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DIMENSION CROMOSOMICA

Palabras clave: Cariotipo, telémeros, poliploidia.
Key words: Karyotype, telomeres, polyploidy.

Desde la segunda década del siglo pasado, Argentina ha sido el
epicentro del inicio y desarrollo de la citogenética en América latina.
La citogenética es una disciplina que se caracteriza por su capacidad
de constante rejuvenecimiento y resurgimiento, ain después de
etapas de franca declinacion de su manejo y aplicacion. Los rasgos
cromos6micos son cualidades deterministicas de gran valor predictivo
y su estudio aunque requiere de cierta practica artesanal, resulta una
herramienta fundamental para acompanar tecnologias de vanguardia,
como una herramienta poderosa, versatil y fundamentalmente
insustituible por otros abordajes. En este articulo, trataremos algunas
facetas de la dimension cromosémica el andlisis genético de diversos
grupos de organismos.

From the second decade of last century, Argentina has been the
epicentre of the beginning and development of the cytogenetics in
Latin America. Also, cytogenetics is a discipline characterized by a
constant rejuvenation and resurgence, after stages of frank decline
of its handling and application. The chromosomal features are
deterministic attributes of great predictive value and their study
although it requires of certain skill craft practice, it is a fundamental
partner tool for new technologies, also powerful, versatile and
basically irreplaceable for other approaches. In this article, we will
discuss some facets of chromosomal dimension of genetic analysis of
different groups of organisms.
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H A MODO DE EXORDIO

La citogenética es el estudio de
la estructura, localizacién y funcién
de los cromosomas, incluyendo el
nimero y forma de los mismos, su
comportamiento durante las divisio-
nes celulares, la localizacion fisica
de genes (secuencias de ADN) en los
cromosomas y, mas recientemente,
las relaciones citogenémicas. Es una
disciplina que no puede ser susti-
tuida por otros estudios, tanto en el
diagndstico de patologias cromo-
sémicas como en diversos campos
de la investigacion biolégica, des-
de la taxonomia, biologia celular,
evolucién, estudios del desarrollo,
bio-prospeccién, conservacién bio-
l6gica de recursos genéticos, hasta
su aplicacién en la biotecnologia
como recurso indicador de trazabi-

lidad. En los Gltimos afos, los avan-
ces tecnolégicos en el area de la ci-
togenética se deben principalmente
al desarrollo de nuevas técnicas,
tecnologias, insumos y equipamien-
tos, que han resuelto la aplicabili-
dad rutinaria de ciertos protocolos
y el avance de la investigacion de
precision. Sin embargo, el corpus
tedrico de la disciplina sigue siendo
el centro de atencion por parte de
profesionales e investigadores. Des-
de la segunda década del siglo pa-
sado, Argentina ha sido el epicentro
del inicio y desarrollo de la citoge-
nética en América latina y grandes
maestros han sido los precursores
de los grupos de investigacién vy
trabajo actuales (Hunziker, 2000).
Como parte de la historia del deve-
nir de la citogenética en el contexto
Argentina - Rio de la Plata, pueden

consultarse la sintesis 1927- 1999
(Hunziker, 1976, 2000; Hunziker y
Saez, 1976). Actualmente, Argentina
dispone de prestigiosos y destacados
investigadores citogenetistas, dedi-
cados a las diversas ramas, humana,
médica, animal y vegetal.

Dedicado a Eduardo A. Mosco-
ne, destacado investigador citogene-
tista argentino, inspirador del premio
Nobel de Medicina 2006, porque
apoyados en sus hombros fuertes y
generosos, nos permitio ver mas le-
jos.

® INTRODUCCION

La herencia genética ha cautiva-
do el interés del hombre a lo largo
del tiempo. ;Por qué los hijos se pa-
recen a sus padres o a sus abuelos?
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;Dénde se almacena la informacién
hereditaria? ;Cuales son los meca-
nismos por los que se transmiten ca-
racteristicas, el color de los ojos, de
la piel, o del pelo? De acuerdo con
Lacadena (1996), la genética es la
ciencia que estudia el material here-
ditario bajo cualquier nivel (molecu-
lar, celular, individual, de poblacio-
nes) o dimension (analitico-estruc-
tural, dindmica, espacio-temporal).
En cada ser vivo hay una molécula
de ADN que tiene muchas unidades
[lamadas genes, cuyos productos
dirigen todas las actividades meta-
bélicas de la célula. El ADN, con su
bateria de genes, esta organizado en
cromosomas, estructuras que permi-
ten la transmision de la informacion
genética. El modo en el que los cro-
mosomas se transmiten de una ge-
neracion celular a la siguiente, y de
los organismos a sus descendientes,
tiene que ser extraordinariamente
preciso. La citogenética se podria
definir como la ciencia que estudia
el cromosoma (el material heredita-
rio organizado) bajo cualquier nivel
o dimension (Lacadena, 1996).

B LOS CROMOSOMAS

El cromosoma es el material ge-
nético organizado, que varia en la
escala evolutiva, cuya funcion es
conservar, transmitir y expresar la
informacién genética. En el anali-
sis cromosomico, tanto con las téc-
nicas de coloracién simples como
con las mas sofisticadas, la colecta y
preparacion del material, son pasos
fundamentales para la obtencion de
buenos resultados. El estudio de la
estructura externa de los cromoso-
mas de cualquier especie eucarioti-
ca consiste en analizar la forma, ta-
mafio y ndmero de los mismos, pro-
cedimiento que culmina con la ob-
tencion del cariotipo. Naturalmente,
los cromosomas se pueden estudiar
en distintas etapas del desarrollo, se-
gun la especie y en funcién de los
objetivos planteados. Las caracteris-

ticas citogenéticas propias de una
especie, permiten una descripcion
detallada que muchas veces otorga
identidad cromosémica. El ndmero
cromosémico puede ser constante,
o presentar variaciones entre las po-
blaciones o entre individuos de una
misma poblacién. Es un parametro
citogenético simple, que permite
conocer el grado de variabilidad ge-
nética expresada en nimeros, referi-
dos a grupos de cromosomas y gru-
pos de ligamiento. Ademas, permite
determinar si existen polimorfismos
naturales de nimero cromosémico
que pueden presentarse como va-
riaciones numéricas de cromosomas
individuales (aneuploidias), presen-
cia de cromosomas B, o variaciones
numéricas del conjunto cromosémi-
co completo (poliploidia). Los euca-
riotas superiores poseen dos juegos
cromosémicos, uno procedente de
cada progenitor. Sin embargo hay
especies o individuos que presentan
mas de dos juegos cromosémicos
completos, son los denominados
individuos poliploides. Si denomi-
namos como x el ndmero bdsico
de cromosomas que componen un
genomio, decimos que el ndmero
cromosémico de los individuos di-
ploides es 2n=2x= al niimero de cro-
mosomas del organismo. Asi, un in-
dividuo es poliploide cuando posee
como dotacién cromosémica tres
0 mMas juegos cromosémicos com-
pletos. Estas variaciones pueden ser
infrecuentes y ocasionales o propias
de un taxon.

B CITOGENETICA APLICADA A
RECURSOS GENETICOS NATIVOS

Diversos grupos de investigado-
res argentinos han realizado esfuer-
zos para conocer el nimero cromo-
sémico de las especies de plantas
de la flora argentina. Tales estudios,
han permitido resolver problemas
taxonémicos, comprender acerca de
las diferencias y caracteristicas cito-
genéticas de las especies, analizar

sus relaciones filogenéticas y enten-
der los procesos evolutivos que han
tenido lugar. La diagnosis cromoso-
mica de una especie o de un grupo
de especies, permite disefar las es-
trategias adecuadas para planes de
conservacion y uso de determinados
recursos vegetales, particularmente
si se trata de germoplasma valioso
para planes de mejoramiento gené-
tico o si fuera el caso de taxones en-
démicos o raros.

La citogenética es una herra-
mienta Gtil para caracterizar germo-
plasma, razén por la cual numero-
sas especies de interés ornamental
que componen la vegetacién nativa
argentina fueron estudiadas citoge-
néticamente. Las orquideas (Orchi-
daceae Juss.) pertenecen a una de
las familias botanicas con mayor
nimero de especies, distribuidas en
tropicos y subtrépicos de ambos he-
misferios y en Argentina, el NE del
pais, constituye el area de mayor
biodiversidad para la familia (Zuloa-
ga et al.,, 1999). La mayoria de las
especies de orquideas subtropicales
de Argentina poseen valor ornamen-
tal por sus vistosas flores como por
su aspecto vegetativo, sin embargo,
apenas un poco mas del 10 % de las
especies han sido analizadas cromo-
sémicamente (Davifa et al., 2009).

