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INTRODUCCION



Las especies del género Calomys (Rodentia-—Cricetidae), g.mgs­
culinus y Q.laucha, han sido objeto de especial atención, parti­
cularmente desde el punto de vista epidemiológico, constituyendo
uno de los géneros de roedores más intensamente estudiados en nues­
tro pais, desde principios de la década de 1960.

En 1959 Parodi y colaboradores postularon la posible relación
entre el agente etiológico de la Fiebre Hemorrágica Argentina (FHA),
el Virus Junín, y varios roedores, entre ellos las especies de
Calomys antes mencionadas. En 1967 Sabattini y colaboradores de­
mostraron experimentalmente que Q.musculinus constituye el reser­
vorio y vector del mencionado Arenavirus.

El estudio de los Calomxsno se restringió únicamente a aspec­
tos relacionados con la FHA,sino que abarcó diversas áreas de in­
terés biológico. Se publicaron numerosos trabajos sobre su morfo­
logía, etoecología, citogenética, parámetros reproductivos, esper­
meología y polimorfismos proteicos, así comosus relaciones evolu­
tivas con otros cricétidos taxonómicamenterelacionados. Sin em­
bargo, los estudios tendientes a aclarar aspectos relativos al ma­
terial genético primordial, el ácido deoxirribonucleico (ADN),
no han sido abordados hasta el presente.

Este trabajo se encuadra dentro de la sistemática bioquímica.
En el mismose analizan, en primer lugar, algunas características
fisicoquímicas del ADNde las especies Calomys musculinus y galg­
mis laucha. En segundo lugar se determinan los niveles de homolo­
gia entre los ADNsde las especies mencionadas, así como entre
éstos y los de otros cricétidos, estableciéndose relaciones filo­
genéticas tentativas a partir de estas comparaciones.

Los resultados obtenidos durante la caracterización de los ADNs
han puesto de manifiesto diferencias entre ambas especies. La de­
tección de un componente con alto grado de estabilidad térmica en
el ADNde g.musculinus abriría nuevos interrogantes. Las compara­
ciones de los ADNsaltamente repetidos sugerirían procesos de
marcadaamplificación en las especies de cricétidos analizadas.



LA SISTEMATICA BIOQUIMICA

El estudio de la diversidad y variación de las moléculas bioló­
gicas en diferentes sistemas de organismos constituyen las bases
de la Sistemática Bioquímica. Este campo comenzóa desarrollarse
hacia principios de siglo, cuando Nuttall(1901) y Bateson(1913)
reconocieron que los caracteres bioquímicos podrian emplearse para
refinar aspectos de la sistemática -o conocimiento de la diversi­
dad organismica- vigente. Desde entonces y hasta la década del 50
fueron publicados numerosos trabajos en los que se aportaba al co­
nocimiento de diferencias y similitudes entre organismos, fundamen­
talmente sobre la base de comparaciones inmunológicas. En la década
del 40 y principios de 1a siguiente ya se habian incorporado nuevas
técnicas en favor de los estudios de sistemática bioquímica, tales
comola cromatografía y la electroforesis sobre papel. Sin embargo,
sus alcances se vieron restringidos dada la baja resolución de los
métodos, caracteristica incompatible con los estudios comparativos
detallados.

El empleo extensivo de los caracteres bioquímicos en el campo
sistemático estuvo, en parte, condicionado al desarrollo de nuevas
metodologías, asi comoa los avances teóricos en el ámbito de la
biología molecular, en particular aquellos aspectos referentes a
la estructura, función e interacciones de las macromoléculasinfor­
macionales (proteinas y ácidos nucleicos).

Las metodologíasempleadas inicialmente, tales comola cromato­
grafía cuantitativa sobre papel, la centrifugación en gradientes
de densidad, la desnaturalización térmica y los estudios cinéticos
de reasociación, aportaron datos "estadísticos" acerca de la compo­
sición relativa de nucleótidos y de la organización de las secuen­
cias de ADNde distintos organismos. Este tipo de información per­
mitió la comparación "estática" de los parámetros inferidos a par­
tir de las propiedades fisicoquimicas de los ADNsanalizados y
aportó nuevos elementos diagnósticos de valor en sistemática bio­
química. Posteriormente se desarrollaron métodos de comparación
que podrian considerarse "dinámicos", basados en la detección in­
terespecifica de secuencias nucleotidicas presentes en diferentes



especies de organismos. Estas metodologías, comola reasociación
competitiva interespecífica o la hibridación de ADNen solución,
permitieron iniciar estudios de homologías, pudiendo establecerse
los porcentajes de sustitución de nucleótidos en ADNsde diferen­
tes especies. Si bien estos métodos permitieron comparaciones "di­
námicas" no dejaban de ser "estadísticos", dado que tales compara­
ciones se efectuaban entre el ADNtotal de determinada especie y
el ADNtotal de otra, o bien entre las secuencias de copia única
de dos especies en estudio. Las comparaciones de determinadas se­
cuencias de nucleótidos sólo fueron posibles una vez que se hubie­
ron desarrollado las metodologías de ADNrecombinante. Las técni­
cas de secuenciación hicieron posible la comparación nucleótido a
nucleótido, de genes o de secuencias no expresables —comolas uni­
dades de repe ición de los ADNssatélites- presentes en diferentes
organismos, permitiendo asi el establecimiento del grado exacto de
homología entre tales secuencias. El uso de estas técnicas en expe­
rimentos estratégicamente diseñados, tanto con respecto a la elec­
ción de las secuencias nucleotídicas a analizar comoa los grupos
taxonómicos en consideración, posibilitará la formulación de árbo­
les filogenéticos con mínimo sesgo ya que estarán basados de modo
específico en componentes determinados del genotipo de los organis­
mos en estudio.

En el presente trabajo de caracterización de los ADNsde las
especies Calomys musculinus y Calomys laucha, todos los métodos
empleados pueden considerarse "estáticos" si aceptamos que el ge­
noma constituye una población de componentes sobre los que enfoca­
mos nuestra atención. De acuerdo con lo expuesto, si tomamosal ge­
noma comouna población de pares de nucleótidos, podremos caracte­
rizarla de acuerdo con la concentración relativa de uno u otro par
-sólo son posibles los pares AT y GC- en determinado genoma. Asi­
mismo, si consideramos a éste como una población de secuencias con
diferente grado de repetición, podremosagruparlas en familias de
acuerdo con el grado de redundancia. La cuantificación de estas
familias nos permitirá saber con qué frecuencia se encuentran pre­
sentes en la población de secuencias que constituye el genomade
una determinada especie.



Los métodos "estadísticos" empleados en este trabajo han permi­
tido comparaciones que pueden ser denominadas "estáticas" o "diná­
micas" según el caso. Se entiende por comparaciones "estáticas"
aquéllas en las que se comparan los parámetros inherentes a los
ADNsde cada especie (v.g. valor de Tm, densidad de flotación, con­
tenido porcentual de GC, número de familias de secuencias nucleo­
tidicas con diferente grado de repetición, etc). Las comparaciones
"dinámicas", por su parte, se basan en las comparaciones de pará­
metros que surgen de experimentos en los que se analiza el ADNde
dos especies en forma simultánea, es decir, experimentos de hibri­
dación de ADN.Este tipo de comparaciones no se fundamenta en meras
descripciones de los ADNsde diferentes especies, sino que permite
establecer posibles relaciones de parentesco sobre la base de homo­
logias.



CONSIDERACIONES GENERALES SOBRE EL ADN

Establecimiento gg la función
En todos los organismos la información hereditaria es almacena­

da en el ácido deoxirribonucleico (ADN),constituyendo éste el ma­
terial genético primordial. Esta regla tiene una excepción: algu­
nos virus almacenan su información genética en el ácido ribonuclei­
co (ARN).

Aunque el ADNfue descubierto durante la segunda mitad del si­
glo pasado por Miescher (1871), recién se lo identificó comoporta­
dor de la información genética cuando Avery, Macleod y McCarthy
(1944) lograron la transformación hereditaria de cepas no virulen­
tas de Pneumococcus pneumoniae, en formas virulentas. Si bien en
la actualidad las conclusiones de Avery y sus colaboradores resul­
tan casi obvias, en el momentode su publicación —plena "Era de las
Proteinas"- no tuvieron aceptación inmediata. Algunos investigado­
res llegaron a sugerir que las muestras de ADNempleadas podrían
haber estado contaminadas con trazas de proteínas las que, según
ellos, eran las verdaderas responsables de la transformación. El
problema fue aclarado, en forma elegante, por Hershey y Chase(1952)
quienes, mediante 1a infección de cultivos bacterianos con bacte­
riofagos cuyas proteínas y cuyo ADNhabian sido marcados en forma
radiactiva con 358 y 32P respectivamente, demostraron que sólo el
ADNingresaba a las células, en tanto que las proteínas quedaban
adsorbidas a la superficie celular.

La función básica del ADNhabía sido aclarada, pero su estruc­
tura era aún desconocida.

La estructura
James Watson y Francis Crick (1953a) sugieren un modelo estruc­

tural para el ADN,así comolas posibles implicancias genéticas
del mismo (Watson & Crick, 1953 b). Tanto el modelo tridimensional
comoel mecanismode replicación por ellos propuesto fueron con­
firmados posteriormente, con lo que comenzaba la que podria llamar­
se "Era de los Acidos Nucleicos".

De acuerdo con el modelo estructural de Watson y Crick el ADN



es una molécula bicatenaria;constituida, cada cadena, por la se­
cuencia de unidades químicas denominadas nucleótidos. Cada nucleó­
tido está compuesto por una pentosa, la deoxirribosa, un grupo fos­
fato y una base nitrogenada. Los nucleótidos difieren solamente a
nivel de las-bases nitrogenadas, que son de dos tipos: las purinas
y las pirimidinas. Las primeras, representadas por la guanina.(G)y
la adenina(A), presentan dos anillos heterociclicos fusionados,
uno de seis y otro de cinco átomos. Las pirimidinas, con un único
heterociclo de seis átomos, incluyen la citosina.(C)y la timina(T).
Las bases nitrogenadas se unen al CHde la deoxirribosa por una
unión N-glicosídica con el N1 de las pirimidinas o con el N9 de
las purinas. La unión entre una base nitrogenada y un azúcar consti­
tuye un compuesto denominado nucleósido. Si a éste se une un grupo
fosfato en el C' de la deoxirribosa, el compuesto se denomina nu­
cleótido (Figura 1).

A lo largo de la cadena polinucleotidica, los nucleótidos se
unen por uniones fosfodiéster, donde cada grupo fosfato está cova­
lentemente unido al C'5de la deoxirribosa y establece un enlace
covalente adicional con el C'3del azúcar de un segundo nucleótido.
De esta manera el esqueleto de la cadena polinucleotidica resulta
en una secuencia alternante azúcar-fosfato, emergiendo las bases
nitrogenadas -unidas a la posición CHdel azúcar- en forma perpen­
dicular a esta estructura.

Las«doscadenaspolinucleotídicas dextrohelicoidales, enrolladas
sobre un mismoeje, constituyen una doble hélice. Cada una de ellas
presenta una orientación de sus puentes fosfodiéster 3'—-5' inter­
nucleotidicos opuesta a la de la otra, determinándose asi el anti­
paralelismo de las cadenas. Las bases nitrogenadas se encuentran
en el interior de la doble hélice, con sus respectivos planos pa­
ralelos entre si y perpendiculares al eje de la misma. Las bases
nitrogenadas de una de las cadenas se aparean, sobre el mismopla­
no, con las emergentes de la otra cadena. Debido a problemas esté­
ricos, sólo son posibles dos tipos de aparcamiento: A-T y G-C, que
son precisamente los que presentan una exacta equimolaridad en to­
dos los ADNsestudiados (Chargaff,1950).Por otro lado debe desta­
carse que el par A-T está mantenido por dos puentes de hidrógeno,
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Figura l. Estructura del ADN.

a. Cadena de nucleótidos, constituidos por la unión de una pento­
sa, la desoxirribosa (pentágono con un átomo de 0 en el vérti­
ce superior), un grupo fosfato (estructuras que llevan una P
en el centro) y una base nitrogenada: guanina (G). citosina
(C), adenina (A) o timina (T).

b. Naturaleza de los enlaces de hidrógeno que se establecen en­
tre las bases. Adenina se aparea siempre con timina por dos
puentes de hidrógeno y guanina lo hace siempre con citosina
por tres puentes de hidrógeno.

c. La estructura bicatenaria mostrada en dos dimensiones.
d. La mismaestructura presentada en tres dimensiones.



en tanto que el par G-C lo está por tres. Las bases purinicas y
pirimidinicas son hidrofóbicas, ubicándose en el interior de la
doble hélice, en tanto que los restos carbohidratos y fosfatos
secundarios, cargados eléctricamente, están expuestos al contacto
con el agua. De esta manera la estructura del ADNno sólo está
mantenida por los puentes de hidrógeno, sino también por las in­
teracciones hidrofóbicas generadas cooperativamente al apilarse
las bases.

Las dos cadenas de la doble hélice no son idénticas, ni en com­
posición ni en secuencia de nucleótidos, pero si mutuamente com­
plementarias. En efecto, enfrentada a una T siempre habrá una A
en la otra cadena, así como enfrentada a una C de una cadena siem­
pre habrá una G en la otra y viceversa. Esta complementaridad sólo
puede darse en forma antiparalela, presentando una de las cadenas
el sentido 5'——3'-determinado por las uniones fosfodiéster inter­
nucleotídicas- y la otra el sentido 3'——5'.

