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1. OBJETIVO DE ESTA TESIS

Los roedores sudamericanos del género Ctenomys son denominados en el lenguaje popular
“tuco tucos”, “tunduques”, "anguya tutis”, “anguya ibiguis” o “tojo tojos” por los sonidos con que
los individuos se comunican entre si, y también “ocultos” por los habitos subterraneos. La diversi-
ficacion del género, que ha tenido lugar durante un breve periodo de 1,8 millon de afios en el
Pleistoceno Medio, fue explosiva y condujo a la aparicién de por lo menos 56 especies vivientes
y 12 especies fosiles (Reig et al. 1990).

Las especies de Ctenomys presentan una gran variabilidad cariotipica, una de las mas altas
en mamiferos, con numeros diploides que van desde 10 a 72 (Reig y Kiblisky 1969, Feitas y Lessa
1984, Anderson et al. 1987, Massarini et al. 1990, Ortells et al. 1990).

E! hecho de que la diversificacion haya sido explosiva y amplia, es decir, que haya conducido
a un gran numero de especies (todas ellas de habitos subterraneos) en un periodo relativamente
corto desde el punto de vista evolutivo, sugiere que el proceso de especiacion no fue esencialmente
el resultado de la acumulacién gradual de pequenas diferencias entre poblaciones geografica o
ecolégicamente aisladas, sino un proceso muy dindmico capaz de originar rapidamente barreras

al flujo génico. Ctenomys es por lo tanto un modelo interesante para estudiar los mecanismos de
dicho proceso especiogénico.

Actualmente se acepta que gran parte de la historia evolutiva de los genomas eucariotas es
el reflejo de un proceso dindmico en el que pueden estar involucradas las secuencias repetidas y

que la especiacion es uno de los resultados de dicho proceso (Rose y Doolittle 1983).

Teniendo en cuenta esta hipétesis, en este trabajo me propuse investigar 1a posible relacion
entre la dinamica de cambio de las secuencias altamente repetidas en el genoma de las especies
de Ctenomys y el proceso de especiacion dentro de! género. Si bien es muy dificil demostrar
inequivocamente la causa de un proceso evolutivo, estudios de este tipo pueden incorporar ele-

mentos importantes en la elaboracién de hipétesis sobre bases mas amplias y concretas.
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AcONH,
AcONa
ADN
ARN
Bisacrilamida
BPB
BSA

Ci

cpm
dATP
dCTP
ddNTP
dGTP
DNasa |
dpm
DTT
dTTP
EDTA
EtBr

IPTG
kpb=kbp
.t

min

mi

ul

nm

pb

PEG

Acetato de amonio

Acetato de sodio

Acido desoxirribonucleico
Acido ribonucleico
N,N’-metilenbisacrilamida

Azu! de bromofenol
Seroalbumina bovina

Curie (1 Ci = 2,2 x 10'? dpm)
Cuentas por minuto
Desoxiadenosina trifosfato
Desoxicitidina trifosfato
Didesoxinucledtido trifosfato
Desoxiguanosina trifosfato
Desoxirribonucleasa | (de pancreas bovino)
Desintegraciones por minuto
Ditiotreitol

Desoxitimidina trifosfato
Etilendiaminotetraacetato de sodio
Bromuro de etidio

Hora

Isopropiltiogalactésido

Miles de pares de bases
Localidad tipo

Minuto .

Mililitro

Microlitro

Nanémetro

Pares de bases

Polletilengiicol




2. ABREVIATURAS EMPLEADAS

RNasa A
rpm

SDS

TA

Tris

u

\

X-gal

Ribonucleasa A (de pancreas bovino)
Revoluciones por minuto
Dodecilsulfato de sodio

Temperatura ambiente

Tris (hidroximetil) aminometano
Unidades de actividad enzimatica

Voltio

5-bromo-4-cloro-3-inolil-beta-b-galactopirandsido
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3.1. El género Ctenomys

3.1.1. Ubicacién taxonémica

En el siguiente cuadro se especifica la ubicacion taxondmica del género Ctenomys (Reig
1986). También se incluyen géneros de subfamilias relacionadas, algunos de los cuales han sido

analizados en esta tesis. El numero que figura entre paréntesis corresponde al numero de especies
conocidas.

Ciase : Mamalia
Subclase: Theria
Infraclase: Eutheria
Orden: Rodentia
Infraorden: Caviomorpha
Superfamilia: Octodontoidea
Familia: Octodontidae
Subfamilia: Octodontinae
Géneros: Octodon (3)
Octomys (2)
Octodontomys (1)
Pithanotomys (= Aconaemys) (2)
Spalacopus (1)
Subfamilia: Ctenomyinae
Género: Ctenomys (56)
Familia: Echimyidae
Subfamilia: Echimyinae

Género: Proechimys (30) y 11 géneros mas
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3.1.2, Antigiiedad de los ctenominos fésiles

De acuerdo con el registro fésil, la rama que condujo a los ctenominos actuales existio como
un unico género y especie durante aproximadamente 5 millones de anos, durante el Mioceno
Superior (Reig et al. 1990). De esta especie fdsil, Paleoctodon simplicldens, se derivaron cinco
géneros de ctenominos, también fésiles: Xenodontomys, Eucoelophorus, Actenomys, Praecte-
nomys y Megactenomys (Pascual et al. 1966, Villarroel 1975). De todos ellos, Xenodontomys y
Praectenomys, cada uno con una sola especie conocida, son considerados como los unicos re-
presentativos del linaje Ctenomys. Villarroel (1975) describié a Praectenomys, derivado de Xeno-
dontomys, en las capas del Plioceno Superior de la Formaciéon Chapadmalensi Umala de Bolivia
y postuld que ésta es la linea mas cercana que conduce a los ctenominos actuales.

Hacia el Pleistoceno Medio ya se encuentran en Argentina, Uruguay y Bolivia mas de 10
especies fOsiles de verdaderos Ctenomys (Mones y Castiglioni 1979, Frailey et al. 1980). La explosiva
cladogénesis del género comenz6 entonces hace sélo 1,8 millén de afos y condujo a por 1o menos
56 especies, luego de un periodo mucho mas prolongado de relativa estasis de los ctenominos,

con la aparicién de sélo unos pocos géneros pauci 0 monoespecificos (Reig et al. 1990).

3.1.3. Diversidad de especies y distribucién geografica

Varios autores (Honacki et al. 1982, Woods 1984, Reig et al. 1990) han publicado listas pro-
visorias de las especies vivientes de Ctenomys. Honacki y Woods reconocieron 33 y 32 especies,
respectivamente. Reig y colaboradores reconocen 56 especies y 13 subespecies. Es probable que

el numero de especies sea aun mayor porque todavia no se han relevado detalladamente zonas
muy probablemente habitadas por Ctenomys.

El tema del niumero de especies de un grupo de organismos no puede ser considerado
independientemente de la comprensién del proceso evolutivo dentro de ese grupo. La acumulacion
de datos, aunque éstos fueran muy completos y del mas diverso caracter, no puede proporcionar
por si sola los criterios para la clasificacion de especies bioldgicas. Si cada uno o todos estos
datos fueran considerados al margen de la comprensién del proceso evolutivo, las clasificaciones

en especies resultantes tendrian forzosamente cierto grado de arbitrariedad, que en algunos casos
seria muy dificil de evaluar.
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Respecto a la distribucion geografica de las especies de Ctenomys, ésla abarca una extensa
area de América del Sur, desde los 17° hasta los 54° de latitud sur, desde el Pacifico hasta el
Atlantico, incluyendo el sur del Brasil, el sur del Pert, la mayor parte del Paraguay, Bolivia, Uruguay
y Argentina (Reig et al. 1990). La zona de mayor densidad esta entre los 25° y 35° de latitud sur
y entre los 58° y 70° de longitud este. Las especies de Ctenomys ocupan habitat muy diversos:
en la Puna a mas de 4000 metros de altura (C. opimus, C. peruanus), en altas estepas montafnosas
del Infiernillo, Provincia de Tucuman (C. tuconax), hasta en los valles bajos del oeste chileno (C.
maulinus), las dunas costeras de la Provincia de Buenos Aires (C. australls) o la pampa himeda
(C. porteousl). También se los encuentra en zonas desérticas 0 semidesérticas (C. fulvus, C.

knlghtli), en bosques subtropicales (C. sylvanus) y hasla en las estepas fueguinas (C. magella-
nicus).

Sélo se han dado a conocer dos casos de parapatria: uno en Neuquén, entre C. emillanus

y C. haigi (Pearson 1984), el otro entre C. tucumanus y C. latro en Trancas, Provincia de Tucuman
(Reig et al. 1990).

Contreras y Reig (1965) documentaron el unico caso de simpatria entre C. australls y C.

talarum recesus, pero en este caso cada especie tiene preferencia por distintos tipos de suelo.

3.1.4. Adaptaciones funcionales y morfoldgicas a la vida subterrinea

Todas las especies de Ctenomys son herbivoras y tienen habitos subterraneos. Ademas son
muy similares desde el punto de vista anatdmico, tanto externo como interno. Difieren entre si en
el color del pelaje y en el tamafo y pesos promedio (Reig et al. 1990). El peso corporal promedio
de los pequerios C. pundtl llega a los 100 grainos, mientras que el de C. conoverl, por ejemplo,
es de 1100 gramos. El pelaje dorsal es oscuro, casi negro en C. argentinus hasta variados tonos
de pardo que suele parecerse al medio en que habita. Por ejemplo en C. porteousi (fig. 1) es
oscuro, en C. torquatus es pardo rojizo y en C. magellanicus es pardo grisaceo. C. australls y
C. flamarionl, que viven en dunas costeras de la Provincia de Buenos Aires y de Rio Grande do

Sul, respectivamente, tienen el lomo amarillento blanquecino.

Los tuco-tucos estan adaptados a la vida subterranea, tanto desde el punto de vista morfologico

como fisiolégico. Viven en galerias subterraneas que tienen de 13 a 90 metros de largo, a una
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Ficura 1. Ejemplar de Ctenomys porteousi.
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profundidad de 20 a 30 cm del suelo. Estas galerias las cavan con sus fuertes incisivos y sus

sélidas patas delanteras, dotadas de fuertes ufas.

A pesar de que pasan la mayor parte del tiempo bajo tierra en la oscuridad, no tienen la
reduccién de los ojos y cola caracteristicos de otros roedores subterraneos como Spalax (Nevo
1979).

Todas las especies son exclusivamente herbivoras: roen tallos y raices de muchas plantas,
pero durante periodos breves fuera de las cuevas recogen principalmente hojas de gramineas, que

también reservan en sus cuevas.

Pueden llegar a constituir plagas en plantaciones de papa, maiz, sorgo, etc., y en plantaciones

de pinos, aunque es menos frecuente (Contreras 1966).

Como otros roedores subterraneos, los tuco-tucos desarrollan adaptaciones a la baja concen-
tracion de oxigeno y a la alta concentraciéon de diéxido de carbono y minimizan la pérdida de

energia para utilizarla en la construccion de las galerias (Busch 1987, 1989).

Respecto al aprovechamiento de oxigeno, en dos especies, C. talarum y C. australis, se
encontré que la hemoglobina esta relativamente concentrada en grandes giobulos rojos (Busch
1987). El volumen de la sangre total es relativamente bajo para un pequeifio mamifero, lo que
involucra un minimo gasto energético en el transporte sanguineo. Ademas, la difusion de oxigeno
esta facilitada por una alta concentraciéon de mioglobina muscular respecto a otros roedores sub-
terrAneos no roedores (Elordi y Busch 1990). El sistema buffer de la sangre esta mejor desarrollado
en estos roedores subterraneos que en la rata, por ejemplo (Busch 1987).

3.1.5. Estructura poblacional

Como en otros roedores de vida eubterranea, las poblaciones estan en general distribuidas
en areas de pequena extension y aisladas o semiaisladas unas de otras, dependiendo de las
caracteristicas del habitat. Por ejemplo, en El Infiernillo, Provincia de Tucuman, a 300 metros de
aitura hay tres colonias de C. tuconax separadas entre si 0,7 a 5 km (Reig et al. 1990). En cambio,
en la Provincia de Buenos Aires, donde ciertos habitat adecuados para los tuco-tucos pueden ser
continuos, colonias de C. porteousi pueden encontrarse a una distancia mucho menor, lo que
junto con otros datos indicaria la posibilidad de cierto grado de flujo génico entre ellas (Dopazo

11
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Ficura 1. Ejemplar de Ctenomys porteousi.
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profundidad de 20 a 30 cm del suelo. Estas galerias las cavan con sus fuertes incisivos y sus

sblidas patas delanteras, dotadas de fuertes unas.

A pesar de que pasan la mayor parte del tiempo bajo tierra en la oscuridad, no tienen la
reduccién de fos ojos y cola caracteristicos de otros roedores subterraneos como Spalax (Nevo
1979).

Todas las especies son exclusivamente herbivoras: roen tallos y raices de muchas plantas,
pero durante periodos breves fuera de las cuevas recogen principalmente hojas de gramineas, que

también reservan en sus cuevas.

Pueden liegar a constituir plagas en plantaciones de papa, maiz, sorgo, etc., y en plantaciones

de pinos, aunque es menos frecuente (Contreras 1966).

Como otros roedores subterraneos, los tuco-tucos desarrollan adaptaciones a la baja concen-
tracion de oxigeno y a la alta concentracion de diéxido de carbono y minimizan la pérdida de

energia para utilizarla en la construcciéon de las galerias (Busch 1987, 1989).

Respecto al aprovechamiento de oxigeno, en dos especies, C. talarum y C. australls, se
encontré que la hemoglobina esta relativamente concentrada en grandes gldbulos rojos (Busch
1987). El volumen de la sangre total es relativamente bajo para un pequefio mamifero, lo que
involucra un minimo gasto energético en el transporte sanguineo. Ademas, la difusion de oxigeno
esta facilitada por una alta concentracién de mioglobina muscular respecto a otros roedores sub-
terraneos no roedores (Elordi y Busch 1990). El sistema buffer de la sangre esta mejor desarrollado

en estos roedores subterraneos que en la rata, por ejemplo (Busch 1987).

3.1.5. Estructura poblacional

Como en otros roedores de vida subterranea, las poblaciones estdn en general distribuidas
en areas de pequefa extensién y aisladas o semiaisladas unas de otras, dependiendo de las
caracteristicas del habitat. Por ejemplo, en El Infiernillo, Provincia de Tucuman, a 300 metros de
altura hay tres colonias de C. tuconax separadas entre si 0,7 a 5 km (Reig et al. 1990). En cambio,
en la Provincia de Buenos Aires, donde ciertos habitat adecuados para los tuco-tucos pueden ser
continuos, colonias de C. porteousl pueden encontrarse a una distancia mucho menor, lo que
junto con otros datos indicaria la posibilidad de cierto grado de flujo génico entre ellas (Dopazo
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3. INTRODUCCION

1990). Una situacion parecida podria ocurrir con C. australis en las dunas costeras de la Provincia

de Buenos Aires, donde el medio adecuado es continuo y relativamente extenso (Apfelbaum et al.
en prensa).

Otro factor que depende de las condiciones del habitat es la densidad de las poblaciones.
Por ejemplo, en Mar del Cobo, Provincia de Buenos Aires, donde las condiciones ambientales son
favorables, Busch y colaboradores (1989) encontraron una densidad de 65 individuos por hectarea
de C. talarum. Por otro lado, Pearson (1959) calculd en poblaciones peruanas de C. opimus, donde
las condiciones son mas desfavorables, densidades de 2,5 individuos por hectarea.

Respecto al comportamiento, la mayoria de las especies conocidas son de habitos solitarios
y territoriales, con un solo individuo por tuquera, con excepciéon de la época de cria (Reig et al.
1990). Sin embargo, C. soclabills es de habitos sociales (Pearson y Christie 1985), como lo son
también las hembras de poblaciones de C. peruanus (Pearson 1989).

AlGn se sabe muy poco sobre la actividad migratoria de individuos entre demos cercanos.
Pearson (1968) estudié una poblaciéon de C. talarum, encontrando que al cabo de un mes 20
juveniles o subadultos nuevos ocupaban los bordes de la poblacién; en cambio encontré velocidades

mucho menores de dispersién en poblaciones peruanas (Pearson 1959).

Concluyendo, los estudios poblaciones en Ctenomys estan todavia en sus comienzos y los
datos de que se dispone hasta el momento indican que la distribucién en demos aislados o semi-
aislados, caracteristica de los roedores subterraneos, se mantiene, aunque con excepciones dentro

del género. No parece haber una regla que se cumpla en todas las especies de! género, ni en
todas las poblaciones de la misma especie.

La distribucion de las colonias, el grado de flujo génico entre ellas, la migracion, etc., parecen

depender también de las caracteristicas climaticas y ecolégicas en general del habitat.

Una metodologia que permitiria el estudio fino de la estructura poblacional y de la actividad
migratoria es el de fingerprint (Jeffreys ’et al. 19853, Jeffreys et al. 1985b). Este analisis se basa
en el estudio de la variaciéon de secuencias polimérficas medianamente repetidas o minisatélites
que tienen herencia mendeliana y que permiten por lo tanto descartar o establecer relaciones de
parentesco entre individuos de una poblacién. Estos analisis han sido utilizados recientemente en

analisis de estructura poblaciona! (Wetton et al. 1987) y de actividad migratoria de aves rapaces
(Longmire et al. 1990).
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3. INTRODUCCION

3.1.6. Variabilidad cariotipica

Las especies de Ctenomys exhiben una gran variabilidad cariotipica, una de las mas altas de
mamiferos (Reig y Kiblisky 1969)). En la Tabla | se presenta una lista parcial de especies, donde
figuran los nimeros cromosémicos (2n). Como se puede observar, la mayoria de las especies tiene
un numero cromosoémico caracteristico, no compartido por otras. Sin embargo, existen excepciones:
hay dos grupos de especies que comparten el mismo numero cromosémico. Un grupo esta cons-
tituido por C. australls, C. porteousi, C. mendocinus y C. azarae, cuyo numero cromosomico es
48 (Reig y Kiblisky 1969, Massarini et al. 1990). El otro grupo de especies esta constituido por C.
maulinus, C. robustus, C. fulvus y C. opimus, de 2n=26 (Gallardo 1979).