Las poblaciones naturales de As-
pidogyne kuczynskii (Porsch) Garay,
orquidea terrestre conocida vulgar-
mente como “hierba de la concor-
dia”, poseen 2n=42 cromosomas
(Grabiele et al., 2011b). En las po-
blaciones naturales de esta especie
conviven individuos con distintos
patrones de coloracion de hojas, las
cuales varian desde hojas de color
uniforme verde negruzco a varie-
gadas con una banda Unica central
de color blanquecino verduzco o
reticuladas de color plateado hasta
combinaciones de éstas (Fig. 1). Sin
embargo, los individuos que poseen
hojas de color uniforme y aquellos
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Figura 1: Polimorfismo foliar de Aspidogyne kuczynskii en individuos de una misma poblacién que compar-
ten el mismo ndmero cromosémico.

cuyas hojas tienen una Unica ban-
da central o son reticuladas, no se
diferencian a nivel de nimero cro-
mosomico (Davina et al., 2009). En
este caso, las marcadas variaciones
del fenotipo, es decir el polimorfis-
mo foliar, no se correlacionan con
distintos nimeros cromosémicos.

Cuando existen evidencias de
que en una especie 0 en un grupo
de ellas existen distintos ndmeros
cromosoémicos, el conteo de los mis-
mos es imprescindible antes de ini-
ciar un procedimiento experimental
o de conservacion biolégica a largo
plazo. En orquideas del género Sar-
coglottis, todas las especies estudia-
das hasta el momento poseen 2n=46
cromosomas, con cariotipo bimo-
dal, constituido por 22 pares cor-
tos y un par largo (Martinez, 1985;
Davina et al., 2009, Grabiele et al.,

2011 a). En una poblacién de Sar-
coglottis fasciculata de Misiones que
posee 2n=46 cromosomas, se en-
contré un individuo que ademds de
los 46 cromosomas normales pre-
senté 3 pequefios cromosomas adi-
cionales, denominados cromosomas
B (Grabiele et al., 2011b). Estos tres
cromosomas adicionales no siempre
estan presentes en las células del
meristema radicular, situacién co-
nocida como inestabilidad mitética.
Por esta razon, en las raices se origi-
na un tejido mosaico constituido por
células 2n=46, 2n=46+1, 2n=46+2
y 2n=46+3 (Grabiele et al., 2011b).
Este caso ejemplifica, ausencia de
variacién fenotipica asociada a va-
riacion de indole cromosoémica, y
evidencia porqué es necesario veri-
ficar el nimero cromosémico de un
taxon.

Las especies que poseen cro-
mosomas con morfologia adecua-
damente identificable, se pueden
analizar de acuerdo a diferencias de
tamafo, por la posicién del centro-
mero, por las constricciones secun-
darias, por la presencia de satélites
(Davifia y Fernandez, 1989; Davifia,
1998; Honfi y Davifia, 1999; Gra-
biele et al., 2005). El andlisis del
cariotipo resulta esencial para inter-
pretar las relaciones filogenéticas de
evolucién cromosdmica, establecer
las tendencias evolutivas e identifi-
car la condicién de ancestralidad
(Véase por ejemplo, Bernardello et
al., 2008). Sin embargo, la varia-
cién en la constitucion del cariotipo
entre especies relacionadas no es
una regla general. En Hippeastrum,
género que reline especies bulbo-
sas de flores vistosas, cultivadas en
todo el mundo y conocidas popu-
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larmente como azucenas o lirios, la
condiciéon cromosoémica frecuente
en la naturaleza es la de un cario-
tipo conservado en casi todas sus
especies (Davifa, 2001). La mayo-
ria de las especies analizadas tienen
2n=2x=22 cromosomas y también
hay representantes naturales triploi-
des (3x), tetraploides (4x) y penta-
ploides (5x). Los cariotipos haploi-
des son practicamente conservados
y se componen de 4 cromosomas
metacéntricos, 4 submetacéntricos y
3 subtelocéntricos (4m + 4sm + 3st)
(Naranjo y Andrada, 1975; Davifa,
2001).

] HETEROCROMATINA Y SE-
CUENCIAS DE ADN REVELADA
POR FLUOROCROMOS

Cuando los métodos tradiciona-
les no revelan diferencias cariotipi-
cas significativas entre los cromoso-
mas de una misma especie, o entre
cariotipos de especies diferentes,
existen métodos para mejorar la
identificacion cromosémica me-
diante deteccion de la variacion en
la intensidad de coloracién de la he-
terocromatina (Davifia y Fernandez,
1996; Davifa y Honfi, 2012, 2013).
Los bandeos cromosémicos de colo-
racion diferencial y la hibridacién in
situ fluorescente (FISH) con sondas
de ADN especiales permiten dis-
tinguir regiones cromosémicas (Uti-
les como marcadores cromosoma-
especificos y especie-especificos.
Entre los primeros antecedentes
argentinos sobre la aplicacion de

técnicas de bandeo cromosémico
con CMA, (cromomicina) realiza-
dos en plantas se registran los tra-
bajos practicados en especies de
los géneros Zephyranthes (Davifia
y Ferndandez, 1996) e Hippeastrum
(Davina, 1999). Las técnicas cito-
genéticas utilizando fluorocromos,
permiten establecer patrones de
bandas especificos de heterocroma-
tina constitutiva, y éstas se revelan
por tincion directa con fluorocro-
mos que reaccionan dependiendo
de la composicién de bases nitro-
genadas del ADN (Schweizer, 1976,
1981). Los fluorocromos mas utiliza-
dos en plantas son cromomicina A3
(CMA)), que colorea regiones ricas
en pares GC (guanina y citocina),
y el 4’-6-diamidino-2-fenil-indol
(DAPI), que distingue regiones ricas
en AT (adenina y timina) (Guerra,
2000). La utilizacion secuencial de
ambos fluorocromos permite carac-
terizar bloques heterocrométicos
como CMAYDAPI, CMA/DAPI* o
neutros (Guerra, 2000). Los genes
que codifican el ARN ribosémico
(ARNr) constituyen una clase abun-
dante de secuencias de ADN repe-
tidas sobre uno o mas cromosomas
del complemento y han sido utili-
zados como marcadores especificos
para mapear y rotular cromosomas
(Maluszynska & Heslop-Harrison,
1993; Seijo et al., 2004). Por ejem-
plo, en metafase mitética coloreadas
con Feulgen (coloracién conven-
cional) en Hippeastrum puniceum
Lam. (Fig. 2A) se observaron 2n=2x
=22 cromosomas con el cariotipo

formado por 8 cromosomas meta-
céntricos, mas 8 cromosomas sub-
metacéntricos y 6 cromosomas sub-
telocéntricos y se observé 1 par de
cromosomas con un satélite (cuerpo
esférico separado del resto por una
constriccion secundaria) ubicado en
el brazo corto del par subtelocéntri-
co 10. Los cromosomas metafasicos
tefidos con cromomicina (CMA))
muestran fluorescencia diferencial
en un segmento heterocromatico
localizado en el par subtelocéntri-
co ubicado en la region telomérica
(corresponde a la porcién terminal
de los cromosomas) del brazo cor-
to del par 10 (Fig. 2 B y C). Dicha
banda corresponderia al satélite
ubicado en el mismo brazo de este
par cromosémico. Los satélites, en
este caso presentan un par de ban-
das Ag-NOR y CMA3 coincidentes
que sugieren que la regién organi-
zadora del nucléolo (Ag-NOR) y los
genes ribosomales (ARN) (es el tipo
de ARN mas abundante en las célu-
las y forma parte de los ribosomas),
estdn asociados a heterocromatina
rica en GC dando una banda CMA*
positiva (Fig. 2C). Mientras que con
la coloracién con DAPI la misma
region heterocromatica es DAPI- ne-
gativa (Fig. 2B) (Cerutti et al. 2008,
2011). Estos estudios citogenéticos
permiten identificar a una especie,
comprender la biologia evolutiva y
esclarecer problemas taxonémicos
y, muy especialmente, sirven para
delinear estrategias de conservacién
de especies nativas ornamentales
que constituyen un recurso genético