El modelo postulado por Watson y Crick sobre la estructura del
ADNles permitió proponer, a la vez, un mecanismo de replicación.
Ya que las dos cadenas del ADNson complementarias, tanto en es­
tructura comoen información, plantearon que durante la replica­
ción podría producirse la separación de las cadenas de la molécu­
la, constituyendo cada una el molde sobre el que se sintetizaria
la cadena hija, complementaria. Comoresultado se obtendrian dos
moléculas hijas, constituida cada una de ellas por una cadena pa­
rental y una sintetizada "de novo" usando aquélla como molde. Se
plantearon asi las bases de la replicación semiconservativa del
ADN,posteriormente comprobada en forma experimental por Meselson
y Stahl (1958).

Propiedades fisicoquimigag
El ADNde alto peso molecular, también denominado ADNnativo,

presenta alta viscosidad en solución a pH neutro y temperatura
ambiente. La elevación de la temperatura de la solución (hasta
95- 100°C) o el cambio del pH a valores extremos, determinan la
rápida disminución de la viscosidad. Tal cambio sugiere que la
molécula sufre ciertas alteraciones fisicas. Tanto las temperatu­



ras altas como los pHs extremos rompen los puentes de hidrógeno
que mantienen apareadas a las bases, asi comodesestabilizan las
interacciones hidrofóbicas que mantienen el apilamiento de los
pares de bases en la molécula. Estas alteraciones determinan que
la doble hélice pierda su estructura, desenrollándose y separan­
dose las cadenas que la constituyen, pasando a un estado de ovillo
al azar. Este fenómenoes denominadodesnaturalización ("melting")
del ADN.En su transcurso se afectan las uniones de hidrógeno así
comolas interacciones hidrofóbicas, en tanto que no se alteran
las uniones covalentes de cada cadena.

El proceso inverso -la reasociación- puede producirse, bajo
condiciones controladas, al descender la temperatura o al llevar
la solución a valores de pH próximos a la neutralidad siendo, por
lo tanto, un proceso reversible. La reasociación se produce en dos
etapas, una lenta y otra rápida; la primera dependerá de que cada
cadena encuentre su complementaria, fenómeno afectado por condi­
ciones tales comoconcentración de cationes en el medio, concen­
tración del ADNdesnaturalizado presente y temperatura. Esta eta­
pa concluye una vez que se establece un corto segmento bicatena­
rio, luego del encuentro de las cadenas complementarias por coli­
siones al azar. La segunda etapa es más rápida, requiriendo que
las bases de cada cadena reconozcan a sus complementarias y refor­
men la doble hélice. La reasociación del ADNsigue una cinética
de segundo orden.

Algunas propiedades físicas de los ADNsbicatenarios pueden
reflejar su contenido en pares de bases (GCy AT). Al calentar
una solución de ADNen forma lenta y controlada, se producirá su
desnaturalización (a una temperatura determinada). La transición
entre el ADNdel estado nativo al desnaturalizado puede ser detec­
tada por el incremento de la absorción de radiación ultravioleta
(efecto hipercrómico) o bien por la disminución de la viscosidad
de la solución. El ADNde determinado organismo tendrá una tempe­
ratura de desnaturalización (Tm, "melting temperature") caracte­
ristica. El parámetro Tmpuede definirse comola temperatura a la
que desnaturalizan el 50%«delas secuencias polinucleotidicas pre­
sentes en una muestra. Se ha comprobado que existe una relación



directa entre el valor de Tmy el contenido en pares GCen una
muestra determinada de ADN(Marmur & Doty, 1962). Los pares GC son
más estables y por lo tanto requieren mayor energia para disociar­
se que los pares AT, debido a que la guanina y la citosina están
unidas por tres puentes de hidrógeno, en tanto que la adenina y
la timina sólo lo están por dos. Otra característica fisica del
ADNque se relaciona con el contenido en pares GCes su densidad
de flotación. En este caso, comoen el anterior, la relación en­
tre el contenido en GCy la densidad de flotación es lineal
(Schildkraut et al., 1962). La mayor densidad de los pares GGen
comparación con los pares AT se debe también al mayor número de
puentes de hidrógeno que mantienen unidos a los primeros.
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ADN: EH EMPLEO EN SISTEMATICA BIOQUIMICA

El ADNpuede ser considerado como el material más adecuado para
encarar estudios sistemático-evolutivos. Esta consideración se ba­
sa en que en dicha molécula se encuentran codificados, en términos
de secuencias nucleotidicas, por un lado los genes que luego de
ser transcriptos se traducen en las proteinas estructurales y enzi­
máticas y por otro las secuencias, que pueden o no transcribirse,
y que constituyen posibles efectores de los mecanismosde regula­
ción y modulación de la expresión génica. En conjunto, las secuen­
cias codogénicas y las reguladoras -el genotipo- determinarán las
caracteristicas morfológicas, metabólicas y fisiológicas -el feno­
tipo- de cada organismo viviente.

Por lo tanto, las comparaciones del ADNde diferentes especies
de organismos permitirán efectuar estimaciones más precisas de las
relaciones evolutivas que los vinculan, que las que podrian emer­
ger de las comparaciones de los productos génicos o bien de los
fenotipos en su conjunto.

De acuerdo con lo antedicho, el estudio comparativo del ADNde
diferentes especies podria aclarar las posibles relaciones siste­
mático-evolutivas; no obstante, debido al enorme tamaño del genoma
eucariota las comparaciones base a base para el genoma completo
son por ahora imposibles. Sin embargo, desde antes del estableci­
miento de la estructura tridimensional del ADNya se habian comen­
zado a analizar las diferencias entre los ADNsde distintos orga­
nismos, surgiendo entonces un nuevo criterio diagnóstico para los
seres vivos: las características de sus ADNs.

A continuación se comentarán en orden cronológico algunas de
las metodologías empleadas en la caracterización del ADN,varias
de las cuales han sido usadas en el presente trabajo. De hecho,
casi todas ellas fueron inicialmente diseñadas para estudiar pro­
blemas funcionales y/o estructurales, siendo su empleo en siste­
mática bioquímica una adaptación ulterior.



A. Composición del ¿QE
Chargaff(1950), mediante el empleo de la cromatografía cuantita­

tiva en papel, estableció las concentraciones molares de los nu­
cleótidos presentes en muestras de ADNobtenidas a partir de di­
versos organismos procariotas, eucariotas y virus. El uso de esta
técnica posibilitó la cuantificación exacta de las concentraciones
de nucleótidos presentes en el ADN.Hasta ese momentose aceptaba
que los cuatro deoxirribonucleótidos se encontraban en concentra­
ciones equimolares, en todos los ADNs.Las conclusiones de Chargaff
modificaron este concepto y ampliaron el espectro de la biología
molecular de aquellos días. Sus aportes pueden resumirse tal como
sigue:

1. El ADNaislado de distintos órganos de individuos de la mis­
ma especie posee igual composición de bases.

2. La composición de bases varía de una especie a otra.
3. La composición de bases de una especie determinada no varía

con la edad, ni con el estado nutricional, ni con cambios ambien­
tales.

A. En casi todos los ADNsexaminados, la concentración de los
restos citosina es igual a la de los restos guanina (C==G),así
comola concentración de los restos adenina es igual a la de los
restos timina (A=T), de modoque la suma de los restos purÍnicos
es igual a la suma de los restos pirimidínicos (A-+G= C-+T).

5. Los ADNsde especies muy relacionadas tienen una composición
de bases similar, en tanto que en aquellos de especies muyaleja­
das es probable que sea completamente distinta. De hecho, la com­
posición de bases del ADNpuede utilizarse como parámetro en la
taxonomía de los organismos.

Las implicancias de las conclusiones son múltiples:
a. Desplaza la "Teoría del Tetranucleótido" (Levene, 1931),se­

gún la cual A: C=(}='T. De acuerdo con esta teoría, el ADNpresen­
taba una marcada monotonía, incompatible con la función informa­
cional. A partir de los datos aportados por Chargaff pudo inferir­
se que el ADNportaba la información genética bajo las secuencias
específicas de sus bases nucleotídicas.

b. Las equivalencias de bases establecidas por este autor, jun­



to con los datos de difracción de rayos X,permitieron a Watson y
Crick postular el modelo tridimensional del ADN.

c. La universalidad de la regla de las equivalencias, posterior­
mente comprobada, hizo posible la descripción de la composición
relativa de bases de diferentes ADNsen términos de un único pará­
metro -GC Z0 AI‘%-.

Desde el punto de vista de la sistemática bioquímica, los estu­
dios de Chargaff permitieron reubicar especies sobre la base de la
concentración relativa de nucleótidos en sus ADNs.Este tipo de
análisis tuvo una aplicación de particular importancia en el estu­
dio de procariotas, debido a1 amplio rango de variación de la con­
centración relativa de GC(27-78 Z), que presentan los ADNsde es­
tos organismos. En vertebrados, en cambio, las variaciones del ADN
total respecto de la concentración molar de las bases es muchomás
reducida, oscilando entre 40 y ¿4 %.

La información suministrada por Chargaff, respecto a la concen­
tración molar exacta de nucleótidos presente en ADNsde diferentes
organismos, permitió correlacionar el contenido relativo de bases
con ciertas características fisicoquimicas del ADN,comopor ejem­
plo el valor de la temperatura de desnaturalización (Tm) o el va­
lor de la densidad de flotación (P).

b. Desnaturalización térmica
A fines de la década del 50 se publicaron numerosos trabajos en

los que se empleaba esta técnica para resolver problemas sobre la
estructura y la estabilidad de la molécula de ADN.Años después,
Marmury Doty(19ó2) establecieron una relación empírica entre el
contenido relativo en GCde un determinado ADNy su temperatura
media de desnaturalización (Tm). El empleo de esta relación per­
mitió obviar las determinaciones de las concentraciones molares
de los nucleótidos por métodos cromatográficos cuantitativos, ge­
neralizándose su uso como método de diagnóstico taxonómico en bac­
teriología. Según se mencionara en el párrafo anterior, las bacte­
rias presentan variaciones de amplio rango respecto del contenido
relativo en GC, en tanto en los eucariotas es proporcionalmente
menor, siendo por lo tanto reducida la variación de los valores



de Tm. Sin embargo, en eucariotas se detecta una notable variación
en la amplitud térmica en la que se produce la desnaturalización,
que pone de manifiesto secuencias (probablemente repetidas) enri­
quecidas en determinados pares de bases. Debido a que las inflexio­
nes mencionadas no se visualizan con facilidad en los gráficos
experimentales, se han empleado varios métodos numéricos de deri­
vación (Pivec et al.,1970;Ansevin et al.,1971,1976,1983;Gabarro,
1978) que no incrementan la información neta sino que posibilitan
la visualización e interpretación de los perfiles de desnaturali­
zación.

Mediante el empleo de parámetros de desnaturalización térmica
como: Tm, amplitud (263, número de transiciones y los correspon­
dientes Tmi -Tmde los componentes individuales- ha sido posible
relacionar diferentes grupos de especies (Guttmanet al.,1977;
Vidal Rioja et al.,1987a,b). Esta metodologiapermite establecer,
mediante la comparaciónde los parámetros intervinientes, relacio­
nes de similitud entre especies, pudiendo considerársela de tipo
estadístico y estática.

c. Ultracgptrifugación analítica
Meselson, Stahl y Vinograd (1957) desarrollaron una metodologia

que permitía establecer el peso molecular y el volumenespecifico
parcial de las macromoléculas, en particular del ADN.La misma se
basaba en la sedimentación hasta equilibrio de los biopolimeros
disueltos en medios conteniendo sales de bajo peso molecular pero
alta densidad, como las sales de cesio (CsCl o CS2SO4). El uso de
esta técnica, con ligeras modificaciones, permitió a Meselson y
Stahl (1958) comprobar en forma experimental la replicación semi­
conservativa del ADN,propuesta inicialmente por Watson y Crick
(1953b).

La alta capacidad resolutiva del métodopermitía la detección
de ligeras variaciones en la densidad de flotación de las muestras
de ADNen estudio. Dado que los pares GCpresentan una densidad
mayorque los AT, resultaba posible establecer el contenido rela­
tivo de bases en muestras de ADN.Si bien eran aplicables otros
métodospara determinar el contenido relativo de nucleótidos, éste



presentaba ciertas ventajas, comoel empleo de cantidades minimas
de ADNy el hecho de que éste podia estar impuro.

Schildkraut, Marmury Doty (1962) establecieron una relación
empírica entre el contenido relativo de bases y la densidad de
flotación, disponiéndose así de una nueva herramienta en sistemá­
tica bioquímica. Los perfiles de sedimentación presentan gran se­
mejanza con aquellos obtenidos por derivación numérica de los da­
tos experimentales de desnaturalización térmica. Según ambos méto­
dos, los ADNsde organismos procariotas presentan una estrecha
distribución alrededor de la moda, correspondiente al valor de la
densidad de flotación o del Tmde la muestra en estudio. Sin em­
bargo, la posición de la modapodrá variar, con respecto a su po­
sición en el gradiente o en el rango de temperatura, debido a la
gran variación del contenido relativo en GCde estos organismos.
Por otro lado, los perfiles de sedimentación del ADNde los euca­
riotas muestran una marcada estabilidad en cuanto a su densidad
de flotación exhibiendo, en cambio, perfiles amplios y heterogé­
neos y en algunos casos picos u "hombros" diferenciables del com­
ponente principal, que representarian los denominados ADNssaté­
lites (ADNsat), inicialmente descriptos por Kit (1961). Una vez
detectados los ADNsai,pormétodos analíticos, el aislamiento para
su posterior caracterización podia efectuarse por métodos de cen­
trifugación preparativos. A la fecha estos métodos se han simpli­
ficado, al desarrollarse sistemas cromatográficos de afinidad -so­
bre soportes de poliacrilamida acomplejada con verde de malaquita
o con rojo fenol- que permiten separar selectivamente fracciones
de un determinado genoma enriquecidas en secuencias con predominio
en pares GC o AT (Bunemann et al., 1978).