De este panorama resulta claro que existirian dos patrones de evolucién cariotipica en Cte-
nomys: uno donde el cariotipo se ha conservado (en los dos grupos de especies mencionadas)
y otro, que involucra a la mayor parte de las especies, en que el cariotipo es especifico de especie
y parece haber seguido una evolucién mas dindmica. La ocurrencia simultanea de dos patrones
de evolucién cariotipica dentro del limite de un solo género ocurre también en las tusas (pocket
gophers) de Estados Unidos, del género Thomomys (Patton y Jang 1977). En estos roedores
subterraneos, que comparten con Ctenomys caracteristicas morfolégicas y ecolédgicas, existen dos
grupos de especies: el grupo taipoides, que tiene cariotipos especificos de especie, y el grupo
bottae, de mayor homogeneidad cariotipica. El grupo bottae de Thomomys comparte con el grupo
de 2n=48 cariotipos que se caracterizan por brazos enteros heterocromaticos, con pérdidas o

deleciones que originan polimorfismos en las bandas C (Patton y Sherwood 1982, Massarini et al.
1990).

3.2. Secuenclas repetidas

Una gran proporcién del genoma eucariota esta compuesto por secuencias repetidas. Esta
proporcion puede oscilar desde un 10% en eucariotas inferiores hasta un 80% en plantas y anfibios.
Se ha estimado, por ejemplo, que mas del 95% del ADN total de las plantas de guisantes son
secuencias repetidas (Thompson y Murray 1980).

Un problema planteado hace ya varios afios relacionado con las secuencias repetidas es la

enorme variacion en el contenido de ADN de las células eucariotas (valor C) (Hardman 1986). Las
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3. INTRODUCCION

Tasa |. Informacién cariotipica de algunas

especies del género Ctenomys

2n = numero diploide
(Tomada de Reig et al. 1990.)

Especie 2n
C. stelnbachi 10
C. occultus 22
C. maullnus 26
C. opimus 26
C. fulvus 26
C. robustus 26
C. fodax (L. Blanco, Arg.) 28
C. sp. (Lonquimay, Chile) 28
C. tucumanus 28
C. boiivlensls 34-46
C. magellanicus 34-36
C. knightii (Cardones, Arg.) 36
C. sp. (Pto. Madryn, Arg.) 38
C. latro 40-42
C. sp. (San Miguel. Arg.) 42
C. argentinus 44
C. torquatus 44-46
C. porteousi 47-48
C. azarae 47-48
C. mendocinus 47-48
C. australls 48
C. flamarioni 48
C. talarum 46-50
C. minutus 46-55
C. roigii 48
C. conoveri 48-50
C. rionegrensis (?) (E. Rios, Arg.) 48-56
C. rlonegrensis 50
C. yoiandae 50
C. haigi 50
C. sociabills 56
C. perrensis 50-56
C. pearsonl 56-70
C. sp. km14 (Saladas, Arg.) 58
C. tuconax 58-61
C. sp. (San Roque) 62
C. dorbignyl 70
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variaciones en el valor C no sélo ocurren entre taxones sino también entre miembros de un mismo
taxén. En particular en este Ultimo caso, especies que expresan el mismo numero de genes tienen
diferencias importantes en los valores de C. La mayor parte de la variacion de los valores de C no
se debe a variaciones en el numero de genes de copia tnica, sino en la cantidad de secuencias
repetidas. Este hecho planteé inmediatamente el problema de cudl es la naturaleza y la funcion
de estas secuencias. Por un lado surgié una corriente de opinién que insistié en la necesidad de
encontrar la “funcién” del ADN repetido, ya que no era concebible que un ADN tan abundante no
la tuviera. Por otro lado, otros consideraron al ADN repetido como “ADN egoista” o “ADN basura”,
haciendo referencia a que este tipo de ADN carece de funcion y sélo se mantiene como consecuencia
de su capacidad de replicarse eficientemente (Doolittle y Sapienza 1980, Orgel y Crick 1980). Es
posible que no exista, por lo menos para parte de las secuencias repetidas, una funcion directa
relacionada con su estructura, pero también es muy dificil pensar que la presencia de dichas
secuencias y su dinamica de cambio no influyan en absoluto en el devenir del genoma que las
posee. Su “funcién”, desde el punto de vista evolutivo, podria ser el establecimiento de nuevas
relaciones entre el conjunto de genes estructurales y regulatorios que resulten en variaciones que
sirvan como sustrato del proceso evolutivo. Esta “funcion” per se puede ser la causa de la perpe-

tuacion de las secuencia repetidas en el genoma eucariota.

Las secuencias repetidas se han dividido en dos grandes grupos de acuerdo con su distribucion
y numero de copias en el genoma. Las secuencias cuyo nimero de copias es mayor de 10° por
genoma haploide se denominan secuencias satélites. Todas estas secuencias comparten una ca-
racteristica: estan repetidas en cadenas compuestas por un alto numero de eslabones constituidos

por una misma secuencia basica (Burtlag 1980). Mas alla de esta propiedad, los ADN satélites son
bastante diversos.

Otro tipo de secuencias tienen un grado de repeticion menor: desde decenas hasta centenas
de miles de copias por genoma haploide, y estan dispersas con una o pocas copias aisladas a lo
largo del genoma. Estas secuencias se denominan medianamente repetidas y se ha postulado que
se expanden en el genoma mediante re'trolransposiciOn, es decir, se transcriben en una molécula
de ARN intermediaria que se copia en moléculas de ADN con la subsecuente integracion de esas
copias en nuevos sitios del genoma (ver mas adelante).

Las secuencias medianamente repetidas se han dividido en dos clases: SINEs (short interdis-
persed elements), de 70 a 300 pb de largo, y LINEs (long interdispersed elements), de hasta 6 a
7 kpb de largo, de acuerdo con la terminologia de Singer (1982).
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3.2.1. Secuencias interdispersas cortas (SINEs)

Las SINEs han sido encontradas en los genomas humanos y de la mayoria de los mamiferos
(Schmid y Jelinek 1982, Sharp 1983, Ryan y Dugaiczyk 1989, Labuda y Striker 1989) e inclusive

también se han descrito secuencias homoélogas en invertebrados (Benfante et al. 1989).

La familia Alu es la mas conocida de este grupo de secuencias y presenta varias caracteristicas
en comun con los retrotransposones. Esta repetida unas 300.000 veces en el genoma haploide
humano (Jelinek y Schmid 1982), aunque algunos autores dan cifras de 900.000 (Hwu et al. 1986),
separadas por aproximadamente 4 kpb (Britten et al. 1988).

La estructura monomérica es una secuencia de 300 pb en humanos, flanqueada por dos
secuencias repetidas directas de 7 a 20 pb, que no estan conservadas en los diferentes miembros
de la familia (Schmid y Jelinek 1982). Estas cortas repeticiones directas que las flanquean son una
de las caracteristicas que este tipo de secuencias comparte con los transposones. Por analogia
con las repeticiones directas de los transposones bacterianos (Calaos y Miller 1980) o de los ele-
mentos transponibles en eucariotas (Cameron et al. 1979), las repeticiones directas de las SINEs
podrian ser el resultado de la duplicacion del ADN en los sitios de insercion (Jagadeeswaran et
al. 1981, Sharp 1983, Rogers 1985).

El mondémero de la secuencia Alu tiene dos sitios promotores para la ARN polimerasa ill y se
han encontrado in vivo transcriptos correspondientes a la totalidad de la secuencia monomérica

(Duncan et al. 1979); es decir, no existen en el monémero sitios internos de terminacion de la
transcripcion. '

En humanos la secuencia de 300 pb es dimérica y pareciera haberse originado por duplicacion
de una secuencia original de 150 pb. En el ratébn y en el hamster la estructura basica de las
secuencias Alu tiene 130 pb (Rubin et al. 1980).

Las secuencias Alu poseen aproximadamente un 80% de identidad entre sus miembros (Ja-
gadeeswaran et al. 1981), aunque algunas regiones estan especialmente bien conservadas. Entre
ellas, el poli A del extremo 3’, que senalia la terminacién del mondmero, y una secuencia rica en
T ubicada a distancia variable del poli A (Jagadeeswaran et al. 1981). La transcripcién ocurriria
hasta esta zona rica en T y el apareamiento entre estas dos zonas por “fold back” cebaria la
sintesis del ADN copia por transcripcion reversa. Los ADNs copias se insertarian en distintas zonas

en el genoma, dispersando de esa forma la secuencia (Van Arsdell et al. 1981). Los pasos que
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involucran la insercién de las nuevas copias aun no estan claros, aunque los sitios de insercion
serian ricos en A+T (Daniels y Deininger 1985).

Ademas de la familia Alu existen otros tipos de secuencias SINE, con caracteristicas similares
a la primera: la familia B, y B, de roedores, la familia ID (Identifier) de ratén, las familias Monomer
y tipo Il descriptas en un primate prosimio, Galago crassicaudatus, y la familia C del conejo (Cheng

et al. 1984). Todas ellas tienen promotores de ARN polimerasa Il y algunas de ellas guardan
homologia entre si.

3.2.1.1. Origen y evolucién de las secuencias SINEs

Quizas el hallazgo mas importante respecto al origen de las secuencias SINEs haya sido el
de Ullu y Tschudi (1984), quienes encontraron que 100 nucle6tidos del extremo 5’ y 50 nucledtidos
del extremo 3’ de los 300 nucleétidos def ARN 7S tienen una homologia del 80% con el consenso
de las secuencias Alu. EI ARN 7S forma parte ‘de la particula ribonucleoproteica que interviene en
la migracién de las proteinas a través de la membrana del reticulo endoplasmatico. Dado que el
ARN 7S estd mucho mas conservado en todas las especies desde Drosophlla hasta el hombre

gue los miembros de la familia Alu, se acepta que estos ultimos son derivados del primero y no a
la inversa (Deininger y Daniels 1986).

También otras secuencias SINEs tienen homologias con ARNs, en particular con ARNs de
transferencia (ARNt), y parecen haber derivado de éstos. La familia Monomer derivaria del ARNt
de metionina y la familia ID del ARNt de alanina, mientras que parte de la secuencia de la familia

B derivo del ARNt de metionina y otra del ARN 7S (Singer 1982, Deininger y Daniels 1986 y trabajos
alli mencionados).

Los genes de los que derivaron todas estas secuencias parecen haber sido originalmente
genes funcionales y activos sometidos.a presion de seleccion. Alteraciones en la estructura de
alguna copia del gen parental derivaron en el silenciamiento del gen desde el punto de vista
transcripcional, convirtiéndolo en un pseudogen. Esta secuencia pudo, mediante la acumulacién
de ciertos cambios, convertirse eventualmente en una secuencia transcripcionalmente activa y capaz
de transponerse (secuencia progenitora). Esto fue propuesto por Deininger y Daniels (1986) y

coincide con el punto de vista de que las secuencias SINEs pueden ser consideradas como pseu-
dogenes procesados (Sharp 1983).
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Respecto a la edad de las SINEs, se considera a la familia Alu como la mas antigua, por su
amplia distribucién. En cambio, las familias B e ID presentes en roedores no se encuentran en
primates. Inversamente, las familias tipo Il y Monomer de primates no estan presentes en roedores.
Es decir, estas familias se originaron posteriormente a la divergencia entre primates y roedores,
en tiempos evolutivos recientes.

La amplificacién de este tipo de secuencias es un proceso dinamico y continuo en el tiempo,
como lo ejemplifica el descubrimiento de un nuevo miembro de la familia Alu en el gorila que esta
ausente en humanos, chimpancés y macacos (Ryan y Dugaiczyk 1989) y el hallazgo de SINEs
insertadas en secuencias de reciente formacion tales como pseudogenes y ADNs satélites espe-

cificos de especie (Deininger y Daniels 1986).

Se ha postulado (Dover 1982) que la divergencia entre miembros de una misma familia deberia
ser menor que la esperada, porque éstos evolucionan de manera concertada, de forma tal que se
tiende a la homogeneizacién de la familia. El intercambio desigual y la conversion génica, que
operarian aun cuando los miembros de la familia estuviesen localizados en distintos cromosomas

(Ohta y Dover 1984), son los mecanismos por los cuales las secuencias de los miembros de la
familia tenderian a homogeneizarse.

Sin embargo, Bains (1986) estudi6 la velocidad de evolucién de las secuencias Alu y de
algunas secuencias adyacentes sin encontrar diferencias significativas, por lo cual, si bien no se
descarta que estas secuencias estén sufriendo en alguna medida conversién génica o intercambio
desigual, éstos no parecen ser los principales mecanismos de evolucién. Es posible que el grado
de divergencia entre los miembros de la familia, que es la mitad de la esperable para una evolucion

neutra (Deininger y Daniels 1986), pueda explicarse por la existencia de mas de un elemento

parental transposicionalmente activo.

El rol de este tipo de secuencias en la evolucién y funcionalidad del genoma de mamiferos
ha sido discutido desde su descubrimiento. Muchas veces las SINEs se insertan en zonas aparen-
temente inactivas del genoma y no acarrean ningun efecto fenotipico evidente. Sin embargo, en
algunos casos miembros de la familia Alu forman parte de las secuencias codificantes de genes
activos (Sharma et al. 1987). Por otro lado, miembros de la familia B de roedores y C del conejo
proveen sefales de poliadenilacidn funcionales a varios genes (Kres et al. 1984, Krane y Hardison

1990). Estos datos indicarian que por lo menos algunos miembros de las secuencias SINEs podrian
ser mantenidos por el proceso de seleccion.
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3.2.2. Secuencias interdispersas largas (LINEs)

Las secuencias LINEs, caracterizadas originalmente en los genomas de humanos, primates y
roedores, se han aislado en los ultimos afios de organismos como Drosophlla, tripanosomas, Neu-
rospora y Zea mays.

Una de las diferencias con las secuencias SINEs (ademds de su largo) reside en que su
secuencia contiene marcos de lectura abiertos. Una de las familias mejor caracterizadas es la L,,
también llamada Kpn | en primates o Bam HI, Bam 5 o MIF-1 en rat6n. El andlisis de sus transcriptos
revelé que son productos de la ARN polimerasa Il (Skowronski y Singer 1985). A pesar de que
originalmente se especul6 que la variaciéon en el largo de los transcriptos en la regién 5’ se debia
tipicamente a la detencién de la transcriptasa reversa por “fold back” (Roger 1985), en realidad
aun no hay datos concluyentes que confirmen que la dispersion de este tipo de secuencias ocurra
por retrotransposicion.

Las secuencias L, parecen haberse originado en un gen codificante, y de hecho hay zonas
de la secuencia altamente conservadas en distintas especies, lo que sugiere que estas secuencias

podrian evolucionar bajo presion de seleccién (Deininger y Daniels 1985).

El genoma de Drosophlla contiene una gran variedad de familias LINEs, relacionadas con los
retrotransposones. La secuencia completa de estos elementos contiene dos marcos de lectura
abiertos: uno tiene homologia con la transcriptasa reversa y el otro tiene los dominios ricos en
cisteina tipicos de la poliproteina retroviral gag. En este caso la hipétesis de la retrotransposicion

como mecanismo de amplificacion y dispersion parece ser la mas probable (Di Nocera y Sakaki
1990).

Uno de los sistemas mejor estudiados de retrotransposicion en Drosophlla es el sistema P-M.
Por mecanismos aun no totalmente dilucidados, retrotransposones conocidos como factores P, que
son inactivos en machos de cepas P, transponen con muy alta frecuencia en el genoma de hembras
de cepas M cuando ambas cepas se ‘cruzan. Los hibridos de esta cruza presentan una serie de
anormalidades, como esterilidad, recombinaciéon en los machos atipica en Drosophiia y alta fre-
cuencia de rearreglos cromosémicos (Kidwell et al. 1977), imposibilitando la retrocruza de estas

cepas con las originales. Este fenémeno se conoce como disgénesis hibrida.

Un sistema analogo al P-M es el I-R, descripto también en Drosophlla, con efectos semejantes
a la disgénesis (Yannopulos et al. 1987). Como lo sefalaron Rose y Doolittle (1983), la disgénesis
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hibrida es el ejemplo paradigmatico de la accion especiogénica potencial de estos transposones

en la especiacion filética (dentro de especies) y en poblaciones mendelianas.

La capacidad de estos elementos méviles para producir reordenamientos cromosomicos ocurre
también en levaduras (elementos Ty) y en el maiz, donde McClintock (1951) aport6 la primera

evidencia de la asociacion entre este tipo de elementos y duplicaciones, deficiencias, inversiones
y translocaciones en los cromosomas.

Por la capacidad de producir mutaciones por insercion y en algunos casos de modificar la
expresion génica por efectos de posicion (Bishop 1987), se le ha asignado a estas familias de
elementos transponibles un papel muy importante en la dindmica de |a evolucion del genoma y en
su continua reorganizacion.

3.2.3. Secuencias altamente repetidas o ADN satélite

Las secuencias altamente repetidas o ADN satélite no se caracterizan por poseer una secuencia
nucleotidica particular ni por la organizacién interna de la secuencia basica, como en el caso de

las secuencias SINEs o LINEs. En general no poseen marcos de lectura abiertos ni actividad trans-
cripcional.

Estas secuencias tienen una estructura basica o mondmero de largo variable que esta repetido
uno o varios millones de veces en el genoma y dispuesto en cadenas compuestas por una gran
cantidad de mondémeros, aunque en algunos casos se han encontrado copias aisladas en regiones
cromosdémicas particulares (Hanklen y Schmidt 1987).

Se han utilizado tres métodos experimentales para el aislamiento de las secuencias altamente
repetidas del ADN total:

a) Separacion de la fraccion doble cadena resultante de la hibridacion ADN-ADN a valores de

Cot intermedios. Esta metodologia es particularmente Util en el caso de secuencias con monomeros
cortos.

b) Andlisis de los clones resultantes de bibliotecas genémicas totales o parciales. Una alta
proporcion de estos clones tendran secuencias altamente repetidas y pueden diferenciarse de los
otros por hibridacién con ADN total.
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c) Digestion del ADN total con enzimas de restriccion y separacion de los fragmentos resultantes
en geles de agarosa. La secuencia satélite se visualizara como una o varias bandas claramente
distinguibles. La(s) banda(s) se extraen del gel y se clonan en plasmidos bacterianos. Esta es la

metodologia utilizada en esta tesis.

3.2.3.1. ADN satélite, heterocromatina y estructura cromosémica

El término heterocromatina hace referencia a cromosomas o regiones cromosdmicas que per-
manecen condensadas en la interfase y profase y que no se descomprimen en la telofase como
el resto de los cromosomas. En mamiferos se distinguen dos tipos de heterocromatina: la constitutiva,
que esta presente en ambos cromosomas homologos, y la facultativa, que resulta de la inactivacion
de uno de los dos cromosomas X en la hembra. Citolégicamente estas zonas se distinguen por
colorearse intensamente cuando se tifien los cromosomas con Giemsa y se las denomina zonas

C positivas o bandas C cuando son intercalares (Arrighi et al. 1974).