Figura 2: Hippeastrum puniceum 2n=2x=22 cromosomas, A) Flor. B) Deteccion de heterocromatina me-
diante bandeo cromosémico (CMA+/ DAPI-). Notese ausencia de senal con coloracion DAPI. C) Coloracion
con Cromomicina. Notese sefial positiva. La barra representa 5 pm.
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valioso para el pais.

m CROMOSOMAS Y SISTEMA
GENETICO

En las angiospermas en general,
el conjunto de contingencias gené-
tico-evolutivas que dieron origen
a distintas combinaciones exitosas
en la naturaleza, incluyen aspectos
cromosomicos (diploidia, poliploi-
dia, series poliploides, cariotipos) y
reproductivos (alogamia, autogamia,
sexualidad, apomixis) que en con-
junto definen los sistemas genéticos
presentes en las especies. El siste-
ma genético de una especie, es un
concepto inicialmente definido por
Darlington (1937, 1948), como un
sistema de variacion hereditaria, o
bien, como el conjunto de factores
que determinan el balance entre la
copia y la variacién del genotipo en
la reproduccién. La descripcion del
sistema genético de un organismo
de reproduccién sexual se basa en
los procesos de mitosis, meiosis y fe-
cundacién de modo que la informa-
cién necesaria esta basicamente re-
lacionada con el ndmero cromosé-
mico, el comportamiento de dichos
cromosomas durante la meiosis, el
grado de fertilidad de los individuos,
el sistema de cruzamiento y/o poli-
nizacion y el modo reproductivo.
Estos factores definen al patron de
comportamiento hereditario de la
variabilidad genética de una especie
y por lo tanto son dtiles e impres-
cindibles para definir las estrategias
adecuadas del mejoramiento gené-
tico como de conservacién genéti-
ca de las mismas (Honfi y Davifa,
2014). El sistema genético de una
especie es adaptativo puesto que
es resultado de la seleccién natural.
Comprende varios subsistemas con-
cernientes a la mutacién, desarrollo
y otros pero, entre ellos, un subsis-
tema de importancia central es el
subsistema de recombinacién. Los
factores regulatorios de la recombi-
nacién en plantas ejercen su control

durante meiosis y la fecundacion
(Grant, 1975; 1989). El ndmero cro-
mosomico, la frecuencia de entre-
cruzamientos cromosémicos (Cros-
sing over), las barreras de esterilidad,
los sistemas de cruzamiento (i.e.
alogamia, autogamia), polinizacién
y dispersion son algunos de dichos
de factores. También, a partir del
sistema genético conocido de una
especie se logra resolver problemas
taxonémicos, comprender procesos
evolutivos e identificar relaciones fi-
logenéticas entre especies.

En general, el sistema genético
de una especie es el principal de-
terminante de la estructura genética
de las poblaciones vegetales y de la
variabilidad genética que éstas con-
tienen puesto que, por ejemplo, el
sistema de cruzamiento y el nivel de
ploidia son condicionantes genéti-
cos y evolutivos para una especie.
En un sistema de reproduccion se-
xual ocurre meiosis para originar los
gametos y fecundacién para formar
el cigoto. Durante la meiosis el ma-
terial genético previamente duplica-
do es distribuido por medio de dos
divisiones consecutivas en 4 células
hijas, que disponen un conjunto re-
ducido de cromosomas (n). Durante
la fecundacion, se fusionan 2 game-
tos con ndmero cromosémico redu-
cido (n + n) y se restaura el nimero
cromosémico en el cigoto (embrion,
2n). En las angiospermas ocurre ge-
neralmente doble fecundacién, una
de ellas encargada de originar el
embrién y la otra del endospermo
de la semilla. La meiosis, constituye
un proceso clave en los organismos
de reproduccion sexual, porque re-
duce el nimero de cromosomas en
los gametos que, posteriormente,
intervienen en la fecundacion y se
reconstituye el estado diploide. Por
esta razon, el andlisis del compor-
tamiento de los cromosomas duran-
te la meiosis es fundamental para
predecir la calidad de los gametos,
tanto femeninos como masculinos.

Los citogenetistas han estudiado
la meiosis desde su primera des-
cripcion  preliminar  (Weissmann,
1887b), mas a menudo en plantas
e insectos, pero los estudios indican
que por sobretodo se trata de un me-
canismo altamente conservado en la
evolucién de los organismos vivos.

La identificacion de especies que
presentan comportamiento normal
durante la meiosis permite utilizar-
las como progenitores en planes de
cruzamiento, porque de ellas se es-
peraria, una adecuada formacién de
gametos balanceados cromosémica-
mente (Grabiele et al., 2011b). En
cambio, una meiosis irregular, pue-
de implicar por ejemplo, cromoso-
mas que no aparean normalmente,
segregacion anormal con rezagados,
cromosomas pegajosos, etc., que fi-
nalmente provocan la formacion de
gametos con un ndmero no balan-
ceado de cromosomas, hecho que
disminuira la fertilidad del organis-
mo. La fertilidad en plantas puede
estar afectada por diferentes factores,
y entre los de tipo cromosémico, se
encuentran las alteraciones estruc-
turales en condicion heterocigética
y la falta de apareamiento homoélo-
go en la meiosis, que bdsicamente
modifican el normal desarrollo de
las divisiones meidticas, reduciendo
la fertilidad gamética y consecuen-
temente, producen alta esterilidad
(Véase por ejemplo, Ferreira et al.,
2007). En las investigaciones de in-
formacion biolégica bésica y carac-
terizacion cromosomica, la meiosis
resulta sumamente informativa y de
aplicacion sustantiva. Por ejemplo,
si encontramos comportamiento re-
gular de la meiosis en numerosas es-
pecies de orquideas, de manera que
con tales especies se pueden iniciar
planes de cruzamiento porque po-
demos predecir la contribucién pa-
terna si las utilizamos como proge-
nitores masculinos (Grabiele et al.,
2011 b). Resulta evidente su uso en
la conservacion de germoplasma de
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recursos genéticos como también
de la biodiversidad en su conjunto.
Las orquideas del género Oncidium,
presentan una serie poliploide cuyos
niveles de ploidia llegan hasta hexa-
decaploides (16x), pero en muchas
de ellas, se desconoce el comporta-
miento meidtico, hecho que expli-
carfa la aleatoriedad de los resulta-
dos que se han obtenido mediante
cruzamientos interespecificos (Davi-
na et al., 2009).

Algunos errores durante la meio-
sis pueden provocar que los cro-
mosomas no se distribuyan equita-
tivamente en las células hijas y por
lo tanto, se producen gametos des-
balanceados cromosémicamente,
o los cromosomas no se separan y
originan gametos con un nimero no
reducido de cromosomas (2n). Estos
gametos 2n pueden participar en la
fecundacioén y originar un individuo
con un ndmero poliploide de cro-
mosomas. Este comportamiento es
frecuente en plantas y mas raro en
animales. La formacion de gametos
no reducidos esta asociada a fallas
del apareamiento cromosémico,
huso acromatico durante la division
celular, a la distorsion de la segrega-
cién cromosoémica, alteraciones de
la cariocinesis, citocinesis y proce-
sos de restitucion del nicleo mater-
no. La frecuencia de formacién de
gametos no reducidos es ocasional
y variable en algunas especies, y re-
currente en otras, de modo, que en
estas Gltimas, la via materna y/o pa-
terna, produce regularmente game-
tos de constitucion cromosémica y
genética idéntica a la del progenitor.
La fecundacién mediante gametos
no reducidos (2n), origina progenie
con un ndimero cromosémico mayor
y mdltiplo al de sus progenitores,
proceso denominado poliploidiza-
cién sexual. La progenie resultante,
tiene condiciéon poliploide, y si re-
sulta viable e incluso fértil, aumenta
la complejidad del sistema genético
de la especie y sus posibilidades

evolutivas.