En el área de la sistemática bioquímica, las técnicas de ultraw
contrifugación analítica han sido intensamente empleadas, en par­
ticular con el propósito de efectuar comparaciones entre ADNsde
roedores, debido a la gran variación registrada a nivel específico,
tanto reSpecto a la presencia comoa las características de los
ADNsat.
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d. Reasociación del _Qfl
Según fuera mencionado con anterioridad, el ADNpuede restaurar

su estructura bicatenaria luego de haber sido totalmente desnatu­
ralizado. Esta propiedad se basa en el carácter complementario de
las cadenas polinucleotidicas. La reacción de reasociación del ADN
depende de varios factores, entre otros la concentración de las
cadenas desnaturalizadas, la concentración del catión en el medio
y la temperatura de incubación a la que se produce la reacción.

Esta propiedad del ADNfue descubierta por Marmur y Lane (1960),
quienes demostraron en forma experimental la naturaleza complemen­
taria de las cadenas polinucleotidicas, presentes en ADNsprevia­
mente desnaturalizados. En sus experimentos, estos autores emplea­
ron criterios funcionales para evaluar la restauración del estado
bicatenario en muestras de ADNdesnaturalizado. La pauta funcional
empleada era la capacidad transformante de las moléculas -renatu­
ralizadas- al ser agregadas a cultivos bacterianos deficientes en
determinados genes.

La comprensión detallada del proceso de reasociación se logró
en base a los estudios cinéticos realizados, entre otros, por War­
ning y Britten (1965), Subirana y Doty (1966), Subirana (1966),
Britten y Kohne (1968), Wetmury Davidson (1968), BrittengrDavidson,
(1971), Britteneïtal. (1974). Estos estudios permitieron establecer,
por un lado las bases metodológicas de los análisis de cinética de
reasociación del ADNy, por otro, demostrar la compleja organiza­
ción de los genomaseucariotas.

Aquellos aportes demostraron que el ADNde los organismos supe­
riores está organizado en familias de secuencias nucleotidicas con
diferente grado de repetición. Si bien las secuencias de copia úni­
ca constituyen, en general, el componentemayoritario -alrededor
del 6&)%del genoma haploide-, el ADNrepetido y el altamente repe­
tido representan también una fracción importante del genoma.

Dentro de las familias de secuencias del ADN,las denominadas
de copia única incluyen las secuencias codogénicas o exones, las
secuencias intervinientes, separadores o intrones, asi comotam­
bién las secuencias flanqueantes. Algunas de éstas pueden tener
funciones reguladoras, comolos intensificadores ("enhancers") o
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los Silenciadores ("silencers") que modulanla expresión génica.
Dado que sólo una reducida proporción de las secuencias de copia
única son transcriptas y traducidas a proteinas, es probable que
buena parte de ellas se encuentren relacionadas con procesos regu­
latorios, aunque en la actualidad se disponga de relativamente po­
ca información al respecto. Entre las secuencias de repetición in­
termedia se incluyen, entre otras, los genes de las histonas y los
del ARNribosomal. En las secuencias de ADNaltamente repetido, en
cambio, no ha sido posible la detección de secuencias con función
conocida, ni en términos de expresión ni en términos de regulación.
El por qué de estas secuencias es tema de intenso debate. Este tipo
de ADNha sido denominado en formas muy diversas por distintos au­
tores. Ohno(1970) por ejemplo, lo califica como ADN"basura", des­
cartando toda posible función del mismo: Flavell (1980.1982) lo de­
nomina ADNsecundario y considera de gran importancia su estudio,
dados los posibles papeles que podria desempeñar en varios procesos,
ya sean éstos de especiación o evolutivos en general. Por su parte,
autores como Doolittle y Sapienza (1980) y Orgel y Crick (1980)
asignan al ADNaltamente repetido funciones que regularían su pro­
pia replicación y lo califican, antropocéntricamente,de.ADN"egoísta"

Si bien la función del ADNaltamente repetido no resulta aún del
todo clara, Bennett(1982) relaciona la presencia de este tipo de
secuencias (detectable citológicamente comoheterocromatina consti­
tutiva generadora de bandas C) con caracteristicas adaptativas en
ciertos vegetales.

La posición cromosómicade las secuencias altamente repetidas,
reconocibles comobandas C o bien por técnicas de hibridación "in
situ" -si se dispone de ADNde este tipo aislado- tiende a locali­
zarse en general en zonas involucradas en reordenamientos cromosó­
micos (v.g. zonas pericentroméricas, telo o subteloméricas). Esta
observación podria sugerir dos alternativas: por un lado, que es­
tas secuencias sean el resultado de amplificaciones posteriores a
los eventos de reordenamiento o bien que su presencia en determi­
nados sitios cromosómicosdetermine la producción de ciertos reor­
denamientos. Estas alternativas permitirían relacionar las secuen­
cias altamente repetidas y los reordenamientos cromosómicos. No obs­
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tante, sin entrar en camposhipotéticos y sobre la base de descrip­
ciones observacionales, podria asegurarse que estas secuencias jue­
gan un papel importante en cuanto a la plasticidad cromosómica.

El empleo de los datos de cinética de reasociación aportó nue­
vos parámetros comparativos en numerosos grupos taxonómicos, entre
ellos el de los roedores. Este método comolos antes mencionados
puede incluirse entre los que hemosdenominadoestadísticos y es­
táticos. No obstante y sobre las mismas bases metodológicas de los
estudios cinéticos, se desarrollaron ulteriores modificaciones que
permitieron comparaciones dinámicas entre los ADNsde diferentes
especies, sin por ello dejar de permitir comparacionesestadísticas.

Los estudios de homologias de ADNnacen en la década del 60,
cuando Doty y colaboradores (1960), basándose en los experimentos
de Marmur y Lane (1960) ya mencionados, examinaron el comportamien­
to hidrodinámico de moléculas de ADN"hibridas", en gradientes neu­
tros de CsCl, cuyas cadenas polinucleotidicas provenían de ADNsde
diferentes especies. Posteriormente MacCarty(19ó3) desarrolló una
metodologia para analizar el grado de homologia en ADNsde organis­
mos superiores, mediante la fijación de ADNdesnaturalizado a un
soporte sólido (agar) al que se permite reasociar con ADNdesnatu­
ralizado heterólogo, marcadoradiactivamente. Esta técnica fue lue­
go desplazada por otras de mayor eficiencia, pero basadas en los
mismosprincipios.

Los estudios de homologias de ADNsevieron modificados a partir
del descubrimiento de que los genomas eucariotas presentan una com­
pleja organización, conteniendo familias de secuencias con grado
de repetición variable, asi comosecuencias de copia única. Este
último tipo de secuencias se comenzó a usar en estudios de homolo­
gias, por estimarse que estaba más sometido a presiones selecti­
vas intensas. Si bien estas consideraciones acerca del ADNrepeti­
do han sido aceptadas en forma casi unánime, se ha demostrado que
determinadas secuencias de ADNaltamente repetido también presen­
tan un alto grado de conservación.

Los estudios sistemático-evolutivos efectuados en base a compa­
raciones de homologías entre ADNsheterólogos —decopia única- han
aportado información de importancia en el reestablecimiento de fi­



logenias de varios grupos taxonómicos, por ejemplo primates (Sibley
&Ahlquist,1984),roedoreS(Br0wnell.1983) y aves ratites (Sibley &
Ahlquist,1981).

e. Análisis gg restricción
Las endonucleasas de restricción -enzimas capaces de reconocer

y clivar determinadas secuencias nucleotídicas en el ADN-consti­
tuyen herramientas que han posibilitado, en buena medida, el desa­
rrollo de la tecnología del ADNrecombinante. Dicha capacidad enzi­
mática ha puesto también al servicio de la Sistemática Bioquímica
un nuevo criterio de aplicación en taxonomía.

En el caso de genomas pequeños (v.g. virales, mitocondriales o
bien ADNsde plásmidos) la digestión con enzimas de restricción
genera un número relativamente pequeño de fragmentos específicos.
Estos fragmentos generan patrones de bandas característicos, al ser
separados electroforéticamente. La comparación de estos patrones
puede emplearse para establecer el grado de relación entre dos o
más ADNs. En el caso de los ADNseucariotas, los patrones de diges­
tión suelen ser demasiado complejos comopara posibilitar la com­
paración directa, sobre un fondo continuo de fragmentos no resuel­
tos.

El empleo de estas enzimas ha permitido demostrar la organiza­
ción jerárquica de las secuencias de repetición presentes en la ma­
yoría de los ADNsai;estudiados (Botchan, 1974; Southern,1975a;Roizes,
1976; Carlson 8:Brutlag, 1977; Endow, 1977; Horz &Zachau, 19,77). El
uso de estas enzimas constituye, hasta el presente, el único medio
de encarar estudios sobre las estructuras jerárquicas en los ADNsat.
Por otro lado, la presencia de satélites crípticos puede ser pues­
ta de manifiesto mediante esta metodología (Roizes, 1974).

Hasta este punto de la exposición se han comentado sólo parte
de las metodologías de aplicación en Sistemática Bioquímica que
emplean el ADNcomo herramienta de estudio. Ello obedece a que se
ha centrado la atención en aquellas metodologías utilizadas en el
presente trabajo, omitiendo gi profeso otras muchas, comoaquéllas
aplicadas en el estudio del ADNmitocondrial -de especial interés



en estudios de polimorfismos poblacionales, sistemática subespe­
cifica y herencia matriarcal- o en el análisis de secuencias pre­
sentes en el cromosomaY -que abren nuevas perspectivas en los es­
tudios de herencia patriarca1-.



LOS ROEDORES CRICETIDOS DEL GENERO CALOMYS

Las siguientes consideraciones sobre la familia Cridetidae, su
posible origen y antiguedad, tienen por objeto presentar y ubicar
sistemáticamente al género Calomys. Asimismose hará referencia a
la importancia evolutiva de este género dentro de la subfamilia
Sigmodontinae, a los antecedentes taxonómicos, cariosistemáticos
y alozimicos -que han posibilitado la reubicación sistemática de
varias especies del género- y a la importancia sanitaria que revis­
ten las entidades estudiadas.

Las especies Calomys musculinus(Thomas,1916) y Calomys laucha
(Olfers, 1818), empleadas comomodelos experimentales en el presen­
te trabajo, presentan una marcada similitud en cuanto a su aspecto
general (Figuras 2 y 3). Ambaspresentan el pelaje de longitud me­
diana, relativamente suave, con manchasblancas postauriculares
grandes bien delimitadas. En estas especies no se detectan carac­
teres morfológicos especializados, relacionables con un tipo de
vida determinado. Unaspecto que presenta variaciones apreciables
entre los representantes del género Calomyses el tamaño corporal.
Las especies que nos ocupan, juntamente con Calomys humelincki,
pertenecen a.]asdenominadas "formas chicas", con valores pondera­
les de alrededor de 20 gramos -en el estado adulto-, en tanto que
las "formas grandes" -que incluyen a g. calidus, Q. callosus y Q.
venustus- presentan valores de peso corporal de alrededor de 60
gramos (Figura 4)- en el mismo estado.

Calomysmusculinus presenta una amplia distribución en nuestro
país. Se han capturado miembros de la especie en: Jujuy (localidad
topotipica Maimará), Salta, Tucumán, Catamarca, Mendoza, Córdoba,
San Luis y Buenos Aires (Honacki y col.,1982). En fechas recientes
el área de distribución conocida se ha ampliado, al capturarse in­
dividuos de la especie en Chaco y Chubut (Puerto Madryn) (Merani,
comunicación personal). La especie Calomys laucha presenta también
una amplia distribución: Paraguay (localidad topotípica Asunción),
sur de Brasil, sur de Bolivia, Uruguay y centro de Argentina (Pcias.
de Córdoba y Buenos Aires) (Honacki, op. cit.).



g. Fotografias de especímenes de Calomïs

musculinus . Superior adultos, inferior
Ihembra con su crla.
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Fi ura 2. Fotografía de especímenes de Calomxs
laucha. Superior ejemplares adultos,
Inferior, adultos y juveniles.



-26­

Figura Á. Fotografia de ejemplares de tres especies
del género Calomys. El ejemplar de mayor
tamaño pertenece a la especie Q; calidus.
Los ejemplaresde las especies g.musculinus
(Centro) y g¿ laucha (derecha) presentan
tamaños corporales semejantes entre si y
comparativamente mucho menores que el de
la primera especie.



ansideraciones sobre la familia Cricetidae
La fauna teriológica sudamericana presenta como componennte ma­

yoritario, en términos de número de especies, a los miembrosdel
orden Rodentia. Este grupo comprende alrededor del 43 %del número
total de especies vivientes. A su vez, en este orden se incluyen
representantes de tres taxones: Sciuromorpha, Caviomorphay Crice­
tidae. La familia Cricetidae presenta el número mayorde especies
(alrededor de 249 agrupadas en 51 géneros) constituyendo asi aproxi­
madamente el 22 Z de las especies de mamíferos y el 55 fl de las
especies de roedores sudamericanos (Reig, 1981, 1984).

En la actualidad se acepta que los miembros de la familia Crice­
tídae, con preponderante distribución sudamericana, forman parte
de la subfamilia Sigmodontinae, en tanto que aquellos con distri­
bución mayoritaria en América del Norte pueden agruparse en la sub­
familia Neotominae (Reig, 1981). Esta diferenciación no se basa
únicamente en criterios zoogeográficos, sino en las claras diferen­
cias anatómicas y morfológicas que presentan los miembros de una y
otra subfamilia. Los miembros de la subfamilia Sigmodontinae exhi­
ben caracteres con mayor grado de primitivismo, comola morfología
báculo-peneana compleja (Hooper & Musser, 1964), la retención del
número completo de las glándulas sexuales accesorias masculinas
(Arata, 1964), comoasi también rasgos ancestrales de la anatomía
estomacal (Carleton, 1973).