La localizacion de muchos ADNs satélites en zonas heterocromaticas mediante técnicas de
hibridacién in situ ha llevado a varios autores a sugerir una asociacion entre ambos (Pardue y Gall
1970, John y Miklos 1979, John 1986). La localizacion de estos ADNs satélites es en la mayoria
de los casos centromérica o pericentromérica, pero también intercalar o telomérica (Manueledis
1982).

La frecuente asociacion entre heterocromatina constitutiva y las regiones centroméricas ha
inducido a concluir que la heterocromatina podria ser importante para el control de la adecuada
actividad cinética del centrémero durante la meiosis (Walker 1971). La eliminacién de regiones
heterocromaticas de las células somaticas y la retencién en las lineas germinales en algunas especies
animales apoya también la posible funcionalidad de la heterocromatina en la meiosis. Sin embargo,
aunque existen contraejemplos, experimentos utilizando cromosomas X de Drosophiia delecionados
en la heterocromatina no demostraron uh comportamiento menos exitoso en la disyuncién meiodtica

que otros intactos (Yamamoto y Miklos 1978).

Manueledis (1982) postul6 que la heterocromatina interviene en la determinacion tridimensional
del nucleo interfasico y que es la organizacién de las secuencias satélites la que posibilita la

asociacion fisica entre los cromosomas.
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El patrén de distribucion de la heterocromatina constitutiva (patrén de bandas C) es caracte-
ristico de cada cromosoma. Sin embargo, es frecuente encontrar polimorfismos heterocromaticos,
donde la cantidad o la localizacién de la heterocromatina varia de un individuo a otro de la misma
poblacién. Estos polimorfismos en las bandas C en muchos casos no tienen efectos fenotipicos
importantes. En particular los cromosomas 1, 9, 16 e Y humanos son propensos al polimorfismo
en el tamafo de sus bandas C, siendo sus portadores normales y fértiles (John 1986). Sin embargo,
aunque controvertidos, existen indicios de que algunas secuencias satélites heterocromaticas estan

asociadas a cambios y reordenamientos en la estructura de los cromosomas.

3.2.3.2. ADN satélite, rearreglos cromosémicos y especiacion

En muchos casos existe una marcada variabilidad de la heterocromatina y las secuencias
satélites entre especies o grupos de especies. Varios autores han postulado que los grupos que
contienen gran cantidad de heterocromatina son propensos a sufrir cambios cariotipicos. Esta hi-
pétesis se originé en observaciones como las de Yunis y Yasmineh (1971), que sefalaron que
algunas subfamilias de roedores como Muridae, Cricetidae y Microtinae (= Arvicolidae), que tienen
grandes cantidades de heterocromatina pericentromérica, muestran una gran diversidad de cario-
tipos y de especies. En contraposicion, el grupo de los felinos, por ejemplo, tiene relativamente
poca cantidad de heterocromatina y pocas especies con cariotipos similares.

Estudios sobre la heterocromatina en drosdéfilas de Hawai mostraron que los puntos de ruptura
de las inversiones y translocaciones en los cromosomas politénicos estan asociados a secuencias

repetidas (ver John 1986), aunque en este caso no hay evidencias claras de que estos rearreglos
traigan como consecuencia especiacion.

Secuencias satélites han sido asociadas a rearreglos cromosémicos también en el caso de
los cérvidos. El cariotipo original de 2n=46 se ha reducido mediante fusiones en tandem y robert-
sonianas a un cariotipo de 2n=7 y éste proceso esti asociado a la pérdida del componente 1A

del ADN satélite presente en este grupo (Bogenberger et al. 1987).

Peacock y colaboradores (1982) estudiaron especies de canguros que mostraban grandes
diferencias en el principal ADN satélite. En una de ellas el satélite era pericentromeérico en todos
los autosomas y centromérico en el cromosoma X. En otra especie el ADN satelite no estaba

presente en los autosomas y se encontraba amplificado en el X. En la ultima especie, en cambio,
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estaba presente en el centromero del X y s6lo en cuatro autosomas teloméricos. Estas diferencias
tan drasticas en la cantidad y localizacién del ADN satélite de especies cercanas indujeron a los
autores a sedfalar que la amplificacion y el reordenamiento de estas secuencias “pueden explicar
el rapido establecimiento de discontinuidades genéticas, el que probablemente no pueda ser ge-

nerado por sustituciones nucleotidicas dentro de los genes” (Peacock et al. 1982).

Un modelo interesante para estudiar la relacién entre secuencias repetidas y la evolucion del
genoma lo constituyen las especies de cereales. Todas comparten el mismo nimero de cromosomas
y tres familias de secuencias repetidas. Sin embargo, de acuerdo con experimentos de Southern-blot,
la cantidad y los patrones de distribucién de estas familias de secuencias varian enormemente
entre una especie y otra (Flavell 1982). La proporcién del ADN total que estd compuesto por se-
cuencias repetidas especificas de cada especie es de 16%, 22%, 28% y 58% para el trigo, centeno,
cebada y avena, respectivamente (Rimpau et al. 1980). Ademas, experimentos de cruza entre las
especies revelaron que existe una buena correlacién entre las especies con mayores diferencias
cuantitativas y cualitativas en sus secuencias repetidas y la frecuencia de crossing-over (medida

como frecuencia de quiasmas) en los hibridos resultantes de la cruza entre especies (Flavell 1982).

Recientemente se han descripto las secuencias (TTAGGG), que estan muy conservadas en
los cromosomas de una gran variedad de organismos como Tetrahymena o vertebrados desde
los peces hasta el hombre (Meyne et al. 1990). Estas secuencias forman parte del ADN satélite de
algunas especies de mamiferos (Fry y Salser, 1977, Fanning 1987, Arnason et al. 1988). La locali-
zacion de estas secuencias es telomérica, pero también intersticial en algunas especies, y se ha
postulado que estan involucradas en rupturas, fragilidad y recombinacién de los cromosomas,
originando fusiones y fisiones (Hastie y Allshire 1989). La variacién de los patrones de distribucion
cromosémica de estas secuencias sugiere que pueden estar relacionadas con los mecanismos de
evolucion cariotipica (Meyne et al. 1990).

La amplificacion diferencial y la distribucion de las secuencias repetidas probablemente de-
terminen distintas estructuras del genoma en cada una de las especies y, por lo tanto, la reduccion
del adecuado apareamiento cromosémico entre ellas. Dado que los hibridos con fallas en la re-
combinacidon meibtica, es decir, durante la gametogénesis, son en general estériles, esto podria
constituir un mecanismo de aislamiento reproductivo postcigdtico entre especies (Flavell 1982).
Diferencias en las secuencias repetidas podrian también originar una disminucion de la viabilidad
de los hibridos por causas distintas a la falla en el apareamiento meidtico. Aparentemente el en-
dosperma de hibridos de trigo y centeno no desarrolla normalmente, porque la heterocromatina
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de los cromosomas del centeno es de replicacién tardia y no replica lo suficientemente rapido
como para permitir su desarrollo normal (Flavell 1982).

Varios autores (Fry y Salser 1977, Flavell 1982, Rose y Doolittle 1983) concuerdan en senalar
el potencial efecto especiogénico de las amplificaciones, reordenamientos y recambios en general
de las secuencias satélites. Sin embargo, hay que tener en cuenta que el reducido numero de
organismos portadores de reordenamientos tales que la cruza con los restantes miembros de la
poblacion resultara en progenie estéril estarian en situaciéon desventajosa y tenderian a desaparecer.
Una situacién que revertiria esto Ultimo es que, ademdas del reordenamiento (0 quizas a causa de
él), estos individuos fuesen portadores de alelos que les confirieran algun tipo de ventaja, por
ejemplo en fa explotacién de algun nuevo nicho ecolégico. La relacién entre secuencias repetidas
y especiacién no seria en absoluto lineal y dependeria, ademas, de factores no exclusivamente

genéticos, sino también ecolédgicos y poblacionales.

Sin embargo, asi como hay ejemplos que indican que podria existir una relacién entre ADN
satélite y rearreglos cromosémicos, también existen contraejemplos. Por ejemplo, en las tusas (pocket
gophers) del género Thomomys, como se mencioné antes, en el grupo bottae la heterocromatina
constituye el 60% del genoma total y, sin embargo, no hay rearreglos cromosomicos importantes.
Por otro lado los rearreglos cromosémicos y la variablidad cariotipica son muy altos en T. talpoldes,

donde la heterocromatina constituye una pequena porcién del genoma. (Patton y Sherwood 1982).

Algunas especies del género Rattus difieren entre si en 11 rearreglos cromosémicos y sin

embargo las secuencias repetidas constituyen solamente el 5% del genoma (Miklos et al. 1980).

Como plantean Rose y Doolittle (1983), la hipétesis de la relacién entre secuencias repetidas,
rearreglos cromosomicos y especiacidn es “intuitivamente atractiva, pero aun debe ser probada”.
Ademas siempre que se enfoque el problema de la especiacién, hay que poder discriminar clara-
mente si un fendmeno es causa o consecuencia del proceso de especiacion, o que no resulta
trivial en muchos casos. Algunos modelos interesantes que permiten aproximarse al problema son
aquellos en los que el investigador puéde dirigir las cruzas intrapoblacionales, como por ejemplo

en plantas en general o en las moscas del género Drosophiia.

De cualquier manera, hay que considerar que bajo la denominacion de ADN satélite se agrupa
una gran variedad de secuencias que difieren en cuanto a secuencia nucleotidica, organizacion,

distribucién en el genoma, etc., y que, por lo tanto, sus efectos pueden no ser similares.
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Mas alla de la hipotética relacidn causal entre secuencias repetidas y especiacion, lo que si
resulta evidente es que este tipo de secuencias acompanan el proceso evolutivo dentro de los

distintos linajes y que, por lo tanto, pueden ser marcadores de estos procesos.

3.2.3.3. ADN satélite como marcador filogenético

Contrariamente a lo que se crey6 en un principio, muchos ADNs satélites no son especificos
de especie. Una determinada familia de ADN satélite puede estar presente en taxones lejanamente
relacionados, como miembros de una misma familia u orden o aun en 6rdenes distintos (Fanning
1987). En los ultimos anos han comenzado a utilizarse las secuencias altamente repetidas en estudios
filogenéticos (Gillespie et al. 1982, Widegren et al. 1985, Arnason y Widegren 1986, Bogenberger
et al. 1987, Arnason et al. 1988, Dod et al. 1989).

Mediante mecanismos relacionados a su modo de ampilificacién (ver 3.2.3.4), las secuencias
altamente repetidas pueden variar algunas caracteristicas sin perder su identidad a lo largo del

tiempo y, por lo tanto, dar indicios de las relaciones filéticas entre los grupos que las comparten.

Uno de los estudios mas completos realizados con este tipo de secuencias se desarrolld en
mamiferos marinos. El orden Cetacea muestra una gran uniformidad cariotipica y los estudios de
tipo anatémico y paleontolégico no han permitido establecer si las dos familias del orden, odonto-
cétidos y misticétidos, tienen 0 no un ancestro comun. Cuando se analizé mediante Southern-blot
la distribucién de un ADN satélite de 1730 pb en todas las familias del orden, se observé no solo
que éste estaba presente en todas, sino ademas con los mismos patrones de distribucion, lo cual

es incompatible con un origen difilético (Arnason et al. 1984, Widegren et al. 1985).

En otro grupo de mamiferos marinos, el de las focas y los leones marinos (pinnipedos), el
estudio detallado de los distintos componentes del ADN satélite, mediante técnicas de hibridacion
in situ, ha permitido seguir la evolucion cariotipica del grupo y en particular de los cromosomas
sexuales (Bogenberger et al. 1987).

Finalmente, estudios de un ADN satélite del género Mus permitieron a Dod y colaboradores

(1989) identificar la especie de divergencia mas temprana de un subgrupo de especies del género.
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3.2.3.4. Amplificacién y evolucién del ADN satélite

Los eslabones que componen las cadenas de los ADNs satélites estan constituidos por se-
cuencias de tamanos variables, en general mayores de 100 pb. Sin embargo, en otros casos las
repeticiones son mucho mas cortas, de unos pocos nucleétidos. Estas secuencias cortas son co-
munes en muchos genomas eucariotas; por ejemplo, las repeticiones de poli dC-dA estan distribuidas
en una gran cantidad de especies (Rogers 1983, Morris et al. 1986). Estas secuencias sencillas
parecen haberse originado por desapareamiento entre bases dentro de una misma molécula de
ADN, seguido de replicacién. Este proceso es conocido como “replicacion con deslizamiento” (re-
plication slippage) (para una revision véase Levinson y Gutman 1987) y, a diferencia de los otros
mecanismos postulados en la amplifidacién de ADN satélite, no involucra recombinacion. La repli-
cacioén con deslizamiento ocurre cuando una cadena de ADN en sintesis que contiene, por ejemplo,
un par de bases duplicadas y adyacentes se desliza hacia 5', produciendo consecuentemente un
desapareamiento entre bases. La replicacién continla insertando una nueva unidad. Cuando el
deslizamiento se produce en direccidon contraria, se producen deleciones. La replicaciéon con des-
lizamiento ha sido invocada en varios casos, y en particular muchos polimorfismos en los fragmentos

de restriccion en humanos parecen haberse originado por este mecanismo (ver Walsh 1987).

En la medida en que una secuencia alcance cierto grado de amplificaciéon en cadena, el
deslizamiento puede ocurrir entre unidades ubicadas en distintas moléculas de ADN (por ejempio
en cromosomas homdlogos). Si este desapareamiento es seguido de recombinacion, puede originar
una variacion en el numero de copias del satélite. Este mecanismo de intercambio desigual se ha
postulado como el principal en la evolucidon de las secuencias satélites en general (Smith 1976).
Sin embargo, las secuencias satélites ocurren muy frecuentemente en las cercanias de los centro-
meros y en los teldmeros, zonas donde la frecuencia de recombinacion es muy baja (Charlesworth
et al. 1986). Por este motivo, a pesar de que el intercambio desigual ha sido considerado modelo

universal, es poco probable que sea el principal mecanismo de amplificacion de estas secuencias.

Algunos autores han denominado genéricamente amplificaciéon génica y replicacion saltatoria
a los procesos que duplican o multiplican secuencias repetidas o familias génicas. Shimke (1984)
propuso que la causa de esta amplificacién esta en la relativa asincronia de la iniciaciéon de la
replicaciéon en los genomas eucariotas y por lo tanto en una desproporcionada replicacion de
ciertas zonas del ADN.

Otro modelo propuesto (Walsh 1987) implica la recombinacién intracatenaria entre unidades
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contiguas del satélite, resultando en la formacién de una estructura circular. Esta estructura podria,
mediante un mecanismo de replicacién por circulo rodante, amplificar las unidades del satélite (ver

fig. 23). Estas se integrarian por recombinacion en sitios homdlogos o, eventualmente, con menor
probabilidad en sitios no homélogos.

Este modelo puede explicar un hecho muy frecuente en muchos satélites, que es su dispersion
en cromosomas no homoélogos. Ademas, dado que por el mecanismo propuesto una pequefa parte
del satélite puede ser amplificada considerablemente, el modelo es compatible con las diferencias

entre especies observadas en los perfiles de restriccion enzimaticos del satélite, sin pérdida en ia
homologia global (Rossi et al. 1990).
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4.1. Origen de las especies estudiadas

Se estudiaron individuos pertenecientes a 12 especies de Ctenomys, un individuo de Octo-
dontomys gliroldes, dos individuos de Octodon degus, un individuo de Proechymis gualirae. Se
incluyeron también especimenes de Mus muscuius, Caiomys musculinus, Lutreoiina crassicaudata
y Thylamys venustus como comparacion. Con excepcién de Mus musculus y Caiomys musculinus
y Octodon degus, que se obtuvieron de colonias de laboratorio, el resto de las especies se cap-
turaron en el campo usando trampas vivas. En los casos de especimenes colectados en el pais,
las pieles y los craneos se depositaron en la Coleccion de Mamiferos del Museo Municipal de
Historia Natural de Mar del Plata. Las localidades geograficas de los especimenes colectados en
Argentina son las siguientes: Ctenomys azarae (Luan Toro, La Pampa); C. argentinus (Colonia
Ramirez, Chaco, I.t.), C. austrails (Necochea, Buenos Aires, L.t.); C. iatro (Tapia, Tucuman, l.t.); C.
mendocinus (Tupungato, Mendoza); C. occultus (Monteagudo, Tucuman); C. opimus (Tres Cruces,
Jujuy); C. talarum (Necochea, Buenos Aires); C. tuconax (El Infiernillo, Tucuman); C. cf. perrensi
2n=54 (Saladas, Corrientes); C. cf. perrensi 2n=58 (7 km este-noreste de Saladas, Corrientes);
C. sp. 2n=42 (Curuzu Laurel, Corrientes); C. porteousi (Bonifacio, Buenos Aires, l.t.); Octodontomys
gliroldes (Tilcara, Jujuy); Lutreolina crassicaudata (Necochea, Buenos Aires); Thylamys venustus
(Ledn, Jujuy).

El espécimen de Proechymys guairae provino de Venezuela; los dos individuos de Octodon
degus de la Facuiltad de Medicina, Sede Norte, Universidad de Santiago de Chile; Mus musculus

y Calomys musculinus de la Facultad de Medicina de la Universidad de Buenos Aires.

4.2. Cepas bacterianas y medios de cultivo

Tanto en el trabajo con plasmidos como con fagos se utilizé la cepa bacteriana de E. coll
DHs5-alfa IQ™. Los medios usados en la preparacién de bacterias competentes y en Ia transformacion

fueron:
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psi-beta: 0,5 % de extracto de levadura, 2 % de triptona, 0,5 % de MgSO,, ajustado a
pH 7,6 con KOH.

Tfb i: Acetato de potasio 30 mM, KCI 100 mM, CaCl, 10 mM, MnCl, 50 mM y glicerol

15 %, ajustado a pH 5,8 con &cido acético.

Tfb ii: Buffer Pipes o MOPS 10 mM, CaCl, 75 mM, KCI 10 mM y glicerol 15 %, ajustado
a pH 6,5 con KOH.

SOC: 2 % de bactotriptona, 0,5 % de extracto de levadura, NaCl 10 mM, KCI 2,5 mM,
MgCl, 10 mM, MgSO, 10 mM y glucosa 20 mM.