La poliploidia es una cualidad
cromosémica, donde los portado-
res disponen de mas de dos jue-
gos cromosémicos completos, por
ejemplo, en especies de numerosas
gramineas, existen individuos di-
ploides (2 juegos cromosémicos),
triploides (tres juegos cromosomi-
cos), tetraploides, hasta n-ploides.
De modo general, el menor nime-
ro de cromosomas encontrado en
una especie o grupo relacionado
de ellas, suele considerarse el esta-
do no poliploide (con dos veces el
namero basico de cromosomas, de-
nominado x) y los guarismos mdlti-
plos de éste, como estado poliploi-
de. El apareamiento cromosémico
durante la meiosis de un poliploide
suele utilizarse para conocer el tipo
de poliploidia existente, de manera
que cuando se observan principal-
mente bivalentes, se considera alo-
poliploide estricto (origen interespe-
cifico), en cambio, la presencia de
multivalentes indica autopoliploidia
(origen intraespecifico). Entre ambos
extremos existe una variada gama
de situaciones. Por ejemplo, en Pas-
palum (género de gramineas nativas
de interés forrajero), los nimeros
cromosémicos de aproximadamente
la mitad de las especies indican que
la mayoria poseen un nimero basi-
co de x=10 cromosomas, (Honfi et
al., 1990; Quarin, 1992; Hojsgaard
et al., 2009). La poliploidia tuvo un
rol prevaleciente en la especiacién
de Paspalum, los niveles de ploidia
comprenden diploides y poliploi-
des, desde triploides hasta infre-
cuentes hexadecaploides, es rara
la ploidia impar y muy frecuente la
condicion tetraploide (Honfi, 2011).
En varias especies de angiospermas
se han originado complejos poliploi-
des, que pueden definirse como sis-
temas de hibridizacién y poliploidia
cuyos productos forman una unidad
evolutiva dindmica que promueve la
diversificacion especifica (Hojsga-

ard et al., 2014a), y en los cuales el
énfasis de estudio se enfoca en los
procesos que ocurren en su origen,
establecimiento y dispersion, que
conducen a la evolucion de dicha
unidad mas que en la clasificacion y
categorizacion de individuos o gru-
pos poliploides (Stebbins, 1970). Es-
tos complejos poliploides permiten
en la actualidad, identificar procesos
evolutivos de interés general, como
patrones de cambio cromosémico,
mecanismos de poliploidizacion y
de citogeografia evolutiva como por
ejemplo, las contribuciones argenti-
nas realizadas con especies de Tur-
nera (Solis Neffa y Fernandez, 2001;
Solis Neffa y Seijo, 2003; Solis Ne-
ffa et al., 2003; Solis Neffa, 2010) y
Zephyranthes (Davifia y Fernandez,
1989; Davifa, 2001;, Davifa vy
Honfi, 2011).

La identificacion del modo de
reproduccion de una especie vege-
tal es un paso necesario para com-
prender el sistema genético que po-
see en la naturaleza. Las estrategias
que generalmente se utilizan para
el analisis, comprenden pruebas de
progenie, estudio detallado del de-
sarrollo de la megasporogénesis y
megagametogéneis (formacion del
saco embrionario), identificacion de
marcadores bioquimicos y molecu-
lares asociados a un modo repro-
ductivo en particular y también la
identificacion y andlisis de los genes
especificos (Ortiz et al., 2013, Zilli
et al., 2014). En muchas especies e
incluso géneros completos, existe
una asociacion estrecha entre nive-
les de ploidia y modos de reproduc-
cién, por ejemplo, es conocido que
las especies diploides se reproducen
sexualmente, con raras excepciones.
La apomixis es un proceso biolégico
de clonacion natural por el cual se
generan embriones sin fecundacion,
genéticamente idénticos a la planta
madre; es decir un sistema de repro-
duccién asexual por medio de ver-
daderas semillas (Nogler, 1984). Con
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técnicas de coloracion apropiada se
pueden obtener sefales bioquimicas
marcadoras que permiten diferen-
ciar el desarrollo sexual de uno de
tipo apomictico, por ejemplo, me-
diante el reconocimiento de depési-
tos de calosa en los meiocitos feme-
ninos durante la megasporogénesis
(Rodkievics, 1970; Honfi, 2003).
La apomixis ha sido observada en
numerosas especies de gramineas,
siempre asociada a poliploidia. En
algunas especies de Paspalum por
ejemplo, ademds de los poliploides
apomicticos existen contrapartes di-
ploides de reproduccion sexual (Or-
tiz et al., 2013). El comportamiento
reproductivo en éstas especies pue-
de exhibir procesos exclusivamente
sexuales; combinaciones de sexuali-
dad y apomixis; hasta apomixis Gni-
camente. Un complejo poliploide
agamico puede definirse como una
asociacion entre citotipos sexuales
y contrapartes apomicticas que po-
seen niveles de ploidia diferentes, en
la mayoria de los casos, diploides y
tetraploides respectivamente (Savi-
dan, 2000). Los complejos agamicos
pueden surgir mediante procesos
de autopoliploidia en una especie
o involucrar especies distintas que
originan alopoliploides a través de
hibridizacién (Nogler, 1984; Asker
y Jerling, 1992). Las investigaciones
cromosémicas asociadas al diagnods-
tico del modo reproductivo de una
especie, variedad o cultivar, no son
meramente descriptivas, sino al con-
trario, resultan de valor predictivo
porque el sistema genético de una
especie consiste en la integracion de
procesos genéticos, cromosémicos
y reproductivos, cuya consecuencia
inmediata es la fertilidad y a largo
plazo, la permanencia evolutiva.

A partir de analisis comparativos
de los cariotipos e hitos cromosémi-
cos, se logran establecer patrones
de evolucién cromosémica y éstos
permiten determinar una trayecto-
ria evolutiva posible. Por ejemplo,

en una especie, con dos citotipos,
uno de condicién diploide y otro te-
traploide, el cariotipo y el compor-
tamiento meidtico son la evidencia
que detecta el origen del poliploide.
Un origen autopoliploide se basa
en la observacion de alta homo-
logia entre los cromosomas que se
comportan apareando como cuadri-
valentes y un cariotipo constituido
por cuartetos de cromosomas ho-
moélogos, como ocurre en Paspalum
almum (Sader y Honfi, 2007). En
este ejemplo, la trayectoria evolutiva
inicia desde el diploide al tetraploi-
de, el mecanismo involucrado es la
poliploidizacion intraespecifica con
participacion de gametos no redu-
cidos. Temporalmente el origen del
neopoliploide es un proceso breve,
evolutivamente instantdneo, cuyo
establecimiento puede tomar muy
pocas generaciones.

Los mecanismos especificos que
intervienen en la evolucién cromo-
sémica comprenden diversas alte-
raciones estructurales y numeéricas.
Su importancia relativa depende de
los grupos taxonémicos en conside-
racion, por ejemplo en gramineas,
orquideas y compuestas, la poliploi-
dia tiene preponderancia, en cam-
bio las translocaciones (intercambio
de segmento entre dos cromosomas
no homdlogos) son relevantes por
ejemplo, en especies de Onagraceas
y Comelindceas (Grabiele et al.,
2012). La evidencia cromosémica
permite inferir cuales han sido las
etapas de cambio cromosémico de
interés evolutivo a la vez que resul-
ta genéticamente informativa, dado
que las alteraciones estructurales
de los cromosomas tienen como
consecuencia el reordenamiento de
grupos de ligamiento de genes, redi-
sefandolos y afectando su potencial
de expresion, que en casos particu-
lares Ilegan a originar grandes regio-
nes libres de recombinacién (super-
genes) que se comportan como una
unidad hereditaria y en otros casos

afectan la cantidad de ADN existen-
te en el nicleo celular. El tamafio
del genoma puede medirse en pa-
res de bases nitrogenadas del ADN
que lo constituye (pb), en unidades
volumétricas (picogramos) o en uni-
dades métricas como el largo total
del complemento cromosémico (mi-
cras). Es un pardmetro comparativo
entre especies e indicador de proce-
sos evolutivos tales como la adicién
o pérdida de ADN durante la evo-
lucion de las especies. Un aspecto
que ha llamado mucho la atencién a
los investigadores ha sido el vinculo
entre el nivel de ploidia, el cariotipo
y el tamafio del genoma, particular-
mente, cuando no existe correlacion
evidente entre las variaciones de ta-
mano entre estos pardmetros (Poggio
et al., 2014; Galdeano et al., 2016).
En la actualidad, utilizando citome-
tria de flujo, es posible determinar
las cantidades relativas y/o abso-
lutas del contenido de ADN en el
nucleo celular, de diferentes tejidos,
de modo que grandes cantidades de
nicleos en suspension pueden ser
analizados rutinariamente y luego,
correlacionar esta informacién con
el nimero cromosémico, cariotipo,
nivel de ploidia presente y modo re-
productivo (Galdeano et al., 2016).
La citometria de flujo es una técnica
que permite el estudio de multiples
parametros de particulas micromé-
tricas, principalmente células en
suspension y en flujo continuo, a tra-
vés de un proceso de interrogacion
individual de cada nicleo tefido
con colorantes fluorescentes. Esta
nueva estrategia permite disponer de
datos con alto valor estadistico y au-
mentar la celeridad de andlisis que
hoy rutinariamente se realizan con
técnicas que insumen mucho tiem-
po y esfuerzo, por ejemplo, analisis
del nivel de ploidia de poblaciones
naturales, de colecciones de germo-
plasma, cultivos implantados, entre
otros (Galdeano et al., 2016).
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B CITOGENETICA Y MUTAGENE-
SIS: LAS ABERRACIONES CROMO-
SOMICAS.