Origen y antigüedad de los cricétidos sudamericanos
Tanto el origen comola antigüedad de los cricétidos Sigmodonti­

nos constituyen áreas de ardua discusión. Se comentarán brevemente
las hipótesis vigentes.

Hibbard (1968) postuló que los cricétidos norte y sudamericanos
podrian descender de un antecesor común, diferenciándose durante
el Oligoceno o durante el Mioceno más antiguo. Este planteo hipo­
tético es coincidente con investigaciones posteriores. Asi los Neo­
tominae podrían haberse diferenciado a partir de un antecesor du­
rante el Mioceno más antiguo, el que a su vez podria haber derivado
de cepas cricentinas del Oligoceno de Norte América (Clark et al.,
1964; Alker, 1967) o de cepas cricetodontinas emigrantes de Eurasia



(Felbusch, 1967). Los Sigmodontinae, en tanto, podrían haberse di­
ferenciado antes que los neotominos ya que los Oryzomyni-represen­
tantes más primitivos de los sigmodontinos- son más primitivos en
anatomía dentaria que las formas miocenas antecesoras de los neoto­
minos, compartiendo características evolutivas con cricetodontinos
oligocenos de América del Norte y de Eurasia. Sobre la base de las
diferencias morfológicas entre los neotominos y los sigmodontinos.
así comopor el mayor grado de primitivismo de estos últimos, Reig
(1981) plantea comohipótesis más verosímil la que sostiene que los
Sigmodontinae se diferenciaron directamente a partir de una cepa
oligocena de cricetodontinos norteamericanos y que evolucionaron
en aislamiento en América del Sur, una vez alcanzado el continente
por medio de la dispersión pasiva, posiblemente a principios del
Mioceno (Reig, 1972, 1975, 1978, 1980).

En contraposición a la "Hipótesis Antigua" (Reig, 1981) comen­
tada en el párrafo anterior, se han planteado otras alternativas;
según se verá aceptan comoválido que los cricétidos constituyen
un elemento joven en la fauna de América del Sur y que su ingreso
se produjo por una ruta dispersiva terrestre desde América del Nor­
te luego del establecimiento del puente panameño(limite Mio-Plio­
ceno ca. 5 millones de años). La diferencia entre las hipótesis
reside en la explicación de cómose produjo la diversificación y
divergencia taxonómica de estos inmigrantes recientes. Por un lado,
Simpson (1969) y Vorontzov (1968) sugieren la diferenciación local
rápida de una cepa invasora generalizada; por otro lado, Hooper
(1948), Patterson y Pascual (1968) y Baskin (1978), sugieren que
la mayoría de las formas ingresantes se originaron y diferenciaron
en las regiones tropicales de América del Norte, invadiendo luego
América del Sur comoun grupo complejo y diversificado.

Sin embargo, el patrón de distribución de los cricétidos sudame­
ricanos vivientes, junto al mayor grado de primitivismo general de
los Sigmodontinae respecto de los Neotominae, podrian constituir
argumentos de peso en favor de la "Hipótesis Antigua" planteada
por Reig. Por otra parte, esto resulta consistente oon el carácter
primitivo de la tribu más generalizada de los Sigmodontinae (Ory­
zomyni) y su estrecha relación con los cricetodontinos.



Importancia evolutiva del género Calomys
Reig (1981) planteó el empleo de la clasificación tribal de Mu­

roidea, Neotominae como así también de Sigmodontinae. De acuerdo
con su propuesta, la subfamilia Sigmodontinaeestaría constituida
por siete tribus: Oryzomyni, Icthyomyní, Wiedomyni, Akodontini,
Scapteromyni, Sigmodontini y Phyllotini. De éstas, tres son las
que presentan mayor número de géneros: Oryzomyni (13), Akodontini
(10) y Phyllotini (14), representando el 87 %de los sigmodontinos
vivientes, sobre la base del númerode especies. Estas tres tribus
representan, además, tres grados evolutivos sucesivos, desde una
situación primitiva selvática-insectivora hacia la forma de vida
vegetariana y de praderas, habiendo ocurrido en cada grado una cla­
dogénesis amplia y significativa (Reig, 1981). Los oryzominos cons­
tituyen las formas más primitivas, siendo probable que de ellos
hayan derivado los akodontinos, en tanto que el origen de los filo­
tinos podría relacionarse con formas ancestrales derivadas de pro­
to-oryzominos o bien de proto-akodontinos, aspecto que queda aún
por ser dilucidado, aunque Pearson y Patton (1976) consideran a los
filotinos derivados de antecesores oryzominos basándose en compara­
ciones cariosistemáticas. Sobre la base de la morfología cráneo­
dentaria se considera que los filotinos constituyen las formas más
especializadas dentro de los sigmodontinos.

El género Calomys Waterhouse, 1837 probablemente constituye
el género filotino viviente másprimitivo, dadas las característi­
cas dentarias (en particular la presencia de molares braquiodontes
con crestas) (Reig, 1984), así comopor presentar cariotipos "pri­
mitivos" en algunas de sus eSpecies (Pearson & Patton, 1976).

La importancia evolutiva del género Calomysresulta evidente.
En efecto, la posibilidad de que constituya la forma más primitiva
de la tribu más especializada lo ubica en una situación preferen­
cial para encarar estudios evolutivos, ya sea con el propósito de
establecer el posible ancestro -proto-oryzomino o proto-akodontino­
del que derivaron los miembros de la tribu, así comoen procura de
analizar los mecanismosevolutivos potencialmente involucrados en
el proceso cladogenético.



Situación taxonómiga del género Calomys
El género Calomys ha sido extensamente revisado por varios in­

vestigadores (Thomas,1916;Tate,1932a,b; Ellerman.1941;Cabrera,
1961; Hershkovitz,19ó2; Honackiet al.,1982;Reig,1984),no exis­
tiendo acuerdo con respecto al número de especies que lo componen.
Debido a que el análisis minucioso de los aspectos taxonómicos del
género exceden los objetivos del presente trabajo, comentaremos
brevemente la posición de dos autores coetáneos que han tenido una
fuerte influencia en los estudios de roedores en nuestro medio.
Por un lado Cabrera (1961) reconoce diez especies y diecinueve en­
tidades subespecíficas, en tanto que Hershkovitz (1962) sólo reco­
noce cuatro formas eSpecíficas: Calomxscallosus, g.laucha,52.lg­
pidus y g.sorellus,agrupando dentro de la primera mencionadaaque­
llas subespecies con tamaño corporal relativamente grande en com­
paración con las subespecies incluidas en la segunda especie arri­
ba mencionada.

El panorama de la taxonomía de los roedores sudamericanos dista
de ser claro, agravándose la situación en los niveles infragenéri­
cos. No obstante, la incorporación de estudios citogenéticos, bio­
químicos y moleculares a los criterios taxonómicos tradicionales
ha abierto nuevas perspectivas en el conocimiento sistemático de
estos organismos.

Estudios citogepéticos
A partir de la década del 60 la aplicación de métodos citogené­

ticos (análisis del númeroy morfología cromosómicos, establecimien­
to de cariotipos y aplicación de técnicas de bandeo cromosómico)
ha permitido, en nuestro medio, aclarar problemas taxonómicos. El
uso de estos métodos ha sido de especial importancia en el caso
particular de los roedores debido a la gran variabilidad cariotí­
pica que exhiben.

Massoia y Fornes (1965) y Massoia y col. (1968) sugieren que las
subespecies Calomyslaucha laucha y Q.lauchamusculinus debían os­
tentar rango de especie plena sobre la base de las diferencias ca­
riológicas, anatómicas (morfología craneana y peneana) y métricas.
Hasta ese momentotales entidades habían sido incluidas en la mis­



ma especie dada su gran semejanza fenotípica. Sin embargo, desde el
punto de vista cariológico las diferencias son marcadas. Calomys
musculinus presenta un número diploide (211) de 38 cromosomas (Ma­
ssoia y 001.,19683Forcone y col.,1980)en tanto que Q.laucha;me­
senta un 211de 64 (Gardenal y col.,1977a).Por otra parte, la can­
tidad de heterocromatina, detectable comobandas C es notablemente
diferente en ambas especies. Calomysmusculinus presenta abundantes
bandas C pericentroméricas, en tanto que en Q.lauchason apenas
perceptibles (Vitullo, comunicaciónpersonal).

Basándoseen caracteres cariológicos, métricos y descriptivos,
Contreras y Roig (1976) y Contreras y Rossi (1980) reubicaron la
subespecie Calomys laucha cordovensis comoQ.musculinuscordovensis.

De acuerdo con los datos cariológicos obtenidos de roedores cap­
turados en zonas próximas a la localidad topotípica de Calomyslg­
nustus calidus, Vitullo y col.(1984) proponen elevar a esta subes­
pecie al rango de especie plena, bajo el nombre de Calomys calidus.
Tal reubicación sería sustentada por la clara diferencia cariotípi­
ca entre g.calidus,con valor 2r1= ¿8 (Vitullo y col.,1984)y galg­
mig venustus, con 2r1= 56, capturados en Cosquín y analizados por
Gardenal y col.(1977). Debeaclararse que Gardenal refiere los roe­
dores capturados en Cosquín a la especie g. callosus, basándose en
el criterio de Hershkovitz (1962) quien declaró en sinonimia a Q.
venustus con g.callosus.Sin embargo, Pearson y Patton (1976) dan
a conocer un cariotipo de 2r1= 36 en ajemplares capturados en Pa­
raguay, en proximidades de la localidad topotípica de g.callosus:
esta situación permitiría reestablecer 1a especie Q.venustuspara
los roedores analizados por Cardenal y col. (op.cit.).

La Tabla I resume algunas de las especies y subespecies acepta­
das por Cabrera (1961) en correspondencia con aquellas considera­
das por Hershkovitz (1962), su número diploide y el estado taxonó­
mico actualmente aceptado.

El estudio detallado del número y morfología cromosómicos ha
permitido a Pearson y Patton (1976) plantear las posibles relacio­
nes evolutivas tanto dentro de los miembrosde la tribu Phyllotini
en general como entre los miembros del género Calomys en particular.
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Estudios alozimicos
La electroforesis sobre soportes sólidos (particularmente almi­

dón) y la posterior detección, por medio de reacciones especificas,
han permitido poner de manifiesto variantes alélicas de un gran nú­
mero de enzimas. Esta metodologia se aplica al análisis intraespe­
cifico y al estudio de la dinámica poblacional de numerosas espe­
cies. Por otro lado, su empleo puede poner de manifiesto diferen­
cias interespecíficas, en particular si las especies analizadas
guardan estrechas relaciones de parentesco.

En 1980 Gardenal y colaboradores presentaron un estudio del po­
limorfismo proteico en una población de la especie Calomxsmusculi­
nus, demostrando que 10 de los 15 loci génicos analizados presen­
taban polimorfismo (66%) y que, en promedio, la heterocigocidad me­
dia era elevada (h =0,20). AsimismoCardenal y collí977b) estable­
cieron que tres especies del género Calomys(Q.musculinus,g.lag­
Egg y C.callosus)presentan patrones alozímicos especificos de espe­
cie, aportando un nuevo parámetro de comparación taxonómica. En
1985, el mismogrupo de investigadores estableció que la proximi­
dad evolutiva, sobre la base de semejanzas y diferencias de los pa­
trones alozimicos, era mayorentre 9.1auchay Q.callosus(I==O,70;
D==O,35)que entre g.musculinus y g.laucha (I==O,óó; D==O,41) y
que entre g.callosus y Q.musculinus (I==O,ó2; D==O,48). Es preci­
so señalar que la especie g.callosus ala que hacen referencia los
autores podria corresponder a g.venustus deacuerdo con lo sugeri­
do por Vitullo y col. (1984),ya comentadoen el ítem anterior.

El análisis combinadode los datos emergentes de diferentes me­
todologías, citogenética, polimorfismosproteicos y caracteristicas
de los ADNs,juntamente con los datos morfológicos disponibles,
permitirían aclarar y definir la situación sistemática del género.

Importancia sanitaria l económicadel género
Los roedores cricétidos en general y las especies del género

Calomxsen particular, constituyen modelos de gran interés para
encarar estudios sistemático-evolutivos debido, en parte, a los
motivos comentados previamente. No obstante, el énfasis con que
se abordó desde sus comienzos el análisis de diversos aspectos de



la biología de las especies de Calomys, reside en su importancia
sanitaria.

El Mal de los Rastrojos o Fiebre Hemorrágica Argentina (FHA)
constituye un flagelo que afecta a la población agrícola humana
de gran parte de la provincia de Buenos Aires. En 1959, Parodi y
colaboradores sugirieron una posible vinculación entre los roedo­
res que habitan las zonas de cultivo y la enfermedad. Posterior­
mente, Sabattini y colaboradores (1967, 1970, 1977) demostraron
que miembrosde la especie Q.musculinus eranreservorios natura­
les del Arenavirus: virus Junin, agente etiológico de la FHA.
Johnson y colaboradores (1966) establecieron que Q.callosus,
por su parte, constituía el reservorio natural de otro Arenavi­
rus, el virus Machupo,agente etiológico de la Fiebre Hemorragi­
ca Boliviana.

Por otro lado, en zonas afectadas por tripanosomiasis se han
detectado roedores cricétidos infectados naturalmente por el pa­
rásito Trypanosoma(Schizotripanum) cruzi (Albesa y col., 1975),
en particular Q.musculinus(Basso y col.,1977) y Q.laucha (More­
tti y col., 1980),sugiriéndose que estos roedores podrian consti­
tuir otros tantos reservorios de dicho parásito.