LB: 1 % de bactotriptona, 0,5 % de extracto de levadura, 0,8 % de NaCly 1,5 % de agar
Difco, ajustado pH 7,5 con NaOH.

4.3. Transformacion de bacterias

4.3.1. Transformacion de E. coli DH5-alfa IQ ™ con pldsmidos

Para preparar células competentes capaces de ser transformadas se siguié el procedimiento
descripto por Hanaham (1983), con modificaciones. Se partié6 de un cultivo de 100 ml de E. coii
DHs-alfa 1Q™. EI cultivo se realiz6 en medio psi-beta a 37 °C, con agitacién hasta una densidad
Optica de 0,48 a 600 nm. El cultivo se enfrid en hielo y todos los pasos siguientes se realizaron a
4 °C o en hielo. Las células se centrifugaron a 10.000 rpm durante 5 min y se resuspendieron en
40 ml de Tib I. Luego de 5 min en hielo se repiti6 la centrifugacién. Finalmente se resuspendieron
en 4 ml de Tfb Il. Luego de una incubacién de 15 min en hielo se fraccionaron y se congelaron
rdpidamente a -70 °C. La eficiencia de transformacién de estas células es del orden de 108 colo-
nias/ug de ADN transformante.

Para transformar con plasmidos las células competentes se utilizd el método de Hanaham
(1983), con modificaciones (Denoya et al. 1985). Como controles de la transformacion se incluyeron
un tubo sin ADN y otro con 0,1 a 1 ng de ADN de vector provisto comercialmente. Se coincubaron
a 0 °C durante 30 min 50 ul de la suspension de células competentes con ADN plasmidico, en un
volumen no mayor de 20 ul. Luego la mezcla se incub6 a 42 °C durante 90 seg y se enfrié rapidamente

en un bano de agua-hielo durante 5 min. Al cabo de este tiempo se agregaron 200 ul de medio
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SOC previamente estabilizado a 37 °C y se incubdé a 37 °C durante 1 hora, con agitacién. Una
alicuota de 50 ul se sembré en cajas de Petri que contenian LB-agar. Cuando el vector utilizado
fue del tipo pUC que codifica para resistencia a ampicilina, se incluyeron en el agar 100 ug/ml de
este antibidtico, ademas de 40 ug/ml de IPTG y 120 ug/ml de X-gal.

4.3.2. Transformacién de E. coli DH5-alfa F' 1Q ™ con la forma replicativa
del fago M13

El procedimiento seguido para la transformaciéon con la forma replicativa del fago M13 fue
similar al utilizado con plasmidos tipo pUC hasta el shock térmico (ver 4.3.1). Luego del shock
térmico a 42 °C y el posterior enfriamiento, se agregaron 100 ul de células de E. coli DH5-alfa F’
1Q™ provenientes de un cultivo fresco en estado estacionario, crecido en medio SOC que contenia
10 ug/mi de kanamicina. Esta suspension se mezcld con 4 ml de top agar previamente fundido a
45 °C y que contenia 20 ul de IPTG de 20 mg/ml, 60 ul de X-gal de 20 mg/mi disueltos en dime-

tiformamida. La mezcla se volcé en una placa de LB agar y se crecié durante una noche.

4.4. Purificacién de 4cidos nucleicos

4.4.1. Purificacién de ADN de tejido hepético

ElI ADN cromosémico se obtuvo del higado conservado en etanol 80 %. Antes de la digestion
del tejido se lavé el etanol con PBS (8 g de NaCl, 0,20 g de KCI; 0,12 g de PO,KH,; 0,91 g de
PO,Na,H por litro, ajustado a pH 7,6); 25 mM EDTA pH 8. Pequenos trozos de tejido se digirieron
con 1t a 2 ug de proteinasa K en 500 ul de buffer proteinasa K (100 mM Tris-HCI; 10 mM EDTA;
100 mM NaCl; 1 % SDS; pH 7,8), a 55 °C durante 6 a 9 horas, dependiendo de la muestra. Luego
se realizaron precipitaciones con AcONH,-etanol (Course y Amorese 1987) para eliminar proteinas.
A la suspension resultante de la lisis con proteinasa K se le agregé AcONH, 7,5 M pH 7,3 hasta
una concentracién final de 2,5 M. Se incubd a 60 °C durante 30 min para facilitar la disociacion
proteinas-ADN; luego se le agregaron 2,5 volumenes de etanol y se repitié la centrifugacion en las
condiciones anteriores. El precipitado se resuspendi6 en buffer TE (Tris-HCI 10 mM; EDTA 1 mM;

pH 8). El procedimiento completo se repitié6 dos o tres veces mas.
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El ADN resultante de este tratamiento tiene la calidad suficiente para ser digerido por enzimas
de restriccion y utilizado en procedimientos de Southern-blot. Para comprobar la integridad del ADN
de alto peso molecular se lo analizé mediante electroforesis en geles de agarosa 0,6% (ver 4.6.1),
utilizando como control ADN cromosdmico de timo de ternera (BRL).

4.4.2. Purificacion de ADN plasmidico y de la forma replicativa del fago M13

Tanto los plasmidos como la forma replicativa del fago M13 (ADN circular de doble cadena)
se purificaron por el método de Birnboim y Doly (1979), con algunas modificaciones (Denoya et
al. 1985). En todos los casos la centrifugacién se llevé a cabo en una microcentrifuga Beckman o
similar (15.000 rpm aproximadamente) para tubos eppendorff a TA. Colonias aisladas de cajas de
Petri se crecieron durante toda la noche en 2 ml de LB. Las células se colectaron por centrifugacion
y se resuspendieron en 100 ul de solucidn de lisis (25 % sacarosa en 50 mM Tris-HCI pH 8; 100
mM EDTA pH 8). La suspension se incub6 a 0 °C durante 30 min y luego se agregaron 150 ul de
solucidn alcalina (NaOH 0,2 N; 1 % SDS) y se incub6é a 0 °C otros 5 min. A continuacion se
agregaron 150 ul de AcONH, 3 M pH 4,5, se mezclé y se incubd a 0 °C 15 a 30 min. La suspension

se centrifugd durante 15 min para precipitar el ADN cromosdémico. Esta ultima precipitacién se
repitié una vez mas.

El ADN plasmidico del sobrenadante se precipité con 1 ml de etanol y se centrifugé durante
15 min. El precipitado se resuspendid en 200 ul de H,0, a los que se agregaron 100 ul de AcONH,
7,5 M pH 7,5. Esta suspension se incubd 15 min a 60 °C y se centrifugé 15 min. Se descart6 el
precipitado y al sobrenadante se le agregé 1 ml de etanol y se centrifugdé 15 min. El tratamiento
con AcONH, se repitié una vez y el precipitado se resuspendié en 200 ul de TE y se incubd con
1 ul de RNasa A (10 mg/ml) durante 60 min a TA. Al sobrenadante se le agregaron 100 ul de
AcONH, 7,5 M pH 7,5 y 1 ml de etanol y se éentritugé durante 15 min. El precipitado final se
resuspendi6é en 100 ul de TE.

4.4.3. Purificacién del ADN de simple cadena del fago M13

Se utilizé el método descripto por Messing (Messing 1983). Las bacterias de una placa clara

de retardo de crecimiento se inocularon en 2 ml de medio LB. Se agregaron 100 ul de bacterias
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E. coli DH5-alfa F’ IQ™ provenientes de un cultivo crecido durante toda la noche. Se crecié durante
6 h a 37 °C con agitacion. Al cabo de ese tiempo, el cultivo se pasd a un tubo eppendorff y las
células se precipitaron por centrifugacion en una microcentrifuga durante 5 min. Para asegurarse
de que no quedaran células en el sobrenadante, éste se volvié a centrifugar en las mismas con-
diciones anteriores. Evitando resuspender el precipitado, 1,2 ml de sobrenadante (suspension de
fago) se pas6 a otro eppendorff y se le agregaron 200 ul de una solucién de PEG 20 % - NaCl

2,5 M. Se mezcld y se incubd a TA durante 30 min. Los fagos se precipitaron en microcentrifuga
durante 15 min a TA.

El sobrenadante se descarté y se puso especial cuidado en eliminarlo totalmente de las paredes
del tubo. El precipitado se resuspendié en 100 ul de TE y se extrajeron proteinas por agregado
de 100 ul de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) y agitacién con vortex. La fase acuosa
se separd por centrifugacion durante 5 min y se reextrajo 3 o 4 veces con éter. El ADN de simple
cadena del fago se precipitd con 50 ul de AcONH‘ 7.5 M pH 7,5y 300 ul de etanol, por centrifugacion

durante 15 min, y se resuspendié en 20 ul de TES (20 mM Tris-HCI pH 7,5; 10 mM NaCi; 0,1 mM
EDTA).

Esta preparacion contiene de 2 a 4 ug de ADN de simple cadena y es la que se utilizdé en
secuenciacion por el método de Sanger et al. (1977) (ver 4.10).

4.4.4. Cuantificacion de ADN

El ADN se cuantificoé utilizando un minifluémetro TKO 100 (Hoefer Scientific Instruments). El
colorante usado fue bis-benzimidazol, conocido comercialmente como Hoechst 33258, que en pre-
sencia de ADN tiene un espectro de excitacién con un maximo en 365 nm y un espectro de emision
con un maximo en 458 nm, que coinciden respectivamente con los picos de emision y deteccion
del minifluébmetro. De acuerdo con las instrucciones de los fabricantes, este colorante puede ser
utilizado para cuantificar ADN en extractos crudos, donde el ARN no ha sido eliminado.
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4.5. Condiciones de ensayo con enzimas de restriccion y modificacién

4.5.1. Digestién de ADN con enzimas de restriccion

Las enzimas de restriccion utilizadas fueron las de Bethesda Research Laboratories (BRL,
USA) y, ocasionalmente, algunas de Boehringer, Alemania. Las enzimas fueron ensayadas en las
condiciones recomendadas por sus fabricantes. En el caso de ADN cromosdmico, se utilizaron
entre 5 y 6 unidades de enzima por ug de ADN. En el caso de ADN plasmidico, se usaron 1 0 2
unidades por ug. En todos los casos se utilizaron las unidades enzimaticas y los tiempos necesarios
para que las digestiones fueran exhaustivas.

Para los ensayos de Southern-blot (4.8.1) se digirieron entre 6 y 10 ug de ADN cromosémico,

que se sembraron en una calle de los geles de agarosa.

Todas las enzimas de restriccion se usaron en las condiciones recomendadas por los fabri-
cantes.

4.5.2. Incubacién de ADN con enzimas de modificacién

4.5.2.1. ADN ligasa de fago T4

La preparacion usada fue la comercializada por BRL y cataliza la formacién de un enlace

fosfodiéster entre terminales yuxtapuestos 5'-fosfato y 3’-hidroxilo en ADN de doble cadena.

Se la utilizé en ensayos de clonado y subclonado. En el caso en que los extremos a ligar
hubiesen sido el resultado de digestiones de enzimas de restriccién que dejan extremos cohesivos,
se incubaron entre 100 y 500 ng de vector de clonado con 500 a 1000 ng del fragmento de ADN
a clonar, en un buffer que contenia 50 mM Tris-HCI pH 7,4; 10 mM DTT; 1 mM espermidina; 1 mM
dATP con 0,5 unidad de ligasa, en un volumen de 20 ul durante 16 h a 16 °C o a 37 °C durante
2 horas. En el caso en que los extremos a ligar fuesen el resultado de digestiones con enzimas
que dejan los extremos romos, se usaron entre 5 y 20 ng de ADN del vector y de 25 a 100 ng de

ADN a clonar y las mismas condiciones de incubacién.
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4.5.2.2. Fragmento Klenow de ADN polimerasa |

El fragmento Klenow de la ADN polimerasa | se utilizd en la marcaciéon de sondas mediante
el método de “random primer” y en las reacciones de secuenciamiento. Las condiciones de ambas

reacciones se describen en las secciones 4.8.2 y 4.10, respectivamente.

4.6. Eiectroforesis analitica y preparativa del ADN en agarosa

4.6.1. Electroforesis analitica del ADN en agarosa

Los plasmidos, el ADN cromosdmico de aito peso molecular o los productos de digestion de
éstos con enzimas de restriccion se analizaron por electroforesis en geles de agarosa en buffer
TBE 1x (0,084 M Tris-borato; 0,002 EDTA pH 8). La concentracién de la agarosa usada en cada
caso dependi6 del peso molecular de los ADNs (Maniatis et al. 1983). Las muestras se mezclaron
con 1/3 de su volumen con buffer de siembra (TBE 3x; glicerol 50 % y azul de bromofenol 0,25 %).
La electroforesis se desarrolld en un campo eléctrico no mayor de 5 V/cm. Los geles se tifieron
con BrEt 0,5 ug/ml en agua, a TA durante 20 minutos, y se lavaron con agua para eliminar el
exceso de colorante.

La visualizacion de las bandas de ADN se realizé por exposicion de los geles a un transilu-
minador de luz ultravioleta. La cantidad minima de ADN que puede ver el 0jo en estas condiciones
es de 20 ng en una banda de 0,5 cm de ancho. El gel se fotografi6 usando una camara positiva
con fiitro rojo.

4.6.2. Electroforesis preparativa del ADN y electroelucién

En algunos casos interesaba obtener en particular alguno de los fragmentos de ADN resuitantes
de las digestiones con enzimas de restriccidon. En estos casos, luego de realizadas la electroforesis
en agarosa y la tincion del gel como se describe en la seccion anterior, se cortd la porcion del
gel que tenia la banda de interés y se la coloco en una bolsa de didlisis, que se cerré en uno de
los extremos. Se agregaron entre 0,5 y 1 ml de buffer TBE 1x estéril y, luego de cerrar el otro
extremo, se sumerglé la bolsa de dialisis en buffer TBE 1x y se aplicé un campo eléctrico de 5
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V/cm durante 10 a 30 min, segun el peso molecular del fragmento de ADN a electroeluir. Una vez
que se comprobd por visualizacién en el transiluminador que la totalidad de ADN habia electroeluido
de la agarosa, ésta se sacé de la bolsa de dialisis. Se retird el buffer de elucion que contenia los

fragmentos de ADN y se lavaron las paredes de la boisa de didlisis con un pequefio volumen (100
ul) de TE.

La suspension de ADN se concentré por precipitacion agregando 1/2 volumen de AcONH,
7,5 M pH 7,5 y 2 volimenes de etanol. Para optimizar la precipitacion del ADN de soluciones
diluidas como ésta, se incub6é a TA durante 30 min antes de centrifugar 15 min a 15.000 rpm

(Course et al. 1987). El precipitado se resuspendié en el minimo volumen de agua y se guardd a
-20 °C hasta su uso.

4.7. Transferencia y fijacién de ADN a filtros

4.7.1. Southern-blot

Luego de la electroforesis en agarosa, el ADN se desnaturalizd por inmersién del gel en
solucion desnaturalizante (NaCl 1,5 M; NaOH 0,5 N); luego se lo sumergié en solucion neutralizante
(Tris-HCI 1 M; NaCl 1,5 M; pH 8). Ambas incubaciones se realizaron durante 30 min a TA. EI ADN
del gel se transfiri6 por el método de Southern (1975) a membranas de nitrocelulosa o de nylon
(Pall Biodyne A o BioRad) por capilaridad usando 20x SSC (1x SSC es NaCl 0,15 M; citrato
trisédico 0,015 M; pH 7) durante 18 horas.

Luego de la transferencia, la membrana se horned a 80 °C durante 1,5 h en el caso de
membranas de nitrocelulosa o nylon BioRad, y se expuso durante 2 minutos a luz ultravioleta del
transiluminador en el caso de Biodyne A. En estas condiciones, el ADN desnaturalizado esta fijado

en el filtro y listo para ser utilizado en experimentos de hibridacién.

4.7.2. Dot-blot

El ADN se purificé y cuantific6 como se indica en el apartado 4.5. A la suspension de ADN
se le agregd 1/2 volumen de SSC 20x y 1/10 de volumen de NaOH 4 N para desnaturalizar los
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acidos nucleicos. Las muestras se incubaron a TA durante 15 min y se sembraron manualmente
o utilizando un dispositivo de siembra multiple Hybridot (BRL) en filtros de nitrocelulosa 0 membranas

de nylon. Se fijaron durante 1 hora a 80 °C, 0 2 min a luz ultravioleta en el caso en que el nylon
utilizado fuera Biodyne A.

4.8. Marcacion de sondas

Se utilizaron sondas de ADN de doble cadena y se usaron dos tipos de métodos de marcacion:
“nick translation” y “random primer”.

4.8.1. Marcacién por el método de “nick translation”

Se siguié basicamente el método descripto por Rigby (Rigby et al. 1977). La reaccion se
desarroll6 en 25 ul totales, que contenian:

500 ng de ADN de doble cadena

2,5 ul de buffer 10x

0,02 mM de dATP

0,02 mM de dGTP

0,02 mM de dTTP

50 uCi de (alfa-*2P)-dCTP de AE = 3000 Ci/mmol, 10 uCi/ul
0,4 U/ul de ADN polimerasa |

40 pg/ul de DNasa |

El buffer 10x contiene:

500 mM Tris-HCI pH 7,5
50 mM acetato de Mg

10 mM 2-beta-mercaptoetanol

La mezcla se incubd a 16 °C durante 1 hora. Al final de la incubacién se separo la radiactividad
no incorporada por precipitacion de la sonda con AcONH,-etanol, como se describid en las secciones
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anteriores. El precipitado se resuspendi6é en 500 ul de buffer TE. En estas condiciones se obtuvo

una sonda con una actividad especifica aproximada de 10® cpm/ug de ADN.

En algunos experimentos se reemplazé el dCTP (alfa-32P) radiactivo por dUTP biotinilado. La
concentraciéon de los restantes desoxinucleétidos, dATP, dCTP, dGTP, fue de 0,02 mM. El buffer y
las concentraciones de enzimas fueron los mismos que en el caso anterior. La incubacién se realizé

también a 16 °C, pero durante dos horas.

4.8.2. Marcacién por el método de “random primer”

Para obtener sondas radiactivamente marcadas también se utilizé el método de “random primer”
(Feinberg y Vogelstein 1983 y 1984). 100 ng de la sonda de ADN de doble cadena en un volumen
de 6 ul se desnaturalizaron a 100 °C durante 5 minutos y se enfriaron rapidamente para mantener
las cadenas separadas. A esta mezcla enfriada se agregaron 5 ul de buffer OBL 5x, 8,7 ul de
agua, 4 ul de alfa-32pP-dCTP (3000 Ci/mmol, 10 uCijul) y 1,3 ul de Klenow (BRL) de 2 Ujul. La
preparacion se incub6 durante un minimo de 3 h y un maximo de 18 h a TA.

