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B= BTA122AB13/21=3,24 P>0.05; x?AB 31= 9,35 P< 0.01;
X 2AB 43= 9,26 P<0.01) were high significant so the
existence of polymorphisms between fragilitiy sites of
chromatin is substained.

INTRODUCCION

RESUMEN

La translocacién Robertsoniana heterocigota 1;29 es un
reordenamiento cromosémico heredable considerada
como causa enddgena de pérdida embrionaria. Embrio-
nes portadores presentan un desarrollo mas lento que
los normales, infiriéndose una dependencia con la reor-
ganizacién de su cromatina. Se caracteriza por ser
monocéntrica, con pérdida de ADN alfoide (DNA (1) y
probables reordenamientos en su heterocromatina. Se
plantea heterocigosis en sitios especificos de los
cromosomas homdlogos BTA1, BTA29 y BTA1;29, como
posibles polimorfismos. Se basa en la expresién de si-
tios de inestabilidad de la cromatina, potenciados por la
accién del inductor afidicolina (0.3uM). Se optimizan
bandeos de restriccién (RE) para posterior identificacién
de sitios especificos ricos en secuencias CG y AT. Se
procesa muestra de sangre heparinizada (5U/ml) de un
bovino Criollo Uruguayo portador de rob1;29 por cultivo
linfocitario completo. Se establecen tubos control y con
induccion. Se muestrean 100 metafases para 3 lugares
de inestabilidad de la cromatina, encontrandose una pro-
babilidad de 85% de metafases heterocigotas para la ex-
presion de fragilidad. Se estudia bandeos RE previa in-
corporacién de RNAasa (10mg/ml), durante 4, 5, 6 y 8hrs,
optimizdndose el bandeo en 4 hrs. Se estiman las dis-
crepancias en 3 pares de sitios de fragilidad: A= BTA1;29
y B= BTA1 (¥2 AB13/21=3,24 P>0.05; X ? AB 31= 9,35
P<0.01; x* AB 43= 9,26 P<0.01). Las diferencias significa-
tivas apoyan la existencia de polimorfismos entre los si-
tios de fragilidad de la cromatina.

SUMMARY

The Robertsonian translocation rob1;29, is a heritable
chromosome rearrangement. It is considered as an
endogenous cause of embryonic loss, when it is presented
in heterozygous condition. It is suggested a dependence
between the delay development of the embryos and
chromatin reorganization. This aberration is presented as
monocentric, with loss of DNA@1 and possible
rearrangements of heterochromatin. Heterozygosis in
specific sites of homologous chromosomes (BTA1, BTA29
y BTA1;29) is suggested due to the expression of
inestability sites of chromatin, potenciated with aphidicolin
inductor (0.3uM). Restriction bands techniques was
optimized to identify specific sites rich in AT and CG
sequences. Heparinized blood samples(5U/ml) of a carrier
Uruguayan Creole cow was processed to complete
lymphocytes culture. Control and induction tubes were
identified and 100 metaphases for 3 sites of inestability
of chromatin were proccesed. A probability of 85% was
found of heterozygous metaphases to fragility expression.
Restriction bands techniques was optimized at 4hrs. of
incubation, with a previous incorporation of RNAsa (10mg/
ml). The differences in 3 pairs of fragility: A= BTA1;29 y

En bovinos, la translocacién Robertsoniana 1;29 es un
reordenamiento cromosémico identificado en mas de 40
razas comerciales y en reservas genéticas. Kawarsky y
King (2003) reportan una frecuencia de 0,5-5% en razas
de carne y de 0 -11% en razas de leche. En la reserva
genética de bovinos Criollos uruguayos, se presenta en
un 4% (Postiglioni y col., 1996), similar a la poblacién de
Criollos venezolanos puros con frecuencia de 4.8%
(Mufoz y col., 1995).

Se caracteriza por ser heredable, con actividad
reproductiva normal en sus portadores, excepto en la
segregacion cromosdmica de su meiosis. Se manifiesta
un aumento de la tasa de retorno al servicio debida a
mortalidad embrionaria temprana, siendo causa de refugo
en rodeos comerciales (Gustavsson, 1969). Se identifico
en razas lecheras suecas (Swedish Red-White) con inci-
dencias de 14% en heterocigosis y 0.34% en homocigosis
(Gustavsson, 1969). Es monocéntrica, con pérdida de
un tipo de ADN alfoide (DNA (1), rico en secuencias CG
y translocacion reciproca de heterocromatina entre los
cromosomas BTA29 y BTA1 (lannuzzi y col., 1987;
Chaves y col., 2000, Postiglioni y col.,2003). Es conside-
rada una causa endégena de pérdida embrionaria
(Kastelic y Mapletoft, 2003). Embriones producto de esta
anomalia tendrian un indice mitético bajo perdiéndose
durante las primeras etapas de gestacién debido a un
retardo en su desarrollo; postulandose una relacién
entre la composicién cromosémica (cromatina:
heterocromatina y eucromatina) y el desarrollo embrio-
nario (King,1991; Kawarsky and King, 2003).

Un desvio de la relacién tedrica esperada de embriones
balanceados (2 normales: 1 portador), sugieren un retar-
do en el desarrollo del embrién portador de la rob1:29
(Kawarsky and King, 2003). El encuentro de polimofismos
en regiones homélogas del trivalente, permitiria profun-
dizar en la dinamica de la heterocromatina que involucra
los cromosomas de la translocacidn.

