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Resumen




La arquitectura nuclear, entendida como la organizacién temporal y espacial del
genoma en el ndcleo celular, es determinante en la funcién del genoma y en la regulacion de los
distintos procesos nucleares. Los isocoros, regiones genémicas que difieren significativamente
entre si en su composicion nucleotidica y se hallan distribuidas desigualmente en los
cromosomas, implican una nueva forma de estudiar y entender c6mo se organiza el genoma.
Estos se dividen en dos familias: las familias de isocoros L (L1 y L2) pobres en GC y las familias
de isocoros H (H1, H2 y H3) ricas en GC. La densidad génica, los niveles de transcripcion, la
condensacién de la cromatina, entre otras, son algunas de las propiedades estructurales y
funcionales del genoma que resultan opuestas entre ambas familias de isocoros y que
dependen exclusivamente de su composicién nucleotidica.

Estudios en distintos grupos taxondmicos evidenciaron un perfil composicional

diferencial, entendido éste como la distribucion de los isocoros en el genoma, sugiriendo que el
contenido en GC de los isocoros podria ser el resultado y, a su vez, estar sometido a la acciéon
de la seleccién natural. Estos patrones de composiciéon nucleotidica determinan fenotipos
gendémicos que pueden ser similares en especies filogenéticamente cercanas y cuyo estudio
nos permite analizar diferencias en la composicién nucleotidica de las distintas especies y los
posibles procesos evolutivos implicados. En este trabajo de Tesis se estudiaron ejemplares
pertenecientes a tres especies de primates neotropicales: el mono arafia de cara negra, Ateles
chamek (ACH), el mono miriking, Aotus azarae (AAZ) y el mono cai de las yungas, Cebus cay
(CCY). El objetivo fue estudiar la estructura y organizaciéon cromosémica de estas especies
analizando sus perfiles composicionales para asi interpretar la implicancia de estas regiones
en la reorganizacién de la arquitectura cromosémica en sus cariotipos.
Los fenotipos gendmicos se estudiaron a través de metodologias citomoleculares, e.g. bandas
secuenciales fluorescentes 4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) y cromomicina A; (CMAs;),
que permiten detectar regiones ricas en AT y GC respectivamente debido a la afinidad de estos
fluorocromos con estas regiones cromatinicas. Dado que para los primates neotropicales se
conocen las homeologias cromosémicas con los humanos y que para los cromosomas humanos
se conoce el perfil composicional, fue posible inferir el perfil composicional de los monos del
Nuevo Mundo en estudio a partir de la informacién obtenida del analisis de los patrones de
bandas fluorescentes DAPI/CMA; y de bandas G. La localizacién y distribucién de los pares de
base AT/GC obtenidos se comparoé con lo analizado previamente para distintas especies de
monos aulladores (género Alouatta).

En las tres especies analizadas, tanto las bandas DAPI+ como las CMAs+ se

distribuyeron de manera alternada en los cromosomas. Las regiones ricas en GC se
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observaron en su mayoria en telémeros, mientras que las regiones pobres en GC se
encontraron en su mayoria en posicion intersticial y pericentromeérica, tal como se distribuyen
en el cariotipo humano.

A nivel interespecifico, Ateles chamek comparte un mayor nimero de regiones ricas en
GC con Alouatta caraya, coincidiendo en 16 pares cromosémicos, mientras que con Alouatta
pigra y Alouatta guariba clamitans se observd conservacién en 8 y 6 pares cromosOmicos
respectivamente. En Cebidae, dado que no fue posible obtener resultados del perfil
composicional para Cebus cay, el patrén de bandas DAPI/CMAs; de Aotus azarae se
compard con lo obtenido previamente en el GIBE para Cebus nigritus, especie con cariotipo
similar al de Cebus cay. Entre A. azarae y C. nigritus se hallé conservacion de regiones ricas en
GC en 24 pares cromosémicos.

Si bien algunas regiones homeoélogas mostraron un patrén de bandas DAPI/CMA; en
concordancia con el patrén de isocoros en humanos, en otras regiones las diferencias
observadas so6lo serian interpretables por el surgimiento de novo y/o pérdida de isocoros. A
pesar de los extensivos reordenamientos cromosémicos descriptos en A. chamek y A. azarae,
en ambas se observé una alta conservacion de los isocoros descriptos en el genoma humano,
en especial en sintenias de importancia evolutiva. Las diferencias en los perfiles
composicionales de las especies estudiadas podrian explicarse no sélo por los reordenamientos
cromosomicos ocurridos en los linajes de estas especies, sino también por una posterior
diversificacién de la composicién nucleotidica que podria ser explicada por diversos
procesos que modulan la variacion en secuencias repetitivas, tales como la evolucién
concertada. Nuestros resultados sugieren la posible existencia de patrones evolutivos especie-

especificos a nivel de la composicion nucleotidica y de la arquitectura cromatinica.



“Genome dynamic in Neotropical Primates: chromatin compositional patterns
in Cebus, Ateles and Aotus”

Nuclear architecture, understood as the temporal and spatial organization of the
genome in the cell nucleus, is crucial in genome function and the regulation of various nuclear
processes. Isochores, genomic regions that differ significantly in their nucleotide composition
and are unevenly distributed on chromosomes, imply a new way to study and understand how
the genome is organized. These are divided into two families: GC- poor L isochore families (L1
and L2), and GC- rich H isochore families (H1, HZ, and H3). Gene density, transcription levels,
chromatin condensation, among others, are some of the structural and functional properties of
the genome that are opposite between both isochore families and depend exclusively on their
nucleotide composition.

Studies in different taxonomic groups have shown a differential compositional pattern,
understood as the distribution of isochores in the genome, suggesting that the GC content of
isochores could be the result and, in turn, subject to the action of natural selection. These
patterns of nucleotide composition determine genomic phenotypes, which may be similar in
phylogenetically close species, and their study allows us to analyze differences in the
nucleotide composition of different species and the possible evolutionary processes involved.
In this thesis work, specimens belonging to three species of Neotropical primates were
studied: the black-faced spider monkey, Ateles chamek (ACH), the Azara's night monkey, Aotus
azarae (AAZ), and the black-capped capuchin, Cebus cay (CCY). The objective was to study the
structure and chromosomal organization of these species by analyzing their compositional
pattern to interpret the implication of these regions in the reorganization of chromosomal
architecture in their karyotypes.

Genomic phenotypes were studied through cytomolecular methodologies, such as sequential
fluorescent banding with 4’,6-diamidine-2-phenylindole (DAPI) and chromomycin A; (CMA;),
which allow the detection of regions rich in AT and GC, respectively, due to the affinity of these
fluorochromes with these chromatin regions. Since the chromosomal homeologies with
humans are known for Neotropical Primates and the compositional pattern is known for
human chromosomes, it was possible to infer the compositional pattern of the New World
monkeys under study from the information obtained from the analysis of DAPI/CMA;
fluorescent band patterns and G-banding. The localization and distribution of the AT/GC base
pairs obtained were compared with the analysis previously conducted for different species of

howler monkeys (genus Alouatta).



In all three analyzed species, both DAPI+ and CMAs;+ bands were distributed
alternately on the chromosomes. GC-rich regions were mostly observed at telomeres, while
GC-poor regions were mostly found in interstitial and pericentromeric positions, similar to
their distribution in the human karyotype. Furthermore, DAPI+ bands largely colocalized with
positive G-bands on the chromosomes. Some homeologous regions were conserved, while
others showed de novo emergence and/or loss of isochores compared to humans.

At the interspecific level, Ateles chamek shares a greater number of GC-rich regions
with Alouatta caraya than with the rest of the howler monkeys studied, coinciding on 16
chromosomal pairs. Since it was not possible to obtain compositional pattern results for Cebus
cay, the DAPI/CMA; banding pattern of Aotus azarae was compared with that previously
obtained for Cebus nigritus, revealing conservation of GC-rich regions between these two
species on 24 chromosomal pairs.

While some homeologous regions showed a DAPI/CMA; banding pattern consistent
with the isochore pattern in humans, in others, the observed differences could only be
interpreted by the emergence of de novo and/or loss of isochores. Despite extensive
chromosomal rearrangements in A. chamek and A. azarae, both showed a high conservation of
the isochore regions described in the human genome, especially in evolutionarily important
synteny. The differences in the compositional patterns of the studied species could be
explained not only by the chromosomal rearrangements that occurred in the lineages of these
species but also by a subsequent diversification of nucleotide composition, which could be
explained by various processes that modulate variation in repetitive sequences, such as
concerted evolution. Our results suggest the possible existence of species-specific

evolutionary patterns at the level of nucleotide composition and chromatin architecture.
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Estructura y organizacion del genoma

Desde su primera aparicién, el término “genoma” recibe varias interpretaciones, ya
sea como el conjunto cromosémico haploide (Winkler, 1920), el conjunto de genes (Lederberg y
McCray, 2001), o la simple secuencia primaria de ADN que caracteriza una especie (Filipski y Kumar,
2005). Mas recientemente se incorporaron otras variables de analisis y es asi que el estudio del
genoma hoy implica el andlisis de varios niveles de organizacion, desde su composicion
nucleotidica y los genes que lo constituyen hasta el empaquetamiento del ADN en
cromatina y su nivel de mayor grado de condensacién, los cromosomas (Felsenfeld y Groudine,
2003; Rowley y Corces, 2018; Maeshima y Babokhov, 2019). Para su andlisis o estudio, los genomas pueden
ser considerados en el contexto de lo que se conoce como arquitectura nuclear: su
organizacion temporal y espacial en el nucleo celular (Misteli, 2005). La estructura y organizacion
del nucleo celular son determinantes en la funcién del genoma y en la regulacién de distintos
procesos nucleares: la replicacién del ADN, la expresion génica, la recombinacién y la
sinapsis, entre otros (Cremery Cremer, 2001; Fraser y Bickmore, 2007; Schneider y Grosschedl, 2007).
Un aspecto fundamental del nicleo celular es su heterogeneidad dada por la presencia de
compartimentos nucleares, es decir, regiones macroscépicas en el nicleo que son morfoldgica
y/o funcionalmente distintas de su alrededor (Misteli, 2005). Un ejemplo de esto lo componen los
dominios de cromatina, que son evidenciados por el método de captura de la conformacion de
la cromatina o el método Hi-C, que permiten estudiar la conformaciéon tridimensional de la
cromatina con mayor precisién (Dekker et al, 2002; Lieberman-Aiden et al, 2009). Estos dominios,
espacialmente compartimentalizados, se definen frecuentemente en relacién a su ubicacién
respecto a estructuras distintivas del nicleo como la ldamina nuclear (Gonzalez-Sandoval y Gasser,
2016). Los denominados Dominios Asociados Topoldégicamente (TADs, por sus siglas en inglés),
constituyen unidades de cromatina que interactiian entre si y pueden clasificarse en dos
compartimentos: el compartimento “A”, activo transcripcionalmente y caracterizado por una
replicacién temprana, y el compartimento “B” que incluye genes inactivos y se correlaciona
con una replicacién tardia (Lieberman-Aiden et al, 2009; Ryba et al,, 2010; Dixon et al., 2016). Los TADs que
se encuentran mas espacialmente alejados se asocian preferentemente a la lamina nuclear,
poseen menor expresién génica y se los ha definido como Dominios Asociados a la Lamina
Nuclear (LADs, por sus siglas en inglés) (Guelen et al, 2008). Estos dominios de cromatina se
ensamblan en compartimentos cromatinicos de mayor orden. Este nivel de organizacion es
evidente en la distincién de la cromatina en heterocromatina, que contiene regiones del

genoma mas altamente condensadas, y eucromatina, que consiste en regiones menos
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condensadas (Shopland et al, 2006; Misteli, 2020). Su clasificacién en conformaciéon “abierta” y
“cerrada” (i.e. eucromatina y heterocromatina) sugiere a la primera como la regién de la
cromatina que se transcribe y a la segunda como aquella que seria inactiva
transcripcionalmente (Heitz, 1928). Esta clasificacion resulta limitada, dado que Gilbert y
colaboradores (2004) encontraron una relacion entre la estructura de la cromatina y la
densidad génica, independientemente de la actividad génica. Si bien sectores de cromatina
cerrada se correlacionan con una menor densidad génica, pueden presentar genes
transcripcionalmente activos (Gilbert et al, 2004). La comparacién entre los arreglos de
cromatina en el nucleo de distintas especies provee informaciéon crucial acerca de la
arquitectura nuclear (Neusser et al, 2007).

A través de la asociacion a distintas proteinas durante el estadio de metafase del ciclo
celular, el ADN se compacta en una estructura cromatinica de mayor orden, i.e. los
cromosomas. Los cromosomas estan constituidos por fibras de cromatina de 30 nm, que se
pliegan sobre si formando bucles (“loops”, en inglés) y se unen a la matriz nuclear durante la
mitosis, o al complejo sinaptonémico durante la meiosis (Stacky Anderson, 2001; Gordony Rog, 2023). La
aparicion de técnicas de hibridacién in situ fluorescente (FISH, por sus siglas en inglés,
Fluorescence In Situ Hybridization), ha permitido dar cuenta de la organizaciéon de los
cromosomas en el ndcleo celular, otra caracteristica fundamental de la arquitectura nuclear
(Cremery Cremer, 2010).

Theodor Boveri fue quien introdujo el término “territorios cromosémicos” para
referirse a la ubicacién que adquieren los cromosomas durante la interfase, sefialando
que cada cromosoma visible en mitosis retiene su individualidad durante esta etapa y ocupa
una parte distintiva del espacio nuclear (Boveri 1909). A partir de experimentos de FISH
utilizando sondas especificas para los cromosomas de Homo sapiens (HSA) HSA 19, por poseer
la mayor densidad génica, y HSA 18, por ser un cromosoma pobre en genes, se evidencio una
distribucidon radial no aleatoria de estos territorios (Croft et al, 1999; Cremer et al, 2001). Los
territorios cromosémicos de HSA 19 se encontraron en el interior del nucleo de linfocitos y
otros tipos celulares, mientras que los de HSA 18 se localizaron en la periferia nuclear. Esta
correlacion entre la densidad génica y el arreglo radial alrededor del nicleo fue luego
confirmada analizando la totalidad de los cromosomas humanos (Boyle et al, 2001).

La organizacion de los cromosomas y su cromatina respecto al ntcleo estarian
entonces asociados a distintas propiedades estructurales y funcionales del genoma, como la
densidad génica, la actividad transcripcional, el tiempo de replicaciéon, y el contenido en GC

(Federico et al, 2006; Goetze et al, 2007; Grasser et al, 2008). A partir de ellas se definirian regiones
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gendémicas con caracteristicas opuestas y distribuidas desigualmente, no soélo en los
cromosomas metafasicos sino también en el nucleo interfasico: los isocoros, regiones que

implicarian una nueva forma de estudiar y comprender cémo se organizaria el genoma.

Organizacion del genoma en isocoros

El grupo de investigacién del Dr. Giorgio Bernardi, en la década de 1970, observé que el
genoma en eucariotas se organizaba en regiones de aproximadamente 300 Kb que diferian
significativamente entre si en la frecuencia relativa de las cuatro bases que componen el ADN
(Macaya et al, 1976; Thiery et al, 1976). Estas regiones fueron adjudicadas con el nombre de
isocoros (del griego isos, igual; y choros, regién), dado que dentro de éstos, como su nombre lo
sugiere, la composicién de bases definida como el contenido en GC es constante (Bernardi, 1995;
Costantini y Musto, 2017).

Cuando el ADN gendémico nuclear es centrifugado en un gradiente de densidad de
Cs2S04 en presencia de ligandos especificos, la degradacién provocada rompe el ADN en
fragmentos de 50-100 Kb que se separan de acuerdo con su composicion de bases (Macaya et al,
1976; Thiery et al, 1976). El estudio de estos fragmentos en organismos eucariotas unicelulares
(Costantini et al, 2013), invertebrados (Cammarano et al, 2009) y vertebrados (Costantini et al, 2009)
permiti6 clasificarlos en dos familias, las familias de isocoros L (L1 y L2) pobres en GC y las
familias de isocoros H (H1, H2 y H3) ricas en GC. Desde el punto de vista de su contenido
relativo, en humanos las familias L conforman, en conjunto, 62,9% del genoma, mientras
que las H constituyen 24,3%, 7,5% y 4,7%, respectivamente (Zerial et al, 1986; Zoubak et al, 1996;
Bernardi, 2005); €l resto del genoma se corresponde a secuencias de ADN satélite y ribosomales
(Figura 1).

Dado que el genoma es composicionalmente heterogéneo, existen unos isocoros mas
abundantes que otros y su distribucion en el genoma carece de un orden especifico,
caracteristica que llevo a algunos autores a afirmar que el genoma constituiria un mosaico de

isocoros (Pavlicek et al, 2002; Bernardi et al., 1985).
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Figura 1. Esquema de la organizacién de los isocoros en el genoma humano. Modificado de Bernardi (2005). (a)
Segmentacion del ADN gendmico nuclear luego de ser centrifugado en un gradiente de densidad de Cs2504 en
presencia de ligandos especificos. (b) Perfil composicional del ADN gendmico nuclear indicando las cantidades

relativas de cada familia de isocoros.

Propiedades de los isocoros

Estudios del perfil composicional del genoma humano, entendido como la
distribucién de los isocoros (Bernardi, 1995; Lamolle y Musto, 2018), muestran propiedades bioldgicas
diferenciales para ambas familias de isocoros que dependen exclusivamente de su
composicion nucleotidica (Saccone et al, 1993). En principio se encontrd una correlacion entre el
contenido en GC de los isocoros y la cantidad de genes que contenian, siendo ésta
mayor cuanto mas rico en GC es el isocoro (Bernardi, 1985; Mouchiroud et al, 1991). Por ende, la
cantidad de genes presentes seria mayor en isocoros de las familias H1, H2 y H3, que a su vez
coinciden con las familias que abarcan la menor proporcion del ADN total del genoma. En base
a esto se establecieron dos “espacios génicos” (Figura 2A): un centro genémico o genome core
en inglés, que corresponde a las familias mas ricas en genes, H2 y H3 y un desierto genémico o
genome desert en inglés, que corresponde a las familias de isocoros restantes, donde la

densidad génica es baja (Mouchiroud et al, 1991; Zoubak et al., 1996).
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Recientemente se ha demostrado una relacion entre los isocoros y distintos dominios
de cromatina: TADs y LADs coincidieron en tamafio y topologia con los isocoros ricos y pobres
en GC, respectivamente (Meuleman et al, 2013, Bernardi, 2015; Jabbari y Bernardi, 2017; Bernardi, 2021). A su
vez, se observd una correlacién entre los dos espacios génicos y los compartimentos A y B
descriptos previamente (Figura 2B), coincidiendo el genome core con el compartimento Ay el
genome desert con el compartimento B (Saccone et al, 2002, Federico et al, 2006; Bernardi, 2021), y a Su
vez con los territorios cromosémicos previamente descriptos (Tajbakhsh et al, 2000). Por otro
lado, la participacion de los isocoros en la formacién del nucleosoma (Frenkel et al, 2011) y en el
largo de los loops de cromatina asociados al complejo sinaptonémico (Sizova y Karpova, 2016)

destacan su implicancia en la arquitectura cromatinica a lo largo del ciclo celular.

A Mb 450
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Compartimento A
Compartimento B

Figura 2. (A) Histograma mostrando la distribucién de las familias de isocoros en el genoma humano, agrupados de
acuerdo a su porcentaje de GC. A partir del perfil gaussiano se distingue un desierto genémico o genome desert, que
corresponde a las familias de isocoros L, mas pobres en GC; y un centro genémico o genome core, correspondiente a
las familias H, mas ricas en GC. (B) Comparacidn entre los patrones obtenidos para FISH y Hi-C en los que se
observa la relacién entre las familias de isocoros correspondientes al genome core y al genome desert y dos

dominios de cromatina. Modificado de Bernardi (2021).

La distribucion de isocoros en el genoma se observd correlacionada con otro
patron composicional que es la distribucion de secuencias codificantes (D’Onofrio y Bernardi, 1992).
Un andlisis de los di- y tri- nucle6tidos presentes en los isocoros (Costantini y Bernardi, 2008)
mostr6 diferencias en las frecuencias de los aminoacidos codificados y, con ello, en las

proteinas expresadas en las distintas familias de isocoros: estas regiones no solamente
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difieren en la cantidad de genes que contienen sino también en el tipo de genes. En las familias
de isocoros ricas en GC se sitlan secuencias que se expresan continuamente y en gran
parte de los tejidos (genes housekeeping, de mantenimiento o constitutivos), mientras que en
las familias de isocoros pobres en GC predominan genes regulados temporal y/o
espacialmente (Vinogradov, 2003). Diferencias en las secuencias regulatorias presentes en cada
familia de isocoros y los factores de transcripciéon que se unen a ellas dan cuenta de las
diferencias en materia de regulacion génica entre éstas (D’Onofrio et al, 2007; Arhondakis et al,, 2011).
Un resumen de las principales caracteristicas de las familias de isocoros H y L puede

observarse en la Tabla 1.

Isocoros L Isocoros H

Menos genes Mas genes

Mas intrones y mas largos Menos intrones y mas cortos

Genes de mantenimiento, de expresion

n ji mporal ifi . .
Genes tejido y temporal especificos casi constitutiva

Ausencia de islas CpG Presencia de islas CpG
Cromatina cerrada Cromatina abierta
Bajo nivel de transcripcién Alto nivel de transcripcion
Bajo nivel de recombinacién Alto nivel de recombinacion

Replicacién tardia Replicacion temprana

Tabla 1. Principales caracteristicas estructurales y funcionales de las familias de isocoros Ly H. Tomada de Lamolle y

Musto (2018).

Los patrones de composiciéon nucleotidica del genoma determinan fenotipos
genémicos (Bernardi, 2021), que resultan similares o idénticos en organismos cercanos
filogenéticamente, y que pueden diferir entre especies no emparentadas (Lamolle y Musto, 2018),
constituyendo asi una nueva forma de analizar e interpretar la evolucién de un grupo

taxonOmico de interés.

Isocoros y bandas cromosdmicas

El patron organizacional del ADN en los cromosomas metafasicos se puede estudiar

utilizando técnicas de tincién diferencial que dan cuenta de distintas regiones en los
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cromosomas y que, en diversos casos, reflejan la composicién de bases del ADN (Sumner, 1998).
Estas técnicas evidencian un patréon de bandas caracteristico para cada especie, reproducible
independientemente del método que se utilice para realizarlas, pudiendo variar de acuerdo
con el grado de condensacién de los cromosomas (Sumner, 2003).

Las bandas G evidencian un patrén longitudinal de bandas transversales claras y oscuras
en los cromosomas que son especificas de cada par cromosémico y, dado que para cada
especie este patron de bandas es constante, permiten hacer comparaciones de los
cariotipos a nivel intraespecifico e interespecifico (Dobigny et al, 2004). Las bandas R se observan
con tincién inversa respecto de las bandas G y es asi que las bandas R positivas/oscuras se
corresponden con las bandas G negativas/claras. Las bandas T, un subconjunto de las
anteriores, revelan las regiones teloméricas. Por otro lado, las bandas C, ponen en evidencia
las regiones de heterocromatina constitutiva (Dutrillaux y Lejeune, 1971; Seabright, 1971; Sumner, 1971;
Hayes et al. 2000).