El buffer OLB 5x contiene soluciones A, B y C en proporcion 100:250:150.

Soluclén A: 1 ml de solucién O (1,25 M Tris-HCI pH 8; 0,125 M MgCl,)
18 ul de beta-2-mercaptoetanol 3 M '
5 ul de dATP 0,1 M (*)
5 ul de dCTP 0,1 M (%)
5 ul de dGTP 0,1 M (*)
5 ul de dTTP 0,1 M (%)

(*) Disueltos en 3 mM Tris-HCI pH 7; 0,2 mM EDTA.
Solucién B: 2 M Hepes titulado a pH 6,6 con NaOH 4 N

Solucién C: Hexadesoxinucleétidos (Pharmacia/PL N° 2166) disueltos en 3 mM
Tris-HCI pH 7; 0,02 mM EDTA a una concentracion de 90 unidades/ml

En estas condiciones se obtiene una actividad especifica del orden de 10° cpm/ug ADN. La
radiactividad no incorporada se elimindé por precipitacion de la sonda con AcONH,-etanol, como
en el caso de “nick translation™ (4.8.1).

38



4. MATERIALES Y METODOS

4.9. Hibridacion del ADN

4.9.1. Hibridacion con sondas radiactivamente marcadas

Los filtros con el ADN fijado se preincubaron a 60 °C con agitacién suave en una solucion
que contenia de 2x SSC a 6x SSC, 0,5 % SDS, 0,3 % leche descremada en polvo y 100 ug/ml
de ADN de esperma de salmén previamente sonicado y desnaturalizado. Al cabo de 2 horas de
prehibridaciéon se desnaturalizé la sonda marcada a 100 °C durante 5 min, enfriando rapidamente
en agua-hielo para mantener las cadenas complementarias separadas. La soluciéon de prehibridacion
se reemplazd por otra fresca, pero de menor volumen, y se agregd la sonda. Se hibridé durante
18 h a 60 °C o 65 °C, de acuerdo a la exigencia de identidad entre las secuencias de la sonda y
las secuencias blanco requerida en cada ensayo. Al cabo de la hibridacion, los filtros se lavaron
en 6x SSC a 60 °C (baja exigencia de identidad; = 60%) o 0,1x SSC (alta exigencia de identidad;
> 95%) a 65 °C, y 1 % SDS, segun el caso. Luego del lavado, los filtros se expusieron a placas
radiograficas 3M, Agfa o Curix a TA 0 a -20 °C con pantalla amplificadora (HI Plus Dupont).

Las hibridaciones se realizaron sin eliminar el vector de la sonda, por lo que se comprobd
que no hubiese hibridacion inespecifica entre el vector y los ADNs cromosémicos en experimentos

de Southern-blot utilizando como sonda pUC, en condiciones de baja exigencia de identidad.

En los casos en que se quiso hibridar un mismo filtro con dos sondas distintas, fue necesario
eliminar la primera sonda antes de la segunda hibridacion. Para esto se desnaturalizaron los hibridos
sonda-secuencia blanco por incubacién de los filtros a 100 °C durante 10 min en SDS 3% dos
veces consecutivas.

4.9.2. Hibridacion con sondas marcadas con UTP biotinilado

Los filtros se prehibridaron, hibridaron y lavaron en las mismas condiciones que se indican
en 4.9.1. Luego del ultimo lavado, los filtros se enjuagaron durante unos minutos en buffer 1 (Tris-HCI
0,1 M pH 7,5; NaCl 0,15 M) y luego se incubaron durante 1 hora a 65 °C, con agitacién en buffer
2 (3% seroalbumina bovina fraccion 5, disuelta en buffer 1). Luego los filtros se pueden secar y

hornear 10 min a 80 °C y guardar durante varios dias.

A continuacion los filtros se incubaron en una solucién que contenia el conjugado fosfatasa
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alcalina-estreptavidina 1 ug/ml disuelto en buffer 1. Esta y todas las incubaciones que siguen se
realizaron a TA. Por cada 100 cm? de superficie de filtro se utilizaron 7 ml de esta suspension. Se
incub6 durante 10 min con agitacién moderada. A continuacién los filtros se lavaron dos veces en
buffer 1 durante 10 minutos para eliminar la fraccion del conjugado no unido a biotina, y luego 10
minutos en buffer 3 (0,1 M Tris-HCI pH 9,5; 0,1 M NaCl; 50 mM MgCl,).

Luego se los incubd en solucidn de coloracién: 30 ul de tetrazolium nitroblue 75 mg/ml (disueltos
en 70 % dimetilformamida), 25 ul de 5-bromo-4-cloro-3-indolfosfato (BCIP) 50 mg/ml (disueltos en
dimetilfformamida 70 %), en 7,5 ml de buffer 3. Se usaron 7,5 mi de la solucion de coloracién por
cada 100 cm? de superficie de filtro. La incubacién se realiz6 a TA y con agitacion moderada y
protegida de la luz y se prolongé por lapsos que varian entre 30 min y 3 horas para obtener el
maximo desarrollo de color. Los filtros se lavaron con solucién detenedora (300 mM EDTA pH 8)

y se secaron a 80 °C durante 2 min. Se guardaron protegidos de la luz.

4.10. Secuenciacion dei ADN

Para la secuenciacion del ADN se utiliz6 el método de Sanger et al. (1977). Se emplearon
dos tipos de kit de secuenciacion, ambos de BRL. El primer kit, “dideoxisequencing system”, permite
secuenciar las primeras secuencias del inserto contiguos al vector. En cambio, el segundo kit,
“kilobase sequency system”, permite iniciar la secuenciacion del inserto a distancias variables del
sitio de clonado. En ambos casos se siguieron las instrucciones de los fabricantes, con algunas
modificaciones menores. Se utilizaron fagos M13mp18 y M13mp19, que contenian el fragmento de
ADN a secuenciar en ambas orientaciones. Se usaron 5 uCi de (alfa-3S)-dATP (600 Ci/ml) por

reaccién de secuenciacion.

Las muestras se sometieron a electroforesis en geles desnaturalizantes de 8 o 10 % acrilami-
da-bisacrilamida, 7 M urea en geles planos de 0,4 mm de espesor, en buffer TBE (10,8 g de
Tris-base, 5,5 g de acido bdrico y 4 ml de EDTA 500 mM pH 8 por litro). Antes de sembrar se
desnaturalizaron las dos cadenas por incubacién a 100 °C durante 5 min y enfriamiento rapido en
bafio de agua-hielo.

La electroforesis se desarrolié a potencia constante de 60 watts durante 6 a 8 h. Al final de
la corrida los geles se fijaron en acido acético 15 %, metanol 5 % durante 30 min, se secaron y

se expusieron a placas radiograficas X-Omat a TA durante 2 o 3 dias.
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El protocolo seguido con el kit “dideoxisequencing system” es el siguiente. La primera reaccion
permite la hibridacion entre el “primer” y la secuencia homéloga en el fago. A 0,5-1 ug de ADN de
simple cadena de fago recombinante se le agregan 2 u! del primer de 17 bases (4 ng) y 1 ul de

buffer de ADN polimerasa 10x en un volumen total de 12,4 ul. El buffer de ADN polimerasa 10x
contiene:

Tris-HCI 70 mM pH 7,5
MgCl, 70 mM
NaCi 500 mM

Esta mezcla se incub6 a 100 °C durante 5 min y luego se incub6 a TA durante 30 a 45 min,
etapa en la que se produce la hibridacion de los primers con el templado.

A esta mezcla se le agregan:

3 ul de (alfa-35S)-dATP (600 Ci/mmol; 9 mCi/mi)
1 ul de 0,1 M DTT
1 ui de ADN polimerasa |, fragmento Kienow (1,5 U/ul)

Alicuotas de 3 ul de esta mezcla se agregaron a tubos denominados A, C, Gy T, que contenian
los nucledtidos y didesoxinucledtidos, y se incubaron a 30 °C durante 20 min.

Los tubos A, C, G y T contenian:

A: 1ulde A° + 1 ul de ddATP 0,1 mM

C: 1uldeC° + 1 ulde ddCTP 0,3 mM

G: 1ulde G° + 1 ul de ddGTP 0,5 mM

T t1uldeT® + 1 ulde ddTTP 1 mM
donde:

AO CO GO TO
dCTP 0,5 mM 20 ul 1 ul 20 ul 20 ul
dGTP 0,5 mM 20 ul 20 ul 1 ul 20 ul
dTTP 0,5 mM 20 ul 20 ul 20 ul 1 ul
10x polim.

Reacc. buffer 20 ul 20 ul 20 ul 20 ul

a1



4. MATERIALES Y METODOS

Luego de la incubacién se agregd a cada tubo 1 ul de dATP 0,5 mM para completar las

cadenas que se pudiesen haber detenido por falta de dicho nucleétido y se incub6 a la misma TA
durante otros 15 min.

La reaccion finalizé por agregado de 5 ul de buffer de detencion (formamida deionizada 95 %;
xylene cyanol 0,1 %; BPB 1 %; Na EDTA 10 mM).

El segundo protocolo, denominado “kilobase sequencing system”, difiere del anterior en que
hay una primera incubacién de extension de la cadena en sintesis de 50 a 100 bases. En una
segunda etapa se incluyen los ddNTP. El protocolo seguido es el siguiente:

En un volumen final de 10 ul se incuban conjuntamente:

0,5 a 1 ug de ADN de simpie cadena
1,5 ul del primer de 17 bases
2,0 ul de buffer de ADN polimerasa 10x

La desnaturalizacion y posterior hibridacién entre el primer y el templado se realizaron como
en el caso anterior.

A la mezcla se le agregaron:

2 ul de mezcla de extension diluida 1:25, con Tris-HCI pH 8, 5 mi EDTA 0,1 mM
1 ul de DTT 100 mM

1 ul de (alfa-35S)-dATP (10 mCi/mi)
1 ul de ADN polimerasa |, fragmento Kienow (2 U/ul)

Se incubd a 37 °C durante 5 min. 3,5 ul de esta mezcia se agregaron a cada uno de los
cuatro tubos que contenian los ddNTPs, que se incubaron a 45 °C durante 5 min.

La reaccion se detuvo por agregado de 4 ul de buffer de detencion y las muestras se des-

naturalizaron igual que en el caso anterior.

La composicién de la mezcla de extension es 5 uM de dCTP, dGTP y dTTP. La concentracion
de los ddNTPs es:
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ddATP es 300 uM ddATP, 25 uM dATP y 250 uM dCTP, dGTP y dTTP
ddCTP es 100 uM ddCTP, 25 uM dCTP y 250 uM dATP, dGTP y dTTP
ddGTP es 150 uM ddGTP, 25 uM dGTP y 250 uM dATP, dCTP y dTTP
ddTTP es 500 uM ddTTP, 25 uM dTTP y 250 uM dATP, dCTP y dGTP
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5.1. Secuencias repetidas en el genoma de Ctenomys

Dado que una de las especies de Ctenomys que posee abundante cantidad de heterocromatina
constitutiva es C. porteousl (fig. 2) y que los constituyentes principales de ia heterocromatina son
secuencias repetidas (Burtlag 1980), se inici6 la busqueda de dichas secuencias en esta especie.
Se extrajo el ADN cromosdmico a partir de tejido hepético y se digiri6 con 20 enzimas de restriccion.
Los fragmentos resultantes se separaron en geles de agarosa 1.2 %. Algunas de las digestiones
se muestran en la figura 3. Con enzimas como Hae ill y Hinf | aparecen varias bandas de pesos
moleculares altos o medios (fig. 3 carriles a y b). En los carriles correspondientes a Alu | y Pvu Il
(carriles f y g) se observa una banda que corresponde a 340 pb aproximadamente. En el caso de
Pvu Il también se observan otras de 680 y 1000 pb, es decir, multiplos de la de 340 pb. La banda
de 340 pb que se observa en el carril correspondiente a Alu | se trata muy probablemente de la
misma especie molecular que la de Pvu ll, dado que la secuencia de reconocimiento de Alu |

comparte con la de Pvu |l cuatro de sus seis nucleétidos:

5'.....CAGCTG....3’

Las digestiones enziméticas en todos los casos fueron exhaustivas; los mullimeros de 680 y
1000 pb que se observan en el carril correspondiente a Pvu il (fig. 3 carril g) dificiimente se deban
a la presencia de productos de digestién parcial. Por otro lado, la reproduccion de los resultados

utilizando distintas preparaciones de ADN y de la enzima lo confirman.

El mondémero y los multimeros estan flanqueados por dos sitios Pvu Il, el dimero tiene un
tnico sitio Pvu Il interno mutado y el trimero tiene dos sitios Pvu Il internos mutados. Esta progresion
en multimeros de una secuencia basica es tipica de muchos ADNs satélites (Southern 1975a y b,
Fanning 1987, Datta et al. 1988, Dod et al. 1989).

Para establecer si el patron de bandas resultantes de la digestion del ADN de C. porteousi
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Ficura 2. Cariotipo de C. porteousi. A: Tincién con Giemsa. B: Bandas C

de la misma metafase. (Tomada de Massarini et al. 1990.)
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Ficura 3. Secuencias repetidas en C. porteousl. Electroforesis
en agarosa 1,2 % de ADN de C. porteousi digerido con las
siguientes enzimas de restricciéon: a) Hae lil; b) Hinf I; ¢) Dde |;
d) Bam H I, e) Msp |; f) Alu |; g) Pvu il; h) EcoR I, i) Sma |,
j) Bgl li. Lambda digerido con Hind lil y pBR322 digerido con
Taq | se usaron como marcadores de pesos moleculares.
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con Pvu li se repite con otras especies de Ctenomys, se dirigieron exhaustivamente con esta
enzima otras seis especies de Ctenomys. Los resuitados se muestran en la figura 4. El patrén de
bandas producido con Pvu I, tipico de C. porteousi (fig. 4, carril f) esta presente también en C.
azarae, C. australis y C. mendocinus (fig. 4, carriles d, e y g); en cambio, no esta presente en
C. cf. perrensi (2n=54), C. opimus y C. occuitus (fig. 4, carriles a, b y ¢). La ausencia de bandas

en la digestién con Pvu Il en estas ultimas especies podria deberse a que la secuencia esta ausente
0 en muy bajas proporciones.

5.2. Clonado de la secuencia repetida Pvu Il de Ctenomys

La banda de 340 pb correspondiente a fa digestion con Pvu Il del ADN de Ctenomys porteousi
se electroeluyd del gel y se ligd al vector pUC 18 abierto en el sitio Sma |. Con la mezcla de
ligacién se transformaron células de E. coli DH5-alfa. Se extrajeron los plasmidos de 14 colonias
blancas y se analizaron en electroforesis en geles de agarosa (ver fig. 5A). Los plasmidos de los
carriles 1, 4, 6, 7, 9, 11 y 12 son recombinantes y su peso molecular es compatible con un inserto
de 340 pb. La digestién de estos plasmidos recombinantes con EcoR | y Hind Ill, enzimas que
tienen sitios de reconocimiento en el polilinker de pUC 18, confirmd que la secuencia clonada es
de aproximadamente 340 pb (fig. 5B). En adelante se trabajé con el plasmido de cion 6, al que

se denomind pSRPC (plasmido que contiene la secuencia repetida Pvu Il de Ctenomys).

Para confirmar el clonado de la secuencia buscada se utilizé el pSRPC como sonda en ex-
perimentos de Southern-blot donde se analizé el ADN de C. porteousi digerido con varias enzimas
de restriccion (fig. 6). El patréon de restriccion de SRPC con las cuatro enzimas empleadas es
diferente. Mientras que el patréon con Pvu il muestra la sefial mas intensa en la banda de 340 pb,
decreciendo la intensidad en las bandas mdltiplos, los patrones de Hae Ill, Hinc Il y EcoR | son
diferentes. En estos casos el mondmero no esta presente o lo esta en muy pequefas proporciones
y las especies mas abundantes son trimeros, tetrameros, pentameros y hexameros. Ademas con
estas tres enzimas se observaron fragmentos de alto peso molecular, que no estan presentes en
el carril correspondiente a Pvu Ii.

La diferencia en los patrones de restriccion de estas enzimas se debe a la distinta proporcion
de mondmeros que contienen secuencias de reconocimiento para cada una de ellas. La enzima

Pvu il posee secuencias de reconocimiento en la mayoria de monémeros que componen la totalidad
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Ficura 4. Secuencias repetidas Pvu Il en otras especies de
Ctenomys. Electroforesis en agarosa 1,2 % de ADNs de varias
especies de Ctenomys digeridos con Pvu ll. Las especies son
las siguientes: a) C. cf. perrensl (2n=54); b) C. opimus; c) C.
occultus; d) C. azarae; e) C. australis; f) C. porteousl, y
g) C. mendocinus. pBR322 digerido con Hinf | se us6 como
marcador de peso molecular.
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Ficura 5. Clonado de la SRPC. A: Electroforesis en agarosa 1 %
de los plasmidos de 14 colonias blancas. El plasmido del carril 15
proviene de una colonia azul, es decir, su tamafio molecular corres-
ponde a pUC sin inserto. El plasmido del carril 5 es deletante. El
carril 14 corresponde a una contaminacién con una colonia azul.
B: Electroforesis en agarosa 1,2 % de los plasmidos de los carriles
1,4,6,7,9 11y 12 digeridos conjuntamente con EcoR | y Hind lll.
Las bandas de 340 y 680 pb resultantes de la digestion del ADN de
C. porteousi con Pvu |l se utilizaron como marcadores de pesos
moleculares. La banda correspondiente al inserto tiene un tamano
algo mayor de 340 pb porque incluye 50 pb del polilinker de pUC.

50



5. RESULTADOS

3 2 %3

= £ O & Kbp
163
—0.50
_0.39
—0.34

Ficura 6. Patrones de restriccién Hae lll, Hinc Il, EcoR | y
Pvu Il de la SRPC en C. porteousi. Southern-blot conteniendo
ADN de C. porteous! digerido con Hae ill, Hinc ll, ECoR | y
Pvu ll. pSRPC se marcé con UTP-biotinilado y se hibridd en
condiciones de alta exigencia de identidad. pBR322 digerido
con Hinf | se usé como marcador de peso molecular.
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del satélite y al patrén de restriccion resultante se lo denomina de tipo A. Las enzimas Hae lii, Hinc
Il y EcoR | tienen secuencias de reconocimiento en una limitada proporcién de mondmeros y los
perfiles de restricciéon resultantes se denominan de tipo B. Esta denominacion de patrones de tipo

A y B fue originalmente introducida por Horz y Zachau (1977).