Uno de los campos de estudio
mas importantes dentro de la citoge-
nética es el dedicado a las aberra-
ciones o anomalias cromosémicas
inducidas por agentes mutagénicos
(es decir, que generan dafo gené-
tico, ya sea a nivel citogenético
(cromosomas) o molecular (ADN).
El agente mutagénico puede ser de
naturaleza fisica (como los rayos X),
quimica (como las drogas antitumo-
rales) o biolégica (como los virus).
Las aberraciones cromosémicas pue-
den ser numéricas (como la poliploi-
dia o la aneuploidia) o estructurales
(como, por ejemplo, un cromosoma
en forma de anillo). En el caso de
las aberraciones cromosémicas que
afectan la estructura del cromoso-
ma, hablamos de reordenamientos
cromosoémicos, ya que implica una
reestructuracioén del cromosomay el
agente mutagénico recibe entonces
el nombre genérico de “clastégeno”
(del griego, clasto = quebrar o rom-
per y genos = engendrar o producir;
Shaw, 1970), pues induce aberracio-
nes cromosémicas por ruptura del
cromosoma. Las aberraciones cro-
mosomicas estructurales pueden ser
estables o inestables, es decir, per-
manecer o no en el tiempo a lo largo
de las sucesivas divisiones celulares,
dependiendo de si el cromosoma re-
ordenado mantiene su centrémero o
constriccién primaria y sus tel6me-
ros o extremos (en este caso la abe-
rracion es estable, como por ejem-
plo las translocaciones reciprocas y
las inversiones) o pierde su centro-
mero (fragmento acéntrico) o sus
telémeros (formando generalmente
un cromosoma en anillo) o posee
mas de un centrémero (como es el
caso de un cromosoma dicéntrico,
es decir, con dos centrémeros), to-
das ellas aberraciones inestables. La
importancia de estudiar el dafio in-
ducido por un agente clastogénico,

radica en que la generacion de dafio
a nivel cromosémico puede ocasio-
nar, la muerte de la célula afectada
o llevar al desarrollo de células tu-
morales, las cuales se caracterizan,
entre otras cosas, por poseer aberra-
ciones cromosomicas estructurales,
especialmente translocaciones, ya
sean reciprocas (se producen por
roturas en dos cromosomas diferen-
tes y el consiguiente intercambio de
material genético entre ambos) o
no (en este caso, hablamos de una
insercion, pues una porciéon de un
cromosoma se inserta en otro cro-
mosoma sin que este Gltimo le ceda
material genético, es decir, no hay
reciprocidad). En otras palabras, la
apariciéon de aberraciones cromo-
somicas estructurales, favorece el
desarrollo de cancer. Asimismo, si el
dano cromosémico afecta a las cé-
lulas de la linea germinal, entonces
el dafio se transmite a la descenden-
cia de los progenitores en cuestion,
si las gametas que intervienen en la
formacion del cigoto (6vulo fecun-
dado, que luego se transforma en
embrién), resultan afectadas. Por
ello, el estudio del dafo cromosé-
mico inducido por diversos agentes
mutagénicos, resulta de gran interés
para la salud humana. Dichos estu-
dios comprenden tanto a individuos
laboral o accidentalmente expues-
tos a radiaciones u otros mutagenos,
como a aquellos que, por razones
médicas, son sometidos a una ra-
dio- o quimioterapia. Si bien el dafo
inducido puede afectar a distintas
partes o regiones del cromosoma (su
constriccién primaria o centrémero,
sus extremos o tel6meros, o la region
entre el centrémero y el telémero)
(Figura 3: Partes del cromosoma), en
las Gltimas dos décadas ha habido
un interés creciente en los extremos
cromosémicos. En el siguiente apar-
tado veremos el porqué de ello.

B ;QUE SON LOS TELOMEROS?
;CUAL ES SU FUNCION?

Telémero (del griego, telo = ex-
tremo, y mero = parte) es un término
acufiado en 1938 por el genetista
Hermann Joseph Muller, para des-
cribir a los extremos de los cromo-
somas. Sin embargo, el concepto
de “telémero” se utilizaba en esa
época no solo para referirse a los
extremos fisicos de los cromosomas,
sino también a “un gen terminal con
una funcién especial, la de sellar el
extremo del cromosoma” (Muller,
1938). En este sentido, los teléme-
ros fueron definidos como las regio-
nes terminales o extremos fisicos de
los cromosomas eucaridticos, que
protegen a los mismos de la fusién
con otros cromosomas (ya sea con
un fragmento cromosémico o con
uno o ambos extremos de otro cro-
mosoma). Es decir, estaba claro que
el cromosoma tenia dos extremos y
que los mismos debian tener nece-
sariamente una funcién protectora.
Hoy en dia, a la luz de diversos estu-
dios de biologia molecular, los tel6-
meros son definidos como comple-
jos nucleoproteicos especializados,
compuestos por ADN (de secuencia
variable, segln el organismo de que
se trate), ARN (denominado TERRA,
por su significado en inglés Telome-
ric Repeat Containing RNA, pues
contiene repetidos de secuencia
UUAGGQ,) y proteinas asociadas (el
denominado complejo shelterina o
telosoma, formado por seis protei-
nas, a las que se asocian ademas,
varias proteinas relacionadas con la
respuesta celular al dafo y repara-
cién del ADN), que se encuentran
localizados en los extremos fisicos
de los cromosomas eucariéticos y
tienen como funcién mantener su
estabilidad e integridad, protegién-
dolos de la degradacién por nuclea-
sas y de la recombinacién y fusién
con otros cromosomas (O’Sullivan
y Karlseder, 2010). Por lo tanto, el
mantenimiento de la funcién telo-



Dimensién cromosémica

13

Telomeros m——)

Centromero m—) (

Cromatidas
(hermanas)

CROMOSOMA

——Brazo corto

—Brazo largo

Figura 3: Partes de un cromosoma. Se indica en un hipotético cromosoma en metafase, el centrémero o
constriccién primaria, los telémeros o extremos, los brazos (dos por cada cromosoma) y las cromdtidas. La
cromatida es la unidad estructural y funcional del cromosoma; cada cromosoma en metafase presenta dos
cromatidas, llamadas hermanas por pertenecer a un mismo cromosoma. Las cromatidas son entonces cada
una de las mitades de un cromosoma duplicado.

mérica es fundamental para la es-
tabilidad genémica y la viabilidad
celular. En efecto, las células que
presentan telémeros disfuncionales
-ya sea debido a desproteccion o
erosién o desgaste excesivo de los
mismos— experimentan senescen-
cia, muerte celular o inestabilidad
gendmica, fenémeno este Gltimo es-
trechamente ligado con el proceso
de céncer (O’Sullivan y Karlseder,
2010; Murnane, 2012). Las denomi-
nadas asociaciones y fusiones telo-
méricas en particular, estan implica-
das en los procesos de inestabilidad
cromosémica y desarrollo tumoral
en humanos (Murnane, 2012). Dado
que los telémeros se acortan duran-
te las sucesivas divisiones celulares
(debido a que la enzima ADN po-
limerasa no es capaz de copiar el
ADN de los extremos cromosémi-
cos), existe una enzima denominada

telomerasa que compensa el acorta-
miento, sintetizando repetidos telo-
méricos utilizando un ARN propio
como templado o molde para dicha
sintesis (Jafri et al., 2016). Esta enzi-
ma se halla presente en lineas celu-
lares inmortales, células de la linea
germinal, células madre, linfocitos
activados y la mayoria de las células
tumorales, en cambio se encuentra
inactiva en la mayoria de las células
somaticas (de ahi el acortamiento
progresivo de los telémeros en estas
células) (Gomes et al., 2010).