El andlisis de las familias de isocoros permitid establecer una relacién entre éstos y las
bandas cromosomicas (Holmquist et al, 1992; Saccone et al. 1993). Una manera de comprender esta
correlacion es a través del mapeo cromosémico composicional, es decir, de la aplicacion de
hibridacién in situ fluorescente utilizando como sonda distintas fracciones de ADN
correspondientes con las distintas familias de isocoros (Saccone et al, 1993, 2001). El mapeo
composicional brind6 informacién no sélo de la composiciéon nucleotidica de las bandas
cromosoémicas sino también de la distribucién de los genes en los cromosomas (Federico et al,
2000). De las multiples comparaciones realizadas se estableci6 la siguiente relaciéon entre las
bandas G, R y los isocoros:

- Bandas G. Las bandas Giemsa positivas se corresponden a isocoros pobres en GC,
mayoritariamente de la familia L1, con una contribucién menor de isocoros de la
familia H1. La relacion fue caracterizada previamente con la tincién con quinacrina,
un fluorocromo especifico de regiones ricas en AT (Bernardi, 1995).

- Bandas R. Las bandas R positivas comprenden al menos tres subconjuntos (T, T’ y R”).

- Bandas T: contienen la mayor concentracion de isocoros ricos en GC, los H3 y
parte de los H2.

- Bandas R’: comprenden, en cantidades casi iguales, tanto isocoros ricos en GC
(principalmente de la familia H1) como isocoros pobres en GC. A su vez, pueden
subdividirse en bandas T’, que contienen grupos de isocoros de las familias H3 y
H2, y bandas R” que no los contiene.

Bernardi (1995) propuso la siguiente clasificacion: a las bandas G denominarlas L, y a
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las bandas T, T" y R” denominarlas H3+, H3 y H3, respectivamente. La clasificaciéon se resume

en la Tabla 2.

Bandas cromosdmicas Isocoros@ [Genes]
Bandas R

Bandas T (H3+) H3 +H2 + H1+L ++++
Bandas R

Bandas T’ (H3) H3 + H2 + H1 + L 4+
Bandas R” (H3-) H1+L ++
Bandas G (L) HI+L +

a3, en negrita se indica la/s familia/s de isocoro/s predominantes,

en itdlica la minoritaria.

Tabla 2. Clasificacion de bandas cromosémicas y sus isocoros. Tomado de Bernardi (1995).

Esta clasificacion inicial se refind posteriormente, dividiendo a las bandas G en bandas

L1+ o L1- dependiendo de si contienen o no isocoros L1 (Saccone etal, 2002). En la Figura 3 puede

observarse la distribuciéon de bandas H3+ y L1+ en un ideograma humano.

1 23 45 6 7 8 9101112131415161718 19202122 Y X

Figura 3. Distribucién cromosémica de las bandas H3+ (rojo) y L1+ (azul) en un ideograma humano con bandas G.

Tomada de Saccone y colaboradores (2002).

A partir del estudio de los isocoros en las bandas cromosémicas se pudieron establecer
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otras propiedades asociadas a éstos: las bandas H3+ se caracterizan por mayores niveles de
metilacién del ADN, la mayor concentracién de islas CpG (Craig y Bickmore, 1994; Varriale y Bernardi,
2009) y tiempos de replicaciéon mas tempranos (Federico et al, 1998; 2000), coincidiendo con que las
bandas R y G presentan tiempos de replicaciéon diferenciales, dado que replican en la fase S
tempranay tardia, respectivamente (Dutrillaux et al, 1976; Biemontetal,, 1978).

El mapeo composicional del genoma humano ha sido llevado a cabo de manera
exhaustiva en los dltimos afios, permitiéndonos conocer detalladamente el patrén de isocoros
de cada cromosoma y evidenciando aproximadamente 3.200 isocoros en todo el genoma

(Costantinietal, 2006).

Origen y evolucion de los isocoros

En vertebrados, se han postulado diversas hipdtesis que explicarian el surgimiento
y conservacidn de estas regiones en el genoma. Asi, el genoma de los vertebrados no seria sélo
un mosaico estructural y funcional de isocoros sino también un mosaico evolutivo (Costantini y
Musto, 2017; Lamolle y Musto, 2018). Una de estas hipétesis se basa en la observaciéon de dos tipos
de organizacion diferente respecto a los isocoros, ya sea si hablamos de organismos
vertebrados homeotermos (mamiferos y aves) o poiquilotermos (peces, anfibios y reptiles).
Los primeros contienen isocoros ricos en GC y una heterogeneidad composicional marcada, en
tanto los segundos carecen de isocoros H y sus genomas son composicionalmente mas
homogéneos (Bernardi et al, 1985; Nekrutenko y Li, 2001). A su vez, en aves habria surgido de manera
independiente una nueva familia de isocoros, mas rica en GC que el resto, la familia H4. Esto
llevé a postular la presencia de un “paleogenoma”, que corresponderia a las familias de
isocoros L1 y L2 observadas en el genoma de homeotermos y que comparten con los
poiquilotermos, y de un “neogenoma”, correspondiente a las regiones enriquecidas en GC que
surgieron en homeotermos (Bernardi, 2007).

Considerando el origen de los isocoros en el ancestro comun de los amniotas (Figura 4)
y la aparicién de las familias ricas en GC en mamiferos y aves (Costantini y Bernardi, 2009), la
ausencia de algunas de estas familias en ciertos amniotas (e.g. ornitorrincos y zarigiieyas)
(Mikkelsen et al, 2007; Warren et al, 2008) sugiere su origen como independiente o por una

evolucidn linaje-especifica (Ootq, 2017).
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Figura 4. Arbol filogenético de las familias de isocoros. Si bien Primates, Rodentia y Aves presentan una estructura
de isocoros clara, Didelphimorphia y Ornitorrincos carecen de familias de isocoros ricas y pobres en GC
respectivamente. El 6valo gris con un signo de interrogacién corresponderia al supuesto origen de los isocoros
ricos en GC. Los 6valos negros representarian origenes alternativos de estos isocoros. La escala en el margen
inferior izquierdo corresponde a la era geolégica (S, Silurico; D, Devonico; C, Carbonifero; P, Pérmico; Tr, Triasico;
Pg, Paledgeno; Ng, Nedgeno). La unidad de tiempo esta expresada en millones de afios. Los histogramas muestran la
distribuciéon de las familias de isocoros en distintos organismos. Cada color representa una familia de isocoro (azul,

L1; celeste, L2; amarillo, H1; naranja, H2; rojo; H3). Modificado de Oota (2010).

La notable diferencia entre los perfiles composicionales de los homeotermos y los
poiquilotermos gener6 la primera hipdtesis sobre el origen de los isocoros, la de estabilidad
termodinamica. Dado que la heterogeneidad composicional y la apariciéon de los isocoros
H coincidirian con la aparicién de los homeotermos, se postulé que los isocoros serian el
resultado de una fuerte seleccidon asociada a cambios en la temperatura corporal que podria
afectar los puentes de hidrégeno entre los pares de bases (Bernardi et al, 1985; 2007). Los pares GC
se verian beneficiados dado que estos estdn unidos mas fuertemente por tres puentes de
hidrégeno a diferencia de los pares AT que estan unidos por dos puentes de hidrégeno,
brindando mayor estabilidad al ADN, al ARN y a las proteinas codificadas. Los cambios
ocurririan de manera independiente en los genomas ancestrales de aves y mamiferos (Bernardi,

1993; 2007). La transiciéon composicional entre los homeotermos y los poiquilotermos no podria
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ser explicada por la sustitucion nucleotidica aleatoria, que implicaria la teoria neutral; por lo
que se propuso una ventaja selectiva acompanando al incremento de GC en el genome core de
los homeotermos (Bernardi, 2007).

La segunda hipotesis es la de conversion génica sesgada hacia GC. La conversion
génica es el proceso de intercambio unidireccional de material genético entre secuencias
similares; por el cual, una secuencia de ADN reemplaza a una secuencia homoéloga de forma tal
que ambas son idénticas luego del evento de conversion. Este proceso ocurre durante la
recombinaciéon meidtica a través de la estructura heterodiplex que forman las hebras de ADN
(Chen et al, 2007). La recombinacion se inicia con una ruptura de doble cadena (DSB o Double
Strand Breaks en inglés) que puede repararse por dos mecanismos, uno que lleva a la
recombinacion homéloga (CO o crossing over en inglés) y otro que no resulta en COs. Ambas
vias pueden resultar en conversién génica (revisado en Duret y Galtier, 2009). Cuando los dos alelos
parentales no son idénticos, los errores de apareamiento en el heteroduplex son reparados.
Dependiendo de cudl es el alelo usado como molde y cudl el reparado, la reparacién puede
resultar en conversién génica o en la restauracién del alelo original. El mecanismo de
reparaciéon durante la recombinacion es el sistema de reparacién de errores de apareamiento
(MMR o MisMatch Repair system en inglés) que esta involucrado en la reparacién de errores en
la incorporacién de pares de bases en la replicaciéon del ADN (Surtees et al, 2004). Esta hipdtesis
propone que la reparacion, que en un principio ocurriria de manera aleatoria, tendria una
tendencia o sesgo hacia la incorporaciéon de pares de bases G y C, es decir, favoreceria a los
alelos ricos en GC sobre los ricos en AT usando los primeros como molde sobre los segundos
(Brown y Jiricny, 1989; Duret y Arndt, 2008; Lesecque et al, 2013); cOmo consecuencia, las regiones
gendémicas involucradas tenderian a enriquecerse en GC. Ciertos autores proponen que, en
consecuencia, los heterocigotas AT/GC producirian mas gametas GC que gametas AT (Eyre-
Walker, 1993; Galtier et al, 2001; Duret et al, 2006), llevando a una ventaja de los alelos G y C y con
ello, al incremento del contenido GC en regiones altamente recombinables, por lo que se
esperaria que los isocoros estuvieran asociados a las tasas de recombinacidn (Fullerton et al,
2001; Montoya-Burgos et al, 2003; Meunier y Duret, 2004).

La tercera y ultima hipdtesis sugiere que las diferencias observadas se deben al sesgo
mutacional en el sistema de replicacion y/o reparaciéon del ADN, es decir, a diferencias en las
tasas de mutacién asociadas a los cambios GCoAT (Holmquist, 1989; Sueoka, 1993). Segun esta
hipoétesis, la incorporacion errénea de bases G y C debida a fallas en la maquinaria de
replicaciéon daria lugar a regiones ricas en GC con altas tasas de mutacion (Oota, 2017). En una
célula somatica hay un stock de nucleétidos libres, cuya composicién estd asociada con el
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tiempo de replicacién (Nachman y Crowell 2000; Eyre-Walker y Hurst, 2001). Como resultado, los
nucleotidos G y C son incorporados preferencialmente en el ADN cuando el stock es rico en GC.
Por ejemplo, si el stock de nucle6tidos es rico en AT en la replicacion temprana y rico en GC en
la replicacién tardia, las ultimas regiones tendran una tendencia a enriquecerse en pares de
bases GC. El tiempo de replicacién durante la fase de sintesis o fase S a su vez estaria asociado
a los patrones de mutacién (Holmquist, 1989; Stamatoyannopoulos et al, 2009), estando las regiones de
replicacién tardia mas propensas a las mutaciones que las regiones de replicacién temprana,
resultando las primeras regiones en desventaja frente a agentes mutagenos vy, asi,
enriqueciéndose en GC.

Tanto la segunda como la tercera hipdtesis no explican por qué este “sesgo” ocurre
solamente en mamiferos y aves y no en los demas vertebrados, asi como tampoco pueden
explicar por qué existen amniotas que no poseen isocoros ricos en GC (Bernardi, 2007). Por otro
lado, la observacion de que existe una disminucién del contenido en GC tanto en regiones de
ADN codificante como no codificante en ciertos mamiferos, e.g. muaridos y primates,
convergiendo hacia un valor de equilibrio en su composicién, llevé a algunos autores a
proponer la desaparicion de la estructura de isocoros (Duret et al, 2002; Smith y Eyre-Walker, 2002;
Webster et al, 2003; Alvarez-Valin et al, 2004; Antezana, 2005). Esta hipotesis todavia se encuentra en
discusion y llevé al grupo de Bernardi a reformular su hipotesis seleccionista (Belle et al, 2004;
Duret et al, 2006).

La idea central de esta nueva hipoétesis es que las transiciones composicionales que
llevaron a la aparicién de los isocoros ricos en GC en mamiferos y aves se debe
fundamentalmente a seleccién direccional, tanto positiva como negativa, actuando a
nivel de los isocoros (Bernardi, 2007). Mas especificamente se debe a seleccién negativa a
nivel regional (en los isocoros) que eliminaria cualquier desvio hacia lo que seria una
composicién funcional y 6ptima de los isocoros. La seleccidn participaria no sélo en el origen
de los isocoros sino también en su mantenimiento, dos fendmenos que no podrian ser
explicados por la teoria neutralista (Bernardi, 2007). A su vez, explicaria el surgimiento conjunto
de la estabilidad de la temperatura corporal con la presencia de “cromatina abierta” en el
genome core, que requiere de un alto contenido en GC para estabilizarse y expandirse en el
centro del nucleo interfasico (Bernardi, 2007). Si bien esta hipdtesis atin se encuentra en discusion
en la comunidad cientifica, es un enfoque en el que el genoma es considerado un sistema
integrado donde las propiedades composicionales de las moléculas de ADN (composicion de
bases, dinucleétidos y otras secuencias cortas) serian caracteristicas decisivas para la

estructura, funciéon y evolucion del genoma (Lamolle y Musto, 2018). Asi, la hipétesis seleccionista
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permite un nuevo abordaje para analizar los genomas de distintos grupos taxonémicos desde
un punto de vista comparativo.

Con el marco tedrico precedente cabe definir que en este trabajo de Tesis nos
enfocaremos en el andlisis del perfil composicional de un grupo en particular de mamiferos

como son los monos del Nuevo Mundo, pertenecientes al orden Primates.

Introduccion al modelo de estudio

El orden Primates comprende dos grandes subd6rdenes: Strepsirrhini y Haplorrhini.
Los primates neotropicales o primates del Nuevo Mundo (Platyrrhini o Ceboidea) se
consideran pertenecientes al grupo de los Haplorrhini, en el que se ubican junto a los
Catarrhini, es decir, a los primates del Viejo Mundo (Cercopithecidae) y a los hominidos
(Hominoidea), entre los que se encuentra el humano (Rowe y Myers, 2017). El origen de sus
nombres se asocia con la morfologia de sus narices (del griego rhinos, nariz), siendo en
Platyrrhini mas anchas, planas y con las fosas nasales ubicadas lateralmente y mas espaciadas
que en Catarrhini (Rosenberger, 2020). Aunque esta clasificacién no sea exacta y se encuentren
excepciones a ésta, su uso es practico para agrupar a los grupos naturales.

Los primates neotropicales se distribuyen desde México hasta el norte de la Argentina,
sin incluir las islas del Caribe (Silvestro et al, 2019). Su clasificacién taxondémica atin hoy es motivo
de constantes debates. Los estudios mas recientes reconocen tres familias de Platyrrhini:
Atelidae, Cebidae y Pitheciidae (Perelman et al, 2011; Schneider y Sampaio, 2015; Rosenberger, 2020). L.os

géneros que se aceptan dentro de cada familia se representan en la Figura 5.
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Figura 5. Filogenia resumida de los primates del Nuevo Mundo. Tomada de Fleagle (2013).
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A nivel cromosoémico, los primates neotropicales constituyen un grupo heterogéneo
(Stanyon et al, 2008; de Oliveira et al, 2012; Dumas y Mazzoleni, 2017, entre otros). Reordenamientos
cromosémicos (principalmente fusiones, fisiones, inversiones y translocaciones), variaciones
en regiones heterocromadticas y presencia de sistemas de determinacion sexual multiples
contribuyeron a la diversidad cariotipica caracteristica de este grupo taxondmico, que
muestra numeros diploides que varian entre 2n= 16 y 2n = 62 (Ponsa et al, 1995; Mudry et al,,
2001; Seuanez et al,, 2005; Dumas et al.,, 2007; Stanyon et al., 2008, entre otros).

Los cromosomas, analizables y comparables por tamafio, morfologia y comportamiento
mitético o meiodtico, colaboran en el esclarecimiento de ciertas dudas taxondémicas y
ancestralidades como asi mismo en otro tipo de datos o caracteres en un analisis filogenético
(Dobigny et al. 2004). Cabe aclarar algunos principios de este tipo de analisis, como por ejemplo,
cuando una regiéon cromosémica se mantiene en el genoma de distintas especies se habla de
un segmento cromosémico sinténico (Andersson et al, 1996). El estudio de estos segmentos
permite identificar homeologias cromosomicas, i.e., cromosomas genéticamente
equivalentes entre dos o mas especies que tendrian su origen en un cromosoma ancestral
comun (Andersson et al, 1996). Las homeologias fueron caracterizadas inicialmente mediante
técnicas de tincion cromosdémica diferencial (bandas G, Q, R). Sin embargo, se ha observado
que su eficiencia se puede ver reducida en el caso de cariotipos con numerosos
reordenamientos cromosdmicos (Robinson et al, 2001). Es en este contexto que, los métodos de
citogenética molecular basados en FISH utilizando sondas especificas para cromosomas
enteros (pintado cromosémico) brindan una confirmacién inequivoca de las homeologias en
estudio gracias a su mayor precision (Wienberg y Stanyon 1998; Wienberg, 2005). Asi, estas sondas
especificas han resultado de utilidad para estudiar la conservacién gendémica y los
reordenamientos cromosdmicos que han llevado a interpretar la evolucion de los cariotipos
de las especies actuales (Stanyon et al, 2008; de Oliveira et al, 2012; Dumas y Mazzoleni, 2017). Hoy dia,
debido a que se han desarrollado sondas para los cromosomas humanos, tanto a nivel de
cromosoma entero como de brazos y segmentos parciales, se las utiliza para analizar,
indirectamente, la evolucién de un grupo de interés particular con relacién al cariotipo
humano (Ehrlich et al,, 1997; Wienberg y Stanyon 1997; Miiller 2006; Stanyon et al., 2008).

Mediante este enfoque se han analizado los cariotipos de diversas especies de primates
(de Oliveira et al, 2002; 2005; Amaral et al, 2008; Aratjo et al, 2017, entre otros) y, a partir de los datos
obtenidos, se han propuesto diferentes hipotesis sobre el cariotipo ancestral de los primates

neotropicales (Figura 6). En primates del Nuevo Mundo, el cariotipo ancestral estaria
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caracterizado por un 2n = 54 (Neusser et al, 2001; Miiller, 2006; Stanyon et al, 2008; de Oliveira et al,, 2012).
Los cromosomas humanos 4, 6, 9, 11, 12, 13, 17, 19, 20, 22 y X se encontrarian conservados,
cada uno como un cromosoma separado. Los cromosomas humanos 5, 14, 18 y 21 se
asociarian a otros cromosomas formando sintenias conservadas (5/7a, 14/15a, 8a/18 y
3a/21), mientras que los restantes se encontrarian fragmentados (1a, 1b, 1c, 2a, 2b/16b, 3b,
3¢, 7b, 8b, 10a/16a, 10b y 15b) (Neusser et al, 2001; Miiller, 2006; Stanyon et al., 2008; de Oliveira et al,
2012). Dado que en todos los primates neotropicales estudiados hasta el presente se ha
observado que comparten las asociaciones sintéticas 8a/18, 10a/16a, 2b/16b, 5/7a, el
pintado cromos6émico ha permitido demostrar la monofilia del grupo (Neusser et al, 2001;

Sineo y Stanyon, 2006; Dumasetal, 2007).

Cariotipo ancestral de Platyrrhini
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Figura 6. Cariotipo ancestral de Platyrrhini (2n = 54). Los recuadros debajo a la izquierda indican el color
correspondiente a cada cromosoma humano. Modificado de Araujo y colaboradores (2017). Nomenclatura de

segmentos cromos6micos segin Neusser y colaboradores (2001).

En este trabajo de Tesis estudiaremos especies pertenecientes a dos familias de
Platyrrhini, Atelidae y Cebidae. De la primera analizaremos muestras de Ateles chameky de la
segunda de Aotus azarae y Cebus cay, con distribuciones geograficas que se observan en la

Figura 7.
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Figura 7. Distribucién geografica de las especies en estudio. Mapas: A. azarae (Martins-Junior et al, 2022), A.

chamek (Morales-Jimenez et al, 2015) y C. cay (Nieves et al, 2019a).

Familia Atelidae

La familia Atelidae incluye a los géneros Alouatta, Ateles, Brachyteles y Lagothrix. Los
miembros de Atelidae comparten fisiones derivadas de los cromosomas humanos homologos
1, 4, 5 y 15a, que en los atélidos resultaron en las formas cromosédmicas 1lal, 1a2, 4a, la
asociacion 4b/15a2, 4c, la inversion 7a/5a/7ay 5b, 15a1/14 (Dumasy Mazzoleni, 2017). Esto llevd
a proponer el hipotético cariotipo ancestral de Atelidae con un 2n = 62.

En Ateles en particular, el nimero cromosémico diploide en la mayoria de las especies
es 2n = 34, XX/XY, con excepcién de A. paniscus, especie en la que se reduce a 2n = 32,
XX/XY como producto de una fusiéon entre los pares 4 y 12. Este nimero cromosémico
reducido daria cuenta de un alto grado de reordenamientos respecto a los otros atélidos
(Pieczarka et al, 1989; de Oliveira et al, 2005; Garcia et al, 2002). Respecto a las sintenias compartidas por
las especies de este género, existe una inversién derivada que involucra la asociaciéon 10a/16a
en Alouatta, Brachyteles y Lagothrix, resultando en 16a/10a/16a/10a, que se considera que se
perdio en Ateles, que en cambio presentan la asociaciéon 16a/10a/16a (de Oliveira et al,, 2012).

El mono arafia de cara negra, Ateles chamek (Figura 8), se caracteriza por un pelaje
negro, ausente alrededor de los ojos y el hocico, un peso que oscila entre los 5 kg en hembras y

los 10 kg en machos, cola prensil y extremidades largas propias del género (Aquino et al, 1994). Su
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distribucién abarca Pert, norte de Bolivia y Brasil, por lo que en la Argentina puede
encontrarse Unicamente en cautiverio. A nivel citogenético, esta especie se caracteriza por un
2n = 34 con un sistema de determinacidon sexual de tipo XX/XY (Medeiros et al, 1997; Nieves et al,

2005a).

Figura 8. Caracteristicas fenotipicas de Ateles chamek. Fotos: izq. ©]oel Sartore/ Photo Ark, der. Inaturalist Ecuador.

Barra: 20 cm.