En la figura 7 se muestran los patrones de Southern-blot resultantes de la digestion del ADN
de C. porteousi con otras enzimas de restricciéon. Las enzimas Hae Ill, Hinf | y Msp | muestran un
patron de tipo B. En el carril correspondiente a Dde | no se detecta sefal. Esto indica que esta
enzima debe tener sitios multiples de corte dentro del mondémero de la SRPC, por lo que los
fragmentos resultantes de la digestion serian de muy bajo peso molecular y la mayoria migraria
mas alla del frente de corrida. La abundancia de sitios Dde | se confirmé posteriormente al secuenciar
el monémero de la SRPC (ver fig. 17).

Es interesante comparar los patrones Alu | y Pvu Il de la figura 7. La senal en el carril corres-
pondiente a Alu | esta concentrada casi exclusivamente en el monémero. En cambio, en Pvu il la
senal esta no sélo en el mon6émero, sino también en muitimeros de mayor tamano. Esto se debe
a que es mas probable la desaparicién de un sitio Pvu il por mutacién puntual que la desaparicion
de un sitio Alu |, ya que la secuencia de reconocimiento de la primera enzima tiene seis nucleétidos,
mientras que la de la segunda tiene cuatro.

5.3. La SRPC en ADNs homélogos y heterélogos

Algunas secuencias repetidas de eucariotas estan distribuidas entre especies alejadas filoge-
néticamente (Fanning 1987); otras, en cambio, son especificas de especie o de grupos de especies
muy relacionadas. Para saber a cual de estos dos tipos pertenece la SRPC, se ensayaron ADNs
heter6logos y homoélogos en experimentos de hibridacion en condiciones de baja y aita exigencia
de identidad, respectivamente. Los resultados se muestran en la figura 8. La figura BA muestra
que SRPC no esta presente en roedores ‘marsupiales como Thylamys venustus, Lutreolina crassl-

caudata o Lestodelphys halli, ni en los genomas humanos o de pollo.

En cambio, cuando se hibridé pSRPC en condiciones de alta exigencia de identidad con el
ADN de especies de Ctenomys (fig. 8B), se encontr6 senal en todos los casos, excepto en C.
oplmus, caso que serd analizado en detalle mas adelante (ver 5.7).
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Ficura 7. Otros patrones de restricciéon de la SRPC en C.
porteousl. Southern-blot conteniendo ADN de C. porteousl di-
gerido con Pvu ll, Alu I, Msp |, BamH |, Dde |, Hinf | y Hae Il
e hibridado con pSRPC en condiciones de alta exigencia de
identidad. pBR322 digerido con Hinf | se utiliz6 como marcador

de peso molecular. E! ADN del carril correspondiente a BamH |
esta degradado.
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e C.porteousi >. opimus
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Thylamys " ¢, C.(Corrientes)
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. ® PpRPCS pRECS

4 C.porteousi

Ficura 8. SRPC en ADNs heter6logos y homélogos. Hibridacion en dots de
la SRPC con ADNs heterdlogos (A) y homélogos (B). Las hibridaciones en A
y en B se realizaron, respectivamente, en condiciones de baja y alta exigencia
de identidad. La sonda pSRPC se marcé con UTP biotinilado. En todos los
casos se sembraron 150 ng de ADN, excepto en el control positivo (pSRPC =
pRPCS), en el que se sembraron 150 pg en A y 300 pg en B. Adenovirus se
incluyé como control negativo. C. (Corrientes) = C. cf. perrensl (2n=54).
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Es interesante notar que se detecté senal en C. cf. perrensi (2n=54), aunque de menor
intensidad que en las otras especies. La digestion del ADN de esta especie con Pvu Il no habia

evidenciado patrén de bandas por tincidon con bromuro de etidio (fig. 4, carril a).

5.4. La SRPC esta presente en varias especies de Ctenomys

El pSRPC se utiliz6 como sonda en experimentos de Southern-blot conteniendo ADN digerido
con Pvu |l de varias especies de Ctenomys (fig. 9). La hibridacién se lievé a cabo en condiciones
en las que secuencias con una identidad del 95 % 0 mas es esperable que generen senal. Se
detectd sefal en todos los carriles que contienen ADN de Ctenomys, excepto en el que contiene
ADN de C. opimus, lo que confirma los resultados del experimento de la figura 8B. La SRPC no
da reaccion cruzada con el ADN de Mus musculus ni con el de Calomys musculinus. Tampoco
se detect6 sefial en estas especies cuando se repitié la hibridacion en condiciones mas relajadas,
en las que hibridan secuencias con una identidad mayor al 60 %. Excepto en el caso de C. opimus
(ver 5.7), en estas condiciones no hubo variacion en los patrones de restriccion de las especies

de Ctenomys, respecto a la hibridacién en condiciones de alta exigencia de identidad.

Aunque la cantidad total de SRPC varia con la especie, el patréon de restriccion Pvu Il es en
todos los casos de tipo A. Dejando de lado el caso de C. opimus, este experimento muestra que
la amplificacion de la SRPC ocurrié antes que las especies divergieran. E] monomero de la SRPC
permanecié conservado durante el proceso de amplificacién, dado que las condiciones de hibri-

dacion utilizadas en este ensayo son de alta exigencia de identidad.

Estos hechos sugieren que el proceso de amplificacion del mondmero y el de divergencia de

las especies con un patrén Pvu Il de tipo A son relativamente recientes en términos evolutivos.

Por otro lado, las cantidades de SRPC varian de acuerdo con la especie, lo que sugiere que
la amplificacién ocurri6é a distintas velocidades en los distintos linajes. Una explicacion aiternativa
a esta ultima es que en algunos linajes el satélite sufrid deleciones importantes. Esto parece mucho
menos probable, dado que aun en especies con distinta cantidad total de SRPC, la cantidad de
mondémero es comparable (comparar en fig. 9 carriles fy | 0 g y j), por lo cual habria que postular

que se delecionaron preferencialmente monémeros sin sitios Pvu Il, lo que parece ser altamente
improbable.
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Fisura 9. La SRPC esta presente’en varias especies de Ctenomys. Southern-blot
conteniendo ADNs de varias especies de Ctenomys, Mus muscuius y Calomys
musculinus digeridos con Pvu ll. pSRPC se hibridé en condiciones en que secuen-
cias con una identidad mayor del 95 % generen senal. Las especies son las si-
guientes: a) Mus musculus, b) C. occultus, c) C. opimus, d) C. tuconax, e) C.
talarum, f) C. latro, g) C. azarae, h) C. australis, i) C. porteousl, j) C. mendocinus,
k) C. cf. perrensl (2n=54), |) C. argentinus, m) C. cf. perrensl (2n=58) y n) Calomys
musculinus. pBR322 digerido con Hinf | se utiliz6 como marcador de peso molecular.
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5.5. Patrones de restriccion de la SRPC en varias especies de Ctenomys

El andlisis de Southern-blot de ADN de varias especies de Ctenomys digeridos con Pvu I
mostré que todas las especies, a excepcién de C. opimus, poseen un patrén del tipo A (fig. 9).
Para conocer los patrones de restriccion de otras enzimas se digirieron ADNs de varias especies
de Ctenomys con Msp |, Hae lil y EcoR | y se hibridaron en condiciones de alta exigencia de
identidad usando como sonda pSRPC (fig. 10). Idénticos patrones se obtuvieron cuando la hibri-
dacién se repitié6 en condiciones de baja exigencia de identidad, excepto en el caso de C. opimus
(ver 5.7). Como en el caso del experimento de la figura 9, hay diferencias interespecificas en la
cantidad total de SRPC. Los patrones muestran ademas diferencias interespecificas en la proporcion
de mondémeros con sitios de restriccion para cada una de las enzimas. Un caso extremo es C.
occultus, cuya SRPC posee escasos mondmeros con secuencias de reconocimiento para las en-
zimas empleadas, acumulandose mayoritariamente la sefal en fragmentos de alto peso molecular
(fig. 10, carriles a). En otros casos se observan patrones de tipo B, que en algunos casos muestran
diferencias interespecificas en la proporcién de mondémeros con sitios de reconocimiento para una
determinada enzima. Por ejemplo, en la digestidn con Msp |, en C. tuconax (fig. 10, carril d) la
senal es intensa en la posicidn correspondiente a mondmero; en cambio, en C. australls y C.
porteousl (fig. 10, carriles f y h, respectivamente) la sefal en la posicién correspondiente a mond-
meros es muy débil y la sefial mas intensa aparece en dimeros.

Estas diferencias interespecificas no parecen ser el resultado de diferencias importantes en
la secuencia misma, dado que la hibridacién se realizé en condiciones en las que secuencias con
una identidad menor al 95 % no pueden generar sefal. Estas diferencias se explican considerando

que monoémeros con unos pocos cambios en la secuencia se encuentran en proporcion variable
en las distintas especies.

Diferencias cualitativas en los patrones de restriccion de una secuencia satélite, asi como
diferencias cuantitativas de dicha secuencia en especies relacionadas, fueron descriptas en otros

casos (Arnason 1982, Arnason et al. 1984, Widegren et al 1985, Bogenberger et al. 1987, Arnason
et al. 1988, Dod et al. 1989).

Las diferencias observadas refuerzan la idea de que en los distintos linajes el proceso de
amplificacién ocurre a través de un mecanismo capaz de generar diferencias cualitativas (por ejemplo
en los patrones de restriccién), sin que ello implique alteracién importante en la secuencia mono-
mérica. Es decir, las diferencias en los patrones de restriccion en las distintas especies sugieren
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Ficura 10. Patrones de restriccién Msp I, Hae lll y EcoR | de la SRPC en varias especies de
Ctenomys. Southern-blot conteniendo ADNs de varias especies de Ctenomys digeridos con Msp |,
Hae Il y EcoR |. pSRPC se hibridd en condiciones de alta exigencia de identidad. Las especies
son las siguientes: a) C. occuitus, b) C. opimus, ¢) C. talarum , d) C. tuconax, e) C. latro, f) C.

australls, g) C. cf. perrensi (2n=58) y h) C. porteousl. pBR322 digerido con Hinf | se usé como
marcador de peso moiecular.
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que existe un mecanismo por el cual monémeros con escasos cambios en su secuencia (por

ejemplo en un sitio de restriccién) se amplifican azarosamente en un determinado linaje y no en
otro.

5.6. Diferencias cuantitativas y cualitativas de la SRPC en diez especies
de Ctenomys

El grado de amplificacion de una secuencia satélite, asi como la periodicidad de la organizacion
de la totalidad de las secuencias que lo componen, puede dar pistas importantes sobre la evolucion

de la secuencia misma, asi como sobre las relaciones de parentesco entre especies cercanas.

Como se mostrd en la seccién 5.5, la SRPC presenta diferencias interespecificas tanto en las
cantidades relativas como en los patrones de restriccion.

Con el objeto de estudiar en detalle estas diferencias se realizaron experimentos de dot-blot
para cuantificar la SRPC y de Southern-blot para analizar las diferencias cualitativas en un grupo

de diez especies de Ctenomys y se compararon los resultados de ambos anélisis.

5.6.1. Diferencias cuantitativas

Se sembraron 1000, 100 y 10 ng de ADN de diez especies de Ctenomys en puntos (dot-blot)
sobre membranas de nylon y se hibridaron en condiciones de alta exigencia de identidad con
PSRPC (fig. 11). Las especies se agruparon de acuerdo con su contenido de SRPC en alto, bajo
y nulo (ver Tabla l), con un criterio relativamente arbitrario, pero operativo, como se vera mas
adelante. En las condiciones en las que se realiz6 la hibridacién, Ia unica especie que no da senal
positiva es C. opimus. El grupo con bajo contenido en SRPC esta compuesto por las especies C.
cf. perrensl, C. tuconax y C. occultus. El grupo con alto contenido en SRPC esta compuesto por

las especies C. porteousl, C. australlis, C. azarae, C. mendocinus, C. talarum y C. Iatro.

Para analizar si las especies agrupadas en la tabla Il se relacionan no sédlo por la cantidad
de SRPC, sino también por las periodicidades en los patrones de restriccion, se realizaron ensayos

de Southern-blot con estas mismas especies, utilizando varias enzimas de restriccion.
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Ficunra 11. Diferencias cuantitativas de la SRPC en diez especies de Ctenomys.
Hibridacién en dots de ADNs de especies de Ctenomys con pSRPC en condi-
ciones de alta exigencia de identidad. En las posiciones correspondientes a las
distintas especies de Ctenomys, se sembraron 1000, 100 y 10 ng de ADN. Las
especies se agruparon de acuerdo con su contenido aito, bajo o nulo de SRPC.
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Tasa ll. Grupos de especies de Ctenomys de acuerdo con su contenido
en SRPC. La cantidad de SRPC se estimé a partir de la hibridacién en
dot-blot en condiciones de alta exigencia de identidad (ver fig. 11)

ALTO BAJO NULO
C. porteousi C. cf. perrensl| C. opimus
C. mendocinus C. tuconax
C. azarae C. occultus
C. australis
C. talarum
C. latro*

* El contenido de SRPC de C. latro es en realidad intermedio entre el de las
especies de los grupos alto y bajo.
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5.6.2. Diferencias cualitativas

Para analizar las diferencias en las periodicidades de restriccion de SRPC en las diez especies
ensayadas en el experimento anterior, se digirieron los ADNs con EcoR |, Pst |, Hinf | y Ava il y se

los hibridd en un ensayo de Southern-blot con pSRPC, en condiciones de alta exigencia de identidad
(fig. 12).

Los patrones de restriccion de C. porteous!, C. azarae, C. australis, C. mendocinus y C.
talarum resultaron ser idénticos para las cuatro enzimas. Todos los patrones son del tipo B, co-

menzando la senal en dimeros a multimeros de mayor tamario.

Los patrones de restriccién de C. latro son también muy semejantes a estos ultimos, aunque

en esta especie la sefal visible comienza en trimeros o tetrameros.

Este grupo de especies es el mismo que resultd incluido en la categoria de alto contenido

en SRPC, de acuerdo con el experimento de dot-blot de la figura 11.

En contraposicién, el grupo de especies con bajo contenido en SRPC, que incluye a las
especies C. cf. perrensl, C. tuconax y C. occultus, presenta patrones de restriccion distintos entre
si. Por ejemplo, en el caso de la restriccién con EcoR |, C. tuconax (fig. 12, carril h) presenta un
patron del tipo B, aunque con sefal desde trimeros a multimeros de mayor tamano. La proporcién
de mondmeros con secuencias de reconocimiento para EcoR | es menor en el caso de C. cf.
perrensi (fig. 12, carril g) y practicamente nula en el caso de C. occultus (fig. 12, carril i). En esta
uitima especie la SRPC no es practicamente digerida por EcoR |, Pst | ni Ava Il, pero en cambio
la digestion con Hinf | da un patrén del tipo B (fig. 12, carril i). Por ende, tanto los ensayos cuantitativos
como los cuantitativos senalan la existencia de una relaciéon cercana entre C. porteousl, C. azarae,
C. australls, C. mendocinus y C. talarum. Existe también relacién, pero en menor grado, entre
dicho grupo de especies y C. latro.

5.6.3. Distribucién geogréfica de las especies estudiadas

Existen en Ctenomys dos tipos basicos de morfologia de espermio, simétrico y asimeétrico.

Las especies pueden agruparse en dos grupos, segun posean uno u otro tipo de espermio (Feito

y Gallardo 1982). El espermio asimétrico es similar en morfologia al de otros roedores caviomorfos,
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Ficura 12. Diferencias interespecificas en los patrones de restriccién de la SRPC en diez es-
pecies de Ctenomys. Southern-blot conteniendo ADNs de varias especies de Ctenomys digeridas
con EcoR |, Pst |, Hinf | y Ava il e hibridados con pSRPC en condiciones de alta exigencia de iden-
tidad. Las especies son las siguientes: a) C. mendoclnus, b) C. porteousl, c) C. australis, d) C.

talarum, e) C. azarae, f) C. latro, g) C. cf. perrensi (2n=54), h) C. tuconax e i) C. occuitus.
pBR322 digerido con Hinf | se utiliz6 como marcador de peso molecular.
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en particular a los de Octodontidae, y ha sido considerado el tipo ancestral (Vitullo et al. 1988).
Varios autores (Feito y Gallardo 1982, Vitullo et al. 1988) han observado que las especies con
espermio simétrico se distribuyen al norte de las de espermio asimétrico, aunque con alguna ex-

cepcion. El limite entre un grupo de especies y otro estd aproximadamente a los 30° de latitud sur.

Una correlacién analoga a la de morfologia espermatica y distribucion geografica existe respecto
a este uitimo parametro y la cantidad y calidad de SRPC.

La figura 13 muestra la distribucién geogréfica de las diez especies analizadas en experimentos
de dot-blot y Southern-blot. Todas las especies con alto contenido en SRPC e iguales patrones de
restriccion (Tabla Il y fig. 12), con excepcidon de C. latro, estan distribuidas al sur de los 30° de
latitud sur. Al norte de esta latitud estan distribuidas las especies del grupo con bajo contenido
en SRPC, asi como también C. opimus. La correlacion entre cantidad y calidad de SRPC y distri-

bucién de las especies sera discutida en referencia a las relaciones filéticas dentro de Ctenomys
(ver Discusion).

5.7. Secuencias relacionadas con SRPC en C. opimus

Los experimentos de las figuras 8, 9, 10 y 11 muestran que en condiciones de alta exigencia
de identidad no es posible detectar secuencias relacionadas a SRPC en C. opimus. Dentro del
grupo de especies de Ctenomys analizadas, C. oplmus es la Gnica que presenta esta particularidad.
Para investigar la posibilidad de que secuencias mas lejanamente relacionadas a SRPC estuvieran
presentes en esta especie, se hibridd ADN de C. opimus digerido con Pvu Il con pSRPC en con-

diciones en las que identidades mayores del 60 % generan sefial positiva (fig. 14).

En estas condiciones fue posible detectar secuencias relacionadas con SRPC en C. oplmus.
El patrén Pvu Il en este caso es muy distinto del de C. porteousl. La senal en la posicién corres-
pondiente a los mondémeros es muy baja o inexistente, casi no existen hexameros ni oligémeros
de mayor tamano. Dimeros, trimeros, tetrAmeros y pentdmeros son las especies moleculares pre-
sentes en cantidades significativas. Ademas, la disminuciéon de la sefal a medida que aumenta el

tamano del multimero no es regular como en el caso de C. porteousl.