Una vez establecidas las vinculaciones entre el virus Junin y
sus hospedadores, se intensificaron los estudios ecológicos, in­
cluyendo dinámica de las poblaciones de roedores, condiciones de
crecimiento y otros, con especial énfasis en las áreas de inciden­
cia de la FHA(Massoia, 1961: Reig, 1964; Crespo, 1966; Crespo y
col., 1970; de Villafañe, 1970, de Villafañe y col., 1977; Kravetz
y col.,1981a, b;de Villafañe, 1981; Hodaray col.,1984).
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1. ANIMALES

Se extrajo ADNde individuos de las especies Calomys musculinus.
Calomvs calidus, Calomys laucha, Mus musculus, Akodon molinae y
Oryzomys flavescens. Los especímenes de Q. musculinus, fi. musculus
y A. molinae fueron suministrados por el bioterio del Instituto
Multidisciplinario de Biología Celular (IMBICE),donde las mencio­
nadas especies se mantienen en condiciones de exocría. Los ejempla­
res de Q. laucha procedieron de capturas realizadas en la provincia
de Buenos Aires (localidad de Pila) por el grupo del Dr. Kravetz,
quien los cedió gentilmente; los de la especie Q. calidus y algunos
de g. musculinus fueron suministrados por la Dra. Herani y prove­
nían de la colonia mantenida en el bioterio de la Comisión Nacional
de Energía Atómica (CNEA),en tanto que los de Q. flavescens proce­
dieron de capturas realizadas en la provincia de Buenos Aires (lo­
calidad de Punta Lara) por personal del IMBICE.

2. ADN

2.1. EXTRACCIONX PURIFICACION

La extracción se realizó de acuerdo a la técnica de Marmur
(1961) ligeramente modificada por Arrighi y col. (1970).y Britten y
col. (1974).
A. Reactivos químicos

Todas las drogas empleadas fueron de calidad pro-análisis.
Solución de NaCl isotónica: NaCl 8 g/l
Solución de EDTAsalino (EDTA-S): NaCl 0.15 M y HazEDTA 0.1 M,

pH 8.
Solución de dodecil sulfato de sodio (SDS): dodecil sulfato de

sodio 25 % (p/V)­
Fenol: fundir a 68°C fenol bidestilado y agregar 8-hidroxiquino­

lina a concentración final 0.1 Z (p/v); extraer varias veces con un
volumen igual de Tris.HCl 1.0 H (pH 8), seguido de Tris.HCl 0.1 M
(pH 8) y 0.2 % (v/v) de 2-mercaptoetanol, hasta que el pH de la fa­
se acuosa sea mayor a 7.6; almacenar esta solución de fenol bajo



buffer de equilibrio (Tris.HCl 0.1 MpH 8) a LOC.
Perclorato de sodio 5 M.
Urea (sólida)
Mezcla de Sevag: cloroformo-alcohol isoamílico 24:1 (v/v)
Etanol 95 % (V/V)­
Solución de citrato salino concentrada (SSC 10X): NaCl 1.5 M

y citrato trisódico 0.15 M, pH 7. A partir de esta solución se
prepararon por dilución soluciones SSC 1X y SSC 0.1X

Solución de EDTA-Acetato (EDTA-A): Na EDTA0.001 M y Na Acetato
3 M.

Alcohol isopropílico.

2

B. Enzimas

Solución de proteasa(Sigma P 5130) 10 mg/ml en SSC 0.1X (pre­
tratada 2 hs a 37°C para destruir nucleasas contaminantes.

Solución de proteinasa K (Boehringer-Mannheim161519) 10 mg/ml
en'SSC 0.1X.

Solución de ribonucleasa pancreática (Sigma R 4875) 2 mg/ml en
SSC0.1X (pretratada a 80°C 10 min para destruir otras nucleasas)

Solución de ribonucleasa T1 (Sigma R 9250) 10000 U/ml en SSCO.1X
Solución de alfa amilasa (Sigma A 6380) 2 mg/ml en SSC 0.1K

C. Procedimiento
El ADNse obtuvo de hígado, bazo, riñón y corazón de animales

adultos sobreeterizados. Los órganos se extrajeron asépticamente
y se lavaron con NaCl isotónico. Todo el material de cirugía, de
vidrio y soluciones fueron previamente esterilizados por autoclave.

El procedimiento de extracción de ADNpuede resumirse en los
siguientes pasos:

i. Homogenización mecánica de los órganos con 10 ml de EDTA-S
por gramode tejido y solución de pronasa a concentración final
0.400 mg/ml. Incubación de la mezcla durante 1 h a 37°C. Agregado
de SDSgota a gota hasta concentración final 1 %e incubación a
37°C hasta homogenización total. Agregado de perclorato de sodio
a concentración final 1 Me incubación toda la noche a 37°C. En­
friamiento de la muestra a AOC,adición de urea sólida hasta con­
centración final 7 My agitación durante 30 min.



Esta primera etapa tiene por objeto la liberación de las células
a partir de los tejidos, su lisis y la disociación de los complejos
nucleoproteicos.

ii. Extracción de los ácidos nucleicos -por agitación durante 30
min a temperatura ambiente- con un volumen igual de una mezcla com­
puesta por partes iguales de fenol y mezcla de Sevag. Centrifugación
a 10000 rpm durante 20 min (centrífuga Sorvall, rotor 8834) y recu­
peración de la fase acuosa viscosa. Repetición de las extracciones
con mezcla de Sevag (sin fenol), hasta desaparición de material só­
lido en la interfase agua-solvente orgánico. Precipitación de áci­
dos nucleicos, en frío, con 2 volúmenes de etanol 95 %. Recolección
de los mismospor enrollado en varilla de vidrio y lavado de las
hebras enrolladas en etanol 70 %. Disolución en un volumen apropia­
do de SSC 0.1X.

iii. Eliminación de las macromoléculas contaminantes (ácidos ri­
bonucleicos, proteínas y glúcidos). Ajuste de la solución anterior
a SSC 1X (con SSC 10X) y agregado de ribonucleasa pancreática (con­
centración final 0.1 mg/ml), ribonucleasa T1 ( concentración final
300 U/ml) y alfa amilasa (concentración final 0.1 mg/ml) seguido de
incubación a 37°C durante 2 hs. Agregado de proteinasa K (concentra­
ción final 0.05 mg/ml) e incubación por 2 hs a 37°C. Extracción,
precipitación, enrollado y disolución de los ácidos nucleicos como
se indicara en apartado ii.

iv. Purificación final por agregado de EDTA-A(0.1 ml por cada
0.9 ml de solución de ADNy precipitación con alcohol isopropilico,
gota a gota (0.54 ml por cada 1 ml de solución de ADN). Enrollado
y redisolución en SSC 0.1X. Conservación de la solución a LOC.

2.2. CRITERIO gg PUREZA

La pureza de una solución de ADNse controla por dos procedi­
mientos.

i. Realización de un espectro en la región ultravioleta, desde
220 a 320 nm, en un espectrofotómetro Gilford 250 y observación
de picos y valles característicos.

ii. Verificación del cumplimientode las siguientes relaciones



de absorbencia: (Azóo- A320)/ (A280 - A320) = 1,83 - 1,87

M260“ A320) / (A230 ‘ A320) = 2'20 ' 2'30
Estas relaciones disminuyen ante la presencia de contaminantes.

Particularmente la primera disminuye ante la presencia de proteí­
nas y/o fenol.

2.3. CUANTIFICACION

La concentración del ADNen solución se determinó espectrofoto­
métricamente, considerando un coeficiente de extinción específico
de 20 (l g cm_1) a 260 nm. Una absorbencia igual a 1 corresponde
a 0,05 mg/ml de ADNde cadena doble.

2.4. FRAGMENTACION

La experimentación en cinética de reasociación e hibridación en
solución requieren el empleo de un ADNreducido a fragmentos rela­
tivamente cortos. Con el objeto de obtener fragmentos de una longi­
tud de 400-600 pares de bases, el ADNse fragmentó con ondas de ul­
trasonido. Se utilizó un sonicador Heat Systems W220 provisto de
una micropunta.

La solución de ADN,a una concentración aproximada de 0,25 mg/ml
en 0,3 MNa+, se colocó en un tubo de polialómero mantenido en agua­
hielo y se sometió a ciclos alternados de 10 segundos de sonicación
y 1 min de descanso, durante un tiempo neto de sonicación de 5 min.
La potencia aplicada se aumentó gradualmente hasta un máximode 28­
30 w.

2.5. DETERMINACION DEL TAMAÑO DE LOS FRAGMENTOS

Se efectuó mediante electroforesis en geles de agarosa al 0,8 y
1,5 % (p/v). Comomarcadores de peso molecular se usaron ADNde
fago lambda digerido con HindIII y ADNdel plásmido pBR 322 digeri­
do con Tan respectivamente. Las corridas electroforéticas se hi­
cieron en buffer Tris-borato (TBE) 1X (0,089 MTris-borato y 0,002 M
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EDTApH 8). Se aplicó una diferencia de potencial de 2 V/cm, du­
rante 3 hs.

2.6. GELES QE AGAROSA ALCALINA

Se los utiliza comométodo para controlar la ausencia de material
degradado -de bajo peso molecular- en las preparaciones de ADN.

Todos los materiales necesarios para esta técnica serán descrip­
tos en detalle en el apartado ó. El procedimiento seguido, en breve,
fue el siguiente:

i. Se preparó agarosa al 1 % (p/v) en NaCl 0,0SO¡%,1¡M4EDTA,se
la fundió durante 2 min en horno de microondas, se la dejó enfriar
hasta 50°C y se la volcó en el molde. Una vez gelificado se colocó
el gel en la cuba de electroforesis, se cubrió con buffer de corri­
da (NaHO0,03054,1IM4EDTA) y se lo dejó equilibrar durante 30 min.

ii. Se prepararon las muestras de ADNa sembrar en la siguiente
solución: NaHO0.050M, 1 mMEDTA, 2,5 % Fícoll (Histopaque Sigma),
0,03 Z Azul de Bromofenol. Se sembró 1 ugde ADNpor camino.

iii. Condiciones de corrida: 30 min a. V/cmy luego toda la no­
che a

iv. Se sacó el gel y se lo neutralizó en Tris.HCl 0,1 M,NaC1.0,3i1
pH 7.5.

v. Se coloreó con bromuro de etidio 0,5 ug/ml y fotografió bajo
luz ultravioleta.



3. ULTRACENTRIFUGACIQH ISOPICNICA EE GRADIENTES QE CLORUROQE CESIO

A. Eguipo empleado
Se empleóuna ultracentrífugaanalítiCaSpinco, modeloE, provista

de un sistema óptico de absorción con fuente de luz ultravioleta y
filtro de cloro-bromo que permite el paso de luz de longitud de onda
260 nm.

Se trabajó con dos celdas, en un rotor An13.Se emplearon celdas
estándar con pieza central Kel.F.Puesto que se trabajó con dos cel­
das, para obtener fotografias separadas de cada una, en una de las
celdas se incorporó una ventana en forma de cuña. De este modo el
haz de luz que atraviesa la solución sale desviado con respecto al
que pasa a través de la segunda celda. Para facilitar el registro
fotográfico independiente del contenido de las celdas se utilizó un
accesorio que interrumpe, en forma alternada, el haz de luz que las
atraviesa.

Las fotografías se obtuvieron con 2 y 3 min de exposición. Se
empleó Film Comercial Kodak 6127. Las fotografias se revelaron con
PQ8 (Romek) durante 5 min; luego se las trató durante 15 a 20 min
con fijador (Romfix) y se las lavó con agua destilada. Una vez se­
cas, se obtuvieron los densitogramas correspondientes en un densi­
tómetro Analytrol Beckman.
B. Preparación gg las muestras

Se disolvieron 1,3 g de CsCl (Metallgesellschaft AG, Frankfurt,
Alemania) en 1 ml de SSC 0,1X, obteniéndose una solución con índice
de refracción 1,400 y densidad 1,707 g/cm3. Luego se agregó el ADN
en cantidades de 0,0005 a 0,001 mg para el estándar y 0,002 a 0,004
mgpara el problema. Sobre una alícuota de la solución resultante
se midió el indice de refracción y mediante la relación entre indi­
ce de refracción y densidad (Ifft y col., 1961) se calculó la den­
sidad inicial de la solución a centrifugar, con un error de Ï0,001
g/cm3.

Se eligió un ADNestándar que flotara en una posición alejada
de aquélla en la que se ubicaría el ADNproblema (la densidad de
flotación de los ADNsde mamíferos oscila entre 1,70 y 1,71). Se
utilizó ADNdel bacteriofago SPO1, cuya densidad de flotación es



alta, 1,742ÏÏ0,001 g/cm3 (Mandel y col., 1968), debido al reemplazo
de timina por 5-hidroximetiluracilo.
C. Ejecución del experimento

Las celdas se llenaron siempre con el mismo volumen de solución
y de modoque el espacio de aire ocupara.sóloun 5 %de la altura
de la celda. Este volumen es de 0,7 ml por celda.

Las centrifugaciones se efectuaron a 42040 rpm, 25°C y por un
periodo de 22 a 24 hs. Se tomaron fotografias a las 3 hs de inicia­
da la corrida y al final de la misma. La fotografia de 3 hs permi­
tió visualizar cualquier posible contaminación proteica del ADN,ya
que a este tiempo y en las condiciones antes descriptas, las protei­
nas flotan en una zona próxima al centro del gradiente.

Unavez obtenidas las fotografias al final de la centrifugación,
se las reveló, fijó y se obtuvieron los correspondientes densitogra­
mas.