En la bibliografia, las distintas revisiones sistematicas y reconstrucciones filogenéticas
del género difieren en el nimero de especies que comprende y, por consiguiente, en la
clasificacion de Ateles chamek. Una de las primeras revisiones sistematicas del género, hecha
por Kellogg y Goldman (1944), reconocié cuatro especies a partir de caracteres morfolégicos:
Ateles geoffroyi, A. fusciceps, A. belzebuth y A. paniscus, siendo Ateles chamek una subespecie de
este ultimo (A. p. chamek). Froehlich et al. (1991) propuso, en cambio, a A. chamek como una
subespecie de A. belzebuth (A. b. chamek) basado principalmente en diferencias
morfométricas. Otras revisiones sistematicas posteriores reconocen siete especies dentro
del género: A. geoffroyi, A. paniscus, A. hybridus, A. belzebuth, A. chamek, A. marginatus y A.
fusciceps (Groves et al, 2005; Morales-Jimenez et al, 2015), elevando a A. chamek al nivel de especie. Sin
embargo, otros estudios sugieren la existencia de tan sélo dos o tres especies de Ateles: en el
primer caso serian A. paniscus 'y A. belzebuth y en el segundo caso se incluiria a A. geoffroyi (Ruiz-
Garcia et al, 2016). Sibien la sistematica del género ain se encuentra en discusion, en este trabajo
de Tesis tomaremos la clasificacién que la considera una especie independiente, clasificacion

considerada por la Unién Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (o “IUCN”,
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por sus siglas en inglés) (Alves et al, 2020).

Familia Cebidae

La familia Cebidae incluye los géneros Aotus, Cebus, Callimico, Callithrix, Cebuela,
Leontopithecus, Mico, Saguinus y Saimiri (Feagle et al, 2013; Rosenberger, 2020), siendo los dos
primeros los géneros que llegan en su distribucidon geografica a la Argentina y de interés
en este trabajo.

El género Aotus (monos nocturnos o mirikinds) comprende primates de porte chico
(de hasta 2 kg), arboricolas y de habitos catemerales y nocturnos, inicos primates antropoides
con dicha caracteristica (Wright et al, 1994, Ferndndez-Duque y Erkert, 2006). Aotus azarae (mirikina de
Azara, Figura 9) es la Unica especie con distribucién geografica que alcanza su maxima
distribucion marginal sur en la Argentina y se la encuentra en el noreste del pais. Su cariotipo
posee un 2n = 50, X;X;X;X; en las hembras y un 2n = 49, X,X,Y en machos (Ma, 1981; Mudry et al,

1984; Milozzietal, 2012).

Figura 9. Caracteristicas fenotipicas de Aotus azarae. Fotos: izq. ©]oel Sartore/ Photo Ark, der. Asociacién de

Primatologia Argentina. Barra: 10 cm.

Las relaciones filogenéticas del género dentro de Cebidae son aun hoy motivo de
discusién. Tanto la asociacion 10/11 como distintos caracteres morfoldgicos,
comportamentales y paleontoldgicos, vinculan a Aotus (Cebidae) con Callicebus (Pitheciidae)

(Ford, 1986; Rosenberger y Kearney, 1995; Dumas et al, 2005; Wildman et al, 2009). A su vez, la evidencia
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molecular sugiere que este género podria pertenecer a Cebidae o Pitheciidae, dependiendo de
si se usa ADN nuclear o mitocondrial respectivamente, resultando complicado clarificar la
sistematica del género (Pérez et al, 2013). Los cariotipos de las distintas especies se caracterizan
por un 2n que varia de 46 a 59 cromosomas, difiriendo entre si por numerosos
reordenamientos (Galbreath, 1983; Torres et al, 1998) y por la presencia de sistemas cromosémicos
multiples de determinacién sexual en algunas especies, al igual que lo observado en Alouatta
(Sineo y Stanyon, 2006; Ma, 1981; Ma et al,, 1976; Mudry et al, 2001).

Uno de los primeros estudios analizando la sistematica del género propuso la
existencia de nueve especies y cuatro subespecies, clasificAndolas en dos grupos de acuerdo a
un rasgo morfolégico distintivo en la coloracion de su pelaje (Hershkovitz et al, 1983): el grupo de
especies de cuello rojo, que incluia a A. miconax, A. nigriceps, A. infulatus, A. nancymae y A.
azarae (y sus subespecies A. a. azarae y A. a. boliviensis), y el grupo de especies de cuello gris,
que incluia a A. lemurinus (con sus subespecies A. I lemurinus y A. I griseimembra), A.
vociferans, A. trivirgatus y A. brumbacki. Los estudios mas recientes del género, basados en
marcadores moleculares y cromosémicos, proponen la existencia de once especies (Defler et
al, 2007; Menezes et al,, 2010; Ruiz-Garcia et al, 2016; Martins-Junior et al,, 2022), y su divisiéon en dos grupos
segun su distribuciéon geografica: el grupo al norte del rio Amazonas (4. nancymae, A. miconax,
A. griseimembra, A. lemurinus, A. vociferans, A. zonalis y A. brumbacki) y el grupo que se
distribuye al sur (A. nigriceps, A. boliviensis, A. infulatus y A. azarae), considerando A. azarae a
nivel de especie plena.

El género Cebus (monos capuchinos o cai) es uno de los géneros de distribucién
geografica mas amplia entre los primates neotropicales, abarcando desde Honduras en
Centroamérica hasta las selvas del norte argentino, las Yungas en las provincias de Salta y Jujuy
y la Selva Paranaense al norte de la provincia de Misiones (Wilsony Reeder, 2005). En la Argentina se
encuentran dos especies: Cebus nigritus (cai negro) y Cebus cay (cai de las Yungas, Figura 10).
Esta dltima especie presenta una coloracién mas clara en comparacion con la de C. nigritus y
una distribucion geografica mas hacia el noroeste (Brown et al, 1984). Su cariotipo presenta
un 2n = 54, XX / XY (hembra/macho) y, a nivel cariolégico, se diferencia del de C. nigritus
principalmente por la presencia de un bloque de heterocromatina constitutiva caracteristico
en el cromosoma 11, que estd ausente en C. nigritus (Matayoshi et al, 1987; Mudry, 1990; Nieves y Mudry,

2016; Nieves et al., 2018).
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Figura 10. Caracteristicas fenotipicas de Cebus cay. Fotos: izq. Andrés Ruggeri, der. APrimA. Barra: 10 cm.

La taxonomia del género Cebus, al igual que la del resto de los Platyrrhini, es compleja y se
encuentra en constante revision. Inicialmente fue dividido en dos grandes grupos, basandose
en caracteristicas del pelaje: un grupo “robusto”, con copete en los machos (haciendo
referencia a dos penachos de pelo oscuro a ambos lados de la cabeza), representado por una
Unica especie, Cebus apella, y otro grupo “gracil”, sin copete en los machos, que incluia a C.
albifrons, C. capucinus y C. olivaceus = nigrivittatus (Hershkovitz et al, 1949). Bajo esta clasificacion,
encontrariamos dos subespecies en la Argentina: C. apella nigritus y C. apella paraguayanus.
Groves (2005) reconoce un total de ocho especies. En el grupo robusto, eleva a nivel de especie
a las subespecies reconocidas de C. apella: C. libidinosus, C. xanthosternos y C. nigritus. Para el
grupo sin copete incorpora a C. kaapori. C. a. nigritusy C. a. paraguayanus. Asi, pasarian entonces
a ser elevadas a nivel de especies independientes: C. nigritus y C. libidinosus (= C. cay),
respectivamente. Una revision sistematica mas reciente (Lynch Alfaro et al, 2012) propuso dividir el
género en dos, basandose principalmente en caracteres morfolégicos y geograficos: Cebus
para las especies graciles y Sapajus para las robustas. Para las especies de la Argentina, esto
implicarfa nuevamente un cambio de nombre especifico a Sapajus nigritus y Sapajus cay. Sin
embargo, el género Cebus presenta tal homogeneidad que claramente lo distingue de los otros
géneros, tanto a nivel citogenético (Nieves et al, 2005a; 2011) como molecular (Ruiz-Garcia et al, 2012);
motivo por el cual en este trabajo de Tesis se prefiere mantener la clasificacion original.

El cariotipo de Cebus es el mas similar al cariotipo ancestral de Platyrrhini (Matayoshi et
al, 1987; Ponsa et al. 1995; Amaral et al, 2008; de Oliveira et al, 2012), y se lo considera el género de

Platyrrhini que comparte el mayor nimero de homeologias cromosémicas con H. sapiens
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(Clemente et al., 1990; Garcia et al, 2000).

Estudios del genoma en primates

El estudio citogenético del genoma, particularmente en primates humanos, ha

permitido evidenciar distintas propiedades que dependen en gran medida de su composicién
nucleotidica. La organizacion del genoma en isocoros se correlacion6 con la distribucién de la
cromatina y los cromosomas alrededor del niicleo, con la densidad génica y el contenido en
GC. Como consecuencia de estas particularidades es posible asociarlos con aspectos
regulatorios del genoma, los tiempos de replicaciéon y la transcripcion del ADN.
La expresion génica puede estar influenciada por la posicion de los loci y bandas
cromosémicas en el nucleo interfasico como resultado de un cambio en la arquitectura de la
cromatina (Bickmore y van Steensel, 2013). En multiples trabajos (Tanabe et al, 2002; Mora et al, 2006;
Neusser et al, 2007, entre otros) se estudid la estructura tridimensional del nticleo con el fin de
analizar cémo los reordenamientos afectarian la ubicacién y el correcto funcionamiento de los
genes contenidos en las regiones cromosémicas reordenadas. Un estudio reciente, en el que se
analizé la localizacién nuclear de distintos loci (de regiones eucromaticas, con diferentes
niveles de GC, densidad génica y tiempos de replicaciéon) en cromosomas con distintos tipos de
reordenamientos, mostré que ninguno de estos loci presentd alterada su ubicacién nuclear
(entendida como su posicion hacia el interior del nicleo o hacia su periferia) en las distintas
especies de primates no humanos analizadas (Federico et al, 2017). A su vez, se estudié la
topografia de los cromosomas homedlogos a los humanos HSA 18 y 19, en primates del Viejo
y Nuevo Mundo, observando la misma distribucién radial que la observada previamente en
humanos, a pesar de los numerosos reordenamientos cromosdmicos ocurridos en la evolucién
de estas especies (Tanabe et al, 2002; 2005). Los mismos resultados se han obtenido analizando
otros pares cromosémicos y su ubicacion en distintos tipos celulares, reafirmando la hipétesis
que relaciona las configuraciones radiales de la cromatina con diferencias en la densidad
génica (Mora et al. 2006; Neusser et al, 2007).

Segln estos hallazgos, genes ortélogos (sinténicos) deberian localizarse en el mismo
compartimento nuclear en especies distintas, a fin de preservar las condiciones 6ptimas para
la transcripcién y regulacion génica (Federico et al, 2017). Sin embargo, se encontr6 una relaciéon
entre el tamafio de los cromosomas y su ubicacién. Cuando las regiones cromosdémicas

ortélogas involucradas en las fusiones y fisiones resultaban en cromosomas mas largos o

29



cortos respectivamente, se observaron variaciones especie-especificas en el patréon de
distribucion radial nuclear de los cromosomas (Neusser et al, 2007); los cromosomas mas
pequeiios se ubicaron mas cercanos al interior del ntcleo. Con respecto a los tiempos de
replicacion, Grasser y colaboradores (2008) realizaron un analisis cuantitativo de la correlacién
entre éste y la topologia nuclear de 64 loci en primates humanos y no humanos, demostrando
que los loci de replicacion tardia son propensos al reposicionamiento nuclear producto de
inversiones evolutivas, mientras que los loci de replicacion temprana se ubicarian
preferentemente en el interior nuclear independientemente del tipo celular y la especie
analizada.

Entre los primates no humanos, Platyrrhini constituye un grupo con cariotipos
altamente reordenados respecto al cariotipo humano, que han sido estudiados extensamente a
través de las técnicas de tincién diferencial y pintado cromosémico (Seudnez 1979; Miiller y
Wienberg, 2001, entre otros). El estudio del genoma en primates no humanos, a través de analisis
comparativos, permite reconstruir su historia evolutiva y los mecanismos involucrados en los
cambios en el genoma de estas especies (Enardy Pédbo, 2004; Rogersy Gibbs, 2014). Las propiedades
composicionales y la localizaciéon nuclear de las bandas cromosdmicas observables en los
reordenamientos permitirian asignarles un papel en la evolucién cariotipica y con ello, muy
probablemente, en la evolucién de estas especies (Tanabe, 2002, Federico et al, 2017). En los ultimos
afios ha cobrado importancia el estudio de estos reordenamientos en la organizacion de la
cromatina a nivel del nucleo celular, asi como su implicancia en el correcto funcionamiento de
los genes (Federicoetal, 2017).

En el Grupo de Investigacion en Biologia Evolutiva (GIBE) se estudi6 el contenido y
composiciéon nucleotidica mediante patrones de tinciéon secuenciales diferenciales con los
fluorocromos 4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) para detectar zonas ricas en pares de
bases AT, y cromomicina A3 (CMA;) para zonas ricas en pares de bases GC. Se analizaron y
compararon las regiones heterocromaticas a partir de bandas C entre diferentes especies de
Cebus y de Ateles, evidenciando que la composicion de la heterocromatina constitutiva es
diferente en ambos géneros: en Cebus los bloques de heterocromatina C-positiva resultaron ser
CMA3-positivos, demostrando que la heterocromatina constitutiva estd enriquecida en pares
de bases GC; mientras que en Ateles, las regiones de heterocromatina constitutiva resultaron
ser DAPI-positivas, presentando entonces una composicién nucleotidica rica en pares de
bases AT (Fantini, 2015; Nieves et al., 2018).

Dado que en primates neotropicales se conocen las homeologias cromosémicas
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conservadas con los humanos (Morescalchi et al, 1997; Stanyon et al, 2004; Dumas et al,, 2007, entre otros) ¥
que para los cromosomas humanos se conoce el perfil composicional o distribucién de
isocoros (Saccone et al, 2002; Costantini et al, 2006), es posible inferir el perfil composicional de los
monos del Nuevo Mundo a partir de la informacién obtenida del analisis de los patrones de
bandas fluorescentes DAPI/CMA; y de bandas G. La caracterizacion del contenido nucleotidico
de la eucromatina en especies del género Alouatta (A. caraya, A. guariba clamitans y A. pigra)
mostr6 un patrén especie-especifico (Steinberg et al, 2018; 2020). Las bandas DAPI-
negativas/CMA;-positivas se corresponderian en su mayoria con los isocoros H3
caracterizados en humanos, sugiriendo que habrian ocurrido reordenamientos cromosémicos
que modificaron la ubicacién de estas regiones en el genoma de aulladores, asi como posibles
amplificaciones y/o pérdida de estas regiones, constituyendo un antecedente del grupo para la
nueva propuesta (Steinberg et al, 2020).

En este trabajo de Tesis buscaremos profundizar el conocimiento sobre esta

caracteristica del genoma y caracterizar su comportamiento en otros primates neotropicales.
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Objetivos e Hipotesis
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Objetivos

- Estudiar la estructura y organizacién cromosémica de especies de los géneros Ateles,
Cebus y Aotus, analizando la distribucién gendémica de regiones ricas en pares de
bases AT/GC.

- Interpretar la implicancia de estas secuencias en la reorganizacién de la arquitectura
cromosémica en los cariotipos mediante el estudio del perfil composicional de

especies de los géneros Ateles, Cebusy Aotus.

Hipotesis

Hipétesis 1: el perfil composicional de pares de bases AT/GC descripto en Homo sapiens
se encuentra conservado en primates neotropicales de los géneros Ateles, Cebus y Aotus.

Hipotesis 2: las variaciones en el perfil composicional en los géneros Ateles, Cebus y Aotus
respecto a Homo sapiens pueden explicarse por los reordenamientos cromosémicos

ocurridos en estos grupos.
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Materiales y Métodos
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Muestras biol6gicas

Los estudios realizados en este trabajo de Tesis se llevaron a cabo a partir de muestras
previamente fijadas (pellets) en el GIBE, obtenidas segin técnica estandar de cultivo de
linfocitos de sangre periférica (Steinberg et al, 2014).

El acceso a muestras de sangre de primates no humanos estuvo restringido durante un
periodo muy extenso de tiempo dado que, al ser potencialmente susceptibles al virus del
COVID, los muestreos que involucraran capturas de ejemplares fueron desaconsejados por los
especialistas primatélogos. Por otro lado, el nimero de primates alojados en cautiverio en
zooldgicos o centros de cria es cada vez menor, siguiendo una tendencia actual a reintroducir
los ejemplares en su habitat natural, o alojarlos en santuarios, siempre y cuando su traslado
sea viable. Razones por las cuales, en los ultimos afios, el acceso a estos primates para
muestreos disminuyé notablemente. Esto destaca el valor de disponer de material de reserva
para poder trabajar en casos en los que de otra forma resultaria imposible, dados los costos y
tiempos para acceder a muestras frescas a través de nuevas campafias de muestreo.

Se utilizaron muestras de un total de 14 individuos adultos mantenidos en cautiverio y
correspondientes con tres especies, cuatro Aotus azarae (AAZ, 2n = 50, XiXiX2X2%/ 2n = 49,
XiX2Yd), cinco Ateles chamek (ACH, 2n = 34, XX?/XYd) y cinco Cebus cay (CCY, 2n = 54,
XX?/XYd). La informacidn correspondiente a cada individuo, el sexo y el lugar de procedencia

de la muestra se detalla en la Tabla 3.
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ID e]emplal en ID ejemplar
00-01D7-CE3E Parque de la Biodiversidad -

Ex Zoo Cérdoba
Parque de la Biodiversidad -

Aotus azarae 00-01D7-56E9 >18 ® Ex Zoo Cérdoba
(iVVA) 00-01E7-E4ES 519 . Parque de la Bllodlver51dad
Ex Zoo Cérdoba
Miri 786 Q EFA - Salta
516 Parque de la Biodiversidad - Ex
i v Zoo Cordoba
Ateles chamek 1 672 ? Granja La Esmeralda - Santa Fe
(ACH) 2 673 Q Granja La Esmeralda - Santa Fe
939000002137923 767 Q REHM - Tucuman
_ Flopo 844 . Ecoparque - Ex Zoo Buenos
Aires
Priscilla 823 Q REHM - Tucuman
Flaco 825 d EFA - Salta
Cebus cay .
(ccy) Cunina 826 Q EFA - Salta
Vanina 828 Q EFA - Salta
Martin 830 o EFA - Salta

Tabla 3. Individuos analizados en este trabajo de Tesis. EFA: Estacion de Fauna Autdctona, Salta, Argentina; REHM:

Reserva Experimental Horco Molle, Tucuman, Argentina.

Preparaciones cromosomicas

Las preparaciones cromosémicas se realizaron goteando 20 pl del pellet en
portaobjetos empafiados con vapor. Los portaobjetos deben estar previamente desengrasados
y conservados en etanol 96% a 4°C. Dado que se trabajé con muestras fijadas con varios afios
de antigliedad, se realizaron dos tipos de pretratamientos para obtener preparaciones lo mas
libres de restos celulares posibles:

1. se resuspendi6 una alicuota del pellet en una solucién de metanol: acido acético glacial en
proporcion 1:1;
2. se resuspendio6 una alicuota del pellet en acido acético glacial 70% en agua corriente.

Para evaluar su calidad, cada preparacion fue observada al microscopio de contraste de
fases Leica DM500 (Leica Microsystems Imaging Solutions Ltd., Cambridge, UK) de la Sala de
Microscopia (Lab 65 - Depto. EGE - IEGEBA).
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Tincion estandar

De cada fijaciéon cromos6mica se confeccciond al menos una preparacién cromosdmica control
con tincién estandar para establecer los siguientes parametros:
- Indice mitético (IM%): porcentaje de células en metafase sobre un total de 1000 nticleos
estimulados;
- Namero cromosémico modal (2n): cantidad de cromosomas por célula; se contaron 50
metafases por individuo.

Las preparaciones control se tifieron con una solucién de Giemsa 10% en agua

corriente por cinco minutos, luego se enjuagaron y se dejaron secar a temperatura ambiente.

Tincion diferencial

Parala corroboracion de la asignacién taxonémica dada al ejemplar en su lugar de origen
se realizaron técnicas de tincién diferencial (bandas G por tincién con Wright y por tripsina) y
se compararon los patrones obtenidos con los ya descriptos para las especies (Mudry et al, 1984;
Matayoshi et al, 1987; Medeiros et al, 1997). Para la caracterizacién de las regiones de
heterocromatina constitutiva las preparaciones se sometieron a la técnica de bandas C. Previo
a la aplicacion de estas técnicas, las preparaciones se dejaron envejecer a temperatura
ambiente (252C) al menos una semana. Las preparaciones, una vez tefiidas, se observaron y
fotografiaron en un microscopio 6ptico Leica DMLB (Leica Microsystems Imaging Solutions
Ltd., Cambridge, UK) equipado con una cdmara digital Leica DFC350 FX CCD y el programa
Leica IM50 version 4.0 software (Leica Microsystems Imaging Solutions Ltd., Cambridge,
United Kingdom). La metodologia de preparacion de las soluciones utilizadas se encuentra

detallada en el Anexo Soluciones.

A. Bandas G con coloraciéon de Wright (Steinberg et al, 2014)

1. Se introducen los portaobjetos en un Koplin con una solucién de 2xSSC a 65°C un tiempo
minimo de 10”, dependiendo del tiempo de envejecimiento de la preparacion.

2. Selavan con abundante agua destilada y se dejan secar al aire.
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3. Se tifien las preparaciones con soluciéon colorante de Wright (buffer Sorensen: solucion
colorante en proporciéon 3:1) durante 2’ 30”.
4. Se lavan con agua corriente y se dejan secar al aire para observar luego al microscopio

optico.

B. Bandas G con Tripsina (Seabright, 1971 modificado)

1. Se introducen los portaobjetos en un Koplin con una solucién de PBS sin Ca?* ni Mgz+ a
temperatura ambiente por 10’.

2. Se transfieren inmediatamente las preparaciones a un Koplin con una solucién de tripsina

0,05% en PBS sin Ca?* ni Mg2+ a temperatura ambiente por un tiempo minimo de 10”, que
dependera del tiempo de envejecimiento de la preparacion.
3. Se tifien con Giemsa 3% en agua corriente durante 3’, se dejan secar y se observan al

microscopio.

C. Bandas C (Steinberg etal, 2014)

1. Se colocan los portaobjetos en un Koplin con una solucién de HCl 0,2 N a temperatura
ambiente durante 20’.

2. Selavan con agua destilada.

3. Se colocan las preparaciones en un Koplin con una soluciéon de Ba(OH)., 5% en bafio
termostatico a 50°C. El tiempo de digestion dependerd principalmente del tiempo de
envejecimiento de las preparaciones.

4. Selavan con agua destilada.

5. Se sumergen las preparaciones en un Koplin con una solucion de 2xSSC a 60°C durante 1
hora.

6. Selavan con agua destilada.

7. Se tifien con Giemsa 3% en agua corriente durante 5’.

8. Selavan con agua corriente, se dejan secar al aire y se observan al microscopio.
Para detectar las regiones ricas en AT y GC respectivamente, se realizd la

técnica de bandas fluorescentes secuenciales con 4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) y

cromomicina Az (CMA3).
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D. Bandas DAPI-CMAs; (Poggio et al, 2011)

1. Se deshidratan las preparaciones en un Koplin con una solucién de etanol 70% frio 27,
etanol 80% a temperatura ambiente 30” y etanol 100% a temperatura ambiente 30”.