Si bien los telémeros son conoci-
dos desde hace mucho tiempo, fue-
ron sin duda los estudios llevados a
cabo a nivel citogenético y molecu-
lar durante las dGltimas dos décadas,
los que llevaron al descubrimiento
de la gran importancia que tienen
para el mantenimiento de la estabi-

lidad cromosémica y la viabilidad
celular.

B EL ESTUDIO CITOGENETICO
DE LOS TELOMEROS

Si bien es posible estudiar a los
telémeros con técnicas de citoge-
nética cldsica (técnica de bandeo
T), éstas proveen informacion limi-
tada acerca de los reordenamien-
tos cromosémicos que involucran
a los telémeros, ya que no permite
obtener informacion precisa a nivel
molecular (es decir, sobre el ADN
telomérico y en particular sobre la
distribucion de las secuencias telo-
méricas en los cromosomas y sus
anomalias). Hoy en dia, a partir de
los avances producidos en lo que se
denomina “citogenética molecular”
(el estudio de los cromosomas y sus
anomalias utilizando secuencias de
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ADN marcadas con un colorante
fluorescente), el estudio citogenéti-
co de los telémeros se lleva a cabo a
través de la técnica de hibridacién in
situ fluorescente (mds comidnmente
conocida como FISH, por sus siglas
en inglés) y sus diversas variantes
(Bolzan, 2012). Esta técnica consis-
te en la identificacion de secuen-
cias especificas de ADN in situ (en
cromosomas en metafase o ndcleos
en interfase), con una secuencia
complementaria de acido nucleico
(sonda) marcada con un colorante
fluorescente, de modo que la ubi-
cacion de esas secuencias pueda ser
visualizada mediante un microsco-
pio de fluorescencia. En este caso,
se trata de una sonda con la secuen-
cia de ADN complementaria a la de
los telémeros que, si bien varia en
los distintos grupos de organismos
eucariotas, en todos los vertebrados
consiste en el hexanucledtido TTA-
GGG repetido n veces (Meyne et al.,
1989). De este modo, mediante el
uso de una sonda telomérica mar-
cada con un colorante fluorescente,
es posible identificar la ubicacion
precisa en cada cromosoma, de las
secuencias de ADN que forman par-
te del telémero (recordemos que el
telémero es una estructura que con-
tiene ademds proteinas y ARN). La
sonda que se utiliza para estudiar a
los telémeros, se denomina general-
mente “pantelomérica” (del griego,
pan = todo), pues permite identificar
simultaneamente a todos los telo-
meros de los cromosomas de una
célula. Es importante senalar que las
sondas comerciales que habitual-
mente son identificadas como telo-
méricas o telémero-especificas, son
en realidad sondas que hibridan con
regiones subteloméricas de cromo-
somas especificos, pero no con el
ADN telomérico.

Los estudios de aberraciones te-
loméricas se llevan a cabo en célu-
las en la etapa del ciclo celular de-
nominada metafase (cuando los cro-

mosomas se hallan en su maximo
grado de condensacién y son por
ello facilmente visibles e identifica-
bles). Luego de aplicada la técnica
de FISH con sonda telomérica, cada
cromosoma presenta normalmente
cuatro senales fluorescentes, corres-
pondientes cada una al telémero (o
mas precisamente al bloque o agru-
pamiento de secuencias repetidas
de ADN telomérico) de cada croma-
tida y brazo cromosémico (recorde-
mos que normalmente cada cromo-
soma posee dos brazos -llamados
brazo corto y brazo largo- y cada
cromosoma en la etapa de metafase
presenta dos cromatidas; las croma-
tidas son las unidades estructurales
de los cromosomas) (Figura 4: Ubi-
cacioén de las senales teloméricas en

troméricas.

Figura 4: Fotografia de una célula en metafase de conejo doméstico
obtenida luego de aplicar la técnica de FISH con sonda telomérica.
Se observan en color rojo las sefiales teloméricas, tanto terminales
(se observan las caracteristicas 4 sefiales por cromosoma, 2 por cada
extremo) como intersticiales (a modo de ejemplo, se indican me-
diante un asterisco tres de ellas), ya que este tipo de células presenta
también algunas senales por fuera de los teldmeros, en regiones cen-

un cromosoma normal en metafase).
Es importante agregar aqui, que las
secuencias teloméricas pueden en-
contrarse ubicadas no sélo en los
extremos de los cromosomas, sino
también en el centrémero o en-
tre el centrémero y el telémero. En
este caso, se denominan secuencias
teloméricas intersticiales y son fre-
cuentes en diversas especies de ver-
tebrados y otros organismos (Meyne
et al., 1990; Lin y Yan, 2008; Ruiz-
Herrera et al., 2008). Su importancia
radica en que la presencia de dichas
secuencias es considerada la resul-
tante de reordenamientos cromoso-
micos, algo sobre lo cual volvere-
mos mas adelante.

Dependiendo entonces del efec-
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to que un determinado mutidgeno
pueda tener sobre los cromosomas,
aparecen distintos tipos de aberra-
ciones estructurales a nivel teloméri-
co (Bolzan y Bianchi, 2006; Bolzan,
2012). Asimismo, investigaciones
desarrolladas por otros investiga-
dores han permitido establecer que
la disminucion de la longitud te-
lomérica puede estar asociada al
aumento en la frecuencia de abe-
rraciones cromosOmicas numéricas
(Pampalona et al., 2010; Tamayo et
al.,, 2011). Entre las aberraciones
estructurales que involucran a los

telémeros se destacan, los cromoso-
mas incompletos (es decir, que han
perdido uno o ambos extremos), los
fragmentos acéntricos (sin centro-
mero) en sus distintas variantes (ter-
minal, intersticial o compuesto), las
asociaciones o fusiones teloméricas
y la amplificacién o translocacion
de secuencias teloméricas (Tabla 1:
Listado de los distintos tipos de abe-
rraciones cromosoémicas que invo-
lucran a los telémeros y secuencias
teloméricas intersticiales) (Bolzan,
2012). Es importante sefialar que
esta clase de aberraciones son im-

posibles de identificar mediante las
técnicas de citogenética convencio-
nal, de ahi el gran aporte de la cito-
genética molecular al conocimiento
de las aberraciones cromosémicas
que involucran a los telémeros y del
rol que las secuencias teloméricas
tienen en la formacion de reorde-
namientos cromosémicos. De este
modo, mediante el estudio citogené-
tico de los telémeros, es posible hoy
en dia determinar si las células bajo
estudio presentan sus telémeros fun-
cionalmente estables, inestables o
disfuncionales. Asimismo, es posible

Tabla 1.

Aberraciones cromosémicas que involucran a los telémeros y secuencias teloméricas intersticiales

A. Aberraciones que involucran directamente a los extremos cromosémicos y, como consecuencia de ello, a
las secuencias teloméricas terminales. Involucran la pérdida de uno o mas telémeros, como consecuencia de
rupturas cromosémicas a nivel de los extremos cromosémicos.

-Cromosomas incompletos (cromosomas que pierden uno o ambos extremos).

-Fragmentos acéntricos terminales (es decir, que derivan de rupturas en los extremos del cromosoma). Estos frag-
mentos pueden unirse y formar un fragmento combinado o compuesto. Asimismo, existen fragmentos acéntricos
derivados de dos rupturas a nivel de la region intersticial de los cromosomas, por lo cual carecen de telémeros
y son denominados intersticiales.

-Cromosomas dicéntricos o multicéntricos (con mas de dos centrémeros) que han perdido uno o ambos extre-
mos.

B. Aberraciones cromosémicas que involucran directamente a las secuencias teloméricas terminales o propia-
mente dichas e implican disfuncion telomérica. No hay involucrado un evento de ruptura cromosémica.
-Pérdida o multiplicacion (generalmente por duplicado o triplicado) de uno mas telémeros (entendiendo como
tal al grupo de secuencias de ADN telomérico del cromosoma, el cual se identifica citogenéticamente mediante
FISH como una senal fluorescente) del cromosoma.

-Asociacion telomérica (senales de FISH muy juntas, pero no unidas; se observan entonces cuatro sefiales de
FISH en el sitio de la asociacion).

-Fusion telomérica (con o sin senales de FISH en el sitio de fusién o uniéon de los cromosomas).

-Intercambios de cromdtidas hermanas a nivel telomérico (lo que indica un evento de recombinacion a nivel
telomérico).

-Translocacién de secuencias teloméricas terminales.

-Amplificacién de secuencias teloméricas terminales.