La divergencia y escasa cantidad de SRPC en C. opimus respecto al resto de las especies
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Ficura 13. Distribucién geogréfica de las especies analizadas. El area sombreada
senala la distribucién de la subfamilia Ctenomyinae segun Mares y Ojeda (1982).
®, @ y 0 indican alto, bajo y nuio contenido en SRPC, respectivamente, de acuerdo
con la hibridacién en dots realizada en condiciones de alta exigencia de identidad
(ver fig. 11 y tabla ll). Entre paréntesis se incluye el tipo de espermio y el numero
cromosémico. S = espermio simétrico; A = espermio asimétrico.
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Ficunra 14. Secuencias relacionadas a la SRPC en Ctenomys
opimus. Southern-blot conteniendo ADN de C. porteousl (carril
a) y de C. opimus (carriles b, dos individuos), digeridos con
Pvu Il e hibridados con pSRPC. La hibridacién se llevo a cabo
en condiciones de baja exigencia de identidad. pBR322 digerido
con Hinf | se utiliz6 como marcador de peso molecular.
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de Ctenomys analizadas sugiere que esta especie esta lejanamente relacionada con el resto de
las especies analizadas (ver Discusién).

5.8. Secuencias relacionadas con la SRPC en Octodontoidea

Ctenomys es el Unico género viviente de la subfamilia Ctenomyinae y se caracteriza por
poseer adaptaciones a la vida subterranea y herbivora (ver 1.1.4). Los miembros de la subfamilia
hermana Octodontinae son roedores de habitos mas generalizados, la misma incluye especies
habitantes de la superficie como Octodontomys gliroldes, o de madrigueras como Octodon degus.

Ambas subfamilias estan incluidas en la familia Octodontidae. Una familia hermana de esta ultima
es la familia Echimyidae (ver 3.1.1).

Reig (1986) sugirié que los echimidos poseen caracteristicas fenotipicas proximas a las de la
cepa del stock ancestral del infraorden Caviomorpha. Varios autores (Elilerman 1940, Pascual et al.

1965, Reig et al. 1990) concuerdan a su vez en senalar que los octodontinos son un grupo muy
proximo a los ctenominos.

El estudio de las secuencias relacionadas a la SRPC en estos grupos puede a su vez aportar

datos que permitan analizar con otra metodologia las hip6tesis basadas en datos paleontolégicos.

Con el propoésito de estudiar la presencia de secuencias relacionadas a SRPC en Octodontidae
y Echimyidae se realizaron experimentos de hibridacion en puntos con ADNs de especies de ambas
familias (fig. 15). Las especies Octodontomys gliroldes y Octodon degus pertenecen a la familia
Octodontidae y la especie Proechimys guairae a la familia Echimyidae. El experimento se realizo
en condiciones en las que secuencias con una identidad mayor o igual al 60 % generen senal
positiva. Cuando la hibridacién se realiz6 en condiciones de mayor exigencia de identidad (95 %
0 mas), no se detectd senal significativa en ningun caso.

De acuerdo con este experimento, secuencias relacionadas con SRPC no estan presentes en

Proechimys, pero si en Octodon y Octodontomys. En Octodon dichas secuencias son unas diez
veces mas abundantes que en Octodontomys.

La ausencia de secuencias relacionadas a SRPC en Proechlmys sugiere que éstas se originaron
después de la divergencia de este clado y antes de la divergencia de los octodontinos. Una ex-

plicacion alternativa a ésta es que las secuencias relacionadas a la SRPC estaban presentes en
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Octodontomys
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Proechimys
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Ficura 15. Secuencias relacionadas con la SRPC en octo-
dontinos y echimidos. Hibridacion en dots de 1000, 100y 10 ng
de ADNs de Octodontomys giiroldes, Octodon degus (dos in-
dividuos), Proechimys guairae y de salmén (como control ne-
gativo), con pSRPC en condiciones de baja exigencia de iden-

tidad. 1000, 100 y 10 pg de ADN de pSRPC se incluyeron como
controles positivos.
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el ancestro comun a estos dos grupos y que luego de la divergencia de los echimidos existié una
delecion total de la secuencia en esta ultima rama. Esta ultima explicacién es menos parsimoniosa
que la anterior, por lo cual considero que la ausencia de secuencias relacionadas a la SRPC en
Proechimys esta de acuerdo con lo postulado desde el 4mbito de la paleontologia sobre la temprana
divergencia de este grupo del stock ancestral. Sin embargo, seria importante analizar mayor numero
de especies de ambas familias y de familias relacionadas.

Para estudiar mas detalladamente las secuencias relacionadas a SRPC en Octodontomys
gliroides y Octodon degus, se digirieron ADNs de ambas especies con Pvu |l y se los hibridé con
pSRPC en condiciones de alta y baja exigencia de identidad (fig. 16). En condiciones de hibridacion

de alta exigencia de identidad ninguna de las especies produce una senal significativa.

El patrén Pvu Il de estas dos especies es del tipo B, a diferencia de las especies de Ctenomys

(con excepcion de C. opimus), donde los patrones con esta enzima son tipicamente del tipo A.

De la comparacion de los patrones Pvu Il en O. gliroides y O. degus surge que si bien ambos
son similares desde mondmero hasta heptamero u octamero, en la primera especie no hay senal
en multimeros de mayor tamano, mientras que en la segunda hay acumulacién de senal en frag-
mentos de alto peso molecular. A estas secuencias que aparecen en una especie y no en otra

se debe la diferencia en masa de la secuencia total encontrada en el experimento de dot-blot
(fig. 15).

Estos resultados sugieren que en el ancestro comun de estas dos especies el patrén Pvu |
basico observado en Octodontomys gliroides ya estaba presente y que luego de la divergencia
se produjo en Octodon degus una amplificacion muy significativa de secuencias relacionadas con
SRPC en las cuales el sitio Pvu Il estaba ausente. Al igual que en el caso de los patrones Pvu |
en las distintas especies de Ctenomys, estos resultados senalan que la velocidad de amplificacion
de SRPC o secuencias relacionadas puede variar significativamente en distintos linajes.

5.9. Secuencia nucleotidica de la SRPC

El conocimiento de la secuencia nucleotidica de un satélite puede brindar informacion impor-

tante sobre su origen y mecanismo de amplificacion. Con este propdsito se determind la secuencia
nucleotidica de la SRPC.
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Ficura 16. Comparacién de secuencias relacionadas a la
SRPC en Octodontomys gliroldes y Octodon degus. Southern-
blot de ADNs de Octodontomys gliroldes (a) y Octodon degus
(by y b,, dos individuos) digeridos con Pvu Il e hibridados en
condiciones de baja (A) y alta (B) exigencia de identidad con

pSRPC. pBR322 digerido con Hinf | se utiliz6 como marcador
de peso molecular.
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El inserto del pSRPC se extrajo del vector pUC 18 por digestién conjunta con EcoR | y Hind
lll. El inserto se electroeluyd, se reclond en M13mp18 y M13mp19 y se secuenciaron ambas cadenas
mediante el método de Sanger (Sanger et al. 1977). La figura 17 muestra la secuencia obtenida.
El mondmero tiene 337 pb y su composicion en C+G es aproximadamente del 42 %.

En la figura 17 estan indicadas las secuencias de reconocimiento de las enzimas de restriccion
utilizadas en este trabajo. De acuerdo con lo estadisticamente esperable, no hay en el monémero
clonado sitios de reconocimiento para aquellas enzimas cuyo patréon de restriccion es del tipo B:
Ava ll, EcoR |, Msp |, Hae Ill, Hinc Il y Pst I. Hinf | es una excepcion, dado que tiene una secuencia
de reconocimiento en el monémero y patrén de tipo B, lo cual indica que por azar el mondémero
secuenciado tiene sitio de reconocimiento para dicha enzima, aunque de acuerdo con el patrén
de tipo B no es probable que una alta proporcién de monémeros lo contengan. La enzima Dde |
tiene cuatro sitios de restriccion en la SRPC. Los productos de digestion con esta enzima rinden
fragmentos de 144, 70, 47, 38 y 9 pb, es decir, de muy bajo peso molecular. Esta es la razén por
la cual no se detecta senal en el carril correspondiente a esta enzima en el experimento de South-
ern-blot de la figura 7.

Cuando se hibrid6 el ADN de C. porteousi digerido con varias enzimas de restriccién con
pSRPC (fig. 6) se evidenciaron diferencias en los patrones de cada una de las enzimas utilizadas.
Como se sefial6, estas diferencias se deben a una distinta proporcién de monémeros que componen
la secuencia total que contienen sitios de restriccion para cada una de estas enzimas. Es interesante
senalar que cuando se analizaron las subsecuencias de la SRPC que mediante la sustitucién de
un solo nucleétido pueden dar origen a una secuencia de restricciéon (a las que se denominé sitio
potencial de restriccién), se encontr6 una buena correlacién entre e! nimero de este tipo de sitios
para cada una de las enzimas analizadas y sus patrones de restriccién. Por ejemplo, la enzima
Hae Iil, que tiene una mayor proporciéon de mondmeros con secuencias de reconocimiento respecto
a EcoR | y Hinc Il (fig. 6), tiene cinco sitios potenciales de restriccién en el mondémero. Estos sitios
potenciales estan en las posiciones 4, 136, 179, 269 y 304. La enzima EcoR |, que tiene una
proporcion intermedia de mondémeros con secuencias de reconocimiento, tiene dos sitios potenciales
en las posiciones 54 y 238. La enzima Hinc Il, que presenta menor proporciéon de monémeros con

sitios de reconocimiento, tiene un solo sitio potencial en la posicién 33.

Dado que una Unica mutaciéon puntual en el sitio potencial origina el sitio de restriccion para

una enzima dada, cuanto mayor sea el numero de los primeros, mayor sera fa probabilidad de
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5. RESULTADOS

aparicion de los segundos y, por lo tanto, mayor serd la probabilidad de que el monémero que
los contenga sea amplificado (ver Discusién).

5.9.1. Ausencia de repeticiones internas en la SRPC

El principal ADN satélite de raton (Mus musculus) tiene 234 pb y esta organizado como una
unidad compuesta por un conjunto jerarquico de subsecuencias de longitud decreciente, que puede
reducirse a una unidad basica de 9 pb (Southern 1975 a y b). Se ha postulado que ésta es la
unidad que originalmente se amplificé y que la secuencia de 234 pb es el resultado de esta am-
plificacion y de algunas mutaciones puntuales e inserciones que ocurrieron durante la misma. Para
saber si SRPC pudo haberse originado en forma similar, se buscaron en el monémero de la SRPC
subsecuencias que se repitieran internamente de tal manera que pudieran haber sido la unidad
basica a partir de la cual se originé el monémero. Se utiliz6 el programa “DNA Inspector II” y se
analizaron todas las subsecuencias posibles de la SRPC de 4, 5, 7 y 9 nucle6tidos. E! programa
“recorre” la secuencia total con cada una de las subsecuencias buscando identidades. En la figura
18 se muestra el resultado de la busqueda con secuencias de cuatro nucleétidos, que indica que

no hay repeticiones internas importantes. Resultados similares se obtuvieron con las restantes
subsecuencias.

De acuerdo con estos resultados, SRPC no parece haberse originado por sucesivas amplifi-
caciones de una subsecuencia, como parece ser el caso para otros satélites (Southern 1975a y
b, Dennis et al. 1980, Prosser et al. 1986). Por lo tanto, es probable que la protosecuencia que

originé a SRPC fuera similar en tamafo al monémero de 337 pb.

5.9.2. Metilacion y abundancia de dinucleétidos CG en la SRPC

Algunos satélites son particularmente ricos en poliCA de dos o unos cuantos pares de bases,
intercalados o no con secuencias de otro tipo (Epplen et al. 1983, Jean y Hayward 1983). La
abundancia en CA ha sido explicada por la ocurrencia de la conversién del duplete CG en CA y
la eventual expansion de estos ultimos por “replicaciéon con deslizamiento” (slipped-strand mispairing
o replication slippage) (Levinson y Gutman 1987). La conversiéon de dupletes CG en CA tiene lugar

porque los nucledtidos C metilados pueden sufrir desaminacién (Raizin y Riggs 1980), causando
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Ficura 18. Andlisis de las repeticiones internas de la SRPC. Se
utiliz6 el programa DNA Inspector Il para buscar subsecuencias
de cuatro nucleétidos del mondémero de SRPC que se repitieran
internamente. DNA, y DNA,, que figuran en los ejes de ordenadas
y abscisas, respectivamente, simbolizan la secuencia nucleotidica
del mondmero de SRPC. El programa toma todas las subsecuen-
cias posibles de cuatro nucledétidos y “recorre” nucleétido por nu-
cledtido la secuencia total buscando identidades. Cada punto in-
dica identidad. La linea de puntos indica la identidad del mono-
mero consigo mismo.
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la transformacién de C en T. Dado que el 90 % de los residuos C metilados ocurren en dupletes

5' CG 3’ (Raizin y Riggs 1980), este proceso tiende a aumentar la abundancia de 5§’ TG 3’ junto
con su complementario 5’ CA 3'.

Para saber si este proceso de enriquecimiento en el duplete CA estaria ocurriendo en la SRPC,

se analizaron dos parametros: la abundancia de los dupletes CG, TG y CA y el grado de metilacion
del duplete CG.

Para analizar el grado de metilacién de los dupletes CG se digiri6 exhaustivamente el ADN
de una de las especies que tiene alto contenido en la SRPC, C. australis, con los isoesquizomeros
Msp | y Hpa ll. Ambos reconocen la secuencia 5° CCGG 3’, pero Hpa Il no corta si la segunda C
esta metilada. E! resultado se muestra en la figura 19. En comparaciéon con Msp |, Hpa |l digiere
sdlo parcialmente SRPC, es decir, la secuencia esta parcialmente metilada.

En la Tabla Il se indican los valores observados y esperados de dinucleétidos CG, TG y CA.
La frecuencia de CG observada es menor que la esperada por azar, mientras que la frecuencia
de TG y CA observadas son mayores que las esperadas por azar. Tomados en conjunto, los
resultados de metilaciéon de CG y proporcién de dinucledtidos CG, TG y CA sugieren que existe
una tendencia a la desaminacién de los residuos C metilados en SRPC.

5.9.3. Subsecuencias significativas de la SRPC

Para verificar si la SRPC poseia identidad significativa con alguna subsecuencia previamente
descripta, se realizé una busqueda utilizando una computadora, un banco de datos (Gen Bank) y
el programa de IBl para analizar relaciones de identidad. No se encontré identidad con otras se-
cuencias de su tipo; es decir, la SRPC es un satélite nuevo. Sin embargo, este andlisis revel6 que
existe una identidad del 70 % entre una subsecuencia de la SRPC que abarca la zona comprendida
entre los nucle6tidos 226 y 289 y una porcion correspondiente al extremo 3’ del dominio U3 del

LTR (long terminal repeat) del retrovirus RSV (Rous sarcoma virus), como se muestra a continuacion:

LTR-RSV
L- CagACAggTCTGAcaTGGaTTGGAACCAcTGaat tcCgCATT_GCagAgATatTGTATTTTGC

|—~ CtcACACtTCTGAat TGGt TTGGAACCAcTGtgacaCaCATTaGCcaAaATgcTGTATTTTGC
SRPC
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Ficura 19. Metilacién de la SRPC. Southern-blot conteniendo
ADN de C. australis digerido con los isoesquizémeros Msp | y
Hpa Il e hibridado con pSRPC en condiciones de alta exigencia
de identidad. pBR322 digerido con Hinf | se utiliz6 como mar-
cador de peso molecular.
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Taswa Ill. Frecuencias de nucleétidos y dinucleétidos en la SRPC

NUCLEOTIDOS DINUCLEOTIDOS
Observado Esperado*
Frecuencias Frecuenci;;
A 104 (0,3086) CG 2 (0,0060) 0,0421
c 81 (0,2403) TG 23 (0,0682) 0,0483
G 59 (0,1751) CA 31 (0,0920) 0,0741
T 93 (0,2760)

* El valor esperado se calculé como el producto de las frecuencias ob-

servadas de cada nucleétido del par/100.
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Esta porcién del LTR del RSV contiene secuencias relevantes a la replicaciéon y a la transcripcion
de este virus (Fields y Knipe, 1990). Este hecho condujo a realizar un andlisis exhaustivo de las
subsecuencias presentes en la SRPC que pudieran estar involucradas en estos procesos. De este

estudio pudo concluirse que la SRPC tiene los siguientes elementos:

a) Entre el nucledtido 111 y el 131 una secuencia polipurinica AAGGAATGAAAGGGAGAGAAAA.
Este tipo de secuencias estan flanqueando el extremo 5’ del dominio U3 del LTR de los retrovirus
(Varmus 1982) (fig. 20).

b) A continuacién de la secuencia polipurinica se encuentra la secuencia CATGT que constituye
el extremo 5’ del dominio U3 del LTR de los retrovirus (Varmus 1982) (fig. 20).

c) Entre el nucledtido 252 y 256 se encuentra la secuencia CCAAT, presente en numerosos
promotores de genes y también en la regién U3 de varios retrovirus (Fields y Knipe 1990) (fig. 21).
Esta secuencia es sitio de unién de proteinas regulatorias, entre las que se encuentran los productos
de los oncogenes Myc, Jun y Fos y una proteina regulatoria aislada de levaduras, denominada
GC N, (Landschulz et al. 1988). Estas proteinas poseen en comun una serie de grupos leucina
que se alinean en la estructura tridimensional de la proteina para constituir un dominio hidrofébico
que, al intercalarse con otro semejante, constituye una union denominada “cierre relampago” (leucine
Zipper). Esta unién permite que dos subunidades de la proteina que poseen un dominio bésico se

unan al ADN de manera tal que quedan proximas dos secuencias de ADN linealmente separadas.

d) Entre el nucleétido 290 y el 297 se encuentra la secuencia TATATCAG, que presenta una
gran identidad con las secuencias promotoras situadas cerca del extremo 3’ de la region U3 (“TATA
box™) del LTR de los retrovirus (Varmus 1892) (fig. 20).

e) Entre los nucledtidos 163 y 169 y los nucledtidos 241 y 248 se encuentran las secuencias
TGGAAAG y TGGTTTG, las cuales poseen una significativa identidad con la secuencia core
TGG(A\T)(A\T)(A\T)G de numerosos enhancers transcripcionales de genes eucariotas y genomas
virales (Geuzman y Shenk 1983, Norton y Coftin 1987).

f) Entre los nucleétidos 151 y 159 se encuentra la secuencia TGCACTAAG presente también
en la regién U3 del LTR de varios virus oncogénicos (Ryden y Beemon 1989). Estas secuencias

también se unen a las proteinas que poseen “cierres reldmpago”, descriptas mas arriba.

g) Entre los nucleétidos 51 y 56 esta la secuencia AAGAAA, que es muy semejante a la senal
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Ficura 21. Senales de transcripclén en varios retrovirus y sus
contrapartes en la SRPC. U3, R y U5 son dominios de los
LTRs. AVL = virus de leucemia aviar; MLV = virus de leucemia

murina; MMTV = virus de tumor mamario murino.
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de poliadenilacion de eucariotas AATAAA (Proudfoot y Brownle 1974) y a la de varios retrovirus
(Varmus 1982) (figs. 20 y 21).

