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Identificacion de Secuencias Genomicas (CCGG) en Bovinos Criollos

del Uruguay

Postiglioni,A."; Rincén,G.!; Llambi,S.’; Armstrong, E.'; Arruga, MV?

RESUMEN

Los bovinos Criollos Uruguayos se consideran descendientes
directos de razas introducidas en América durante la época
colonial (Siglo XVI), hoy naturalizadas. Su caracterizacion ci-
togenética ha determinado: a) ausencia de cromosoma Y acro-
céntrico de origen afroasiatico, apoyando la no introgresion de
razas cebuinas; b) presencia (4%) de la translocacion robertso-
niana (rob1;29), destacado reordenamiento en la evolucién cro-
mosomica de la familia Bovidae, presente en posibles razas
ancestrales. Se ha descrito pérdida de secuencias de ADN alfoi-
des (1) rico en CG durante su evolucion como translocacion
monocéntrica. En esta comunicacion se plantea la busqueda a
nivel cito-molecular y gendmico de secuencias CCGG en bovi-
nos criollos normales y portadores de larobl; 29 con el propé-
sito de profundizar en el estudio de su cromatina. Se utiliza la
enzima de restriccion ER Mspl (0.3U/ul) para digerir el ADN
cromosdmico. Se aplica bandeo CBG y contra-coloracion con
yoduro de propidio obteniéndose una tincion diferencial de la
cromatina centromérica del cromosoma 1;29, frente a sus ho-
moélogos y resto del cariotipo. Se plantea una configuracion
particular de esta cromatina. Los 30 pares de brazos cromoso-
micos se expresan con fluorescencia palida luego del tratamien-
to. Se utiliza la misma enzima Mspl, para digerir el ADN geno6-
mico de una hembra portadora de la rob1;29 y un "pool" de 15
ADNs seleccionados por su alta variabilidad y cariotipo nor-
mal. El producto se corre en gel de poliacrilamida no desnatura-
lizante (6%) tefiido con nitrato de plata observandose 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 de la
cromatina con probable implicancia en divergencias evolutivas.

Palabras clave: robl; 29, bovinos criollos, secuencias CG.

SUMMARY

Uruguayan Creole cattle is taking down to breeds introduced
in the American continent around the XVI century. The
cytogenetic characterization has showed: a) absence of Y
acrocentric chromosome of afroasiatic origin, so there was
no introgresion of cebuine breeds; b) robertsonian
translocation (robl; 29) with an incidence of 4%. It is
considered an important rearrangement in chromosome
evolution of the Bovidae family, that it is presented in
ancestral breeds. Loss of a determinate DNA alphoid
sequences ( 1) rich in CG was found during the evolution of
the monocentric translocation. It is proposed to search
CCGG sequences among cyto-molecular and genomic level
in Creole normal and heterozygous from 1;29, to advance in
the study of its chromatin. The restriction enzyme RE Mspl
(0.3U/ul) was used to digest the chromosome DNA. After
this, CBG banding and stainning with propidium iodide were
used to take a differential stain of the centromeric chromatin
of the 1;29 in front of its homologous and the rest of the
chromosomes. A particular chromatin configuration is
showed. A light fluorescence is also shown in the 30 pairs
of chromosome. The same restriction enzyme is used to
digest the genomic DNA of a female heterozygous of rob1;
29 and a pool of fifteen DNA selected to their high variability
and normal karyotype. The samples are run in
polyacrilamide desnaturalized gel (6%), and differential
bands were stained with silver nitrate. The heterozygous
female expressed 43% of alike bands with the population
sample, but not own bands is shown. Possible reorganization
of chromatin connected with evolutive divergents is
proposed.
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INTRODUCCION

El cariotipo del bovino se caracteriza por
poseer todos sus cromosomas mono bra-
quiados excepto los cromosomas sexua-
les (XY) de morfologia sub o metacén-
trica. A nivel de evolucién cariotipica
dentro de la familia Bovidae se ha am-
pliamente demostrado que los procesos
fusion/fision, juegan un papel fundamen-
tal en la especiacion cromosémica (16),
estableciéndose un numero fundamental

(NF) entre 56 y 58, en relacion a los bra-
Z0S cromosomicos.