La afidicolina (APC) es un inhibidor especifico de la ADN
polimerasa ( (funcién especifica en la replicacién del ADN)
que potencia sitios de inestabilidad del genoma mas pre-
dispuestos a sufrir aberraciones cromosdmicas. Se utili-
za como marcador para estudios de homologfa
cromosémica en regiones dindmicas de la cromatina
(Sutherland y Hecht, 1985), mientras que bandeos de
restriccion (RE), utilizando enzimas especificas, permi-
ten identificar regiones ricas en CG y AT del genoma
bovino.

En esta nota se presenta el estudio de la heterocromatina
correspondiente a los cromosomas involucrados en la
translocacion Robertsoniana rob1;29, en un bovino Crio-
llo. Este estudio se basa en la expresién de sitios de ines-
tabilidad de la heterocromatina y la optimizacion de
bandeos de restriccién, lo que permitird profundizar en
sitios especificos del genoma.
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MATERIALES Y METODOS.

Se seleccioné una hembra adulta portadora de rob1;29
perteneciente a la reserva de bovinos Criollos del Par-
que Nacional de San Miguel (Depto. de Rocha), cuya
progenie presenté cariotipos normales(2n=60) y porta-
dores (2n=59;rob1;29).

Estudios citogenéticos.

a) Induccién de cultivos linfocitarios con afidicolina.
Se extrajo 5ml. de sangre heparinizada (5 U/ml) en con-
diciones asépticas, manteniéndose refrigerada hasta su
procesamiento. Se procedié a realizar el siguiente expe-
rimento, basado en cultivos linfocitarios:

Se sembraron 80ul. de sangre entera en 4 tubos de me-
dio RPMI 1640 completo (suero fetal:10%,

fitohemagiutinina M;GIBCO, antibiéticos: (estreptomicina
y penicilina; 10.000IU). Se incubé durante 72 hrs. en bafio
Maria (Memmert) a 38°C, con incorporacion de colchicina
(0.004ug/ml), 1hr. Se identificaron tubos controles de la
induccién (N° 1y 2) y tubos con induccion (N° 3 y 4) de
APC (0.3 uM) durante12 hr (Rodriguez y col., 2003). Se
sacrifico el cultivo de acuerdo a protocolo de Laborato-
rio. Se observaron y registraron metafases en microsco-
pio Olympus (BX60) anexado a software para
digitalizacién de imagenes (Kodak Digital Science 1D).

Para el andlisis de estructura se utilizé el cariotipo bovi-
no: ISCNDB (Di Berardino y col., 2001) .

b) Optimizacién de técnica para estudios de sitios de
restriccion: Mspl (C VCGG).

Se realizaron preparaciones en frio de la suspension
celular de tubos control. Se establecié el siguiente dise-
fio;

-a) dos gotas equidistantes para control de la accién de
la RNAasa (10mg/ml).

-b) dos gotas equidistantes para control de la accién
enzimatica (con y sin buffer especifico) realizandose
incubaciones a temperatura y humedad constante (37°C),
durante 4, 5,6y 8 hrs.

Anélisis estadistico

Se cuantificaron 100 metafases para analizar la expre-
sién diferencial de sitios fragiles comunes (cFS) entre los
cromosomas: BTA1;29, BTA1, BTA29, en metafases in-
ducidas (APC, 0.3 uM) y controles. Se realizé un estudio
probabilistico, de acuerdo a la metodologia de Sutherland
y Hecht (1985).

Sellamé: A=BTA 1,29; B =BTA 1, siendo:

a= probabilidad de expresién de sitio fragil en BTA 1;29.
b= probabilidad de expresién de sitio fragil en BTA1.

a x b =probabilidad de expresién simuitanea en ambos
homélogos.

Se realizé la prueba de ) para dos clases fenotipicas. a
los efectos de valorar las discrepancias entre los datos

fenotipicos obtenidos en el reordenamiento.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se valora la induccién espontanea (control) en un 4%.
Se procedi6 a la cuantificacion y registro de datos del
trivalente, de acuerdo a Tabla 1.

En un total de 68 sitios de fragilidad, 55 correspondieron
a BTA1;29, 13 a BTA1 y 0 a BTA29, obteniéndose los
siguientes datos; a=55/68=0.80; b=13/68=0.19; ax b
=0.80 x 019 =0.15. Este analisis inter-cromosémico indi-
ca que el 15% de las metafases expresan sitios de fragi-
lidad en ambos homdlogos, mientras que el 85% de las
metafases presentan heterocigosis para este lugar de
expresion de inestabilidad del genoma. Los andlisis es-
tadisticos realizados entre cada uno de los 3 sitios de
fragilidad encontrados a lo largo de los cromosomas
BTA1, evidencian los siguientes resultados: ) ?AB1321=
3,24:P<0.05; * AB 31=9,35 P<0.01;)2AB43=9,26:P<0.01.
Se deducen diferencias significativas en aguellos sitios
proximales al telémero y el limite de significacion para
aquellos préximos al centrémero. Se asume heterocigosis
en estos sitios especificos, ya identificados en el mapa
de APC (Rodriguez y col., 2003). Se ha reportado una
heterocigosis para el fra10q25 humano (Sutheriand y
Hecht, 1987) sugiriendo inestabilidad de la cromatina en
estas regiones del trivalente para la rob1;29.

Dimitri y Junakovic (1999) expresan que la dindmica del
genoma se debe a reestructuras en regiones de
heterocromatina cuyas variantes actuarian como barre-
ras de fertilidad con sus consecuentes divergencias evo-
lutivas y de especiacion. El encuentro de polimorfismos
en sitios de restriccion en bovinos portadores de la
rob1;29, aportardn mayores evidencias de estos lugares
dindmicos de la heterocromatina, que podrian estar
involucrados en la expresién génica.
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