D. Expresión gráfica gg los resultados
Obtención de parámetros tipicos
Las densidades de flotación se calcularon sobre el registro den­

sitométrico, utilizando comoreferencia la posición del ADNestán­
dar. Sobre dicho registro se determinaron: la longitud de la celda,
la posición de equilibrio de las bandas de ambos ADNs(marcador y
desconocido) con respecto al tope de la celda y el factor de magni­
ficación que afecta a las medidas anteriores. Conocidoel factor de
magnificación, las distancias se convirtieron en distancias reales
dentro de la celda. Para convertirlas en distancias al centro de
rotación, se les sumóla distancia que separa el extremo centripeto
de las celdas del eje de rotación. Obtenidas las distancias radia­
lesy conociendo la velocidad de centrifugación en rad/seg, se esti­
mó el valor de la densidad de flotación por medio de la ecuación
de Meselsony'col.(1957). El apéndiceI contiene el cálculo detallado
dela.densidad de flotación del ADNde fl. musculus.

4. DESNATURALIZACION TERMICA

4.1. PROCEDIMIENTO ANALITICO



A. Eguipo empleado
Se utilizó un espectrofotómetro Gilford 250 con salida digital,

provisto de un termoprogramador 2527 que permite seleccionar la ve­
locidad de calentamiento de las muestras. Se registró secuencialmen­
te el cambio de absorbencia de tres soluciones de ADNcon respecto
al solvente y, simultáneamente, la variación lineal de la temperatu­
ra en función del tiempo.

La termocubeta utilizada es un bloque de aluminio, calentado y
enfriado por efecto Peltier, en el que están insertas las cuatro
cubetas de cuarzo. La temperatura de las cubetas se controló a tra­
vés de un termistor colocado dentro del bloque de aluminio.
B. Preparación gg las muestras

El ADN,extraído según 2.1, se dializó contra SSC'H(o SSCO,1X.
Se emplearon soluciones de ADNcon concentraciones variables entre
0,020 y 0,025 mg/ml. Las cubetas se cargaron con un volumen de 0,25 ml.
C. Ejecución del experimento

Una vez cargadas las muestras, seajustó 1a temperaturackala ter­
mocubetaa.25°Cy'seleyó la absorbencia inicial.decada unatieellas a
260 nm. A continuaciónle.temperatura.seelevó«dea 200 hasta alcanzar
óOOCyse registraron las correspondientes absorbencias para cada
temperatura. A partir de los 60°C la temperatura.seaumentó<n1forma
automáticaJ arazóntde0,5°C/min, hasta alcanzar los 98°C. Para las
muestras disueltas<HISSCO,1X el calentamiento continuo se aplicó
a partir de los 50°C. Se efectuaron lecturas de absorbencia cada
10 segundos.
D. Expresión gráfica de los resultados

Se adoptaron dos formas de graficación de los valores experimen­
tales y la elección de unatlotra dependió del posterior empleo de
tales gráficos.

Una de las formas consiste en graficar la hipercromicidad (H =

:(AT--A25oc)/A250C,siendo A la absorbencia a 260rmfl en función de
la temperatura (T). Este criterio se adoptó en aquellos casos en
que interesaba comparar el nivel de hipercromicidad alcanzado por
muestras de ADNsometidas a un mismo tipo de ensayo pero bajo con­
diciones experimentales distintas (por ej., análisis por desnatura­
lización térmica de muestras equivalentes reasociadas a distintos



valores de Cot o de muestras con distinta termoestabilidad a las
que se reasoció a un cierto valor de Got).

La otra forma de graficacíón -+l%en función de T- se elige cuan­
do se comparan muestras de ADNnativo procedentesxheorganismos di­
ferentes. En este caso se considera que los ADNsnativos presentan
valores equivalentes de hipercromicidad. Esto permite la normaliza­
ción de los perfiles (a 1CK)%)yla comparación de las posibles in­
flexiones de los mismos.

La derivación analítica de los datos de desnaturalización térmi­
ca (dH/dT o dH%/dT),si bien no aporta información nueva tiene la
virtud de resaltar ciertas caracteristicas cualitativas del proceso,
permitiendo asimismo cuantificar parámetros tales comotemperatura
media de desnaturalización térmica, otemperaturade "melting" (Tmi)
de componentes individuales. Este análisis de los datos experimen­
tales comprende por un lado 1a normalización de las curvas -para
hacer el estudio comparativo- y por otro el suavizado de las mismas
para minimizar el ruido introducido por el equipo durante el expe­
rimento. Los datos correspondientes a estos ensayos se analizaron
por un programa de computación que se detalla en el Apéndice II.
E. Obtención de parámetros tipicos

La temperatura media de desnaturalización térmica o temperatura
de "melting"(Tm) se define comola temperatura correspondiente a la
mitad del incremento final en la hipercromicidad o en la hipercro­
micidad porcentual, según el caso. Por lo tanto, conocido el inter­
valo de temperatura en el que tuvo lugar la fusión del ADN,a la
hipercromicidad correspondiente al final del intervalo se le restó
la hipercromicidad correspondiente al principio del mismo. La tem­
peratura correspondiente a una hipercromicidad igual a la suma de
la hipercromicidad inicial más la mitad del incremento observado
es la temperatura de "melting" o Tm. Este dato se obtiene de la
curva integral.

Los Tmi de componentes individuales se obtienen de las curvas
derivadas, comolas temperaturas correspondientes a picos u hom­
bros en tales gráficos.

Marmury Doty(1962) establecieron una relación lineal entre los



valores de Tmy el contenido molar porcentual de bases guanina más
citosina (GC).Por medio de esta relación, conocidos los valores de
Tmpara los distintos ADNso para diferentes componentes de un mis­
mo ADN,se calcularon los correspondientes contenidos en GCsegún:

Muestras disueltas en Relación

ssc1x %GC=(Tm-69,3)x 2,44
ssco.1x %Gc=(Tm-53.9)x 2,44



4 . 2 . PROCEDIMIENTO PREPARATIVO

La desnaturalización térmica de una solución de ADNse puede rea­
lizar también en forma preparativa, por cromatografía en columnade hi­

droxiapatita (HAP, Ca1o(P04)6(OH)2). Este procedimiento permite el
aislamiento de ciertos componentes con diferente composicióntmlGC,
previamente observados en los perfiles derivados de desnaturaliza­
ción térmica analítica.

La HAP(BioRad Labs) fracciona las moléculasdelunldeacuerdo a
su estructura secundaria. El ADNde cadena simple eluye4dela colum­
na con buffer de fosfatos (BF)de concentración menor(0,12lfl) queel
ADNtdecadenadoble (0,40M) (Bernardi, 1965).

La columnaempleadapara la cromatografía.essimilara.1a utiliza­
da por Miyazawa y Thomas(1965). Consiste en una columna.de vidrio con
camisa, lo que permite su termostatización por circulación de agua. El
lecho de HAPse sostiene dentro de la columna por un disco de teflón po­
roso que, asu vez, descansa sobretnlembudo colectorde teflón.

El modooperatorio es el siguiente:
i. Pesar la cantidad de HAPnecesaria, de acuerdo a la cantidad de

ADNque se va a sembrar. Según las especificaciones de los fabricantes,
0,3 g de HAPen polvo se convierten en 1 ml de HAPhúmeda empaquetada que
adsorben 0.100 mgde ADN.

ii. Lavar la HAPvarias veCes con BF0,12 M.
iii. Adsorber la muestra de ADNa la HAPy trasvasarla a la columna.
iv. Incrementar gradualmente la temperaturade]a.columna. Enel

caso particular del aislamiento del componentetermoestabledej;.mgg­
culinus la temperatura se incrementó de a 5°C entre 25 y 90°Cy luego
de a 100 entre 90 y 98°C. Luego de cada incremento de temperatura eluir
con BF0,12 M (un volumen igual al de HAPempaquetada) el ADNde cadena
simple. Para lograruna.mayor recuperaciónndelADN pueden efectuarse
dos lavados de la columna para cada temperatura.

5. CINETICA E REASOCIACION

5 .1. GENERALIDADES



A-LMM
La reasociación de dos cadenas complementarias de ADNsigue con

buena aproximación una cinética de segundo orden (Wetmury Davidson,
1968). El proceso puede ser descripto por la ecuación:

dC_ 2
aï—-kC

donde Ces la concentración de ADNde cadena simple, t el tiempo y k la
constante de velocidad. Integrando esta ecuación entre los limites
de la concentración inicial de ADN(Co) al tiempo t = Oy la concentra­
ción (C) de ADNde cadena simple remanente luego de un tiempo t, se ob­
tiene: ¿__1_

Co_1+kCot
Cuando se completa la mitad de la reacción,

C_l_ 1
’6‘2 ‘1_+kCot5

Por lo tanto,
Cotá=1/k

La reasociación de un ADNparticular puede ser descripta por la
constante de velocidad, k, o por su recíproca, Cotá, dado en moles de
nucleótidos x l-1 x seg (Mseg). La expresión coloquial "Cot" se usa a
menudopara describir el progreso de la reacción de reasociación y
del mismomodo,al valor requerido para que se complete la mitad de la
reasociación se lo llama "Cotá" (Cot medio). El parámetro Cot permite
comparar reacciones llevadas a cabo con concentraciones diferentes de
ADNy/o durante distintos periodos de tiempo y combinar los resultados
obtenidos enuna única representación gráfica.

Enla práctica Cot se estima del modosiguiente (Britten y col. , 1974):

Cot = A (del ADNde cadena simple) x t (hs) / 2260 nm

Esta relación se emplea cuando la concentración de Na+en el medio
de incubación es 0,18 M,correspondiente a BF0,12M.
B. Condiciones de incubación

La velocidad de reasociación de un ADNdepende de los siguientes
factores: concentración catiónica del mediode incubación, pH, visco­
sidad, temperatura de incubación, longitud de los fragmentos de ADN,
contenido de GC del ADNy tamaño de genomadel organismo del cual provie­
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ne el ADN.Nos referiremos a continuación a los cinco primeros; la
influencia del contenido de G03rdel tamaño de genoma serán conside­
rados en la presentación de los resultados.

i. Concentración gatiónica del gggig de incubación
Los cationes, al neutralizar la carga de los grupos fósfatode1.ADN,

facilitan la reasocíación de las cadenas separadas. A medida que se in­
crementa la concentración catiónica del mediode incubación la reacción
ocurre más rápidamente. La incubación en BFO,12 M (concentración de Na+
= 0,18 M)se elige como condición estándar. Cuandola reacción se lleva
a cabobajo condiciones salinas diferentes, el Cot observado está mul­
tiplicado porlnafactorde'velocidad; al valor resultantese lo llama
Cot equivalente o CotE (CotE= factor de velocidad x Cot, siendo Got el
calculado como se mencionó en el apartado anterior). Ademásde la con­
dición estándar, en este trabajo se empleó BF0,48 M, cuyo factor de
velocidad es 5,65 (Britteny'col., 1974).

ii. pg del medio gg incubación
A medidaqueefl_}flísehace suficientemente alcalino la velocidadde

reasocíación disminuye debidoa.la titulación<delos protones acídicos
de la timina,yla guaninatmlel ADNdesnaturalizado. En]a.práctica,
para valores de pH comprendidos entre 5 y 9, la velocidad de reasocía­
ción resulta independientedel.pH (WetmuryrDavidson,1968).En este
trabajo, los experimentosde reasocíación se realizaron a pH6,8.

iii. Viscosidad del mediode incubación
Wetmury Davidson (1968) observaron que la velocidad de reasocíación

delHIADNfragmentado disminuye21medida que aumenta.la viscosidad.de1
medio de incubación por agregado<flesolutoschabajo peso molecular(sa­
carosa, glicerol, etilénglicol). Porel contrario, la velocidaddere­
asocíación de un ADNfragmentado no varía significativamente por adi­
ción de solutos macromoleculares tales como ADNnativo (Subirana y
Doty, 1966). Además, Laird (1971) demostró que con concentraciones de
hasta Bmgde ADN/mlno hay efecto detectable de la viscosidad (debi­
da al ADN)sobre la velocidad de reacción. En este trabajo no se efec­
tuaron correcciones por viscosidad puesto que en ningún caso la con­
centración de ADNexcedió de 3,0mg/ml.

iv. Temperatura de incubación
La temperatura condiciona tanto la velocidad del proceso de reaso­
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ciación comola calidadde los pares formados. La velocidadsusmáxima
mnelintervalo entre153r30°Cpor debajodellm del ADNfragmentado
(Marmury col. , 1963; Britten y Kohne, 1968). En cuanto a la calidad de
los pares, la imperfecciónenlel apareamientochabases aumentaa medi­
da que la temperatura de incubación se aleja de la temperatura de "melt­
ing" del ADNfragmentado. En este trabajo las reaccionesde reasocia­
ción se realizaron a 60°C para las muestras en BF0,12 My a 68°C para
las de 0,48FL El Tmdel ADNfragmentado resultó entre 1 y2°C menor
que el del ADNnativo.

v. Longitud gg ¿gg fragmentos gg ¿QE
La constantede velocidadde reasociación(k) de un ADNfragmentado

es proporcionala.la raíz cuadrada<iela longitud(IJ de los fragmen­
tos. Cuandoes necesario convertir valores de Got obtenidos a una
cierta longitud de fragmentos en otra, se emplea la ecuación:

Cotá L1 = Cotá L2 (L2/L1)é (Lewin, 1980)

En este trabajo el tamaño moleculal'delas muestrasde ADNse redujo
por sonicaciónyrla longitud promediode.los fragmentos obtenidos se
estimó mediante electroforesis en gelesndeagarosa.(apartad082.4.y2.5)

5.2. METODOQE HIPOCROMICIDAD OPTICA

A. Ejecución del experimento
Las reacciones de reasociación se midieron espectrofotométrica­

mente observando la disminución de Azóornnque se produce a medida
que reasocia el ADNdesnaturalizado. Se empleó un espectrofotómetro
Gilford 250, descripto anteriormente.