En bovinos, se han descrito asociaciones
entre dos cromosomas no-homoélogos
(autosomas; X-autosoma) configurando
reordenamientos cromosémicos conoci-
dos como fusiones céntricas o transloca-
ciones robertsonianas (1/29, 1/21, 7/21;
19/21; 13/21; 1/26; 14/28) (1, 6, 7), aso-
ciaciones X-autosomas (X;1)(4.2;1.3);
(Xp18; Xp23) teniendo ambas repercu-

siones en la disminucién de la fertilidad
(2, 10). Estas aberraciones cromosomi-
cas corresponden a asociaciones termi-
nales con rupturas a nivel centromérico,
o telomérico de ambos cromosomas, don-
de pérdida o reordenamiento a nivel de la
heterocromatina constitutiva (secuencias
repetidas, ricas en ADN alfoides, secuen-
cias teloméricas, ADN satélite) jugarian
un papel fundamental en la dindmica de
la cromatina (8, 9, 3, 4).
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La robl;29, es considerada un polimor-
fismo cromosdmico, habiéndose descri-
to en diversas razas ibéricas como la
Retinta, Barrosa, Sayaguesa, y hatos
americanos, como los venezolanos, boli-
vianos, argentinos, uruguayos (11, 12,
17). Su amplia distribucion se explicaria
por la introduccién a América de malti-
ples razas de origen ibérico durante el
siglo XVI portadoras de este reordena-
miento cromosémico (21).

Chaves y col., (2000) analizan regiones
centroméricas de bovinos de la raza Ba-
rrosa, portadores y homocigotas de la
rob1;29, encontrando pérdida de un tipo
de ADN satélite ( 1), rico en secuencias
CG, en los cromosomas bibraquiados:
rob1;29, X eY, con cierto polimorfismo
entre los homologos rob1;29.

En la reserva genética de bovinos Crio-
llos, se ha documentado una incidencia
de esta translocacion heterocigota.
rob(1;29) de un 4% (12). En esta comu-
nicacion se realiza un estudio de la re-
gion pericentromérica de larob1;29 y una
bisqueda de secuencias ricas en CG en
su ADN gendmico. Se pretende mostrar
una conformacién diferencial de la hete-
rocromatina centromérica (HC) y peri-
centromérica considerandose a esta
translocacion robertsoniana un reordena-
miento gendmico asociado a posibles re-
modelaciones que llevarian a aislamien-
tos reproductivos y especiacion.

MATERIALES Y METODOS

La reserva genética de bovinos Criollos
del Uruguay con sus 620 animales (to-
ros, madres, crias) coexisten en 650 hec-
tareas del Parque Nacional de San Mi-
guel, ubicado al noreste del pais, en zona
fronteriza con Brasil (Depto. Rocha).

Se extrajo sangre de vena yugular hepari-
nizada a 15 bovinos seleccionados por
alta heterocigosidad para determinados
marcadores moleculares, cariotipo nor-
mal (2n=60) y una hembra portadora de
larobl; 29.

Analisis citogenético

Las preparaciones cromosomicas se ob-
tuvieron de cultivos linfocitarios estan-
dar. Los linfocitos se cultivaron en bafio
Memmert a 38° C, durante 72 hrs. pro-
cesandose éste de acuerdo a protocolo
de Laboratorio. La cromatina se dejo en-

vejecer 48 hrs. adquiriendo mayor resis-
tencia a la accidn enzimatica (20).

Material celular con y sin digestion de
ER Mspl (0,3U/ul) (BioLabs) se incu-
baron en camara hiumeda con buffer es-
pecifico a 37°C en estufa de cultivo (Me-
mmert). La digestion se realizé de 12 a
16 hrs, de acuerdo a protocolo de Cha-
ves y col.

(2). Estos se tifieron directamente o se
sometieron a bandeo CBG (18) usando
yoduro de propidio como contra-colora-
cién a los efectos de controlar la accion
enzimatica sobre la cromatina intercalar
y pericentromérica. Se observo la accion
del Ba(OH)2 sobre la estructura cromo-
sOdmica en material con o sin digestion
enzimatica. Las preparaciones se anali-
zaron bajo microscopio fluorescente
(Olympus DBX, filtro WB) y las image-
nes se capturaron con el software de Ko-
dak Digital Science 1D.