2. Se colocan las preparaciones en un Koplin con metanol durante 2 horas.

3. Selavan con buffer Mc Ilvaine.

A partir de este paso se trabaja estrictamente en oscuridad.

4. Se colocan 75 pl de DAPI (solucién de trabajo [1 pg/ml]). Se coloca un cubreobjetos plastico
y se deja en camara hiimeda en oscuridad por 20’.

5. Se lavan con agua destilada, buffer Mc Ilvaine y agua destilada, procurando retirar el
cubreobjetos en el primer lavado con agua destilada. Entre lavados, se retira el exceso de
liquido golpeando el portaobjetos levemente.

6. Se colocan 50 pl de CMA; (solucion de trabajo [0,6 mg/ml]). Se coloca un cubreobjetos
plastico y se mantienen en cAmara himeda en oscuridad por un minimo de 1 hora.

7. Se repite el paso 5.

8. Se dejan secar las preparaciones sobre papel absorbente al aire.

9. Se coloca el medio de montaje y luego un cubreobjetos de vidrio, se retira el exceso con
papel absorbente y se sellan con pegamento.

10. Se incuban durante 3 dias en oscuridad en estufa a 37°C. Una vez retirados ya estan listos
para observarlos en microscopio de fluorescencia.

En algunas preparaciones se realizé un pretratamiento con HCl 10mM a 37° C,
previo a las bandas fluorescentes DAPI/CMAs3, para remover mas eficientemente la membrana
plasmatica y restos celulares.

Las células en metafase tratadas con DAPI/CMA; se fotografiaron en blanco y
negro por separado para cada fluorocromo. Las imagenes fueron pseudocoloreadas (azul claro
para DAPI, verde para CMA3) y procesadas con el software Photoshop version 21.0.2 (2019).
Se analizaron al menos 15 fotografias por individuo.

Las bandas DAPI/CMA3z se clasificaron segiin su ubicacion en cada par
cromosémico en cuatro tipos: teloméricas, centroméricas, pericentroméricas e intersticiales,
tal como indica la Figura 11. A su vez, las mismas se clasificaron de acuerdo con su ubicacion
en cada brazo cromosémico. Las bandas mas cercanas al centrémero se clasificaron como

proximales y las mas alejadas al centromero como distales.
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Figura 11. Clasificacién de las bandas DAPI/CMA3 segun su posiciéon cromosémica. Elaboracién propia usando

BioRender.com.

Obtencion del Perfil Composicional

Para obtener el perfil composicional de cada especie analizada, se comparé el patrén
de bandas DAPI/CMA3 obtenido para cada cromosoma con el perfil composicional para las
correspondientes regiones homedlogas de los cromosomas humanos, de acuerdo con
Costantini y colaboradores (2006) y Saccone y colaboradores (2002). La bibliografia consultada
para establecer las homeologias para cada especie en estudio con Homo sapiens se muestra en

la Tabla 4.

Especie Homeologias con Homo sapiens

Aotus azarae Araujo et al, 2017

de Oliveira et al., 2005

Ateles chamek Fantini et al.,, 2016

Garcia et al.,, 2000
Amaral et al., 2008

Cebus cay

Tabla 4. Bibliografia consultada para el establecimiento de las homeologias cromosémicas de las especies

estudiadas.

Si bien en Aotus azarae en particular no han sido publicados al dia de la fecha estudios
de FISH con sondas humanas indicando las homeologias, se utilizaron las homeologias
identificadas a través de FISH para A. infulatus (Araujo et al, 2017), dada las similitudes
entre su cariotipo y el de A. a. boliviensis (Mudry et al, 1984), especie con cariotipo idéntico al
de A. a. azarae (Pieczarka y Nagamachi, 1988).

Para Ateles chamek, las homeologias respecto al humano obtenidas en Fantini y
colaboradores (2016) resultaron incompletas para algunos cromosomas, dado que no se obtuvo

hibridacién con todas las sondas humanas utilizadas. Para obtener las homeologias faltantes
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se complementaron dichos resultados con los obtenidos por de Oliveira y colaboradores (2005)
para A. belzebuth marginatus y A. paniscus paniscus, basandonos en las homeologias entre los
cariotipos de estas especies y A. chamek (Nieves et al,, 2005b).

Finalmente, para Cebus cay se utilizaron las homeologias publicadas en Amaral y
colaboradores (2008), en donde se utiliza la nomenclatura de Hershkovitz y colaboradores
(1949) y se identifica a la especie como C. apella paraguayanus.

Para una mejor comprension de los segmentos cromosémicos a los que estas
publicaciones hacen referencia, se presenta la nomenclatura que les asign6 Neusser y
colaboradores (2001), dado que los distintos autores utilizaron las mismas sondas humanas y la

nomenclatura propuesta por este autor (Tabla 5).

Platyrrhini? Humano® Platyrrhini? Humano®
la 1p 9 9
1b 1932 qter 10a/16a 10q/16p
1c 1921 g31 10b 10p
2a 2q13 qter 11 11
2b/16b 2peer q12/16q 12 12
3a/21 3p12/21 13 13
3b 3peer p24; p21p12; ql12 14/152 14/15q14 q24
q13; 927 qter
3c 3p24 q21;q13 q26 15b 15911 q13; q25 qeer
4 4 17 17
5/7a 5/7p22; q11; q21 19 19
6 6 20 20
7b 7p21pl11;qll q21; 22 22
q22 qter
8a/18 8p/18 X X
8b 8q Y Y

2 Nomenclatura abreviada para los cromosomas del Platyrrhini ancestral
bCromosoma o segmento cromosémico de humano homedlogo al cromosoma ancestral de Platyrrhini

Tabla 5. Homeologias de humanos correspondientes a cada cromosoma del Platyrrhini ancestral. Tomado de

Neusser y colaboradores (2001).
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Determinacion del indice mitético y nimero modal

En este trabajo se caracterizé el indice mitético (IM%) y el nimero cromosémico

modal (2n) para cada ejemplar en estudio (Tabla 6).

49, XiX.Y
518 3,5 50, XiXiXzXo 56
519 2,6 49, X1X;Y 54
786 4,2 50, XiX1X2X; 58
516 1,4 34, XY 52
672 31 34, XX 56
673 31 34, XX 52
767 2,2 34, XX 52
844 1 34, XY 56
823 4,7 54, XX 53
825 34 54, XY 66
826 2,7 54, XX 76
828 33 54, XX 56
830 33 54, XY 64

Tabla 6. Determinacion del indice mitético (IM%) y el nimero cromosémico modal (2n) para los individuos de Aotus
azarae (AAZ), Ateles chamek (ACH) y Cebus cay (CCY). La columna %2n indica el porcentaje de células con el

numero modal descripto en la bibliografia.

Caracterizacion cariotipica

A partir de la aplicacién de distintas técnicas de tincién diferencial, se pudo corroborar
la especie a la que cada uno de los ejemplares en estudio fuera asignado previamente. En todos
los casos la especie asignada coincidié con el cariotipo obtenido y descripto para la especie, por

lo que no se tuvo que reasignar taxondmicamente a ningtin ejemplar.
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Ateles chamek

Tanto el patréon de bandas G (Figura 12) como el patréon de bandas C (Figura 13)
obtenido paralos ejemplares ACH 516,672,673, 767 y 844 coincidieron con el esperado para la
especie, confirmando inequivocamente la asignacion de los individuos en estudio a la especie
A. chamek (Medeiros et al, 1997). En todos ellos se observé un 2n = 34 con un sistema de
determinaciéon sexual simple XX en las hembras y XY en los machos. Se corroboré la férmula
cromosémica en ambos sexos, observandose de los 34 pares cromosdmicos, doce pares con
morfologia submetacéntrica (pares 1-8, 10-13) y tres pares con morfologia metacéntrica

(pares 9, 14 y 15). Tanto el par 16 como el cromosoma Y resultaron acrocéntricos.
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13 14 15 16
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X X XY

Figura 12. Patrén de bandas G para ejemplar hembra (2n =34, XX) de Ateles chamek (Barra = 10 pm). El recuadro

indica el sistema sexual en machos (2n = 34, XY).
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En el patréon de bandas C (Figura 13) se pudieron observar las bandas positivas de

heterocromatina constitutiva descriptas previamente para la especie: una intersticial en el

brazo p del cromosoma 3 y una telomérica en el brazo p de los cromosomas 12 y 13, ademas

de las centroméricas en todo el conjunto cromosémico (Nieves et al., 2005b).
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Figura 13. Patréon de bandas C para un ejemplar hembra (2n = 34, XX) de Ateles chamek. Las flechas indican las

bandas C+ que corresponden a los bloques de heterocromatina constitutiva en la especie (Barra = 10 um).
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Aotus azarae

El patron de bandas G observado en los ejemplares identificados como A. azarae (Figura
14) permitié confirmar su asignacion a dicha especie (Mudry et al, 1984). Se observ6 un 2n =
50, con un sistema sexual X1X1X2X2 en hembras y un 2n = 49, con un sistema X1X,Y en machos.

En los machos, uno de los homodlogos del par autosémico 23 estd involucrado en una
translocacidon Y-autosoma. En los machos con este sistema de determinacién sexual multiple,
el X ancestral pasa a denominarse X; y el cromosoma homdlogo del par 23 involucrado en la
translocacion forma el cromosoma Y, presentando tanto secuencias del Y ancestral como del
cromosoma 23. El otro cromosoma homdlogo del par 23, que no estuvo involucrado en la
translocacion, pasa a denominarse X;. El complemento autosémico, tanto en machos como en
hembras, se caracteriza por la presencia de trece pares submetacéntricos (pares 1-13). En las
hembras se observan once pares acrocéntricos (14-22, 24 y X2) y diez pares acrocéntricos
(pares 14-22 y 24) en los machos. El cromosoma X; posee morfologia submetacéntrica y el

cromosoma Y morfologia acrocéntrica.
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Figura 14. Patrén de bandas G para ejemplar hembra de Aotus azarae (Barra = 10 pum). El recuadro indica el sistema

sexual en los machos.

47



Con respecto a las bandas C se observaron bandas C+ en los centrémeros de todos los
pares cromosOmicos y una banda C+ intersticial en el brazo q en ambos homélogos de los
pares cromosdmicos 8 y 9, en coincidencia con lo previamente descripto para la especie (Milozzi

etal,2012),tal como se indica en la Figura 15.
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Figura 15. Patrén de bandas C para Aotus azarae. Las flechas indican las bandas C+ que corresponden a los bloques

de heterocromatina constitutiva en la especie (Barra = 10 um). El recuadro indica el sistema sexual en machos.
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Cebus cay

Para los individuos identificados como Cebus cay, ejemplares CCY 823, 825, 826,
828 y 830, se determind un 2n = 54 tanto para los machos (XY) como las hembras (XX). Las
bandas G (Figura 16) permitieron corroborar la asignacién de especie pues coincidieron con el
patron publicado (Matayoshi et al, 1987; Mudry y Slavutsky, 1987). En el complemento autosémico se
reconocieron ocho pares cromosémicos submetacéntricos (pares 1-8), dos pares
metacéntricos (pares 9 y 10) y dieciséis pares acrocéntricos (pares 11-26), con un sistema de
determinacién sexual simple XX/XY, siendo el cromosoma X submetacéntrico y el cromosoma

Y acrocéntrico, confirmando la asignacién C. cay de los ejemplares analizados en este estudio.
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Figura 16. Patrén de bandas G para ejemplar hembra de Cebus cay (Barra = 10 um).
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Composicion nucleotidica

Ateles chamek

En la Figura 17 se observa el patrén de bandas fluorescentes DAPI/CMA; obtenido
para la especie, indicando con flechas rojas las bandas DAPI+ y con flechas amarillas para las
bandas CMA3+. Se detectaron bandas DAPI+/CMA3- en posicién intersticial (pares 1-13 y X) y
pericentromérica (pares 1 y 3). Un Uinico par cromosémico presenté una banda telomérica
DAPI+ en el brazo p (par 7). Se observaron bandas DAPI-/CMA3+ en posicién intersticial
(pares 1-6 y X) y pericentromérica (pares 2, 5, 7 y 8). Las regiones teloméricas de uno o ambos
brazos resultaron DAPI-/CMAs+ (pares 1-5, 7-11, 14 y X). El cromosoma Y se tifié de forma

homogénea con ambos fluorocromos.
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Figura 17. Patrén de bandas cromosémicas en preparaciones mitéticas de una hembra de Ateles chamek (2n = 34, XX). Para cada par cromosdmico se muestra la tincién con DAPI
(azul), con CMAs (verde) y la superposicién de ambas. Las flechas rojas indican las bandas DAPI+ y las flechas amarillas las bandas CMAs+. En el recuadro se indica el par sexual

para los machos de la especie (Barra = 10 pum).
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Aotus azarae

Para Aotus azarae, el patron de bandas DAPI+/CMA;- obtenido se observa en la Figura
18, en donde se indican con flechas rojas las bandas DAPI+ y con flechas amarillas las bandas
CMA;+. Se observaron bandas DAPI+/CMA;- intersticiales en todos los pares cromosémicos y
en los cromosomas sexuales. En siete pares (9, 10, 12, 17, 19, 21 y 24) y en los cromosomas
X, e Y se observo tincion completa del brazo p con DAPIL El resto de las bandas
DAPI+/CMA;- se localizaron en regiones pericentroméricas, en el brazo p (pares 6 y 22), en
el brazo q (pares 3, 5, 8, 13, 16, 20 y cromosoma X;), o en ambos (pares 2 y 14). En las
regiones centroméricas (pares 1, 2, 4, 6-15, 17-22, X;, X; e Y) y teloméricas, las bandas
resultaron ser Unicamente DAPI-/CMA;+; las bandas teloméricas resultaron CMAs+ en uno

(pares 4-10, 12-15, 18-22, 24, X4, Xz) o ambos brazos cromosémicos (pares 1,3y 11).
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Figura 18. Patrén de bandas cromosémicas en preparaciones mitdticas de un macho de Aotus azarae (2n = 49, X1XzY). Para cada par cromosémico se muestra la tincién con DAPI (azul), con CMA3

(verde) y la superposicion de ambas. Las flechas rojas indican las bandas DAPI+ y las flechas amarillas las bandas CMAs+ (Barra = 10 pm).
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Cebus cay

No se pudo obtener un patrén de bandas fluorescentes DAPI/CMA; en Cebus cay. En
primer lugar, las preparaciones cromosémicas obtenidas contaron con pocas metafases. De
las 26 metafases que pudieron ser fotografiadas, la tincién con DAPI resulté con poca
resolucién, observandose bandas incipientes Unicamente en algunos pares cromosdémicos.
Por otro lado, la tincién con CMA3; resulté poco clara en gran parte de estas metafases,
observandose la presencia de membrana plasmatica sobre éstas. En el resto de las metafases
tefiidas con CMA3 se observé una tincion homogénea, de igual modo que para algunas de las
metafases tefiidas con DAPI, resultando imposible distinguir bandas. En otras metafases, los
cromosomas resultaron “hinchados” producto de la metodologia de tincién diferencial. En la
Figura 19 se observa la tincién con DAPI y CMA3 en una de las metafases para la cual se
obtuvo el mejor resultado. Consideramos que la antigiiedad de los pellets pudo haber sido el
factor principal de estos resultados. Por otro lado, por una cuestiéon de tiempo (viaje
programado para el mes de abril 2024), no pudieron realizarse mds tinciones DAPI/CMA;
sobre esta especie, ultima a tratar, sin perjudicar el tiempo dedicado al andlisis de Ateles

chamek y Aotus azarae, con las cuales si se conté con un buen material.

Figura 19. Resultado de la aplicacién de la técnica de tincidn fluorescente DAPI/CMA3 en Cebus cay. a) Metafase con

bandas DAPI. b) Metafase con bandas CMAs (Barra =10 um).
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Analisis interespecifico de la composicion nucleotidica

En este trabajo de Tesis se analizan comparativamente y se discuten los hallazgos
obtenidos sobre la composicién nucleotidica de la cromatina comprometida en la estructura
de cada par cromosémico de las especies de monos neotropicales propuestos en relacién a las
homeologias previamente estudiadas y publicadas, como caracteristicas del genoma humano y
sus cromosomas (HSA).

Los individuos de las diferentes especies se analizan y discuten, presentando para
cada familia de primates las comparaciones de homeologias respecto de HSA y, a partir de ello,
inferiremos el estado actual de los cariotipos aceptados para cada uno de los géneros y

especies en estudio en esta oportunidad.

Familia Atelidae

Iniciamos el analisis comparativo con Ateles chamek teniendo en consideracion los
datos previamente publicados en los monos aulladores, pertenecientes a la misma familia
(Steinberg et al, 2018; 2020) (Tabla 7). De un analisis cualitativo se desprende que el cariotipo del
mono arafia posee un menor ndmero de bandas intersticiales DAPI+/CMa3- que el del
aullador A. caraya (ACA), siendo 36 bandas en ACA y 33 en ACH, y mayor que el de los
aulladores A. guariba clamitans (AGUc) y A. pigra (API), ya que se observan 32 en AGUcy 20 en
API. Al mismo tiempo se destaca que el mono arafia presenté un menor nimero de bandas
intersticiales DAPI-/CMAs+ que lo observado en los monos aulladores (10 en ACH vs 21 en
ACA y APl y 14 en AGUc) y un niimero similar de bandas teloméricas (16 en ACH vs 12 en
ACA, 14 en AGUc y 18 en API).
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Bandas DAPI-/CMA;z+

Especle Telomérica | Pericentromérica Intersticial coer:T:to lz:; (li:ss
ACA 12 10 21 2 45
AGUc 14 20 14 3 51
API 18 16 21 4 59
ACH 16 6 10 1 33

Bandas DAPI+/CMA;-

Especle Telomérica | Pericentromérica Intersticial coer:T:to lz:; (li:ss
ACA 7 9 36 - 52
AGUc 6 6 32 - 44
API 1 8 20 1 30
ACH 1 2 33 - 36

Tabla 7. Numero localizacién de bandas fluorescentes en las distintas especies estudiadas en la familia Atelidae.

ACA: A. caraya; AGUc: A. guariba clamitans; API: A. pigra; ACH: A. chamek.

Familia Cebidae

Dada la ausencia de un patrén de bandas fluorescentes DAPI/CMA3 para Cebus cay, en
la comparacién de Aotus azarae con otra especie de la familia Cebidae se decidié comparar el
patrén de Aotus azarae obtenido en este trabajo de Tesis con el de C. nigritus, previamente
analizado por personal del GIBE (Steinberg et al, 2018; Nieves et al, 2019b) y revisado para este
trabajo de Tesis. Tal como se describi6 en la introduccién, C. nigritus, presenta un cariotipo
muy similar al de C. cay: ambas especies poseen un nimero cromosémico diploide 2n = 54
con un sistema de determinacién sexual simple XX para las hembras y XY para los machos,
y se diferencian en que C. cay presenta un bloque de heterocromatina distal caracteristico
en el cromosoma 11, ausente en los C. nigritus estudiados previamente y, por tal motivo, ese
par cromosOmico es de menor tamaro (Matayoshi et al., 1987; Nieves y Mudry, 2016; Nieves et al, 2018).
Estas caracteristicas de los cariotipos de estas dos especies permitieron realizar la
comparacion interespecifica en Cebidae.

Al comparar cualitativamente la distribuciéon de las bandas DAPI/CMA; (Tabla 8) se
observé que el mono mirikind A. azarae (AAZ) posee un mayor numero de bandas
intersticiales DAPI-/CMAs;+ que C. nigritus (CNI), siendo 36 para el primero y 23 para el

segundo. Las bandas teloméricas CMAs;+ se detectaron en un numero similar en ambas
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especies (25 en AAZ y 22 en CNI). Las bandas pericentroméricas CMA;+ fueron notablemente
mas numerosas en C. nigritus, siendo 19 en esta especie y so6lo cinco en A. azarae. El cariotipo
del mono mirikind posee un mayor nimero de bandas intersticiales DAPI+/CMAs- que el

observado en el cai negro (67 en AAZ y 35 en CNI).

Bandas DAPI-/CMAs+
Especle Telomérica | Pericentromérica | Intersticial coigfzto E:; (11::
AAZ 25 5 36 - 88
CNI 22 19 23 2 66
Bandas DAPI+/CMA;-
Especle Telomérica | Pericentromérica | Intersticial coer:T:to E:; (ll::
AAZ - 13 67 9 89
CNI 4 5 35 3 47

Tabla 8. Numero y localizacién de bandas fluorescentes en las distintas especies estudiadas en la familia Cebidae.

AAZ: A. azarae; CNI: C. nigritus.

Analisis del perfil composicional

La distribucion de los isocoros en el genoma de las distintas especies en estudio en
este trabajo de Tesis se analiz6 comparando las bandas fluorescentes DAPI/CMA3 positivas
para cada par cromosémico con el patréon en Homo sapiens (HSA) de los isocoros de la region
homeodloga correspondiente. Estudios previos (Saccone et al, 1993; Saccone y Bernardi, 2001)
mostraron la correspondencia de los isocoros H3+ con las bandas CMA;+, ricas en GC, por lo
que las bandas obtenidas se compararon con los isocoros H3+ del patrén de isocoros de HSA
que se observa en el ideograma de la Figura 20. Las bandas DAPI+, ricas en AT, se
corresponderian con los isocoros L1+ del patréon de isocoros de HSA obtenidos del mismo
ideograma. Ambos, a su vez, se compararon con el perfil composicional obtenido por
Costantini y colaboradores (2006) a través de secuencias del genoma humano completo
(Figura 21), generando un mapa composicional mas preciso que permite discernir no sélo las
bandas mas ricas y las mas pobres en GC sino también las intermedias.

Para cada especie se muestra una imagen de cada par cromosémico con su patron de

bandas fluorescentes DAPI/CMA; hacia la derecha y el patréon de bandas G para un homélogo

del par hacia la izquierda. En esta oportunidad se incluye el patréon de bandas G de los

segmentos homeodlogos de HSA considerados, el patrén de isocoros y el perfil composicional.
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Figura 20. Ideograma de HSA mostrando el patrén de bandas G y la ubicacién de los isocoros H3+ (rojo) y L1+
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Figura 21. Mapa composicional de los cromosomas humanos (HSA). Los colores representan distintos niveles de GC, abarcando las cinco familias de isocoros, desde los

isocoros mas pobres en GC (en azul) hasta los isocoros mas ricos en GC (en rojo). Las lineas verticales grises corresponden a las brechas en las secuencias, las regiones

verticales grises a los centrémeros. Tomada de Costantini y colaboradores (2006).
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Ateles chamek

Para Ateles chamek, las homeologias respecto del humano publicadas en Fantini y

colaboradores (2016) aplicando FISH resultaron incompletas, dado que para algunos

cromosomas no se obtuvo hibridaciéon con todas las sondas humanas utilizadas. Para conocer

las homeologias faltantes se complementaron con los resultados obtenidos por de Oliveira y

colaboradores (2005) para A. paniscus, considerando las homeologias entre los cariotipos

publicados y A. chamek (Nieves et al, 2005b). Estas especies poseen idénticas homeologias con el

cariotipo humano, si bien A. paniscus posee un 2n = 32, XX/XY producto de una fusion entre los

pares 4 y 12. Se utiliz6é la nomenclatura de segmentos humanos descripta en de Olivera y

colaboradores (2005), modificada de la descripta por Neusser y colaboradores (2001), 1a cual se

detalla en la Tabla 9.
A. chamek? HumanoP A. chamek? HumanoP
lal 1p21-pter 9 9
1a2 1p12- p21
1b 1g21-q31 10a 10q
1c 1921 q31 10b 10p
2a 2ql2—-qter 11 11
2b 2pter—ql2 12 12
32 3p12 13a ql4—qter q11—-q13
13b
3b p24-pter,pl2-p21, 14 14
q12-q13, q27—qter 15al ql1-q24
15a2 15q13—-q21.2
3c p21-p24,ql3—q26 15b 16a ql1-13, g25—qter 16p
16b 16q
4a 4b 4q31.3—qter 17 17
4¢ 4q23-q31.2 18 18
4pter—q22 19 19
5a 5q31.3—>qter 20 20
5b S5pter—q31.2 21 21
6 6 22 22
7a p22,ql1,q21 X X
7b pll1-p21, ql1—q21, Y Y
gq22-qter
8a 8p
8b 8q

4 Nomenclatura abreviada para los cromosomas de A. chamek.

b cromosoma o segmento cromosOmico de HSA homedlogo al cromosoma de A. chamek.