Todos estos elementos sugieren que la SRPC se originé como consecuencia de la integracion
de un retrovirus, seguida de la delecién de una gran parte de su genoma, o bien de un retrovirus

delecionado.

h) Es interesante sefalar que en la secuencia del mondémero se encuentran las secuencias
5' CAGG 3' y 5’ GAGG 3’ o sus complementarias, que han mostrado promover eventos de recom-
binacién. Estas secuencias estan presentes en los minisatélites aislados por Jeffreys y colaboradores
(1985a) y también se hallan presentes en los "hot spots” recombinacionales del complejo mayor
de histocompatibilidad murino (Steinmetz et al. 1986), y su secuencia esta muy relacionada con la
sefal de recombinacion y de! fago A (Smith et al. 1981). Bogenberger y colaboradores (1987)
encontraron estas mismas secuencias en una familia de ADN satélites en ciervos. La secuencia
5’ CAGG 3’ esta en los nucleétidos 86 y 295 del mondmero, y su complemento 5° CCTG 3’ en
los nucleétidos 73, 138 y 317. La secuencia complementaria de 5 GAGG 3’, 5 CCTC 3', esta en
los nucledtidos 98 y 226 (ver fig. 17).

i) Si bien ain se sabe poco sobre el origen de replicacidn en eucariotas, se han identificado
secuencias denominadas “secuencias de replicacion autonoma” (ARS: autonomous replication se-
quences) que son capaces de amplificarse en levaduras cuando se las clona en vectores que
carecen de origen de replicacion propio (Montiel et al. 1984; Grodberg et ::nl. 1990). Se ha postulado
que estas secuencias son el origen de replicacion de los cromosomas eucariotas (Huberman et
al. 1988; Amati y Gasser 1988). Secuencias ARSs se han aislado de un satélite de Drosophlla
(Marunouchi y Hosoya 1984), asi como de ADN de Tetrahymena, Zea mays y humanos. Las ARSs
no presentan una gran identidad de secuencia entre si, a excepcion de una secuencia consenso
de 11 pb, relativamente conservada, necesaria para la replicacién autbnoma. En algunos ARSS se
han identificado ademas otras secuencias conservadas, localizadas hacia 3' de la anterior, a una
distancia de entre 55 y 88 pb, denominados elementos 3' (Palzkill et al. 1986). Ambos tipos de
secuencias estan presentes con una identidad del 73 % en el mondmero de la SRPC (fig. 22). La
secuencia consenso de 11 pb de bases esta en la posicion 277 del mondmero y los dos elementos

3’ en las posiciones 6 y 27.
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6.1. Caracteristicas generales del satélite SRPC

La SRPC es el ADN satélite mas abundante presente en el genoma de Ctenomys. De acuerdo
con la sensibilidad de los experimentos de dot-blot, y considerando que el genoma haploide de
Ctenomys es de 7,2 pg (Ruedas et al. 1990), la SRPC constituye entre el 15 y 20 % del genoma
de C. porteousi, lo que representa aproximadamente 3 a 4 x 105 copias por genoma haploide.
Los patrones de Southern-blot de tipo A y B obtenidos con varias enzimas de restriccién (figs. 6 y
7) indican que el satélite SRPC esta dispuesto en cadenas compuestas por un gran numero de
mondémeros. El monémero de la SRPC tiene un contenido de C+G del 42 % y parece estar par-
cialmente metilado (fig. 19, tabla lll) por lo menos en higado.

La ausencia de subsecuencias que se repitan internamente (fig. 18) indica que el monémero
no se ha originado por mecanismos como replicacion con deslizamiento (Levinson y Gutman 1987)
o amplificacién de una subsecuencia, como esta postulado en el caso de algunos satélites (Southern

1975ay b; Prosser et al. 1986). La secuencia que originé el mondémero de la SRPC fue probablemente
similar en tamano a la unidad de 337 pb.

El analisis de relaciones de identidad de la SRPC con otras secuencias publicadas en el Gen
Bank indicé que un segmento de la misma tiene una similitud muy marcada con una secuencia
presente en el extremo 3’ del dominio U3 del LTR (fong terminal repeat) del retrovirus RSV (ver
5.9.3 y fig. 20). Un analisis de subsecuencias de la SRPC llevé a la identificacion de todos los
elementos consenso presentes en la regiéon U3 del LTR de los retrovirus (figs. 20 y 21). En los
LTRs estan las sefnales que regulan la replicacién del virus y la iniciacion y velocidad de transcripcion
(Norton y Coffin 1987; Fields y Knipe 1990). También en esta regién se encuentran secuencias

reconocidas por proteinas celulares que regulan ambos procesos (Ryden y Beemon 1989).

Estos hallazgos permiten especular sobre el origen de la SRPC y su posible influencia en el
proceso de especiacion.

En cuanto al origen de la SRPC, podemos imaginar que en el genoma del ancestro comun
de los ctenominos y octodontinos se inserté un retrovirus, que sufrié a posteriori una delecion

importante en su genoma. Otra posibilidad es que esta delecién se haya producido antes de la
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insercién, quedando las regiones U3, R y quizds una parte de U5 insertadas en forma estable en
el genoma. El mecanismo por el cual esta secuencia pudo haberse amplificado sera discutido mas
adelante (ver 6.2), pero es evidente que esta secuencia tuvo la capacidad de amplificarse e insertarse
en el genoma a lo largo de su historia evolutiva.

La pregunta es: {puede una secuencia con estas caracteristicas haber influido en Ia historia
evolutiva del genoma que la contiene? Planteada en estos términos la pregunta puede responderse
afirmativamente. Los mecanismos por los cuales esta secuencia pudo haber influido en el proceso

de surgimiento de nuevos taxones son:

a) El proceso de amplificacién puede generar grandes diferencias en la disposicién de distintos
bloques cromosdmicos y aun en la de los propios cromosomas, lo que podria traer como conse-
cuencia problemas en el apareamiento durante la meiosis y por lo tanto en el aislamiento repro-
ductivo. La dispersiéon de este satélite podria también alterar las relaciones espaciales de bloques

génicos y alterar su programa de regulacién (efecto de posicion). Estas consideraciones valen para
cualquier ADN satélite.

b) La presencia de secuencias promotoras, enhancers de transcripcion y otros elementos de
regulacién en la SRPC, sumados a su capacidad de insertarse en el genoma, hace prever la
posibilidad de que esta secuencia pueda alterar considerablemente el programa genético global
en los distintos linajes (genome resetting, Rose y Doolitle 1983).

6.2. Amplificacién de la SRPC

Quizas el modelo mas sencillo de amplificacién y generacién de perfiles de restriccion Ay B
de los ADNs satélites sea el de intercambio desigual y acumulacién de mutaciones al azar (Southern
1975a y b; Smith 1976). Segun este modelo la SRPC deberia haberse duplicado (por lo menos
duplicado) en tandem en algin momento y luego amplificado a través de sucesivos pasos de
deslizamiento y recombinacién. Si el mondémero inicial contenia un determinado sitio de restriccion,
al principio este sitio estara presente en todos los monémeros, de manera tal que al digerir con
esta enzima se generarian sélo monémeros.

Al producirse mutaciones puntuales que anularan algunos de los sitios de restriccion se ge-
nerarian dimeros, trimeros, etc. El perfil de restriccion seria de tipo A. A su vez, fa acumulacién de
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mutaciones generaria secuencias de reconocimiento para otras enzimas de restriccion, que por ser

menos frecuentes que las presentes en el monémero inicial generarian patrones de tipo B.

La primera objecién a este modelo proviene del anélisis realizado por Walsh (1987), que de-
muestra que el proceso de intercambio desigual produce tanto amplificaciones como deleciones;

es decir, no habria amplificacién neta del satélite.

La segunda objecidn proviene de los resultados de este trabajo al analizar los perfiles de
restriccion del satélite en distintos linajes. Al comparar los perfiles de restriccion Pvu Il en las
distintas especies de Ctenomys, n0os encontramos con que especies que poseen la misma cantidad
de mondémero, dimero y trimero difieren en las cantidades de los multimeros de mayor tamano (por
ejemplo, fig. 9, carriles gy j). Estos resultados no pueden ser interpretados en términos de divergencia
global en la secuencia en las dos especies, porque las condiciones de hibridacion de este expe-

rimento sélo permiten la hibridacién de secuencias con una identidad mayor del 95%.

Mucho mas evidentes son las diferencias observadas en los perfiles de tipo B entre especies
(figs. 10 y 12). En algunas especies el patrén de restriccién es tipicamente de tipo B (por ejemplo,
fig. 10, carril 10), mientras que en otras especies las mismas enzimas de restriccidon no digieren
practicamente el satélite (fig. 10, carriles a). Es decir, en los distintos linajes hay una variacion
importante en la proporcion de monémeros con sitios de restriccion para una determinada enzima,
sin que medien diferencias significativas en las respectivas secuencias nucleotidicas. Estos resul-
tados podrian explicarse considerando que en un linaje se amplificé preferencialmente un monoémero
que contenia un determinado sitio de restriccion, mientras que en otros linajes no fueron éstos los

monomeros que se amplificaron, sino otros con diferentes sitios de restriccion (0 quiza ninguno).

Un modelo que postule la amplificacién local restringida a unas pocas unidades del satélite
que por azar contiene sitios de restriccién podria explicar los patrones observados. El modelo que
mejor se ajusta a estas premisas es el que se presenta en la figura 23A. Este modelo implica la
recombinacion intracatenaria entre unidades contiguas o cercanas del satélite, con formacion de
una estructura circular extracromosémica, y posterior amplificacién por circulo rodante (Rossi et al.
1990). Las unidades amplificadas se insertarian por recombinacién en zonas homdlogas y menos
frecuentemente en zonas no homélogas. Los dimeros, trimeros y tetrameros que se observan en
los patrones de Southern-blot son consecuencia de la amplificacién de mondmeros en los que ha
desaparecido el (los) sitio(s) por mutacién puntual (fig. 23 B).

El modelo presentado implica una recombinacién intracatenaria y la replicacion auténoma de
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Ficura 23. Esquema del mecanismo propuesto de amplificacién de la SRPC. A: En la proto-
secuencia precursora de la SRPC se proﬁuce una mutacion puntual que origina un sitio Pvu Il
Este mondémero se amplifica por intercambio desigual a una forma oligomérica. Por recombinacion
intracatenaria entre unidades de una misma cadena portadoras de un sitio Pvu Il se forma una
estructura circular de doble cadena. Mediante circulo rodante se amplifican los mondémeros que
contienen el sitio Pvu ll. La secuencia amplificada se inserta por recombinacion homologa en la
cadena original o bien por recombinacion ilegitima en otros sitios cromosomicos. B: La amplificacion

local de monémeros que contienen mutaciones, mediante el mecanismo descripto en A, origina
multimeros de distinto tamario.
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una estructura circular. Respecto a la recombinacion, es interesante sefalar que en la secuencia
del mondmero estan presentes secuencias que han mostrado promover recombinacion (ver 5.9.3).
El modelo implica también que la secuencia del monémero pueda, o al menos haya podido, contener
un origen de replicacion. Estructuras muy similares a las consenso de las autonomous replication

sequences (ARS) estan presentes en la secuencia del mondmero (ver 5.9.3 y fig. 22)

El resultado de este mecanismo de amplificacion es la formacion de dominios dentro del
satélite, cada uno de los cuales puede poseer sitios de restriccion diferentes, sin que la secuencia
del conjunto de los monomeros difiera significativamente. El caso de Octodon degus es un ejemplo
de esto ultimo. El género Octodon comparte con otro género hermano, Octodontomys, el patron
Pvu Il desde el octamero hasta multimeros de menor tamaro (fig. 16). Sin embargo, en Octodon
hay ademas acumulacién de sefal en fragmentos de alto peso molecular. Estos fragmentos serian
el resultado de la amplificacién local de monémeros que no contienen sitios Pvu Il, que ocurrié en
Octodon y no en Octodontomys.

Otro ejemplo es la gran amplificacién de mondmeros que contienen sitios Pvu Il que se produjo
en el linaje que incluye a la mayor parte de las especies de Ctenomys, por lo cual esta enzima

genera patrones de tipo A en todas estas especies (fig. 9).

6.3. Historia evolutiva de la SRPC

La presencia de secuencias relacionadas con la SRPC en octodontinos y la ausencia de éstas
en echimidos induce a pensar que la protosecuencia que originé a la SRPC aparecié luego de la
divergencia de este Ultimo clado y antes de la divergencia de los octodontinos de los ctenominos.
De acuerdo con lo discutido, la aparicién de la protosecuencia pudo haber estado mediada por la
integracion y delecion (o delecién e integracién) de parte del genoma de un retrovirus. Posteriormente
esta secuencia se amplific6 moderadamente, originando un perfil Pvu Il que estaria representado
por el patrén comun a Octodon y Octodontomys. Como ya se discutio, en la primera rama ocurrié
ademas otra importante amplificacién que involucr6 a monémeros sin sitios Pvu Il

En C. opimus, que habria heredado este patréon Pvu I, la amplificacién de las secuencias
relacionadas a la SRPC no prosiguid; mas aun, parte de las secuencias parecen haber sido dele-

cionadas. Es interesante senalar que esta especie es la que contiene menor cantidad de ADN por
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genoma haploide (6 pg en promedio) respecto a otras 10 especies bolivianas del género, que

estan todas muy cercanas al promedio de 7,19 pg (Ruedas et al. 1990).

Sin embargo, cabe la posibilidad alternativa de que el patrén basico haya sido uno semejante
al de C. opimus, que haya quedado practicamente sin evolucionar en esta linea y que en la rama
de los octodontinos se haya amplificado moderadamente.

La divergencia entre las secuencias del satélite de C. oplmus y del resto de las especies de
Ctenomys, asf como el patrén Pvu Il atipico de esta especie, pueden estar indicando que C. opimus
divergi6é tempranamente del tronco principal de Ctenomys.

En la rama principal de Ctenomys se produjo una amplificacién considerable de monémeros
que contienen sitios Pvu |, lo que origind patrones de tipo A en todas las especies estudiadas

hasta ahora (fig. 9). Sin embargo, la amplificacién alcanzé distinto grado en las distintas especies.

La distinta velocidad de amplificacién puede estar relacionada a la regulacion de la amplificaciéon

del satélite por parte de factores celulares que pueden estar en distinta proporcion o calidad en
los distintos linajes.

En la figura 24 se presenta un esquema de lo discutido en esta seccion.

6.4. La SRPC como marcador de la divergencia en Ctenomys

La posible historia evolutiva de Ia SRPC sugiere cuales fueron las ramas que divergieron mas
tempranamente que otras. Por otro lado, de la comparacioén cuantitativa (fig. 11) y cualitativa (fig. 12)
de la SRPC en diez especies de Ctenomys surge claramente diferenciado un grupo de especies

que incluye a las que tienen aito contenido en SRPC.

C. porteousi, C. australls, C. azarae y C. mendocinus conforman el Grupo mendocinus por
presentar todas el mismo 2n=48, los mismos patrones de bandeo C y G y similares caracteristicas
morfolégicas y bajas distancias alozimicas y por tener el mismo tipo simétrico de espermio (Massarini
et al. 1990, Ortells 1990). C. talarum difiere sin embargo en cierto grado de las restantes en los

patrones de bandeo C y G (Massarini et al. 1990) y en la presencia de espermio asimétrico (Ortells
et al. 1990).

E! grupo de bajo contenido en SRPC incluye a las especies C. cf. perrensi 2n=54, C. talarum
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Gran amplificacién Pvu Il

Grupo mendocinus
Octodontinae \
Octodon  Octodontomys . C. talarum
/C. latro
< — C. cf. perrensi
’ QC. tuconax

Ampliticacién no Pvu Il

C. occultus
Echimyinae
Proechimys
C. oplmus
—— Amplificacién moderada Pvu Il

(patrén basico)

— Insercién retroviral

Caviomorfo
Octodontoideo
Ancestral

Ficura 24. Esquema de la historia evolutiva de la SRPC. Las ramas indican orden de
divergencia, no distancias evolutivas.
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y C. occultus. Este grupo es heterogéneo de acuerdo con los patrones de Southern-blot de la

figura 12 (carriles g, h e i) y de acuerdo con su numero cromosémico (fig. 13).

Como se senald, existe una correlacién entre la cantidad y calidad de la SRPC y la distribucion
geografica de las especies analizadas (Rossi et al.,, enviado). Las especies de alto contenido en
SRPC estan todas localizadas al sur de los 30° de latitud sur, con excepcién de C. latro (fig. 13).
La localizacion geografica de esta ultima especie, asi como su contenido intermedio de SRPC y
la similitud de sus patrones de restriccion con los del grupo mendocinus, sugiere como plausible
la hipdtesis de que esta especie pudo estar relacionada al stock ancestral que colonizé la zona

sur de Argentina y que la mayoria de las especies que viven en esa area son derivados de este

stock.

La buena correlacién entre los agrupamientos de las especies que surgen del analisis de la
cantidad y calidad de la SRPC y las caracteristicas cariotipicas, de tipo de espermio y la localizacién
geografica, sugiere que la SRPC es un buen marcador del proceso de diversificacion ocurrido
dentro de Ctenomys. La dinamica de la evolucién de la SRPC puede dar pistas importantes sobre
las relaciones entre los distintos linajes de Ctenomys. Esto es coherente con el hecho de que los
primeros eventos que ocurrieron en la amplificacién de la SRPC en cada uno de los linajes deter-
minaron en gran medida el curso posterior de evolucién del satélite en cada uno de ellos.
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