3Para valores de Cot comprendidos entre 10' y1 Mseg las reasocia­
ciones se realizaron directamente en la termocubeta del espectrofo­
tómetro. Se emplearon soluciones de aproximadamente0,010mg(haADN/
ml. Una vez colocada la muestra en la cubeta se la cubrió con una
capa de parafina líquida para evitar la evaporación. La desnaturali­
zación de las muestras se realizó en la misma termocubeta, a98°C
durante 10 min. Luego de la desnaturalización se bajó la temperatura
hasta alcanzar la de incubación, haciendo circular agua helada por
el circuito de refrigeración. El tiempo requerido para alcanzar la
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temperatura de incubación osciló entre óSy'70 seg. La incubación se
siguió por un lapso de aproximadamente 9 hs, hasta alcanzar un Got
de 1M seg.
B. Cuantificación del ADNreasociado

Para cada valor de Cot. el cálculo del porcentaje de reasocia­
ción se realizó de la siguiente manera:

Ao"ACot
98' A25

Ao==A2óolnndel ADNcuando alcanza la temperatura de incubación, lue­

%de reasociación = x 100, donde

go de haber sido desnaturalizado.
AGot = A260nmdel ADNcuando ha alcanzado un cierto valor de Cot

A98==A2601nndel ADNluego de 10min de desnaturalización
_ . o

A25-A2601“ndel ADNnativo, a 25 C.

5.3. METODO DE CROMATOGRAFIA EN COLUMNADE HIDROXIAPATITA (HAP)

A. Ejecución del experimento
Las muestras de ADNa reasociar se envasaron en micropipetas de

vidrio descartables de 0,02,0,05<>0,10ml selladas por calor y se
desnaturalizaron por ebullición durante 10 min. Luego se incubaron
a la temperatura adecuada el tiempo correspondiente al Cot analiza­
do. La reacción se detuvo por inmersión de las micropipetas en eta­
nol-hielo seco y posterior dilución de las muestras en BFa concen­
tración final 0,12M.

El ADNreasociado se separó del ADNde cadena simple por croma­
tografía en columna de HAP.Las columnas se prepararon en pipetas
Pasteur con lana de vidrio como soporte de la HAP. Se usó un lecho
de HAPempaquetada de 1 ml (0,3 g de HAP) ya que cada muestra conte­
nia unos 0,100 mg de ADN.Se trabajó con varias columnas simultánea­
mente, contenidas en un baño de acrilico termostatizado. Antes de
adsorber las muestras a la HAPésta se lavó 5 veces con BFO,12M a
60°C. Se sembraron las muestras y de cada columna se recogieron 6
fracciones de 1 ml, eluidas con BFO,12M y luego 4 fracciones de
1 ml eluidas con BFO,40M, todas a 60°C.



B. Cuantificación del ADNreasociado
La concentración de ADNen las distintas fracciones eluídas se

determinó espectrofotométricamente. En las fracciones que contenían
ADNno reasociado, la lectura de Azóolunse corrigió por hipercromi­
cidad. La cantidad de ADNpor fracción se calculó en base a las si­
guientes relaciones:

A A

ug ADNmonocatenario== 2601”" 201M" x 103 x vol. eluído
20x11

A260nm- A320mm
20

donde H es la hipercromicidad. El coeficiente de extinción especí­
fico es 20 lg_1cm_1 y se emplearon cubetas de 1cmde paso de luz.

ug ADNbicatenario = x 103 x vol. eluido

5.4. EXPRESION GRAFICA QE LOS RESULTADOS. OBTENCION QE PARÁMETROS
TIPICOS (Común a ambos métodos)

Los resultados se expresan comoporcentaje de reasociación:

w “g¿”ABÏÍZÍL‘ÏM
en función de Cot. De esta forma se obtuvo la curva experimental
de cinética de reasociación para todo el genoma. A partir de ésta
se resuelve el número de componentes, su participación porcentual
y el valor de Cotá de cada componente. El número de copias presen­
tes en los componentesrepetidos se obtiene de la relación entre
el Cotá del componente de copia simple y el Cotá de cada uno de
los repetidos.

Los puntos experimentales se ajustan a una curva ideal de acuer­
do al método propuesto por Ordahl (1977).Por este método la curva
total se descomponeen cinéticas parciales, expresando cada una de
éstas la reacción que seguiría cada componente o familia de ADNsi
estuviese aislada. Los fundamentos del método de Ordahl y el pro­
grama de computación empleado para el análisis de los datos ciné­
ticos se detallan en el Apéndice III.



6. CLIVAJE QE ADN CON ENDONUCLEASAS QE RESTRICCION (ER)

6.1. DIGESTION CON EB

Se clivaron muestras de ADNde las distintas especies en estudio
con las siguientes endonucleasas de restricción: EcoRI, BamHI,
HindIII, HaeIII, AluI, MspI, HpaII, DraI, Hinfl, DdeI, RsaI y AvaII,
obtenidas de BRL. En cada caso se respetaron las condiciones de
reacción sugeridas por la firma suministrante. Todoel material
utilizado en las restricciones fue previamente esterilizado. Gene­
ralmente se clivaron 1-2 ug de ADNen un volumen final de 20 ul.
En ciertos casos se hizo una repurificación previa de los ADNsa
ser clivados, reprecipitándolos con 2 volúmenesde etanol absoluto
en presencia de (NH¿)Ac2,5hL Las muestras se dejaron toda la noche
a -20°C y los ADNsse recuperaron por centrifugación 1,5 hs a 10000
rpm. El precipitado se secó por vacío y se redisolvió en un volumen
adecuado de agua bidestilada o de buffer TE (Tris.HCl 10mM,EDTA
1 mM,pH 7,6). Cuando el volumen de reacción fue superior a 20 ul,
las muestras digeridas se precipitaron y redisolvieron en un volu­
men menor. La precipitación se hizo con 2,5 volúmenes de etanol
absoluto en presencia de NaAc 0,25M, 0,025M EDTA,pH 5,2.

Conel objeto de determinar la abundancia de sitios de restric­
ción presentes en el ADNgenómico, en determinados casos se efectua­
ron "cinéticas de restricción". Se clivaron 10 ug de ADNcon las
correspondientes unidades enzimáticas, en un volumen final de 100
ul. Se tomaron alícuotas de 20 ul cada una a los siguientes tiempos
de reacción: 7,5, 15, 30, 60 y 120 min y se detuvo la reacción por
agregado de EDTA0,5M, pH 7,5 a concentración final 10rm4y poste­
rior congelamiento de la muestra hasta el momentode la electrofo­
resis.

6.2. ELECTROFORESIS

La electroforesis en geles de agarosa de muestras de ADNclivadas
con ERpermite la separación por tamaño de los productos obtenidos.
La velocidad con que las moléculas de ADNse mueven a través del gel
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depende principalmente de su tamaño, siendo las más pequeñas las
que poseen mayor movilidad.

La concentración de agarosa en el gel debe elegirse de acuerdo
al intervalo de tamaños de moléculas a ser separadas. Por ejemplo,
geles de agarosa al O¿3%separan moléculas de ADNlineal entre 5 y
60 kilobases (kb) en tanto que geles al 2 Zson más satisfactorios
para resolver tamaños entre 0,1 y 3 kb.

Cuando es necesario estimar el tamaño de los fragmentos de ADN
obtenidos, se emplean marcadores de peso molecular -ADNsde plásmi­
dos o bacteriófagos digeridos con ER- y se grafican las distancias
migradas por los distintos fragmentos en función del logaritmo de
los pesos moleculares. En un intervalo limitado de tamaños molecu­
lares se obtiene una linea recta cuya pendiente cambia según la con­
centración de agarosa empleada en el gel (Maniatis y 001., 1982).
Los tamaños desconocidos se estiman por interpolación.
A. Eguipo empleado

i. Aparato para electroforesis: consta de tres partes, cuba,
molde y peine. El tamaño del molde y la cantidad y ancho de los
dientes del peine dependen de las necesidades particulares. La cu­
ba consta principalmente de dos reservorios profundos para el buffer,
unidos por una sección central poco profunda donde se coloca el gel,
que queda sumergido en el buffer durante la electroforesis. A este
sistema se lo denomina gel submarino y la altura de liquido sobre
el gel es de unos 3 o 4 mm.

ii. Fuente de poder: una fuente comúnque entregue hasta 500\L
Para obtener una resolución máxima de los fragmentos de ADNse apli­
ca inicialmente una diferencia de potencial de 1OV/cmhasta que las
muestras entran al gel (1-2 min) y luego 2 V/cmdurante el tiempo
necesario.

iii. Transiluminador: Spectroline Mod. TR302. Deja pasar luz
próxima a los 302 nm, lo que da máxima sensibilidad y minimo fotow
daño en el ADN.

iv. Cámara fotográfica: Praktica MTL5B (Pentaconq Rep. Dem. Ale­
mana) oon lentilla. de aproximación Gozo (Japón).N°1,'49 mmy filtro
naranja Gozo (Japón) 056, 49 nm. La cámara se ubica a unos_30(mlsobre
el gel. Seutiliza diafragma 5,6ylos tiempos son de 10, 15 y 30 segun­



dos. Se emplea película Panatomic X de Kodak, la cual se revela 3
min en revelador Dektol (1:4) y se fija 3-5 min en fijador Romfix
(1:4).
B. Procedimiento

i. Pesar la agarosa (BioRad No 162-0102) y agregar la cantidad
necesaria de buffer TBE1X(0,089i4Tris.Borato, 0,002P4EDTA,pH8)
con 0,5 ug/ml de Bromuro de Etidio. Fundir durante 2 min en horno
de microondas.

ii. Dejarla enfriar a 50°C y volcarla en el molde en el que pre­
viamente ha sido ubicado el peine. Dejar gelificar 20 min y retirar
el peine.

iii. Colocar el gel en la cuba y controlar que quede cubierto
con el buffer de electroforesis (TBE1X+ 0,5 ug/ml de Bromuro de
Etidio)

iv. Sembrar con micropipeta los ADNsclivados, a los que se ha
adicionado 3-4 ul de buffer de muestra (Ofl%(p/v) OrangeCL20%
Ficoll, 1OIM4EDTA,pH 7).

v. Aplicar el voltaje anteriormente indicado durante el tiempo
necesario para que el frente de corrida llegue al final del gel.

vi. Observar el gel en el transiluminador y fotografiar.

6.3. ELUCION QE BANDASQE ADN A PARTIR QE GELES QE AGAROSA ("Freeze­

Squeeze Method"; Gaastra y Jórgensen, 1984)

El procedimiento anteriormente descripto es esencialmente analí­
tico, aunque puede usarse para recuperar, a partir del gel, pequeñas
cantidades (menos de 1 ug) de un fragmento de ADNparticular. Los
pasos a seguir son los siguientes:

i. Colocar el gel sobre el transiluminador y cortar la banda con
bisturí. Levantar el trocito de agarosa y colocarlo en 2,5 m1de
NaAc0,3b1pH 7,2. Dejar reposar 20 min. Volver a fotografiar el gel
para comprobar que se ha sacado la banda.

ii. Agujerear la base de un tubo tipo Eppendorf de 0,4 ml y colo­
car lana de vidrio siliconada cubriendo el orificio. Colocar este
tubo dentro de otro tubo Eppendorf de 1,5 m1.



iii. Colocar el trozo de gel sobre la lana de vidrio y llevar el
sistema a -20°C toda la noche para destruir la estructura del gel.

iv. Centrifugar el sistema en microcentrifuga durante 10 min.
Esto permite transferir al buffer conteniendo el ADNdesde el gel
hacia el fondo del tubo exterior. Repetir al operación cuatro veces.

v. Medir el volumen de liquido drenado y hacer una primera extrac­
ción con fenol (equilibrado con Tris.HC1 0,1 M, pH=8)
para remover restos de agarosa de la solución. Hacer una segunda
extracción con mezcla de Sevag y una tercera con éter saturado con
agua.

vi. Precipitar el ADNcon 2 volúmenes de etanol absoluto en pre­

sencia de (NH4)Ac2,5M. Dejar a -20°C toda la noche y centrifugar
1 h a 10000 rpm. Secar el precipitado por vacio y disolver en agua
o en buffer TE.

vii. Usar una alícuota de la muestra para electroforesis y con­
trolar la efectiva recuperación del material deseado.