Tabla 9. Homeologias de HSA correspondientes a cada cromosoma de Ateles chamek. Elaborada a partir de los datos

provistos por de Oliveira y colaboradores (2005).
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Para el cromosoma 1 de ACH (Figura 22) se observa una banda CMAz+ telomérica en el
brazo p que coincide con el isocoro H3+ telomérico en la correspondiente regiéon homedloga de
HSA. La banda CMA3+ mas proximal y la banda DAPI+ intersticial en ese brazo, en principio, no
se corresponderian con los isocoros H3+ y L1+ de la region homeologa en humano. El brazo q
de este cromosoma se caracteriza por la presencia de las sintenias de Platyrrhini ancestral
8a/18 y 10a/16a. En el segmento correspondiente a HSA8 se observa un isocoro H3+ que
estaria conservado en ACH y corresponde a la banda CMAs+ proximal. La banda DAPI+
pericentromérica se corresponderia con un isocoro L de menor contenido en GC (L2), segun
puede observarse en el perfil composicional. Para la region homeodloga del HSA18 se observan
tres isocoros L1+ en el humano, que so6lo el mas distal se conservaria en el mono arafia. Por
otro lado, surgiria un nuevo isocoro H en esa regiéon correspondiente a la banda CMAz+
intersticial. Para la primera region del HSA 16, el isocoro H3+ no estaria conservado. Sin
embargo, el isocoro H3+ telomérico estd conservado en la regiéon terminal del cromosoma 1
del mono arafia y homedloga a HSA16. En la regién homeologa al HSA10a se observan una
banda intersticial DAPI+ y otra CMAsz+ que en el ideograma no estarian indicadas como
isocoros L1 y H3 y, que segun el perfil composicional, podrian constituir isocoros con

contenido en GC bajo e intermedio, respectivamente.
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Figura 22. Cromosoma 1 de Ateles chamek. De derecha a izquierda: par cromosémico tefiido con DAPI/ CMAsy sus

respectivas bandas DAPI+ en rojo y CMAs+ en amarillo; patrén de bandas G del par; segmentos cromosémicos

homedlogos de HSA junto con su patrén de bandas G, patrén de isocoros y perfil composicional.
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Para el cromosoma 2 de ACH (Figura 23), en el brazo p, regién homedloga a HSA 12p, se
conservan un isocoro L1+ intersticial y el isocoro H3+ telomérico; sin embargo, se observa una
banda DAPI+ proximal que no se corresponderia con isocoros en esa regiéon en HSA. La banda
CMA:+ intersticial en el brazo p se corresponderia con isocoros H1/H2 presentes en HSA. En el
brazo q encontramos la sintenia del Platyrrhini ancestral 14/15, en donde las bandas DAPI/
CMA:+ coinciden con el patrén de isocoros L1 y H3 de H. sapiens, por lo que esta region estaria
conservada respecto al humano, con excepcién de la banda DAPI+ mas proximal que podria
haber surgido como un isocoro de novo posiblemente con un menor contenido en AT, o
haberse perdido en el humano. Tanto las regiones homeologas a HSA1 y HSA4 coinciden en la
presencia de isocoros ricos en AT exclusivamente. Cabe destacar que si bien en ACH se
observan dos bandas DAPI+, la cantidad de isocoros L1+ es mayor en el ideograma humano
correspondiente a esas regiones. La region telomérica de ACH no presenté bandas CMA3+, por

lo que no estaria conservado el isocoro H3+ presente en la region homedéloga en HSA.
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15922.1 q24
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Figura 23. Cromosoma 2 de Ateles chamek. De derecha a izquierda: par cromos6émico tefiido con DAPI/ CMAsy sus

respectivas bandas DAPI+ en rojo y CMAs+ en amarillo; patrén de bandas G del par; segmentos cromosémicos

homedlogos de HSA junto con su patrén de bandas G, patrén de isocoros y perfil composicional.
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Para el cromosoma 3 de ACH (Figura 24), en el brazo p se observan dos bandas CMA3z+
que coincidirian con los dos sectores ricos en isocoros H3+ de la regién homedloga de HSA. En
ACH se observa una region rica en AT correspondiente a la banda DAPI+, que no tiene
correspondencia con una region rica en AT en el humano. Esta region podria haber surgido de
novo en ACH o haberse perdido en HSA. En las regiones correspondiente a la sintenia 3/15 en
el brazo q habria conservaciéon de los isocoros L1 y H3 humanos. La banda DAPI+
pericentromérica podria corresponderse a un isocoro L2 segun el perfil composicional de la
region homedloga de HSA, al igual que la banda DAPI+ intersticial mas proximal. La banda
DAPI+ mas distal en la region con homeologia con HSA3 también estaria conservada,
perteneciendo a un isocoro L1+. En cuanto a los isocoros H3+, s6lo uno de los que se observan
en la region homeodloga de HSA3 (el mas distal) se corresponderia con la banda CMA3z+ mas
proximal, por lo que estaria conservada. La banda CMA3z+ intersticial mas distal podria
corresponderse a un isocoro de menor contenido en GC de la familia H1 o H2. Finalmente, para
completar el analisis del cromosoma 3, se observa que el isocoro H3+ telomérico esta

conservado en la regién con homeologia a HSA2.
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Figura 24. Cromosoma 3 de Ateles chamek. De derecha a izquierda: par cromosémico teflido con DAPI/ CMAsy sus

respectivas bandas DAPI+ en rojo y CMAs+ en amarillo; patrén de bandas G del par; segmentos cromosémicos

homedlogos de HSA junto con su patrén de bandas G, patrén de isocoros y perfil composicional.
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Para el cromosoma 4 de ACH (Figura 25), las regiones ricas en GC y en AT del
brazo p estan conservadas, con una banda CMA3+ telomérica y una banda DAPI+ intersticial
que coincidirian con isocoros H3+ y L1+ en la region homedloga de HSA. En la regién
correspondiente a HSA7, los isocoros L1+ estarian conservados y habria dos isocoros H3+
ausentes en ACH, que podrian haberse perdido en esta especie o haber surgido de novo en HSA.
Se detecté una banda CMAs+ en el brazo q de Ateles que se corresponderia con un isocoro de la
familia H1 o H2, segin el perfil composicional de la regién homedloga de HSA. En la altima

region del brazo q, homedloga a HSA1, se conservaria el isocoro L1+ y no el H3+.
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Figura 25. Cromosoma 4 de Ateles chamek. De derecha a izquierda: par cromosémico tefiido con DAPI/ CMAsy sus

respectivas bandas DAPI+ en rojo y CMAs+ en amarillo; patrén de bandas G del par; segmentos cromosémicos

homedlogos de HSA junto con su patrén de bandas G, patrén de isocoros y perfil composicional.

Para el cromosoma 5 de ACH (Figura 26), en el brazo p la banda DAPI+ pericentromérica
podria corresponderse al isocoro L1+ observado en la region homedloga de HSA. La banda
DAPI+ mds distal corresponderia a un isocoro de la familia L de acuerdo al perfil
composicional. En el brazo q, las bandas DAPI+ se corresponden con los isocoros L1+ presentes
en la region homeologa de HSA, con excepcién de la banda DAPI+ mas distal que implicaria la
formaciéon de novo de un isocoro L1+, o la pérdida de éste en humanos. Por otra parte,
teniendo en cuenta el perfil composicional, también podria tratarse de un isocoro de la
familia L2. En este brazo, se conservaria el isocoro H3+ correspondiente a la banda CMA3+
telomérica. Tanto la banda CMAsz+ intersticial como la pericentromérica, segun el perfil

composicional, podrian estar indicando la presencia de un isocoro de la familia H1 o H2.
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Figura 26. Cromosoma 5 de Ateles chamek. De derecha a izquierda: par cromosémico tefiido con DAPI/ CMAszy sus
respectivas bandas DAPI+ en rojo y CMAs+ en amarillo; patrén de bandas G del par; segmentos cromosémicos

homedlogos de HSA junto con su patrén de bandas G, patrdn de isocoros y perfil composicional.

Para el cromosoma 6 de ACH (Figura 27), se observa escasa conservacién de los
isocoros respecto de lo descripto para HSA. En el brazo p se mantendria inicamente el isocoro
L1+, aunque la ubicacién de la banda DAPI+ es mas intersticial que la del isocoro en la region
homedloga. Tampoco se observaron bandas CMAs+, por lo que todos los isocoros H3+
presentes en la regiéon de HSA homeologa estarian ausentes en ACH debido a la pérdida en este
grupo o a su surgimiento de novo en HSA. En el brazo g, para la regién homeoéloga de HSA2 se
conservarian sélo los dos isocoros proximales que se corresponden con las bandas DAPI+ y
CMA3+ obtenidas en nuestro trabajo, mientras que para la region de HSA1 la ausencia de

bandas se corresponderia con la ausencia de isocoros L1+ o H3+.
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Figura 27. Cromosoma 6 de Ateles chamek. De derecha a izquierda: par cromosémico tefiido con DAPI/ CMAsy sus

respectivas bandas DAPI+ en rojo y CMAs+ en amarillo; patrén de bandas G del par; segmentos cromosémicos

homedlogos de HSA junto con su patrén de bandas G, patrén de isocoros y perfil composicional.

Para el cromosoma 7 de ACH (Figura 28), en el brazo p la banda DAPI+ telomérica no se
corresponde con ningdn isocoro de la familia L para esa regién homeoéloga de HSA por lo que
podria haber surgido de novo en ACH o haberse perdido en HSA. La banda CMAsz+ se
corresponderia con alguno o algunos de los isocoros H3+ presentes en dicha regién. En la
primer region homeodloga al brazo q se observan tres conjuntos de isocoros L1+, uno de ellos
coincidiria con la banda DAPI+ intersticial y uno de esos isocoros podria corresponderse con la
banda DAPI+ centromérica. La banda CMAs+ pericentromérica en el brazo q no estaria
conservada, pero si la banda telomérica que se corresponderia con el isocoro H3+ de la region

homeologa en HSA.
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Figura 28. Cromosoma 7 de Ateles chamek. De derecha a izquierda: par cromosémico tefiido con DAPI/ CMAsy sus

respectivas bandas, DAPI+ en rojo y CMAs+ en amarillo; patrén de bandas G del par; segmentos cromosdémicos

homedlogos de HSA junto con su patrén de bandas G, patrén de isocoros y perfil composicional.

Para el cromosoma 8 de ACH (Figura 29), los isocoros H3+ de HSA se conservarian en
toda la longitud del cromosoma con excepcién de un isocoro intersticial en cada brazo, de
menor tamaio, que podrian no detectarse por la técnica aplicada. Otra explicacion posible es
que estos isocoros mas pequeiios podrian haberse perdido en ACH o haber surgido de novo en
HSA. Ademas, se detectan dos isocoros pobres en GC que habrian surgido de novo en ACH o se
habrian perdido en HSA y que se corresponderian con las bandas DAPI+ centromérica e

intersticial en el brazo q.
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Figura 29. Cromosoma 8 de Ateles chamek. De derecha a izquierda: par cromosémico tefiido con DAPI/ CMAsy sus

respectivas bandas DAPI+ en rojo y CMAs+ en amarillo; patrén de bandas G del par; segmentos cromosémicos

homedlogos de HSA junto con su patrén de bandas G, patrén de isocoros y perfil composicional.

Para el cromosoma 9 de ACH (Figura 30), en el brazo p habria un isocoro H3+
telomérico que podria haber surgido de novo en ACH o haberse perdido en HSA. La banda DAPI+
observada coincidiria con uno de los pares de isocoros L1+ presentes en la regién homedéloga de
HSA. El otro isocoro L1+ de HSA no se detecta y, por lo tanto, no estaria conservado en ACH. En
el brazo g, en la region correspondiente a la sintenia 5/7a del Platyrrhini ancestral, habria un
nuevo isocoro L1+ pericentromérico, que podria corresponderse con un isocoro L2 de acuerdo
al perfil composicional en la regién homéologa correspondiente. En solo uno de los sectores del
7q11 estaria ausente el isocoro H3+ que se observa en HSA (en el mas proximal). El sector
homeologo a HSAS5 tendria conservado los isocoros correspondientes a las bandas CMA;+

intersticiales.
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Figura 30. Cromosoma 9 de Ateles chamek. De derecha a izquierda: par cromosémico tefiido con DAPI/ CMAsy sus

respectivas bandas DAPI+ en rojo y CMAs+ en amarillo; patrén de bandas G del par; segmentos cromosémicos

homedlogos de HSA junto con su patrén de bandas G, patrén de isocoros y perfil composicional.

Para el cromosoma 10 de ACH (Figura 31), los isocoros presentes en las regiones de
HSA correspondientes a la sintenia 21/3/6 coinciden con las bandas DAPI/CMA3; observadas
en ACH, por lo que estarian conservados. En las regiones correspondientes a HSA3 y HSA6 se
observan al menos dos isocoros L1+ mdas que en ACH, por lo que éstos se habrian perdido en

esta especie o habrian surgido de novo en HSA.
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Figura 31. Cromosoma 10 de Ateles chamek. De derecha a izquierda: par cromosémico tefiido con DAPI/ CMAsy sus

-

respectivas bandas DAPI+ en rojo y CMAs+ en amarillo; patrén de bandas G del par; segmentos cromosémicos

homedlogos de HSA junto con su patrén de bandas G, patrén de isocoros y perfil composicional.

Para el cromosoma 11 de ACH (Figura 32), observamos que se conserva el patréon de

isocoros.
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Figura 32. Cromosoma 11 de Ateles chamek. De derecha a izquierda: par cromosémico tefiido con DAPI/ CMAsy sus
respectivas bandas DAPI+ enrojo y CMAs+ en amarillo; patréon de bandas G del par; cromosoma homedlogo de HSA

junto con su patrén de bandas G, patrén de isocoros y perfil composicional.

Para el cromosoma 12 de ACH (Figura 33) se conservaria s6lo uno de los isocoros
intersticiales L1+ presentes en el cromosoma homedlogo de HSA. La banda CMAsz+
centromérica podria corresponderse a un nuevo isocoro H3+ en ACH, o a la pérdida de éste en
HSA, o a un isocoro de las familias H1 o HZ, tal como se ve en el perfil composicional. El isocoro
H3+ telomérico presente en la region homéologa de HSA se habria perdido (o habria surgido

de novo en HSA).
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Figura 33. Cromosoma 12 de Ateles chamek. De derecha a izquierda: par cromosémico tefiido con DAPI/ CMAsy sus

respectivas bandas, DAPI+ en rojo y CMAs+ en amarillo; patrén de bandas G del par; segmento cromosémico

homedlogo de HSA junto con su patrén de bandas G, patrén de isocoros y perfil composicional.



Para el cromosoma 13 de ACH (Figura 34), la regién homéologa del cromosoma HSA2
tendria los isocoros conservados, dos L1+ que coinciden con las bandas DAPI+
pericentromérica e intersticial y uno H3+ telomérico en concordancia con la banda CMAs+
intersticial distal. En el brazo p se observ6 una banda DAPI+ que podria corresponderse con
los isocoros L2 que se observan en el perfil composicional de la region homéologa de HSA;
esto mismo aplicaria para la banda pericentromérica CMAsz+ y para un isocoro H1/H2. Como
alternativa de interpretaciéon cabe decir que podrian tratarse de isocoros L1+ y H3+ que

surgieron de novo en ACH o se perdieron en HSA, respectivamente.
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Figura 34. Cromosoma 13 de Ateles chamek. De derecha a izquierda: par cromosémico tefiido con DAPI/ CMAsy sus

respectivas bandas DAPI+ en rojo y CMAs+ en amarillo; patrén de bandas G del par; segmentos cromosémicos

homedlogos de HSA junto con su patrén de bandas G, patrén de isocoros y perfil composicional.

Para el cromosoma 14 de ACH (Figura 35), al igual que como se observd para el
par 8, los isocoros H3+ son predominantes en toda la longitud del cromosoma homedlogo
correspondiente para HSA. Las bandas CMAs+ coincidirian con estos isocoros; por ello, se estaria
ante la presencia de un conjunto de isocoros H3+ menos, que corresponde a aquellos
intersticiales proximales en el brazo q del cromosoma HSA17. En el caso de la banda DAPI+
intersticial del brazo p, ésta podria corresponderse con el isocoro L.2 que se observa en el perfil
composicional. La banda DAPI+ centromérica se interpreta que podria haber surgido de novo

como un isocoro L en ACH o haberse perdido en HSA.
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Figura 35. Cromosoma 14 de Ateles chamek. De derecha a izquierda: par cromosdémico tefiido con DAPI/ CMAszy sus

respectivas bandas DAPI+ enrojo y CMAs+ en amarillo; patréon de bandas G del par; cromosoma homedélogo de HSA

junto con su patrén de bandas G, patrén de isocoros y perfil composicional.

Para el cromosoma 15 de ACH (Figura 36), no se observaron bandas DAPI/ CMA; por lo

que los isocoros L1+ presentes en la region de HSA homeodloga no estarian conservados debido

aque se perdieron en ACH o se formaron de novo en HSA.
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Figura 36. Cromosoma 15 de Ateles chamek. De derecha a izquierda: par cromosémico tefiido con DAPI/ CMAsy sus

respectivas bandas DAPI+ en rojo y CMAs+ en amarillo; patrén de bandas G del par; segmento cromosdémico

homedlogo de HSA junto con su patrén de bandas G, patrén de isocoros y perfil composicional.
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Para el cromosoma 16 de ACH (Figura 37), puede verse una conservacién de los

isocoros presentes en la region homeodloga de HSA.
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Figura 37. Cromosoma 16 de Ateles chamek. De derecha a izquierda: par cromosémico tefiido con DAPI/ CMAsy sus

respectivas bandas DAPI+ en rojo y CMAs+ en amarillo; patrén de bandas G del par; segmento cromosémico

homedlogo de HSA junto con su patrén de bandas G, patrén de isocoros y perfil composicional.

Al analizar los cromosomas sexuales, observamos que para el cromosoma X de ACH
(Figura 38), en el brazo p se conserva el isocoro L1+ correspondiente a la banda DAPI+. Se
observa una banda CMA;z+ en ACH que podria corresponderse con un isocoro H1/H2. En el
brazo q estaria ausente un isocoro L1+, que se corresponde con la banda DAPI+ intersticial
intermedia. La banda CMA;+ telomérica se corresponderia con el isocoro H3+ telomérico que
se observa en el X de humanos. La banda CMAs+ pericentromérica podria corresponderse con

un isocoro H1/H2 de los que se ven en el perfil composicional.
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Figura 38. Cromosoma X de Ateles chamek. De derecha a izquierda: par cromosémico tefiido con DAPI/ CMAsy sus

respectivas bandas DAPI+ en rojo y CMAs+ en amarillo; patrén de bandas G del par; segmentos cromosémicos

homedlogos de HSA junto con su patrén de bandas G, patrén de isocoros y perfil composicional.

Dado que para el cromosoma Y de esta especie no se observd un patréon de bandas
DAPI/CMA;3 y que en Platyrrhini este cromosoma, al estar altamente reordenado respecto
al Y humano, no presenta homeologia (Consigliere et al, 1996, 1998; Mudry et al. 2001; de Oliveira et al. 2002;

Steinberg, 2011), no se realiz6 un andlisis de su perfil composicional.
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Aotus azarae

De acuerdo con Ma (1981), los cariotipos de A. nigriceps y la subespecie A. a. boliviensis
comparten el reordenamiento cromosémico de tipo fusiéon del cromosoma Y con el mismo
autosoma; sin embargo, difieren en el nimero modal, siendo 2n = 51 para los machosy 2n =52
para las hembras de A. nigriceps y 2n = 49 para los machos y 2n = 50 para las hembras de A. a.
boliviensis. En A. a. azarae, con excepcién del par involucrado en la translocaciéon Y-
autosoma, el cariotipo se considera idéntico al de A. a boliviensis (Mudry et al, 1984).

Un estudio de los patrones de bandas G y C para A. infulatus (Pieczarka y Nagamachi, 1988) y
su posterior comparacion con los cariotipos de las antes mencionadas especies demostré que
todos los autosomas y el cromosoma X de A. infulatus eran comparables en sus patrones de
bandas con los de A. a. boliviensis; aunque se encontré una diferencia en el nimero de bandas G
en el brazo q del cromosoma 12 (tres en A. infulatus, cuatro en A. a. boliviensis). En ambas, la
regién organizadora nuclear se observa en el cromosoma 6 (Pieczarkaetal, 1993; Ma, 1981).

A la fecha no existen estudios de FISH con sondas humanas para A. azarae. Sin embargo,
se ha publicado un trabajo con este tipo de estudio para A. infulatus (Araujo et al, 2019). Dada la
similitud entre los cariotipos de A. azarae con A. a. boliviensis y 1a de esta Gltima especie con el de
A. infulatus, se utilizaron las homeologias publicadas para A. infulatus en este trabajo de Tesis
para evaluar la composicidon nucleotidica de A. azarae en relacién con el cariotipo humano.
Dado que cada autor organizé los cromosomas de distinta forma, se compararon los patrones
de bandas G de ambas especies para asignar las homeologias cromosémicas entre estas

especies y el humano (Figura 39).
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Figura 39. Comparaciéon entre los cromosomas de A. infulatus (izquierda) y A. azarae (derecha). Se

tomaron de Araujo y colaboradores (2017) y Milozzi y colaboradores (2012), respectivamente.
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Para el cromosoma 1 de AAZ (Figura 40), en el brazo p s6lo uno de los cuatro conjuntos
de isocoros L1+ de Homo sapiens no estarian conservados, pudiendo haber surgido de novo en
HSA o haberse perdido en AAZ; los otros tres conjuntos de isocoros L1+ se corresponderian
con las bandas DAPI+ observadas. Las dos bandas CMAs3+, tanto la telomérica como la
intersticial, se corresponderian con nuevos isocoros H3+ en AAZ (o a isocoros que se
perdieron en HSA); a los efectos comparativos consideramos, que seguin el perfil
composicional se podrian corresponder a isocoros de las familias H1 o H2. En la regién
homéologa de HSA15 se halla una banda CMA3;+ que coincidiria con las regiones del perfil
composicional en las que se observan familias de isocoros H1 y H2. En la regién homéologa al
cromosoma HSAS estarfan conservados tanto los isocoros L1+ como los H3+. En esta regidn,
ademas, las dos bandas DAPI+ distales podrian corresponderse con los isocoros de la familia L

que se observan entre las bandas H3+ en el perfil composicional.
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Figura 40. Cromosoma 1 de Aotus azarae. De derecha a izquierda: par cromosémico tefiido con DAPI/ CMA3 y sus

respectivas bandas DAPI+ en rojo y CMAs+ en amarillo; patrén de bandas G del par; segmentos cromosémicos

homedlogos de HSA junto con su patrén de bandas G, patrdn de isocoros y perfil composicional.

