestion "over­
night" ha permitido id ntificar un HC
especifica en los brazos p y q de la rob 1;
29 10 que apoya la exist ncia de comple­
jos reoI'd namientos n region s pro i­
males al c ntromero (19), la existencia
de polimorfismos a nivel de xpr sion
de fragilidad (13, 22) Y la xistencia de
una conformacion particular de la cro­
matina centromerica de esta transloca­
cion monocentrica.

Por otro lado, tambien se obs rvo una
debil fluorescenc1a a nive1 de la cromati­
na en los 30 brazos cromosomicos a di­
ferencia d 10 encontrado en la raza Ba­
rrosa frente al mismo tratamiento nzi­
matico (3). Se propone aj ustar el ti mpo
de digestion de 1a enzima para el genoma
del ganado criollo Uruguayo a los efec­
tos de r conocer polimorfismos a nivel
de la h terocromatina intercalar y pro 1­
mal al centromero. Dado que sta nzi­
rna reconoce y corta secuencias esp cffi-

Figura 1. Metafase somatica de un
individuo con eariotipo anormal
rob 1;29. Digestion de 1a eromatina con
la ER MspI, bandeo-CBG eontratincion
con yoduro de propidio. Se observa
fluoreseeneia brillante en la region
centromeriea de los autosomas y
fluoresceneia tenue en la r gion
centromeriea del cromosoma bibraquiado
rob 1; 29.
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Figura 2. Digestion de ADN genomico con la ER: MspI.
(CC-OG). M: marcador de peso molecular
(1 OObp Ladder); 1. "pool" de ADNs de bovinos
con cariotipo normal; 2. ADN de vaca
het rocigota rob 1;29.

cas 5 'CC GG3, independiente de su es­
tado de metilaci6n se utilizo en forma
preliminar para digerir ADN genomico
de los bovinos CrioIIos de la reserva ge­
netica. Se experim nto con ADN de una
hembra portadora de la rob 1;29 frente a
un "pool" de 15 ADNs sel ccionados por
su alta variabilidad y cariotipo normal.
Se observa un bandeo diferencial sobre
un gel de poliacrilamida no desnaturali­
zante (6%), donde la hembra portadora
expr sa un 43% de similitud con la mues­
tra poblacional, no presentando ningun
fragmento original en el genoma de ste
animal (Fig. 2). Se propone realizar una
identificaci6n individual de secuencias
CCGa n la poblacion (animales norma­
les y portadores de la rob I ;29) a los efec­
tos de conocer y evaluar su distribuci6n
ya que genomas de animales rob 1;29 han
demostrado ser mas inestables que los
normales (14). D comprobarse la im­
plicancia de stas secuencias en la ines­
tabilidad de la cromatina, se podnln es­
tas asociar a remodelacion s genomicas
que ocurren en la evoluci6n y que po­
drian Ilevar a aislamientos reproductivos
y especiaci6n (5).
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