C. Aberraciones cromosomicas que involucran a las secuencias teloméricas intersticiales.

-Translocacién o cambio de posicion de secuencias teloméricas intersticiales.

-Amplificacién o incremento en el nimero o en el tamafio del bloque de secuencias teloméricas intersticiales.
-Pérdida de secuencias teloméricas intersticiales.

-Fragmento intersticial (derivado de rupturas a nivel de la region centromérica o pericentromérica de un cromo-
soma que contiene uno o mas bloques de estas secuencias).
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determinar si éstas células presentan
secuencias teloméricas de posicion
intersticial (es decir, en la regién
pericentromérica o entre el centr6-
mero y el telémero), lo cual aporta
informacién adicional sobre los po-
sibles reordenamientos cromosomi-
cos presentes en la célula y sus me-
canismos de formacién (mayormente,
fusiones o fisiones cromosémicas).

La inestabilidad telomérica pue-
de surgir cuando un cromosoma,
debido a una ruptura en uno a am-
bos extremos, pierde uno o ambos
telomeros (es decir, se vuelve un
“cromosoma incompleto”) y, por lo
tanto, los extremos del cromosoma
“cortado” o roto quedan expuestos
a la accién de enzimas que pueden
degradarlos o tienden a fusionarse
con los extremos de otro cromo-
soma. En este caso, hablamos de
inestabilidad telomérica por pérdida
de tel6meros o extremos cromoso-
micos (Figura 5). Alternativamente,
puede suceder que los telémeros del

cromosoma en cuestion se acorten
en exceso (mas alla del acortamien-
to natural de los telémeros con el
tiempo, fenémeno que ocurre habi-
tualmente en las células somaticas),
lo cual predispone a los cromoso-
mas a fusionarse o asociarse entre
si. Esto puede afectar a cualquiera
de los cuatro telémeros de un cro-
mosoma en metafase, dando lugar a
cromosomas con pérdida de senales
teloméricas (cada senal de FISH re-
presenta un bloque o conjunto es-
pecifico de secuencias teloméricas)
(Figuras 6A y B). También puede dar-
se el caso de que se altere o pierda
alguna de las proteinas teloméricas
(del complejo shelterina) o el ARN
telomérico. En estos casos hablamos
de inestabilidad telomérica por dis-
funcion del telémero, pues el mismo
ha perdido su funcién protectora,
ya sea por acortamiento excesivo
(proceso Ilamado “erosion telomé-
rica”) o por pérdida o alteracion de
sus proteinas o del ARN asociado
al ADN telomérico (Bolzan, 2012).

La disfuncion telomérica puede ser
estudiada a nivel citogenético me-
diante FISH vy resulta visible a través
de aberraciones cromosémicas tales
como fusiones teloméricas, asocia-
ciones teloméricas o la pérdida o
duplicacion de senal telomérica (Fi-
guras 6A-F). Las duplicaciones de
sefales teloméricas en particular,
pueden deberse a la unién de un
telémero roto con uno disfuncio-
nal o a un evento de amplificacién
o recombinacién telomérica a nivel
local (Bolzan, 2012). Cabe agregar
que el desarrollo actual de la técnica
de FISH permite, mediante el uso de
las [lamadas sondas de tipo PNA (de
Peptide Nucleic Acid), determinar
la longitud telomérica o el tamano
de las regiones ricas en secuencias
teloméricas intersticiales de los cro-
mosomas bajo estudio, ya que este
tipo de sondas emite una senal de
fluorescencia cuya intensidad es di-
rectamente proporcional al nimero
de repetidos teloméricos presentes
(Poon et al., 1999). Esta variante de
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Figura 5: Esquema que ejemplifica como se observa un cromosoma en metafase que resulta de una ruptura
en uno (caso A) o ambos (casos B y C) de sus extremos. Cl, cromosoma incompleto; FT, fragmento terminal;
FC, fragmento compuesto o combinado (ver texto para mas detalles). Se indica en color negro el centrémero
y en color rojo los telémeros de los cromosomas.
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Figura 6: Esquema que ejemplifica como se observa un cromosoma
en metafase con pérdida (en una o ambas cromdtidas, casos A y B)
o duplicacién (en una o ambas cromatidas, casos C y D) de sefales
teloméricas, una asociacién telomérica (caso E) y una fusién telomé-
rica (caso F) (ver texto para mas detalles). Se indica en color negro el
centromero y en color rojo los telémeros de los cromosomas.

la técnica de FISH se denomina Q-
FISH (por Quantitative FISH) o FISH
cuantitativo.

Como vemos, entonces, la cito-
genética permite actualmente de-
terminar si una célula presenta o no
inestabilidad telomérica y si la mis-
ma es debida a ruptura del cromoso-
ma o a disfuncién del telémero.

B LAS INVESTIGACIONES EN CI-
TOGENETICA Y TELOMEROS EN EL
PAIS

En nuestro pais existen grupos de

investigacion dedicados al estudio
molecular de los telémeros, tales
como los liderados por la Dra. Irma
Slavutsky (IMEX, Academia Nacional
de Medicina) y por el Dr. Daniel G6-
mez (Lab. de Oncologia Molecular,
Universidad Nacional de Quilmes),
cuyos trabajos estan orientados a
analizar la actividad de la telome-
rasa, el acortamiento telomérico y/o
la expresion de genes teloméricos
(u otros asociados al mantenimien-
to de los telémeros) en relacién al
desarrollo y tratamiento del céncer
(véase por ejemplo Dos Santos et al.,
2015, Panero et al., 2015 y Mengual

Gomez et al., 2016). El dnico gru-
po de investigacion de nuestro pais
dedicado al estudio citogenético de
los reordenamientos cromosémicos
inducidos que involucran a los tel6-
meros en sentido estricto (es decir,
el ADN telomérico) y secuencias
teloméricas intersticiales mediante
FISH, es el del Laboratorio de Cito-
genética y Mutagénesis del IMBICE.

Dado que diversos mutagenos
quimicos son utilizados comdn-
mente como agentes antitumorales,
el andlisis de la inestabilidad cro-
mosomica inducida a corto y largo
plazo por dichos agentes resulta de
gran importancia para comprender
la inestabilidad gendémica habi-
tualmente asociada con los trata-
mientos quimioterapéuticos. Por lo
tanto, debido al rol que cumplen
los telémeros en el mantenimiento
de la estabilidad genémica, el co-
nocimiento acabado de los efectos
de los mutagenos quimicos con
propiedades antitumorales sobre
los telédmeros, resulta fundamental
para una evaluacién apropiada, de
la eficacia terapéutica de esta clase
de compuestos. Es por ello que hace
aproximadamente 15 afios atrds, se
inicié en el Laboratorio de Citoge-
nética y Mutagénesis del IMBICE
una linea de trabajo que tiene por
objeto analizar los efectos in vitro de
los antibiéticos antitumorales bleo-
micina (BLM), estreptonigrina (EN)
y estreptozotocina (EZ) sobre los
telémeros y secuencias teloméricas
intersticiales de los cromosomas de
diversas especies de mamiferos, uti-
lizando la técnica de FISH con son-
da telomérica. En primer término, se
estudio la relacion entre secuencias
teloméricas terminales e intersticia-
les y aberraciones cromosémicas in-
ducidas por BLM y EN en células de
hamster chino (Bolzan et al., 2001).
Posteriormente, se investigd la in-
duccién de los llamados elementos
cromosémicos incompletos (que
carecen de uno o ambos telémeros)
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por BLM, EN 'y EZ (Bolzan y Bianchi,
2004a y b; Bolzan y Bianchi, 2005;
Diaz-Flaqué et al., 2006) en células
de mamifero, siendo las publicacio-
nes resultantes las primeras a nivel
mundial acerca de la inducciéon de
elementos cromosémicos incomple-
tos por mutagenos quimicos. Mas
recientemente, se estudiaron los
efectos de la BLM, EN y EZ sobre las
secuencias teloméricas intersticia-
les de células de ovario de hamster
chino (Sanchez et al., 2009, 2010;
Quiroga et al., 2013). Los trabajos
realizados permitieron concluir que
las regiones cromosémicas que con-
tienen secuencias teloméricas estan
preferentemente involucradas en
fendmenos de ruptura y recombi-
nacion por BLM y EN y que la apa-
ricion de aberraciones cromosémi-
cas incompletas (que indica falta de
reparacion del dafio cromosémico
inducido) es un fenémeno muy fre-
cuente en células tratadas con an-
tibidticos antitumorales. Asimismo,
se encontr6 que los compuestos
BLM y EN inducen amplificacién
y translocacién de secuencias telo-
méricas, aunque se desconocen los
mecanismos involucrados y también
rupturas a nivel de las regiones cro-
mosémicas centroméricas ricas en
secuencias teloméricas intersticia-
les, aunque dichas regiones no son
el blanco preferencial de su accién
clastogénica. Las investigaciones
mas recientes han estado orientadas
a investigar los efectos a largo plazo
de la BLM, la EN y la EZ sobre los
telémeros y secuencias teloméricas
intersticiales de células animales
(rata y hamster chino). Encontramos
que la BLM y la EN inducen ines-
tabilidad telomérica (sea por pérdi-
da de extremos cromosémicos, sea
por disfuncion telomérica) al menos
hasta 15 dias postratamiento y de
secuencias teloméricas intersticiales
(principalmente translocacién o am-
plificacion de estas secuencias) has-
ta 30 dias postratamiento, en célu-
las de rata (Vidal Bravo et al., 2012;