Para el cromosoma 2 de AAZ (Figura 41), en el brazo p los Unicos isocoros que estarian
conservados son los L1+ proximales que coinciden con la banda DAPI+ proximal. Los isocoros
L1+ mas distales y el isocoro H3+ intersticial, que pueden observarse en el ideograma de la
region homéologa de HSA, no estarian conservados. Se observé una banda centromérica
CMA3+ que podria corresponderse a un nuevo isocoro H3+ en AAZ (o a la pérdida de este en
HSA). En el brazo q, los isocoros H3+ estarian conservados, aunque en menor nimero que los

observados en la region homedloga de HSA. En cuanto a los isocoros L1+, s6lo estaria
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conservado el mas proximal. Las dos bandas DAPI+ mas distales podrian corresponderse a
isocoros L2, de acuerdo con el perfil composicional, o a isocoros L1+ surgidos de novo. El
isocoro L1+ mas distal, que se observa en el ideograma de la region homéologa de HSA, se

habria perdido en AAZ (o surgido de novo en HSA).
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Figura 41. Cromosoma 2 de Aotus azarae. De derecha a izquierda: par cromosémico tefiido con DAPI/ CMA3 y sus

respectivas bandas DAPI+ en rojo y CMAs+ en amarillo; patrén de bandas G del par; segmentos cromosémicos

homedlogos de HSA junto con su patrén de bandas G, patrén de isocoros y perfil composicional.

Para el cromosoma 3 de AAZ (Figura 42), en el brazo p en la regién homéologa al
cromosoma HSA16, el isocoro H3+ telomérico estaria conservado y no se detecta el isocoro
H3+ intersticial que se observa en la regién homeologa. A su vez, se observo una banda DAPI+
que no se corresponderia con ningun isocoro L, por lo que se habria formado de novo en AAZ
(o se habria perdido en HSA). La regiéon homéologa del cromosoma HSA22 estaria conservada
en su totalidad. En el brazo q, el isocoro L1+ proximal estaria conservado y las bandas DAPI+
intersticiales podrian corresponderse con isocoros L2, de acuerdo con el perfil composicional.
Las bandas CMA;z+ también se corresponderian con los isocoros H3+ presentes en la region

homéologa y estarian conservados.

79



16p

22q

5

10q

T aa

Figura 42. Cromosoma 3 de Aotus azarae. De derecha a izquierda: par cromosémico tefiido con DAPI/CMAs y sus
respectivas bandas DAPI+ en rojo y CMAs+ en amarillo; patrén de bandas G del par; segmentos cromosémicos

homedlogos de HSA junto con su patrén de bandas G, patrén de isocoros y perfil composicional.

Para el cromosoma 4 de AAZ (Figura 43), en el brazo p la banda DAPI+ mas distal
podria corresponderse con un isocoro L2 y la banda CMA3z+ centromérica con los isocoros H3+
que se observan en la region homeologa. En el brazo q, se conservaria el isocoro H3+
telomérico y habrian surgido dos isocoros H3+ de novo en AAZ, o las bandas CMAs+ se
corresponden con regiones con contenido en GC intermedias, constituyendo isocoros de las
familias H1 y/o H2, presentes en el perfil composicional de HSA. Los isocoros L1+ en este
brazo estarian conservados. En ambos brazos se observan isocoros L1+ pericentroméricos en
HSA que no se corresponden a isocoros de la misma familia en AAZ, por lo cual pudieron haberse

perdido en AAZ o surgido de novo en HSA.

80



ARG

P — A

4

Figura 43. Cromosoma 4 de Aotus azarae. De derecha a izquierda: par cromosémico tefiido con DAPI/CMAsy
sus respectivas bandas DAPI+ en rojo y CMAs+ en amarillo; patrén de bandas G del par;segmentos cromosémicos

homedlogos de HSA junto con su patrén de bandas G, patrén de isocoros y perfil composicional.

Para el cromosoma 5 de AAZ (Figura 44), la ausencia de isocoros H3+ y L1+ en el brazo
p de HSA junto con la presencia de bandas tanto DAPI+ como CMAs+ sugiere que la
metodologia de bandas fluorescentes esta detectando regiones ricas en isocoros con contenido
intermedio en GC en humanos, que en AAZ podrian haberse empobrecido/enriquecido en
estos pares de bases, es decir, isocoros L2 y H1 o H2, respectivamente (ver mas adelante). En
la regiéon homéologa al cromosoma HSA11, los isocoros L1+ estarian conservados, mientras
que la banda CMA3z+ podria estar indicando el surgimiento de un isocoro H3+ en AAZ y/o
pérdida de éste en HSA, o la deteccion de un isocoro de las familias H1 o H2, que se observan
en el perfil composicional. En la regién homéologa al cromosoma HSA?7, el isocoro H3+ estaria
conservado y se observa una banda DAPI+ que no se corresponderia con un isocoro de la
familia L, ya que no se observan en el ideograma y tampoco en el perfil composicional
correspondiente, pudiendo ser interpretado como el surgimiento de novo en AAZ o la pérdida
de éste en HSA. Finalmente, en la regiéon homéologa al cromosoma HSAS5, sé6lo estaria
conservado el isocoro H3+ telomérico. A grandes rasgos, la sintenia 5/7/11/10 pareciera

conservar su perfil composicional.
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Figura 44. Cromosoma 5 de Aotus azarae. De derecha a izquierda: par cromosémico tefiido con DAPI/ CMAsy sus
respectivas bandas, DAPI+ en rojo y CMAs+ en amarillo; patrén de bandas G del par; segmentos cromosémicos

homedlogos de HSA junto con su patrén de bandas G, patrén de isocoros y perfil composicional.

Para el cromosoma 6 de AAZ (Figura 45), tanto la region homéologa al cromosoma
HSA21 como la regién homéologa al cromosoma HSA3 muestran conservados sus isocoros: el
isocoro H3+ telomérico se corresponde con la banda CMA3z+ telomérica y los isocoros L1+ se
corresponden con la banda DAPI+ intersticial. En el brazo q, homedélogo a HSA1, tanto los
isocoros L1+ como las bandas CMAsz+ estarian conservados. La banda CMAs+ intersticial se

corresponderia con isocoros H1/H2 de acuerdo con el perfil composicional.
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Figura 45. Cromosoma 6 de Aotus azarae. De derecha a izquierda: par cromosdmico tefiido con DAPI/CMA3 y sus
respectivas bandas DAPI+ en rojo y CMAs+ en amarillo; patrén de bandas G del par; segmentos cromosdémicos
homedlogos de HSA junto con su patrén de bandas G, patrén de isocoros y perfil composicional.
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Para el cromosoma 7 de AAZ (Figura 46), en las regiones homeologas al cromosoma
HSA15, al menos dos de las tres bandas DAPI+ observadas (una en el brazo p y dos en el brazo
gq) podrian corresponderse a isocoros L2 de acuerdo con el perfil composicional, o al
surgimiento de novo de isocoros L1+ en AAZ (o su pérdida en HSA). En el brazo p, la banda
CMAs;+ pericentromérica que se observa en Aotus se corresponderia con uno de los isocoros
H3+ del ideograma. El otro isocoro H3+ se habria perdido en AAZ o habria surgido de novo en
HSA. En el brazo q, ningtn isocoro H3+ presente en HSA se habria conservado, con excepcién
del que se corresponde con la banda CMAsz+ terminal. Para las regiones homedlogas al
cromosoma HSA14, al menos en prox tanto el isocoro H3+ como los L1+ se conservan, dado
que coinciden con las bandas CMAz+ pericentromérica y DAPI+ intersticial en esa region. En
gter, sélo se conservaria el isocoro H3+ y se habrian perdido los isocoros L1+ (o habrian

surgido de novo en HSA), ya que no hay bandas DAPI+.
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Figura 46. Cromosoma 7 de Aotus azarae. De derecha a izquierda: par cromosémico tefiido con DAPI/CMAs y sus

respectivas bandas DAPI+ en rojo y CMAs+ en amarillo; patrén de bandas G del par; segmentos cromosdémicos

homedlogos de HSA junto con su patrén de bandas G, patrén de isocoros y perfil composicional.

Para el cromosoma 8 de AAZ (Figura 47) el cromosoma humano homedlogo es el
HSA12; sin embargo, de acuerdo con Araujo y colaboradores (2017) el brazo p no hibridé con la
sonda para este cromosoma, por lo que analizaremos Unicamente las bandas correspondientes
al brazo g. En éste, en principio se conservaria el isocoro H3+ telomérico y los isocoros
L1+ que se corresponderian con los isocoros L2 segun el perfil composicional. La banda DAPI+
pericentromérica podria corresponderse a la regiéon pericentromérica del cromosoma 12,

observandose en el perfil composicional isocoros L2. El isocoro L1+ intersticial que se observa
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en HSA no estaria conservado. De las bandas intersticiales CMAs+ podria decirse que se
conserva Unicamente la mas proximal, mientras que la mas distal no se corresponderia con

isocoros de ninguna de las familias H.

8

Figura 47. Cromosoma 8 de Aotus azarae. De derecha a izquierda: par cromosémico tefiido con DAPI/CMAs y sus
respectivas bandas DAPI+ en rojo y CMAs+ en amarillo; patrén de bandas G del par; cromosoma homedlogo de HSA

junto con su patrén de bandas G, patrén de isocoros y perfil composicional.

Para el cromosoma 9 de AAZ (Figura 48), la sonda del cromosoma HSA9 tampoco
hibridé en el brazo p, por lo que s6lo se considerara el andlisis para el brazo g. Se
observaron tres bandas DAPI+ intersticiales cuando en el ideograma humano se observa sélo
un isocoro L1+ que, por su ubicacién, podria corresponderse a la banda intermedia. Las bandas
DAPI+ mas proximal y distal se identificarian con isocoros L2 de acuerdo con el perfil
composicional. Los isocoros H3+ intersticiales y terminal se corresponden con bandas CMA;+

por lo que estarian conservados.
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Figura 48. Cromosoma 9 de Aotus azarae. De derecha a izquierda: par cromosdmico tefliido con DAPI/CMAs3 y sus

“e

9

respectivas bandas DAPI+ en rojo y CMAs+ en amarillo; patrén de bandas G del par; cromosoma homedlogo de HSA
junto con su patrén de bandas G, patrén de isocoros y perfil composicional.

Para el cromosoma 10 de AAZ (Figura 49), el brazo p no hibridé con la sonda para el
cromosoma humano homeélogo HSA1, por lo que en esta oportunidad decidimos directamente
no incluirlo en la Figura 49 para no generar confusiones. En el brazo q, que hibrid6 con la
sonda para el cromosoma humano homedlogo, se conservarian todos los isocoros. La banda
CMA3+ proximal se corresponderia con un isocoro de la familia H1/H2 segin el perfil

composicional de HSA.
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Figura 49. Cromosoma 10 de Aotus azarae. De derecha a izquierda: par cromosémico tefiido con DAPI/ CMAsy sus

respectivas bandas, DAPI+ en rojo y CMAs+ en amarillo; patrén de bandas G del par; segmento cromosémico

homedlogo de HSA junto con su patrén de bandas G, patrén de isocoros y perfil composicional.

Para el cromosoma 11 de AAZ (Figura 50), el brazo p no presentd sefiales de
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hibridacién con la sonda del cromosoma humano homedlogo. En el brazo q, los isocoros L se
conservarian. La banda DAPI+ intersticial intermedia se corresponderia con los isocoros L1+
de la region homedloga, mientras que la banda méas proximal y la méas distal podrian
corresponderse con los isocoros L2 que se observan en el perfil composicional. De todos
modos, en el cromosoma 13 humano se observa una regién amplia de isocoros ricos en AT sin
ningun isocoro de la familia H, lo que indicaria el surgimiento de novo de al menos un isocoro
de esta familia en Aotus (o su pérdida en HSA) que se corresponde con la banda CMAs+
intersticial mas proximal, mientras que la mas distal se corresponderia con isocoros de la
familia H1/H2 segtn el perfil composicional. La banda CMA3+ telomérica se corresponde con

el isocoro H3+ telomérico.
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Figura 50. Cromosoma 11 de Aotus azarae. De derecha a izquierda: par cromosémico tefiido con DAPI/CMA3zy sus
respectivas bandas DAPI+ en rojo y CMAs+ en amarillo; patrén de bandas G del par; segmento cromosémico

homedlogo de HSA junto con su patrén de bandas G, patrén de isocoros y perfil composicional.

Para el cromosoma 12 de AAZ (Figura 51), los isocoros presentes en HSA no se
conservarian en el brazo p de AAZ. Las bandas DAPI+ y CMA3+ observadas se corresponderian
con isocoros L1+ y H3+, respectivamente, surgidos de novo en AAZ o perdidos en el humano. El
isocoro CMA3z+ centromérico se podria corresponder a isocoros H1/H2 de acuerdo al perfil
composicional. El brazo g, homeologo al cromosoma HSA 18q, conservaria los isocoros L1+ y
no asi los que se corresponden con las bandas CMA3+, a menos que éstos se traten de isocoros

de las familias H1 y/o H2 coincidiendo con el perfil composicional.
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Figura 51. Cromosoma 12 de Aotus azarae. De derecha a izquierda: par cromosémico tefiido con DAPI/CMAsy sus
respectivas bandas DAPI+ en rojo y CMA3z+ en amarillo; patrén de bandas G del par; segmentos cromosomicos

homedlogos de HSA junto con su patrén de bandas G, patrén de isocoros y perfil composicional.

Para el cromosoma 13 de AAZ (Figura 52), en la regiéon homeoéloga al cromosoma HSA
20 los isocoros H3+ estarian conservados con excepcion del isocoro H3+ terminal, presente en
humanos y ausente en AAZ. La banda DAPI+ intersticial en el brazo p podria corresponderse
con los isocoros L2 presentes en el perfil composicional. Por otro lado, la banda DAPI+
pericentromérica en el brazo q no estaria conservada, por lo que podria haberse formado de
novo en Aotus azarae, o haberse perdido en humanos. La regién homeo6loga a HSA2 estaria

conservada en su totalidad.
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Figura 52. Cromosoma 13 de Aotus azarae. De derecha a izquierda: par cromosémico tefiido con DAPI/CMAsy sus
respectivas bandas DAPI+ en rojo y CMAs+ en amarillo; patrén de bandas G del par; segmentos cromosémicos

homedlogos de HSA junto con su patrén de bandas G, patrdn de isocoros y perfil composicional.

Para el cromosoma 14 de AAZ (Figura 53), en el brazo q, la banda DAPI+
pericentromérica no se corresponderia con un isocoro L1+ y la intersticial mas proximal se
corresponderia con un isocoro L2 segin el perfil composicional. Las bandas CMAz+ se
corresponden con isocoros H3+. Se observa un mayor nimero de isocoros L1+ y H3+ en el
cromosoma humano que en Aotus azarae, que podria significar la pérdida de éstos en AAZ o el

surgimiento de novo en HSA.
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Figura 53. Cromosoma 14 de Aotus azarae. De derecha a izquierda: par cromos6mico tefiido con DAPI/CMAszy sus
respectivas bandas DAPI+ en rojo y CMAs+ en amarillo; patrén de bandas G del par; cromosoma homeologo de HSA

(invertido) junto con su patrén de bandas G, patrén de isocoros y perfil composicional.

Para el cromosoma 15 de AAZ (Figura 54), en el brazo g, que es el tnico que hibridé
con la sonda de HSA8 en los estudios contemplados, estarian conservados los isocoros L1+ y el
isocoro H3+ telomérico. La banda CMA;+ intersticial podria corresponderse con los isocoros

H1/H2 que se observan en el perfil composicional del cromosoma de HSA homedlogo.
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Figura 54. Cromosoma 15 de Aotus azarae. De derecha a izquierda: par cromosémico teflido con DAPI/CMAsy sus
respectivas bandas DAPI+ en rojo y CMAs+ en amarillo; patrén de bandas G del par; cromosoma homeoélogo de HSA

junto con su patrén de bandas G, patrén de isocoros y perfil composicional.



Para el cromosoma 16 de AAZ (Figura 55), donde la sonda de HSA3 hibrid6 tinicamente

en el brazo g, se observa conservacion total de los isocoros H3+ y L1+.

o
')
L]
NITix

3q13.31 926

ia)

16

Figura 55. Cromosoma 16 de Aotus azarae. De derecha a izquierda: par cromosdémico tefiido con DAPI/CMAsy sus
respectivas bandas DAPI+ en rojo y CMAs+ en amarillo; patrén de bandas G del par; segmento cromosémico

homedlogo de HSA junto con su patrén de bandas G, patrén de isocoros y perfil composicional.

Para el cromosoma 17 de AAZ (Figura 56), los isocoros estarian conservados en el
brazo ¢, dnico brazo que hibridé con la sonda del cromosoma HSA4. Las bandas CMAz+ y
DAPI+ mas distales podrian corresponderse con isocoros de la familia H1/H2 y L2 observados

en el perfil composicional, respectivamente.
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Figura 56. Cromosoma 17 de Aotus azarae. De derecha a izquierda: par cromosémico tefiido con DAPI/CMAsy sus
respectivas bandas DAPI+ en rojo y CMAsz+ en amarillo; patrén de bandas G del par; segmento cromosémico

homedlogo de HSA junto con su patrén de bandas G, patrén de isocoros y perfil composicional.

Para el cromosoma 18 de AAZ (Figura 57), donde la sonda de HSA hibridé inicamente
en el brazo g, se observé conservacion de los isocoros H3+ que se corresponderian con la
banda CMAz+ pericentromérica y de los isocoros L1+ que se corresponderian con la banda
DAPI+ distal. La banda CMA3+ telomérica no se corresponderia con un isocoro H3+ en HSA,
pudiendo resultar en un nuevo isocoro rico en GC en Aotus azarae. La banda DAPI+ proximal
podria corresponder a los isocoros L2 que se observan en el perfil composicional de la regién

homeologa de HSA.
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Figura 57. Cromosoma 18 de Aotus azarae. De derecha a izquierda: par cromosémico tefiido con DAPI/CMAszy sus
respectivas bandas DAPI+ en rojo y CMAsz+ en amarillo; patrén de bandas G del par; segmento cromosémico

homedlogo de HSA junto con su patrén de bandas G, patrén de isocoros y perfil composicional.

Para el cromosoma 19 de AAZ (Figura 58), si bien la bibliografia consultada indic6 que
solamente el brazo q present6 senales de hibridaciéon con la sonda de HSA19, no se especifico
exactamente a qué region de éste correspondian. Consideramos que tanto el brazo q como el
brazo p del cromosoma HSA19 podrian haber hibridado dado que en ambos se conservaria el
patrén de isocoros H y no el de isocoros L. Las bandas DAPI+ podrian corresponderse a
isocoros de la familia L. que surgieron de novo en Aotus azarae o que se perdieron en Homo

sapiens.
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Figura 58. Cromosoma 19 de Aotus azarae. De derecha a izquierda: par cromosémico tefiido con DAPI/CMAs3y sus
respectivas bandas DAPI+ enrojo y CMAs+ en amarillo; patréon de bandas G del par; cromosoma homedélogo de HSA

junto con su patrén de bandas G, patrén de isocoros y perfil composicional.

Para el cromosoma 20 de AAZ (Figura 59), la region homedloga al brazo q seria el brazo
q del cromosoma HSA17. Los isocoros estarian conservados. Las bandas CMAsz+ se
corresponderian con los isocoros H3+, a excepcién de la banda intersticial intermedia que se
corresponderia con los isocoros H1/H2 que se observan en el perfil composicional de HSA. Las
bandas DAPI+ colocalizan con las bandas G positivas en donde, segtn el perfil composicional,

habria isocoros L2.

17q

4
“ 'Mw“%
a

20

Figura 59. Cromosoma 20 de Aotus azarae. De derecha a izquierda: par cromosémico tefiido con DAPI/CMAsy sus
respectivas bandas DAPI+ enrojo y CMAs+ en amarillo; patréon de bandas G del par; cromosoma homedlogo de HSA

junto con su patrén de bandas G, patrén de isocoros y perfil composicional.
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Para el cromosoma 21 de AAZ (Figura 60), sélo se analizara el brazo q por ser el tinico con
el que se hall6 homeologia con los cromosomas humanos. Tanto los isocoros H3+ terminal
como intersticial que se observan en el ideograma humano se corresponderian con las bandas
CMA3+ de igual ubicacion en Aotus azarae. La banda CMA3z+ pericentromérica se
corresponderia a los isocoros H1/H2 que se observan en el perfil composicional de HSA. La
banda DAPI+ mas proximal se corresponderia con el isocoro L1+ distal observado en el
ideograma, mientras que la banda DAPI+ distal se corresponderia con la banda G positiva
presente en la region homedloga de HSA, rica en isocoros L2 de acuerdo con el perfil
composicional. Los isocoros L1+ intersticiales mas proximales que se observan en HSA no

estarian conservados.
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Figura 60. Cromosoma 21 de Aotus azarae. De derecha a izquierda: par cromos6émico tefiido con DAPI/CMA3sy sus
respectivas bandas DAPI+ en rojo y CMAs+ en amarillo; patrén de bandas G del par; segmento cromosémico

homedlogo de HSA junto con su patrén de bandas G, patrén de isocoros y perfil composicional.

Para el cromosoma 22 de AAZ (Figura 61), en la regiéon homedloga a HSA1 . las bandas G se
corresponden con las bandas DAPI+ intersticiales en Aotus azarae que, a su vez, coinciden con
isocoros de la familia segtn el perfil composicional L. A su vez, se conservaria el isocoro H3+
que coincide en posiciéon con la banda CMA3+ pericentromérica. En esa region de HSA se observa
otro isocoro H3+ mas distal, que se habria perdido en Aotus azarae (o se habria formado de
novo en Homo sapiens). En la regién homeodloga a HSA16 sélo se conservaria el isocoro H3+

telomérico.
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Figura 61. Cromosoma 22 de Aotus azarae. De derecha a izquierda: par cromosémico tefiido con DAPI/CMAsy sus
respectivas bandas DAPI+ en rojo y CMAs+ en amarillo; patrén de bandas G del par; segmentos cromosémicos

homedlogos de HSA junto con su patrén de bandas G, patrdén de isocoros y perfil composicional.