Analisis molecular

EI ADN gendmico se aisl6 de sangre en-
tera de acuerdo al método de John y col.,
(9). Se realizé un "pool" de ADN siguien-
do la metodologia de Rincén y col., (15).
Esta se encuentra constituido por 15
muestras de bovinos Criollos con cario-
tipo normal y altamente variable. El
"pool" de ADN genémico y el ADN de
la madre portadora rob1;29 se digirieron
con enzima de restriccion (Mspl:5°'CC
GG3") (0,3U/ul),a 37° C, entre 12 a 16
hrs. con posterior tincién de nitrato de
plata (Q4162/PROMEGA). La cuantifi-
cacion del bandeo se realizé con un soft-
ware analizador de iméagenes (Kodak Di-
gital Science 1D) y el peso molecular de
los fragmentos de restriccion se analiza-
ron en base al marcador 100bp DNA
ladder (GIBCO).

RESULTADOS Y DISCUSION

En la figura | se observa fluorescencia
brillante en toda la heterocromatina cen-
tromérica (HC) de los autosomas, que
contrasta con la fluorescencia pélida de
laregion centromérica de larobl1;29. Los
bloques de fluorescencia brillante se ob-
tienen también en aquellas metafases tra-
tadas para bandeo CBG sin previa di-
gestion de regiones ricas en CG. De esta
experiencia se desprende que los ADN
alfoides ricos en CG no se digieren fren-

te a la accion enzimatica. En contraposi-
cidn, la débil fluorescencia en la HC. de
larob1;29 puede interpretarse sea por la
pérdida de ADN ( 1), demostrado por
hibridizaciéon "in situ" con sondas de
ADN satélite (3,4) y/o por la presencia
de secuencias cortas de alrededor de
200pb que son rapidamente digeridas por
la enzima y eliminadas (20). Ademas, el
violento tratamiento de digestion "over-
night" ha permitido identificar una HC
especifica en los brazos py qde larobl;
29 lo que apoya la existencia de comple-
jos reordenamientos en regiones proxi-
males al centrémero (19), la existencia
de polimorfismos a nivel de expresion
de fragilidad (13, 22) y la existencia de
una conformacion particular de la cro-
matina centromérica de esta transloca-
cién monocéntrica.

Por otro lado, también se observd una
débil fluorescencia a nivel de la cromati-
na en los 30 brazos cromosdmicos a di-
ferencia de lo encontrado en la raza Ba-
rrosa frente al mismo tratamiento enzi-
matico (3). Se propone ajustar el tiempo
de digestion de la enzima para el genoma
del ganado criollo Uruguayo a los efec-
tos de reconocer polimorfismos a nivel
de la heterocromatina intercalar y proxi-
mal al centrémero. Dado que esta enzi-
ma reconoce y corta secuencias especifi-

Figura 1. Metafase somatica de un
individuo con cariotipo anormal,
rob1;29. Digestion de la cromatina con
la ER Mspl, bandeo-CBG, contratincion
con yoduro de propidio. Se observa
fluorescencia brillante en la region
centromérica de los autosomas y

fluorescencia tenue en la regidn
centromérica del cromosoma bibraquiado
rob 1; 29.
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cas 5'CC GG3, independiente de su es-
tado de metilacion se utilizé en forma
preliminar para digerir ADN gendmico
de los bovinos Criollos de la reserva ge-
nética. Se experiment6 con ADN de una
hembra portadora de la rob1;29 frente a
un "pool" de 15 ADNSs seleccionados 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
expresa un 43% de similitud con la mues-
tra poblacional, no presentando ningun
fragmento original en el genoma de este
animal (Fig. 2). Se propone realizar una
identificacion individual de secuencias
CCGG en la poblacién (animales norma-
les y portadores de larob1;29) a los efec-
tos de conocer y evaluar su distribucién
ya que genomas de animales rob1;29 han
demostrado ser mas inestables que los
normales (14). De comprobarse la im-
plicancia de estas secuencias en la ines-
tabilidad de la cromatina, se podran és-
tas asociar a remodelaciones genémicas
que ocurren en la evolucién y que po-
drian llevar a aislamientos reproductivos
y especiacion (5).
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