Mencucci et al., 2012; Paviolo et al.,
2012 y 2014). Asimismo, la EZ indu-
ce disfuncion telomérica persistente
(hasta 15 dias postratamiento) en cé-
lulas de rata (Paviolo et al., 2015). Es
decir, los antibidticos antitumorales
tienen un efecto residual sobre los
telémeros y secuencias teloméricas
intersticiales. Actualmente, los estu-
dios estan centrados en analizar la
inestabilidad telomérica inducida
por los compuestos mencionados
en células humanas y los posibles
mecanismos involucrados en dicha
inestabilidad.

B ESTUDIOS DE EVOLUCION
CROMOSOMICA Y TELOMEROS
EN VERTEBRADOS DE LA ARGEN-
TINA

Ademas de los estudios men-
cionados, cabe agregar que la apli-
cacion de la técnica de FISH con
sonda telémerica en el Laboratorio
de Citogenética y Mutagénesis del
IMBICE, ha permitido realizar varios
estudios en colaboracion con otros
grupos de investigacion de nues-
tro pais sobre la distribucion de las
secuencias teloméricas en los cro-
mosomas de diversas especies de
vertebrados (ya sea a nivel de los
extremos cromosémicos o de posi-
cién intersticial, es decir en la regién
centromérica o entre el centrémero
y el telémero) y su posible relacion
con la evoluciéon cromosémica de
las mismas. De este modo, se lleva-
ron a cabo estudios sobre evolucion
cromosémica en roedores, armadi-
[los, monos del nuevo mundo y tor-
tugas (Lizarralde et al., 2003, 2005;
Mudry et al., 2007; Steinberg et al.
2008; Martinez et al., 2009; San-
chez et al., 2015 y Lanzone et al.,
2016). A lo anterior, cabe agregar el
estudio reciente del grupo de la Dra.
Liliana Mola (Facultad de Ciencias
Exactas y Naturales, Universidad de
Buenos Aires) sobre distribucion de
secuencias teloméricas en los cro-
mosomas de escorpiones (Adilardi

et al.,, 2015). Todos estos estudios
aportaron datos importantes en rela-
cion al posible rol de las secuencias
teloméricas en la evoluciéon cromo-
sémica de las especies estudiadas.

B EL DERROTEROY FUTURO

En conclusion, el estudio citoge-
nético de los telémeros mediante la
técnica de FISH y sus variantes per-
mite determinar con mayor precision
el dano inducido a nivel cromoso-
mico por un mutageno dado y si un
agente mutagénico induce inestabi-
lidad telomérica, ya sea por pérdida
de extremos cromosémicos o por
disfuncién telomérica. Es asi que, a
pesar de los grandes avances en ge-
nética y biologia molecular, estudios
recientes demuestran que la citoge-
nética sigue siendo una herramienta
fundamental para complementar los
estudios moleculares, especialmen-
te en el drea de telémeros. En efecto,
mediante los estudios citogenéticos
es posible corroborar y ampliar los
analisis moleculares tendientes a de-
terminar la existencia de disfuncion
telomérica, como lo demuestra, por
ejemplo, un trabajo reciente (Rai et
al., 2016) publicado en la prestigio-
sa revista Nature Communications,
en el cual se incluyeron estudios ci-
togenéticos para identificar fusiones
cromosémicas con y sin secuencias
teloméricas intervinientes e inter-
cambios de crométidas hermanas
a nivel telomérico. Ello demuestra
que, en las investigaciones sobre
telomeros, la citogenética continda
vigente y es un complemento impor-
tante de los estudios a nivel molecu-
lar (los cuales permiten determinar
ciertos parametros que no son po-
sibles de establecer mediante FISH,
tales como los relacionados con las
proteinas y el ARN asociado al ADN
telomérico). Asimismo, los estudios
colaborativos mencionados en este
articulo y muchos otros desarrolla-
dos a nivel mundial por otros grupos
de investigacién, demuestran que el
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estudio de la distribucién cromoso-
mica de las secuencias teloméricas
puede aportar datos importantes en
cuanto a los eventos cromosémicos
producidos durante la evolucién
cromosémica o cariotipica de dis-
tintas especies animales.

La citogenética es una disciplina
que se caracteriza por su capacidad
de constante rejuvenecimiento y re-
surgimiento, aun después de etapas
de franca declinacion de su manejo
y aplicacién. Los rasgos cromoso-
micos de una entidad no dependen
de la expresion génica, condiciones
ambientales, edad, fase del desa-
rrollo ni otros factores que puedan
confundirlos (Acosta et al., 2016),
cualidad deterministica que tiene
gran valor predictivo. Aunque re-
quiere de cierta practica artesanal,
resulta una herramienta fundamen-
tal para tecnologias de vanguardia,
por ejemplo, para la confeccién de
mapas citogenémicos, para ubicar
con precisién sitio especifica datos
genémicos obtenidos por secuen-
ciacion y relacionar con los mapas
genéticos producidos por analisis
de segregacién. De este modo, la
informacién genética conservada
en el ADN, puede describirse como
un paisaje cromosémico de distribu-
cién espacial de la informacion ge-
nética. Asi, determinadas secuencias
de ADN 'y de genes constituyen hitos
cromosoémicos, de gran aplicacion,
en estudios evolutivos comparativos
entre grupos de especies (sintenia
cromosomica), analisis de procesos
de especiacion, comprension de las
variaciones del tamafio genémico
(adicion y pérdida de ADN), hasta la
identificacion de regiones genémi-
cas o secuencias especificas sujetas
a manipulacién biotecnoldgica. El
empleo de nuevas tecnologias como
la  microdiseccién cromosémica
permite conocer las secuencias de
ADN presentes en un cromosoma o
region especifica del mismo y con
ellas, construir sondas de ADN de

reconocimiento de segmentos de
cromosomas completos. Las sondas
de ADN especificas, se usan mar-
cadas con fluorocromos especificos
para ser detectados en células y/o
localizados  espacialmente  sobre
cromosomas.

Los nuevos métodos de citogené-
tica combinada con andlisis filoge-
néticos son actualmente conocidos
como el renacimiento de la citoge-
nética (Pires y Hertweck, 2008). Sin
embargo, este renacer no solo se
debe a la confluencia de los estudios
cromosémicos con los filogenéticos,
sino también con otras disciplinas
de la biologia, por ejemplo, con la
citometria de flujo. La geografia del
status cromosémico, es un enfoque
que se vale de la geo-localizacion,
modelos de distribucion espacial de
poblaciones, biogeografia histérica
e historia de los cambios climdticos
para elaborar hipétesis evolutivas ro-
bustas de grupos de organismos (Zo-
zomova-Lihova et al., 2015; Acosta
et al., 2016), que permiten describir
espacialmente la distribucién de in-
dividuos y poblaciones con diferente
condicién cromosémica. Este abor-
daje ha demostrado que la variacion
intraespecifica del nivel de ploidia 'y
la coexistencia de citotipos dentro
de una poblacién, son hechos mas
comunes de lo que se habia pensa-
do (Husband et al., 2013; Bonasora
et al., 2015; Schedler et al., 2015,
Reutemann et al., 2015;) y de gran
aplicacion en la biologia y genética
de la conservacion.

En este articulo, se ha pretendido
que el lector concluya que la cito-
genética es complementaria a otros
abordajes, una herramienta podero-
sa, versatil y fundamentalmente in-
sustituible.
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