Para el cromosoma 24 de AAZ (Figura 62), a excepcion de las bandas CMAsz+
pericentromérica y telomérica que se corresponderian con isocoros H1 o H2 de acuerdo con el
perfil composicional, la banda CMA3+ intersticial no se correspondi6 con ningin isocoro de la
familia H en la region homeoéloga de humanos. Los isocoros L estarian conservados, como L1+

que se corresponderia a la banda DAPI+ mas proximal y como un isocoro L2 para la mas distal.

95



5q11 21

15426

24

Figura 62. Cromosoma 24 de Aotus azarae. De derecha a izquierda: par cromosémico tefiido con DAPI/CMAsy sus
respectivas bandas DAPI+ en rojo y CMAsz+ en amarillo; patrén de bandas G del par; segmentos cromosdémicos

homedlogos de HSA junto con su patrén de bandas G, patrén de isocoros y perfil composicional.

Para el cromosoma X; de AAZ (Figura 63), los isocoros L estarian conservados. En el
brazo g, todas las bandas DAPI+ se corresponderian con los isocoros L1+ que se observan en el
ideograma del X humano, con excepcién de la banda DAPI+ pericentromérica que podria
corresponderse con un isocoro de la familia L2 segun el perfil composicional. En el brazo p, la
banda DAPI+ proximal se corresponde con isocoros L1+ presentes en HSA, la mas distal se
corresponderia con los isocoros L2 que se observan en el perfil composicional. Las bandas
CMA;3+ podrian corresponderse en su mayoria con isocoros H1 y/o H2 segun el perfil

composicional, con excepcion de la telomérica que coincide con el isocoro H3+ telomérico.
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Figura 63. Cromosoma X1 de Aotus azarae. De derecha a izquierda: par cromosdémico tefiido con DAPI/CMAsy sus
respectivas bandas DAPI+ en rojo y CMAs+ en amarillo; patrén de bandas G del par; cromosoma homeoélogo de HSA

junto con su patrén de bandas G, patrén de isocoros y perfil composicional.

Al analizar el par sexual, cabe referir que para el cromosoma X, de AAZ (Figura 64),
solamente los isocoros L1+ pericentromérico e intersticial estarian conservados, dado que
coinciden con las bandas DAPI+ obtenidas. Se observé la pérdida en humanos y/o ganancia en
Aotus azarae del isocoro de la familia H que se corresponderia con la banda CMA3+ telomérica.
La banda CMA3z+ intersticial se corresponderia a isocoros H1 o H2 segun el perfil
composicional. A su vez, un isocoro H3+ proximal se habria ganado en humanos o perdido en

Aotus azarae.
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Figura 64. Cromosoma X de Aotus azarae. De derecha a izquierda: par cromosémico tefiido con DAPI/CMA;y sus

respectivas bandas DAPI+ en rojo y CMAs+ en amarillo; patrén de bandas G del par; segmento cromosémico

homedlogo de HSA junto con su patrén de bandas G, patrén de isocoros y perfil composicional.

Para el cromosoma Y de AAZ, originado de una translocacién Y-autosoma, donde este
autosoma es un homélogo del par 23 (el otro homélogo pas6 a denominarse X3), una vez mas
no se realizd un analisis del perfil composicional debido a la falta de homologia del Y de

Platyrrhini con el Y humano.
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Discusion y Conclusiones
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Composicion del genoma

En Atelidae, s6lo seis pares de cromosomas de las cuatro especies estudiadas

presentaron total homeologia para el contenido nucleotidico en pares de bases GC (bandas

DAPI-/CMAs;+), los cuales se especifican en la Tabla 10.

ACA AGUc API ACH

Zq qurox'zqint 2q 10qter- 10qmt
10p 12p 7p 8p
12q 3q 10 10p
14q 6q 17q 9qter
19q 15q 20q 4Qter

X X X X

Tabla 10. Cromosomas y/o regiones cromosomicas con total homeologia para el contenido nucleotidico en

pares de bases GC. ACA: A. caraya; AGUc: A. guariba clamitans; API: A. pigra; ACH: A. chamek.

Considerando que se conocen las homeologias cromosémicas interespecificas y entre
ellas y el humano, se confeccion6é una tabla en la que se comparé cada regién homedloga
respecto a su contenido de bandas DAPI-/CMAs+ (Tabla 12 del Anexo Resultados). Para cada
regiéon homedloga con Homo sapiens y para cada especie de Atelidae, se analiz6 la conservacion
en cantidad y posicién de bandas. Algo interesante a destacar es que, al comparar el patrén de
bandas DAPI-/CMAz+ entre A. chamek (2n = 34, XY) y cada una de las tres especies de
aulladores de manera individual, se observo mayor conservacion con Alouatta caraya (2n = 52,
X1X1X2X2 @ /X1X2Y1Y2 ). Si bien con esta especie se observé conservaciéon en cantidad y
posicion de las bandas en 16 pares cromosdémicos, con A. pigra (2n = 58, X1X1X2X2 ?/X1X2Y1Y>2
d) y A. guariba clamitans (2n = 46, X1X1X2X:X3X3 ?/2n = 45, X1X2X3Y1Y2 &) sélo se observo esta
conservaciéon en ocho y seis pares cromosOmicos, respectivamente.

En Ateles, 17 fusiones en tdndem o robertsonianas y tres fisiones redujeron su niumero
diploide respecto del resto de las especies de Atelidae (de Oliveira et al, 2012). Esta reduccion en el
nimero cromosémico explicaria la reducciéon observada en el nimero de bandas positivas
DAPI/CMA; respecto de lo descripto para los monos aulladores. Las diferencias en regiones
ricas en AT y GC podrian explicarse ya sea por surgimiento de novo o por pérdida de

secuencias en las distintas especies.
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En Cebidae, considerando que se conocen las homeologias cromosémicas entre las
especies estudiadas y entre ellas y el humano, se comparé cada regiéon homedloga respecto a
su contenido de bandas DAPI-/CMAs+ (Tabla 13 del Anexo Resultados). Para cada regién
homedloga con Homo sapiens y entre cada especie de Cebidae, se analizé la conservaciéon de
bandas fluorescentes. Se observo una alta conservaciéon en cantidad y posicion de las bandas
en 24 pares de cromosomas entre ambas especies (Tabla 11). Nuevamente, las diferencias
observadas en el nimero de regiones ricas en AT y GC podrian explicarse ya sea por
surgimiento de novo o por pérdida de estas secuencias en las distintas especies, como se

explica mas adelante.

CNI AAZ o\ AAZ
1qint' ter 1qint' ter 13q 13qim = (ter

2q 1p 14q 10q

3q 4q 15q 23q

4 3 16q 14q

5p /5q 22qint - Geer /29 17 qint - Qrer 11q

6Qer 7 Qter 18q 16q

7 Qrer 12 qrer 19q 9q

8qter 15Q¢er 20q 18q

9q 19q 21q 20q

10q 13(prox - Qint 22q 22qprox
11qer 6Drer 23q 6q
12Qint - Qeer 8q Xq Xiq

Tabla 11. Cromosomas y/o regiones cromosémicas con total homeologia para el contenido nucleotidico en pares

de bases GC. AAZ: A. azarae; CNI: C. nigritus.

Tanto para Ateles chamek (ACH) como para Aotus azarae (AAZ), las bandas teloméricas
resultaron predominantemente CMA3+: 16 en ACH y 25 en AAZ, habiéndose observado sélo
una banda DAPI+ telomérica en ACH y ninguna en AAZ, lo que indicaria un mayor contenido en
pares de bases GC en los telé6meros. Por el contrario, las bandas intersticiales, si bien se tifieron
con ambos fluorocromos, resultaron en su mayoria DAPI+: en ACH 33 resultaron DAPI+ y tan
so6lo 10 CMAz+ y en AAZ 67 bandas intersticiales fueron DAPI+ y 36 CMAs+. Las bandas
pericentroméricas para ACH son predominantemente ricas en GC (seis bandas CMAsz+ y dos
bandas DAPI+), mientras que para AAZ resultaron ricas en AT (13 bandas DAPI+ y cinco
bandas CMA3z+).
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Desde un punto de vista cualitativo, el nimero total de bandas DAPI+ y CMA3+, tanto en
A. chamek como en A. azarae, result6 similar dentro de cada especie. En A. chamek, se observé
un total de 36 bandas DAPI+ y 33 bandas CMAz+, mientras que en A. azarae se observaron un
total de 88 bandas CMA3z+ y 89 bandas DAPI+, lo que sugeriria que el genoma de estas especies
estaria compuesto por una proporcion similar de pares de bases AT y GC. En Cebus nigritus, se
observaron un total de 66 bandas CMAs+ y 47 bandas DAPI+, lo que sugeriria un
enriquecimiento en pares de bases GC en su genoma. Este género posee una alta proporcion de
heterocromatina constitutiva en sus cariotipos, muy superior a la observada en Ateles y Aotus,
rica en pares de base GC (Fantini 2015); estas regiones podrian explicar parcialmente el
enriquecimiento detectado en el nuevo trabajo original realizado para el presente trabajo de
Tesis. Por el contrario, en A. chamek la heterocromatina result6 rica en AT (Fantini, 2015), al igual
que en A. azarae, como pudo ser evidenciado en este trabajo de Tesis mediante la metodologia
de bandas fluorescentes secuenciales DAPI/CMA; sobre metafases a las que se les habia
aplicado previamente la técnica de bandas C. De este modo, se puso en evidencia la

composicion nucleotidica de la heterocromatina constitutiva (Figura 65).

Figura 65. Resultado de la aplicacién de la técnica de tincion fluorescente DAPI/CMA3 en bandas previamente
teflidas con la técnica de bandas C en Aotus azarae. a) Metafase con bandas C b) Metafase con bandas DAPI+. Barra

=10 pm.
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Conservacion de los isocoros

Las bandas fluorescentes secuenciales DAPI/CMA; permitieron describir Ila
distribucién de regiones ricas en pares de bases AT/GC de A. chamek y A. azarae, cuampliendo
con el primer objetivo de este trabajo de Tesis. A partir de la caracterizacién de la distribucion
de bases nucleotidicas en estas especies, se observaron bandas cromosdmicas ricas en pares
de bases GC y AT de localizacion telomérica, intersticial y pericentromérica. Las variaciones
interespecificas observadas en cuanto al contenido, distribuciéon y localizacién de las bases
nucleotidicas en sus cromosomas sugieren la posible existencia de patrones de bandas
cromoso6micas especificos para cada especie y, con ello, un perfil composicional caracteristico
en cada una de ellas.

Si bien algunas regiones homeologas mostraron un patrén de bandas DAPI/CMA3 en
concordancia con el patron de isocoros en humanos, la presencia de otras sé6lo seria
interpretable por el surgimiento de novo y/o pérdida de isocoros, resultando imposible, en
esta oportunidad, establecer una direccionalidad a las variaciones vistas, dado que para ello
serfa oportuno ampliar el espectro de comparaciones para lo que deberian evaluarse otros
grupos taxonémicos. Si bien las bandas DAPI+ y las CMAsz+ se correspondieron con isocoros
L1+ y H3+, respectivamente, también se evidenciaron regiones con mayor o menor contenido
en GC en los primates no humanos, es decir, isocoros L2 o H1/H2 en el perfil composicional de
Homo sapiens para cada region homedloga. Sin embargo, una interpretacion plausible es la que
sostiene que podria estar indicando el enriquecimiento en GC y/o AT de esas regiones respecto
a Homo sapiens, permitiendo ser asi evidenciadas con esta metodologia de analisis.

Para poder comparar mejor la conservacién de los distintos isocoros en estas especies
se procedi6 a plasmar en tablas (Tabla 14 para Ateles chamek y Tabla 15 para Aotus azarae en
el anexo Resultados) lo obtenido del andlisis, cromosoma por cromosoma, del perfil
composicional de estas especies. Como se refirié previamente, el cariotipo de Ateles chamek es
un cariotipo muy derivado, comparado tanto con el cariotipo ancestral propuesto para
Platyrrhini como también para la familia Atelidae, surgido de multiples fusiones cromosémicas
(Figura 66). Sin embargo, del andlisis de la conservacion de los isocoros del genoma humano
en las regiones con sintenias cromosémicas que caracterizan este grupo taxondémico se
observo una alta conservacion de isocoros en esas regiones. Como mencién de alguna de las
sintenias que conservan homeologia en composicion nucleotidica podemos mencionar la

sintenia ancestral de Platyrrhini 3/15 en el cromosoma 3 y las sintenias ancestrales de Ateles
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5/8y 10/2 enlos cromosomas 5 y 13, respectivamente.

6

5b

(18

Cariotipo Atelinae Ancestral

(2N= 62) (de Oliveira et al. 2002)

o B mgmm
2b/ 108/ S/ 7b 2a 8b 12 14/ 11
16b 16a 18 15a,

L
\'ﬁlh‘ﬂ"

9 4c 3b 17 7a/ la;3c 4/ 1b

Sa/7a 15a,
BN =NEE I

20 lIc3a/21 10b la; 22 156 X

— ]

[ |

19

~ EE

Translocacion

C'. apella

Alouatta

3c/15b 2b 16b

Y-autosoma

B.arachnoidea

100

Iﬂa
"
«w =@ |

9/18/8a/16a/ 12/15a,/14/  22/15b/
10a/16a la/db/15a, 3b2a

| §]
370/ SbiSb  16b2b/ lay/6/
la, b Ic
0
4c7al 1920 215336 10bi2a
Sa/7a

L. lagothricha

mv
a,/6/1¢/
6/lc

A.b.marginatus

A. chamek

I
I A. p.paniscus
13/3¢/
To/lay
A.b.hybridus
o
63 mv
16b/2b/ o
L6bv2bi1b ﬂ =A.geoffroyi
ns
5b/12/

8b

Figura 66. Reconstruccién de filogenias cromosémicas a partir del cariotipo ancestral de Atelinae (2n = 62) utilizando

datos de pintado cromosémico. Modificado de de Oliveira y colaboradores (2005).

Para Aotus azarae, del andlisis de la conservacién de los isocoros del genoma humano en

las regiones con gran parte de las sintenias cromosémicas que caracterizan a este grupo

taxonémico (Figura 67), se observé una alta conservacién de isocoros en dichas regiones.

Ejemplos de esto lo constituyen el cromosoma 1 que, con excepcién de un Unico isocoro de la

Familia L, conservaria toda la sintenia 4/15/5 ancestral de Aotus, el cromosoma 6 que

conserva en su totalidad otra sintenia ancestral de Aotus, la 3/21.

104



Aotus sp. Aotus nancymaae Aotus infulatus Aotus griseimembra
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Figura 67. Serie de transformaciones hipotéticas ocurridas a partir del cariotipo ancestral de Aotus (2n = 52).
Modificado de Araujo y colaboradores (2017). Nomenclatura de segmentos cromosémicos segin Neusser y

colaboradores (2001).

En ambas especies, se observaron cromosomas en los que estd conservado inicamente
una region de la sintenia, como por ejemplo en el cromosoma 12 de AAZ donde se
conserva so6lo la regiéon correspondiente al 18 de la sintenia 8/18 ancestral de Platyrrhini, en
el cromosoma 4 de ACH donde se conserva sélo la region correspondiente al 3 de la sintenia
ancestral de Ateles 3/7/1. Finalmente, ciertos cromosomas conservaron la totalidad de los
isocoros presentes en los homeoélogos humanos, por ejemplo los cromosomas 9, 15, 16 y 20
en Aotus azarae y el cromosoma 16 en Ateles chamek.

En cuanto a los cromosomas sexuales, dado que el cromosoma Y en Primates del Nuevo Mundo
no presenta homeologia respecto al Y humano por estar altamente reordenado (Consigliere et al,
1996, 1998; Mudry et al. 2001; de Oliveira et al. 2002; Steinberg, 2011) no se realizé el estudio de su perfil
composicional. En A. azarae y A. chamek, el cromosoma X ancestral presenté conservacion
de los isocoros, lo cual se corresponde con la alta conservacién de este cromosoma en

mamiferos, entre ellos los primates (Consigliere et al. 1996, 1998; Mudry et al. 2001; de Oliveira et al. 2002,
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entre otros): la Unica excepcion es un isocoro pobre en GC en A. chamek que pudo haber
surgido de novo en esta especie o haberse perdido en el cromosoma X humano. A grandes
rasgos, cualitativamente no se observé una predominancia en conservaciéon de isocoros de
las familias L y H en las especies estudiadas (43 isocoros H y 37 isocoros L conservados
respecto a HSA en ACH; 71 isocoros H y 73 isocoros L en AAZ).

En regiones en las que existe una alta conservacién cromosémica comprobada
mediante técnicas de hibridaciéon in situ fluorescente, a partir de las cuales se lograron
establecer las homeologias entre Homo sapiens y estas especies de primates (Garcia et al, 2000; de
Oliveira et al, 2005; Araujo et al, 2017, entre otros), las variaciones observadas en el contenido
nucleotidico sugieren que distintos procesos podrian estar actuando en la evolucién de estas
secuencias. Tres hipdtesis se han propuesto para explicar el origen y conservacién de los
isocoros, que aun se encuentran en constante debate. Estas hipotesis se han detallado
extensivamente en la Introduccién de este trabajo de Tesis por lo que, en este apartado, nos
limitaremos a detallar cudles fueron las evidencias que demuestran que ninguna de ellas
resulta suficiente para explicar la distribucion de isocoros en el genoma de estos primates.

Para la hipétesis seleccionista, distintos estudios sugieren que carece de una base
empirica que le dé sustento, dado que no habria relacién aparente entre la temperatura
corporal en los vertebrados y el contenido en GC (Belle et al, 2002; Ream et al., 2003). A su vez, existe
evidencia que data el origen de los isocoros ricos en GC de los mamiferos hace 310-350 Ma.
en el ultimo ancestro comun de los amniotas, i.e. mucho antes del origen de la
homeotermia en mamiferos (Hughes et al, 1999; Kuraku et al, 2006). Por otro lado, si estuviese
actuando la seleccion sobre estas secuencias, ésta deberia hacerlo sobre la informacién
contenida en los isocoros y no simplemente sobre su composicion nucleotidica, dado que las
variaciones en el contenido en GC afectan a todos los compartimentos nucleares, no sélo a
secuencias no codificantes consideradas neutras o bajo presion selectiva débil, sino también a
secuencias codificantes (Bernardi et al,, 1985; Mouchiroud et al.,, 1987; Aissani et al,, 1991; D’Onofrio et al, 1991;

Landeretal, 2001).
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La hipédtesis de mutacion sesgada propone que todas las mutaciones en sitios neutros
deberian tener la misma probabilidad de fijarse; sin embargo, existe evidencia que sugiere que
los pares de bases GC tienen mayor probabilidad de fijarse que los pares de bases AT (Eyre-
Walker, 1999; Duret, 2002; Spencer et al, 2006). Asi, si bien en el genoma humano la tasa de mutacién se
correlaciona con el contenido en GC (Hardison et al, 2003; Wolfe, 2003), no seria la Unica variable que
influya en éste. Finalmente, a pesar de que se encontrd una correlacién entre el contenido en
GCy la tasa de recombinaciéon en humanos y otros primates (Arndt et al, 2003; 2005; Montoya- Burgos
etal, 2003; Meuniery Duret, 2004; Myers et al.,, 2005; Durety Arndt, 2008), la hip6tesis de conversion génica
no podria explicar por qué hay amniotas que parecieran no tener isocoros ricos en GC (Mikkelsen
et al, 2007; Warren et al, 2008; Fujita et al, 2011), siendo la conversion génica considerada un proceso
universal que se da en todos los organismos (Birdsell, 2002; Pessia et al, 2012).

En consecuencia, la seleccion natural, la mutacién y la conversiéon génica sesgadas no
podrian explicar, al menos por si solas, el patrén que se ve en la distribucién de los isocoros.
Algunos autores proponen que, en muchos mamiferos incluyendo los primates, los isocoros
ricos en GC estarian desvaneciéndose, es decir, sus genomas estarian experimentando un
decaimiento en el contenido en GC (Webster et al., 2003; Belle et al, 2004; Meunier y Duret, 2004; Antezana,
2005; Duret, 2006). Con el secuenciado de genomas completos, se observd que, al igual que en
humanos, tan sélo una pequefia porciéon del genoma en los primates no humanos es codificante
(1-2%) (Marques-Bonet et al, 2009; Treangen y Salzberg, 2012). Por otra parte, 98-99% del genoma no
codificante comprende secuencias altamente repetitivas que presentan variaciones tanto en su
secuencia como en el nimero de copias entre especies, incluso entre aquellas mas cercanas
filogenéticamente, sugiriendo que experimentan una evolucién rapida (Lépez-Flores y Garrido-
Ramos, 2012; Lower et al, 2018). Dado que los isocoros, ademas de poseer secuencias codificantes,
poseen un alto contenido de secuencias repetitivas se han postulado otras hip6tesis que podria
explicar como éstas han divergido en los distintos grupos de primates.

La hipétesis de la biblioteca (o Library hypothesis, en inglés) ofrece una explicaciéon
posible al origen y la distribucion de las secuencias repetitivas entre los distintos linajes
(Mestrovié et al, 1998; Plohl et al, 2012), que podria extenderse a los isocoros. Ruiz-Ruano y
colaboradores (2016) propusieron el surgimiento de secuencias repetitivas en un evento de
duplicacién, ya sea la duplicacion de todo el genoma o la de un segmento genémico de novo,
dando como resultado una repeticion en tdndem novedosa en una posiciéon gendémica distinta
(Ruiz-Ruano et al, 2016). Luego de la duplicacion, cada secuencia puede evolucionar de manera
independiente a través de la divergencia de secuencias o mostrar un patrén de evolucién

concertada. Se habla de evoluciéon concertada cuando las repeticiones dentro de un genoma
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(paralogas) muestran mads similitud de secuencia entre si que con sus contrapartes en otras
especies (ortologas) (Ganley, 2013). Cabe observar con detenimiento este concepto importante en
el mantenimiento de la funcién y estructura de los genomas ya que, la evoluciéon concertada
surge como consecuencia de un proceso de homogeneizacién que reduce la variacion
intragen6mica entre repeticiones, contrarrestando el efecto de la mutacién (revisado en Ganley,
2013). La homogeneizacidn entre copias repetitivas paralogas puede darse por recombinacién
desigual o por conversién génica. Cuando las variantes que surgen de este proceso son
deletéreas, serd la seleccion la encargada de suprimir cualquier propagacién de estas secuencias.
Asi, la evolucion concertada reflejaria un equilibrio dindmico entre la mutacién, la
homogeneizacion y la seleccion natural, asi como un mecanismo de divergencia molecular que
permitiria dispersar de manera rapida variantes repetitivas favorables en un genoma, que
luego se fijarian en la poblacién por reproduccion sexual (Ahmad et al, 2020); por lo que ha sido
propuesta también como un mecanismo de especiacidn (Ganley, 2013; Garrido-Ramos, 2017; Lower et
al, 2018).

Varias son las observaciones que indicarian, por otro lado, que la evolucién del
contenido en GC en los genomas de mamiferos, y con ello de los isocoros, esta fuertemente
relacionada con la evolucién de sus cariotipos. Como evidencias que dan sustento a lo
antedicho, se pueden destacar la correlacion entre el contenido en GC y el tamafio
cromosoémico, i.e. los cromosomas de menor tamafio son por lo general mas ricos en GC (Durety
Galtier, 2009). La predisposicion de regiones ricas en GC a experimentar rupturas cromosoémicas
(Webber y Ponting, 2005) podria explicar, en parte, el reordenamiento de loci especificos de
primates enriquecidos con elementos de secuencia repetitiva de alta copia (Cheng et al, 2005;
Prakhongcheep et al,, 2013; Nieves et al,, 2018) producto de rupturas cromosémicas durante la evolucién
de sus genomas (Ruiz-Herrera et al, 2005; Kehrer-Sawatzki et al, 2008). Finalmente, se daria lugar a
la interpretacién acerca de la posible relacion entre los reordenamientos cromosémicos y la
homogeneizacion del contenido en GC (Duret y Galtier, 2009), dado que existe evidencia sobre
muchas fusiones cromosdmicas ocurridas en el linaje de mamiferos (Nakatani et al, 2007) que
podrian ser responsables de la “erosiéon” de los isocoros ricos en GC observada en estos
animales (Duret et al, 2002; Belle et al,, 2004,).

En conclusion, diversos procesos podrian estar actuando para generar las variaciones
en el perfil composicional en las especies de primates no humanos aqui estudiadas respecto a
Homo sapiens. Estas diferencias podrian explicarse no sélo por los reordenamientos
cromosdémicos ocurridos en los linajes de estas especies, sino por una posterior diversificaciéon

de la composicion nucleotidica que podria ser explicada por diversos procesos que modulan la
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variaciéon en secuencias repetitivas, tales como la evoluciéon concertada. Mas estudios son

necesarios para corroborar si este patrén se mantiene en otros grupos de primates no humanos.
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Conclusiones generales

v Al nivel interespecifico, Ateles chamek comparte un mayor nimero de regiones ricas

en GC en regiones homeologas con Alouatta caraya que con el resto de los aulladores
estudiados, coincidiendo en cantidad y posicion de bandas en 16 pares

cromoso6micos.

v El patréon de bandas DAPI/CMA; de Aotus azarae se compard con lo obtenido
previamente para Cebus nigritus hallando conservacién en cantidad y posiciéon de
bandas entre estas dos especies en 24 pares cromosomicos.

v A pesar de los extensivos reordenamientos cromosémicos en las especies estudiadas,
en Ateles chamek y Aotus azarae se observo una alta conservacion de los isocoros
descriptos en el genoma humano, en especial en sintenias de importancia evolutiva.

v Las diferencias en los perfiles composicionales de las especies estudiadas se
atribuyeron a posibles reordenamientos cromosémicos que modificaron la ubicacién
de estas regiones en el genoma, asi como posibles amplificaciones y/o pérdida de
estas regiones y la posterior diversificacién en la composiciéon nucleotidica.

v Nuestras observaciones apoyan la posible existencia de patrones evolutivos especie-

especificos a nivel de la composicién nucleotidica y de la arquitectura cromatinica

que orientarian los reordenamientos evolutivos.
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Anexo Soluciones
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Bandas G por Tincion de Wright

- Colorante de Wright:

Colocar en agitador un vaso de precipitado con 100 ml de metanol y agregar lentamente 0,25 gr
de colorante de Wright (Sigma W3000). Dejar agitando durante media hora. Filtrar con papel de
filtro y guardar la solucién resultante en una botella color caramelo cubierta con aluminio.

Incubar por tres dias a 37° C, luego se conserva a temperatura ambiente hasta tres meses.

- Soluci6n 2xSSC:
Agregar 17,53 gr de cloruro de sodio (CINa) y 8,82 gr de citrato de sodio dihidrato en 1 litro

de agua bidestilada.

- Buffer Sorensen:

Preparar por separado las Soluciones A y B del buffer de la siguiente manera:
Sol. A: PO,KH; M/15 4,53 gr/500 ml agua bidestilada.

Sol. B: PO4Na;HM/15 9,47 gr/500 ml agua bidestilada.

Preparar el buffer Sorensen con dos partes de la solucién A y una parte de la solucién B.

- Solucién colorante
Preparar al momento de usar: 3 partes de buffer Sorensen y 1 parte de colorante de Wright. Para
un volumen final de 40 ml:20 ml de solucién A, 10 ml de solucién B y 10 ml de colorante de

Wright.

Bandas G por Tripsina en frio

- Solucién de Tripsina 1%
Colocar 1 gr de tripsina (Difco 1:250) en 100 ml de agua bidestilada. Agitar la solucién durante 2
horas. Filtrar con papel de filtro y guardar en freezer (-209C) para su conservacion, fraccionada

en alicuotas de 10 ml.

- Solucién de Tripsina 0,05% en PBS sin Ca?* y Mg*

Diluir 2 ml de Tripsina 1% en 38 ml de PBS sin Ca?* y Mg? para un volumen final de 40ml
(Koplin).

- PBS sin Ca* y Mg*
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CINa 8gr

CIK 0,2 gr

PO;Na;H (anhidro) 1,15 gr

PO.KH; 0,2 gr

Agua bidestilada 1L
Bandas C

- CIHO,2 N

Colocar 1,6 ml de CHI en 100 ml de agua corriente. Mantener a temperatura ambiente hasta por

2 semanas.
- Solucién sobresaturada de (OH);Ba 5%

Colocar 2,5 gr de (OH);Ba en 50 ml de agua corriente, mantener saturado. Preparar

nuevamente cada vez que se vaya a utilizar.

Bandas fluorescentes (DAPI-CMA3;)

e Buffer Mc Ilvaine

- Solucién A:

0,1 M acido citrico monohidratado (PM= 210,1): 2,101 g en 100ml de agua bidestilada

- Solucién B:

28,4 g PO HNa; en 1 L de agua bidestilada

Al momento de usar mezclar, para armar 200 ml de buffer Mc Ilvaine, 35,2 ml de Solucién Ay

164,8 ml de Solucion B.

e DAPI (4’6’-diamidino-2-phenylindole; Fluka, Sigma-Aldrich, Buchs, Schweiz)
- Solucién madre [0,2 mg/ml; 200 pg/ml] 2 mg de DAPI en 1 ml de agua bidestilada
- Solucién de trabajo [0,001 mg/ml; 1 pg/ml]

25 pl solucién stock + 4,975 ml de Buffer Mc Ilvane.

Conservar ambas soluciones en freezer a -202C y siempre en oscuridad.
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e Cromomicina As
- Solucién colorante [0,6 mg/ml]
10 mg de CMA;3; + 10 ml buffer B4diluido (1:1) (buffer B4 : H,0 bidestilada)
Conservar en Erlenmeyer pequefio, cubierto con papel aluminio. Agregar el buffer B* con
cuidado, sin agitar ni burbujear, y guardar en heladera evitando el movimiento brusco de la

solucién. Dejar estacionar al menos una semana antes de usar.

- Buffer B4
Colocar 10 ml Buffer Mc Ilvaine + 0,1 ml MgCl,.6H,0 1M (PM: 202,80). Para preparar este
ultimo, colocar 5,07 g MgCl,.6H,0 1M en 25 ml de agua destilada. Calentar durante 2-3 minutos

hasta que hierva. Conservar a 4°C.

e Pretratamiento con CIH
- PBS
Para 500 ml colocar 4,38 gr de CINa 0,15 M (PM: 58,44) + 3 gr PO4;NaH; anhidro (PM: 119,98).

1. Pasar cada portaobjetos 30” en etanol 70%, luego 30” en etanol 80% y finalmente 30” en
etanol 100%. Dejar secar.

2. Incubar los portaobjetos en 10mM CIH (824 ul CIH en 99,176 ml de agua destilada) por
10’ en bafio en agitacion a 37° C.

3. Remover y lavar en PBS.

4, Proceder a tefiir con DAPI y CMA:.
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Anexo Resultados
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Tabla 12. Comparacién de bandas DAPI/CMA3; entre Alouatta caraya (ACA), Alouatta guariba clamitans (AGUc),

Alouatta pigra (API) y Ateles chamek (ACH). 1 de pter a qter. En rojo, regiones que se conservan en cantidad y

posicién de bandas. En naranja, regiones que se conservan en cantidad de bandas pero no en la posicién de éstas.

DAPI- DAPI- DAPI- DAPI-
HSA t ACA /CMAs+ AGUc /CMA;z+ API /CMA;z+ ACH /CMAsz+
1p zqter T 3pprox T Zqint
I 7p P
1p12-p21
4qter T
1ql3rox p 13q P 5p - 5qint P
;qprox‘ q3 1.2
T 13q P 9(qint
7p22' qll, 1qmt 1qint'qter I 9Qter T
q21 T
5q31.3-qer \ I 24q I
1qint‘ (ter I I I 9Qter
7p22; qll;
q21 T T T
2p 2p T 2p T 7P -7 Qint P
I P
6 2q qurox'qint Zq 10qint - 10qter
I
3p T 9p -- 9 Brazo 3p T
22q I completo
3q P 3p P 1Qprox 1p T
I
9q
T T
4p T 10q -- 6p
16q P
4q 1qprox 1p
4pter'q22 T T T
16p 5p alternadas 9q 6p T 1Qint I
10q P 1Qint I
16p 5q alternadas 20 6q P 1qter T
10q I
8p 6p alternadas | 4qprox-Prer 5p T
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Tabla 12 (continuacién). Comparacién de bandas DAPI/CMAs entre Alouatta caraya (ACA), Alouatta guariba

clamitans (AGUc), Alouatta pigra (API) y Ateles chamek (ACH). t de pter a qter. En rojo, regiones que se conservan

en cantidad y posicién de bandas. En naranja, regiones que se conservan en cantidad de bandas pero no en la

posicién de éstas.

DAPI- DAPI- DAPI- DAPI-
HSAT | ACA /CMAs+ AGUc /cMAs+ | AP /CMA;+ ACH /CMAsz+
6q alternadas P 5q P 1qprox
I
18
T T
15q11 q13 7p (sz) 7p (sz) 26q 3qpr0x
15q25-qter I I
7q (X2q) P 7q (X2q) 19q P 3Qint I
3p24 p21 I
I I [ 4p
3q13 q26 T
8p T 4Qint-Qer 14p T
8q I 14q
I I 27 P
17 d
T T
9p -- 11p P 8p
4q3 1.3-Qter 9q - 11q P 8q
10p 12p 7p 8p
19 10q brazo 12q brazo 7q brazo
11q I 5p -- 11q P 3qeer T
2q13'qter 13q
I 17 P 8q P
I T T
20
T
12q 3q 10 2p
I I I 16
12
T T T
13q alternadas 5q 11p T
I 1qter I 11q T
11
T T
7ql1q21| 14q 6q 17q (X2) 9qter
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Tabla 12 (continuacién). Comparacidon de bandas DAPI/CMAs entre Alouatta caraya (ACA), Alouatta guariba

clamitans (AGUc), Alouatta pigra (API) y Ateles chamek (ACH). t de pter a qter. En rojo, regiones que se conservan

en cantidad y posicién de bandas. En naranja, regiones que se conservan en cantidad de bandas pero no en la

posicién de éstas.

DAPI- DAPI- DAPI- DAPI-
HSAT | ACA /CMAs+ AGUc /CMAs+ API /CMAs+ ACH /CMAs+
4qprox - (int I
7Q22-qter T T T
3peer p24 15q alternadas 16q P 16q 3qint I
3p21-p12 I
3q13
3q2 7‘qter T T
16q alternadas 19q P 3q P
I I
8q
T
17q P 14q 18 12
I I
I T
13
T
18q 1p -- 15 6Pter - 6(int I
I I
I I
Zpter' q12
T
19q P 15q P 20q P 2Qint
I 7p P
1p21-prer
T T T 4qter T
15q213_ 20(1 P ther 4'qint qurox P
q24 ZQter
I I 2Qint I
14 T T
3p12 21q 18q P 4Prer
I 10p
I
21q
T T
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Tabla 12 (continuacién). Comparacién de bandas DAPI/CMAs; entre Alouatta caraya (ACA), Alouatta guariba

clamitans (AGUc), Alouatta pigra (API) y Ateles chamek (ACH). t de pter a qter. En rojo, regiones que se conservan

en cantidad y posiciéon de bandas. En naranja, regiones que se conservan en cantidad de bandas pero no en la

posicién de éstas.

DAPI- DAPI- DAPI- DAPI-
HSA 1 ACA /CMA;z+ AGUc /CMA;z+ API /CMAsz+ ACH /CMAz+
15q13_ 22q 1qint 22q qurox P
q21.2 2qrer
I I
1923- q31.2
T T
23q 21q (X3q) P 23q 6Qter
I I
1q32 (ter
T
24 -- 8q 25 P 7qter T
1921 qg31 T
25 -- 22 P 28 13p
10p T
Xip T X1p T Xip Xp
I I I I
Xiq Xiq Xi1q Xq
I I I I
X
I I I
T T T T
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Tabla 13. Comparacioén de bandas DAPI/CMAs; entre Cebus nigritus (CNI) y Aotus azarae (AAZ). t de pter a qter. En

rojo, regiones que se conservan en cantidad y posiciéon de bandas. En naranja, regiones que se conservan en cantidad

de bandas pero no en la posicién de éstas.

HSA T CNI DAPI-/CMAsz+ AAZ DAPI-/CMA3z+
7Qqter 1pter T 2p
1p P
P
5 I I 21
T 1Qint- qeer 1T
2p 17q P, 1
4 2q T 1p T, 1
3p 4p
6 3q T 4q T
16p /162 4Prer T 3Pter- Pint T
4p - Qint P
4(int P
I [
10q /102 I 3q I
4Qint - qter
T T
16q /16b 5p T 22(int - Qrer LT
2p+Qprox /2b 5q 31 2q 21
14qprox 6Pter 7 Qprox - Qint 1C 1P
15 (excepto Qprox) /152 | 6Pint- Qprox 7Qint
21 7 Qint - Qter
14 6qint - Grer T T
8p /82 7p I 12p
18 7q T 12q CLT
8p C 1
8q/8b 8q T 15q T
9p
I 19q P, 1
19 9q T T
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Tabla 13 (continuacién). Comparacién de bandas DAPI/CMA3 entre Cebus nigritus (CNI) y Aotus azarae (AAZ). T de

pter a qter. En rojo, regiones que se conservan en cantidad y posicién de bandas. En naranja, regiones que se

conservan en cantidad de bandas pero no en la posicién de éstas.

HSA T CNI DAPI-/CMAs+ AAZ DAPI-/CMAs+
10p Brazo 13p
20 10q 13qprox - Gt
11p
3qprox/ RE 11qprox 6pint
21 11qter T 6pter - Pint T
12p 8p
12qint
21 21
12 8q
12Qint - qer T T
13p
2q (exc. gprox) / 22 13q 13Gint - Ger
14p
1p /12
149 Bloque T 109 T
15p
I [
7 (exc. qer) / 7b 15q 23q
T T
16p
11 : :
16q 14q
T T
17p
17Qint I 21
13 11q
17q T T
18p
P P
3 21
p 18q 16q
T
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Tabla 13 (continuacién). Comparacién de bandas DAPI/CMA3 entre Cebus nigritus (CNI) y Aotus azarae (AAZ). T de

pter a qter. En rojo, regiones que se conservan en cantidad y posicidn de bandas. En naranja, regiones que se

conservan en cantidad de bandas pero no en la posicién de éstas.

HSA T CNI DAPI-/CMAsz+ AAZ DAPI-/CMA3z+
19p 9p Brazo
K 19q 21 9q C21T
20p
P P
20q I
3qter / 3b 18q
20qter T T
21p
p p
17 21q I 20q I
T T
22p
P P
la/1b 22q 1 220prox - Gint
23p
1q/ 1c 23q 6q
24p
15¢prox 24q 1Qprox - Gint C
25p
22 25q 2Pine P
26p 5p [
10p 26q
Xp T Xip
P
X Xq X1q
T T
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Tabla 14. Comparacién de isocoros H3+ y L1+ en Homos sapiens (HSA) y bandas CMAs+ y DAPI+ en Ateles
chamek (ACH). Se resaltaron los isocoros/bandas que se corresponderian. En el caso de coincidir con una familia de

isocoros de menor o mayor contenido en GC, se indica el mismo en la celda correspondiente.

HSA H3+ L1+ ACH CMA3z+ DAPI+
T T
9 ! 1p !
I P
I L2 P
8p I 1D - Qprox I
I
18 H1/H2 1 Ldprox - er I I
16p T I
10q H1/H2 1q intersticial .
16p T 1q terminal T
T
I I
12p H1/H2 2p I
P
15q14 q24 I 2qp P
I
I I
14 I I
T _ I
1p [ 2ql I
4 [ I
15q14 q24 I 2qt
I I
22q . 3p .
15q11 q13 5 3gqp -
I I
I L2 I
3p21p12 H2/H1 3q i I
I I
2q13 qter 21 3qt
I T
3913 q26 4p
I I
7ql1 g21 21 21 4qpei 21
H1/H2 I
| I
1p . 4qt
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Tabla 14 (continuacién). Comparaciéon de isocoros H3+ y L1+ en Homos sapiens (HSA) y bandas CMAsz+ y
DAPI+ en Ateles chamek (ACH). Se resaltaron los isocoros/bandas que se corresponderian. En el caso de coincidir con

una familia de isocoros de menor o mayor contenido en GC, se indica el mismo en la celda correspondiente.

HSA H3+ L1+ ACH CMA3+ DAPI+
L2 ) I
5 i 5p-5qi i
H1/H2 I P I
H1/H2 I
I I
8q L2 5qi-5t I
T T
16q T, 1 I 6p I
I ) P
2pter ql12 hy . 6pt-6qi .
1932 qter I 6qt
T
1p I 7p .
I C
6 ! 7p-7qi P
I I
1921 qg31 I 7qt T
T
19p 21 8p !
C
I I I
20q e 8q =
4ql1 q22 :
: 9p-9qp :
7q11 I L2 P
5q34 qter 21 9qi I
7q11 I 9qt I
T T
21 ; 10p ;
3pl2 I 10 q prox
I P
I
6q I 10qi-10qt I
T T
I T
! 11p
I
11p14.3 q23.2 I I 11q I
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Tabla 14 (continuacién). Comparacién de isocoros H3+ y L1+ en Homos sapiens (HSA) y bandas CMAs+ y DAPI+ en

Ateles chamek (ACH). Se resaltaron los isocoros/bandas que se corresponderian. En el caso de coincidir con una

familia de isocoros de menor o mayor contenido en GC, se indica el mismo en la celda correspondiente.

HSA H3+ L1+ ACH CMAs+ DAPI+
H1/H2 12p C
I
13q : 12q !
T
10 L2 13 :
P H1/H2 P P
I C
I I
2q32 q36 13q
T T
T T
L2 14p I
P P
17 I 14 C
T d T
4q31.3 qter 21 15
12 T 16 !
P I T
H1/H2 % I
I P P
H1/H2 I I I
I
X
I Xq I
T T
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Tabla 15. Comparacién de isocoros H3+ y L1+ en Homos sapiens (HSA) y bandas CMAs+ y DAPI+ en Aotus

azarae (ACH). Se resaltaron los isocoros/bandas que se corresponderian. En el caso de coincidir con una familia de

isocoros de menor o mayor contenido en GC, se indica el mismo en la celda correspondiente.

Los signos de interrogacién indican regiones cromosé6micas sin homeologia descripta.

HSA H3+ L1+ CMAs+ DAPI+
H1/H2 T
I
4q 1p
H1/H2 31 I 31
15q11 q13 H1/H2 C
I I I I
I 212 1 I 21
5q22 q ter a
q22 q = =
I
7p21 pl1 I © 2p a
C
I I P
I I I
I L2 I
2pter pll I 2q I
I L2 I
16 T T
P I I
3p
22q 21 1L1P
1P
10q 3q
2L1T 212 21T 21
L2 . I
I P C
H1/H2 I
H1/H2 I I
p I I
L2 4q I
T T
10 L2 5 :
P H1/H2 P I
H1/H2 I I
11q14.1 q22.3 21 1
7ql1 I I I
I 5q
5q35
d T T
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Tabla 15 (continuacién). Comparacién de isocoros H3+ y L1+ en Homos sapiens (HSA) y bandas CMAs+ y

DAPI+ en Aotus azarae (ACH). Se resaltaron los isocoros/bandas que se corresponderian. En el caso de coincidir con

una familia de isocoros de menor o mayor contenido en GC, se indica el mismo en la celda correspondiente. Los

signos de interrogacién indican regiones cromosémicas sin homeologia descripta.

HSA H3+ L1+ CMAs+ DAPI+
21q T T
3p12 21 op I
I C
L2 I
1921 g31 H1/H2 6q I
I I
15q14 q24 i L2 7p 1
14q11 q21 I I I
I
15q14 q24 . L2 - .
14q11 q21 T I T
? 8p
L2 P
I L2 I I
I
12 L2 8q I I
21T T
? 9p
L2 I
I I I I
9q I L2 9q I I
T T
? 10p
I I P
H1/H2 I
1p 21 I 10q I I
LT T
? 11p
L2 I I
134 H1/H2 21,12 11 I 21
T T
8 21 T
’ H1/H2 I 12p C
184 H1/H2 21 12q I 21
H1/H2 T
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Tabla 15 (continuacién). Comparacién de isocoros H3+ y L1+ en Homos sapiens (HSA) y bandas CMAs+ y
DAPI+ en Aotus azarae (ACH). Se resaltaron los isocoros/bandas que se corresponderian. En el caso de coincidir con
una familia de isocoros de menor o mayor contenido en GC, se indica el mismo en la celda correspondiente. Los

signos de interrogacién indican regiones cromosémicas sin homeologia descripta.

HSA H3+ L1+ CMA;+ DAPI+
T L2 I
13p c
20
21 I P
T I
31 13 I
2q21.1 q24.3 ) q T
? 14p
I I P
21 21
11 I I, L2 14q 21
T T
? 15p
I I
8q H1/H2 I 15 I I
T T
? 16p
I P
3q13.31 g26 2 16q A
? 17p
T I P
4 H1/H2 I 17 I I
L2 I
? 18p
21 P
L2 I
3p21p12 21 18q I
T
? 19p
I P
19 I 19q ! 21
LT T
? 20p
21 P
174 H1/H2 2 L2 20 I 21
T T
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Tabla 15 (continuacién). Comparacién de isocoros H3+ y L1+ en Homos sapiens (HSA) y bandas CMAs+ y

DAPI+ en Aotus azarae (ACH). Se resaltaron los isocoros/bandas que se corresponderian. En el caso de coincidir con

una familia de isocoros de menor o mayor contenido en GC, se indica el mismo en la celda correspondiente. Los

signos de interrogacién indican regiones cromosémicas sin homeologia descripta.

HSA H3+ L1+ AA CMA;+ DAPI+
? 21p
H1/H2 21 P
I I
2q32 q ter [ L2 21q I I
T T
? 22p
I P
1q32 qter I L2 !
L2 I
16922 qt ! 224
er
q44q T T
? 24p
H1/H2 P
5q11q21
21 24q I I
15926 H1/H2 L2 T I
L2 I
I Xip I
H1/H2 P
L2 1P
X
3 H1/H2 31 X1q 31 31
T T
? X2p (23p)
I I P
7p21 pl1 H1/H2 ! X2q (23q) ! I
T
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