7. ADSORCION g ADN A MEMBRANAS

7.1. TECNICAQE TRANSFERENCIAQE SOUTHERN("Southern blot";
Southern, 1975b)

El propósito de esta técnica es permitir la detección de secuen­
cias especificas en el ADNgenómicopara su posterior caracteriza­
ción. El procedimiento es el siguiente:

i. Digerir 1-2 ug de ADNcon una ER y separar los fragmentos ob­
tenidos por electroforesis en gel de agarosa según se indicó ante­
riormente.

ii. Fotografiar el gel bajo luz UV.
iii. Depurinar parcialmente el ADNcon HCl 0,25M. Colocar el gel

en una caja plástica con 500ml de la solución de HCl, a temperatura
ambiente. Agitar suavemente durante 30 min. Este procedimiento de­
purina el ADNaproximadamente una vez cada 500 pares de bases, lo
que facilita la posterior hidrólisis alcalina y transferencia del
ADNde alto peso molecular. Transcurrido el tiempo de depurinación
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lavar el gel 2 veces con agua destilada.
iv. Desnaturalizar con solución de NaHO0,15M, NaCl 1,5M durante

1 h,agitando suavemente. Decantar la solución desnaturalizante y
lavar 2 veces el gel con agua destilada. Neutralizar con solución
de Tris.HCl O,5¡4,NaCl 1,5M, pH7,2 durante 1 h.

v. Colocar el gel en el dispositivo de transferencia (Figura 5a)
que se llena hasta sus 2/3 partes con SSC20X..Previamente, la hoja
de nitrocelulosa (NC; Millipore 0,45 um o Schleicher & Schuell
BA85, 0,45 um) ha sido humedecida en SSCZX. Apoyar la membrana so­
bre el gel y cuidar que no queden burbujas de aire atrapadas. Cu­
brir la nitrocelulosa con 3-4 hojas de papel de filtro (Whatman3MM)
húmedoy otras 8-10 hojas secas. A continuación colocar una pila
de 4-5 cm de toallas de papel, sobre éstas un vidrio y sobre el mis­
moun peso de 500 g. Dejar la transferencia a temperatura ambiente
de 12 a 16 hs.

vi. Retirar con cuidado las toallas de papel y el papel de fil­
tro y levantar la membrana, separándola del gel. Lavarla unos minu­
tos en SSC2X,colocarla en un sobre de papel de filtro y hornearla
2 hs a 80°C. Guardarla hasta el momentode realizar la hibridación.

vii. Humedecer el gel 30 min en agua con 1 ug/ml de Bromuro de
Etidio. Fotografiarlo en el transiluminador para controlar la trans­
ferencia.

7.2. TECNICA QE TRANSFERENCIABIDIRECCIONAL (Figura 5b)

Esencialmente es similar a la anterior, excepto que aqui se hace
transferencia del ADNhacia dos membranas colocadas encima y debajo
del gel de agarosa. Esto da la posibilidad de disponer de dos copias
idénticas del material digerido.

Para las transferencias bidireccionales se digieren de 2 a 4 ug
de ADNy la depurinación y desnaturalización se efectúan como se
detalló en 7.1. Para la neutralización, en este caso se emplea so­

lución de (NH4)Ac 1Ph NaHO0,02D4,durante 1 h.
Una vez neutralizado, se deposita el gel sobre una membranade

NC (previamente humedecida en (NH4)Ac 1 M)que a su vez descansa so­
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Figura 5. Dispositivo de transferencia a membranasde nitrocelu­
losa.
a- transferencia bidireccional
b- transferencia monodireccional
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bre 3 hojas de papel Whatman 3MMhúmedas, 8 hojas secas y 4 cm de
papel secante. Sobre la cara superior del gel se coloca otra membra­
na de NC y sobre ésta las hojas de papel Whatman 3MMy la pila de
papel secante. El resto del procedimiento es igual al anterior.

7.3. TECNICAy; "DOT BLOT" (Kafatos y 001., 1979)

Posibilita la estimación semicuantitativa y simultánea de la
abundancia relativa de determinadas secuencias en muestras múlti­
ples de ADN.Si la hibridación de estas membranas se hace bajo con­
diciones progresivamente más estrictas, el método permite una eva­
luación semicuantitativa del grado de similitud entre secuencias
homólogas. Este enfoque es aplicable a estudios de evolución a ni­
vel de ácidos nucleicos.

Muestras de ADNde especies diferentes se cuantifican espectro­
fotométricamente y se diluyen para obtener alicuotas que contengan
1, 5, 10, 20, 40, 80, 160 y 230 ng de ADNen un mismo volumen de
agua. Estas alicuotas se desnaturalizan a temperatura ambiente con
NaHO(concentración final 0,5BU durante 20 min. A continuación y
sobre hielo, se neutralizan con Tris.HCl pH 7,5 (concentración fi­
nal 0,5M) y se llevan a SSC1OX(concentración final). Posteriormen­
te se filtran sobre membranas de NC (humedecidas en SSC1OX)coloca­
das en un dispositivo de filtración múltiple, con presión negativa,
del tipo "Hybri-dot" (BRL). Filtradas las muestras, la membranase
lava 5 min con SSCBXy se seca 2 hs a 80°C.

8. MARCACIONQE ADN "IN VITRO" CON ISOTOPOS RADIACTIVOS (Método de
"nick translation"; Balmain y Birnie, 1979)

La reacción consiste en reemplazar nucleótidos "frios" por nucleó­
tidos "marcados" dentro de una cadena de ADNen la que se introduje­
ron cortes ("nicks") por acción de la deoxirribonucleasa I. La ADN
polimerasa I, de Escherichia ggli, cataliza la adición de nucleóti­
dos "marcados" al extremo 3' HOlibre del corte. A1 mismo tiempo,
debido a la actividad exonucleasa 5'-3' de esta enzima, será elimi­
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nado el nucleótido unido al extremo 5'IK2 de dicho corte. El corrí­
miento del corte ("translation"), en dirección 3‘ dará por resulta­
do la adición secuencial de nuevos nucleótidos de ADNmientras son
removidos los preexistentes. Se puede llegar a reemplazar hasta un
5C)Zde los nucleótidos presentes en el ADN,obteniéndose una acti­
vidad específica uniforme a lo largo de la molécula.

8.1. MARCACIONE M M fi

i. Secar bajo atmósfera de nitrógeno, en tubo Eppendorf
30 ul de cada uno de los nucleótidos radiactivos: 3Hd'I"IT’(NET221X/
NET221H, NewEngland Nuclear, actividad específica.=79 Ci/mmol) y
3HdCTP(NET369, NewEngland Nuclear, actividad específica==30,1
Ci/mmol). Esto equivale a 0,21 ug de 3HdTTPy 0,54 ug de 3HdCTP.

ii. Redisolver los compuestosanteriores por el agregado de:
- 5 ul de solución salina 10X (Tris.HCl 1MpH7,8; MgC120,75M;

2-mercaptoetanol 0,5M y seroalbúmina bovina (BSA) 5 mg/ml)
- 8 ul de dGTP (2,032 ug)
- 8 ul de dATP (2,144 ug)
- volumen necesario de ADNcomo para 1 ug

- volumen de H2Obidestilada para completar 45 ul
iii. Iniciar la reacoión por agregado de 5 ul de solución C del

"nick translation reagent kit" (BRL81€fi)SB)que contiene ADNpolI y
ADNasaI.Mantener la mezcla a 15 oCdurante 1 h.

iv. Detener la reacoión por agregado de 5 ul de EDTA0,1M, 5 ul
de SDS'H)%(p/v) y 2 ul de tARN 10 mg/ml. Congelar la muestra a
-2o °c.

v. Purificar la muestra, eliminando nucleótidos no incorporados
y oligonucleótidos, por cromatografía en columna de Sephadex G50
(Pharmacia; rango de fraccionamiento PM5000-—30000). Emplear una
columna construida con una pipeta Pasteur de 97 mmde longitud y
5,2 mmde diámetro que se carga con Sephadex Gffl)hidratado en Tris.
HCl 0,01b4pH 7,5, hasta una altura de 88 mm. Lavar con 10 volúmenes
de columna, en alícuotas de 200 ul, con Tris.HCl 0,01h4pH 7,5. Car­
gar la muestra y lavar la columna con 25 fracciones de 200 ul cada
una de Tris.HCl 0,01l4pH 7,5. Determinar en cada fracción las cuen­
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tas por min (cpm) de material precipitable con ácido tricloroacé­
tico (TCA). En un ensayo típico, la mayor parte del ADNradiactivo
se recupera en las fracciones 5, 6 y 7 y se obtienen actividades
especificas que oscilan entre 1 y 3)(106 cpm/ug.

Las muestras de 3HAIW'seemplearon para ensayos de hibridación
"in situ" y de hibridación ADN/ADNen solución.

8.2. MARCACIONpg ¿211 M 32_P

Es esencialmente igual al métodoanterior. El nucleótido radiac­
tivo usado es<X-32PdCTP(1O mCi/ml, 3000 Ci/mmol, solución acuosa,
New England Nuclear) y la cantidad de ADNmarcado por ensayo es
aproximadamente 0,5 ug.

i. Pípetear en un tubo Eppendorf estéril:
—5 ul de buffer 1OXI(Tris.HCl 0,5b4pH 7,8; Mg012 0,05M: 2-mer­

captoetanol 0,1M; BSA0,1 mg/ml)
- 5 ul de solución 0.2 mMde cada uno de los nucleótidos no

radiactivos, d GTP, d ATPy d TTP.
-1o ul de0(- 32Pd CTP
- 5 ul de solución C del "nick translation reagent kit" (BRL

8160 SB) (ADNpol I y ADNasa I)

- volumen de H20bidestilada estéril para completar 50 ul
ii. Incubar 1 h a 15(Ï3y detener la reacción por agregado de

5 ul de EDTA0,5M.

iii. Proceder comose indicó anteriormente para purificar la
muestra por cromatografía en columna de Sephadex(]50.

iv. Determinar la actividad específica.

9. HIBRIDACION QE SONDAS QE 32PADN SOBRE FRAGMENTOS Q¿ DN

TRANSFERIDOS A MEMBRANAS

El 32PADNes la sonda o "probe" cuyas secuencias especificas re­
asociarán con sus complementarias transferidas a una membrana, si
es que alli las hubiera, permitiendo asi localizar la posición de
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las mismas.Esto posibilita la identificación de secuencias parti­
culares en restricciones de ADNgenómico eucariota.

El procedimiento de hibridación consta de las siguientes etapas:
i. Prehibridación de las membranas-que contienen los fragmentos

transferidos- por incubación durante 2a.4 hs,a.óS°C, en alguna de
las dos soluciones que se detallan a continuación:

- Solución BLOTTO(Bovine Lacto Transfer Technique Optimizer;
Johnson et al.,198¿): leche deshidratada no grasa (La Sere­
nísima) 0,25% (p/v) en SSCóX

- Solución de prehibridación: SDS0,5% Cp/v); solución Den­
hardt.5X; ADNde esperma de salmón 100 ug/ml; EDTA0,01M
en SSCóX.
Una solución Denhardt 100K contiene: seroalbúmina bovina
0,2 %(p/v) (fracción V, Sigma); polivinilpirrolidona (PVP­
360, Sigma)2 % (p/v); Ficoll 400(Pharmacia)2 % (p/v)

La solución madre de ADNde esperma de salmón es de 2 mg/ml.
Una vez preparada se sonica (longitud promedio de los fragmentos,
600 pb), sedesnaturaliza a 1OO'OC10nún y se enfría en hielo. Este
ADNse emplea como ADNno homólogo para saturar los sitios de unión
no usados en la nitrocelulosa. Cuandola prehibridación se hace en
solución de BLOTTO,la leche es fuente de proteinas y ácidos nuclei­
cos para bloquear reacciones no específicas.

ii. Hibridación con la sonda radiactivamente marcada con 0432P
d CTP (alrededor de 500 pg). Para la detección de secuencias de co­
pia única en ADNgenómico la actividad específica de la sonda node­
be ser menor de 1 x108 opm/ug. Para detección de secuencias repeti­
das puede sermenor. La hibridación puede hacerse en una caja plás­
tica con tapa o en bolsas plásticas selladas. La sonda se desnatu­
raliza a 100°C 5min y se enfría en hielo. Se agrega a la mezcla de
hibridación, que es la mismaque la de prehibridación.

iii. Colocar las membranasen esta mezcla e incubar a 65(chon
agitación suave, el tiempo necesario (puede oscilar entre 12 y 48
hs). Este tiempo dependerá de la actividad específica de la sonda
y de que se trate de secuencias de copia única o repetidas. La ve­
locidad de hibridación puede incrementarse por agregado de sulfato
de dextrán a la mezcla de hibridación.
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iv. Lavar las membranasen las condiciones de concentración sa­
lina y temperatura que correspondan de acuerdo al grado de homolo­
gía entre la sonda y la muestra de ADN.Si la homologia es baja,
los lavados se llevarán a cabo en condiciones menosestrictas (al­
ta concentración salina y baja temperatura). Si el porcentaje de
homología es alto, las condiciones de lavado serán estrictas (baja
concentración salina y alta temperatura). Para cada ensayo se indi­
carán las condiciones de lavado utilizadas.

v. Exponer las membranassobre placas autorradiográficas (Kodak
X-OMATK) dentro de un "cassette" para rayos X; marcar el film en
tres lugares, por lo menos, de manera que pueda superponerse apro­
piadamente a la membrana. Ocasionalmente puede usarse una pantalla
intensificadora (por ejemplo de tungstato de calcio) que aumenta
la eficiencia de detección, dado que la radiación emitida no absor­
bida por la placa autorradiográfica es absorbida por un compuesto
fluorescente de la pantalla intensificadora, que reemite la ener­
gía como luz. De este modo, se aprovecha más la radiación emitida
y se expone el film por una combinación de autorradiografia direc­
ta e indirecta. Debetenerse en cuenta que para usar pantalla in­
tensificadora la exposición se hará a -70(%3.El tiempo de exposi­
ción dependerá de la actividad específica de la sonda y del tipo
de ensayo realizado (hibridación de ADNrepetido o de copia simple).

vi. Revelar las placas en revelador Dektol puro durante 3 min y
fijar 3 min en fijador Kodafix 1:3. Lavar con agua destilada.

10. HIBRIDACION"l_ 5122" (Harper & Saunders,1981)

Se usaron preparaciones cromosómicas obtenidas de médula ósea.
Para digerir el ARN,los preparados se trataron 60 min a 37°Ccon
ARNasa (Sigma) 100 ug/ml en SSC2 X. La desnaturalización del ADN
cromosómico se llevó a cabo sumergiendo los preparados durante 2
min a 70°C en 50% formamida y SSCSZX.La deshidratación de los
mismosse logró por sucesivos lavados en alcohol de concentración
creciente (70, 80, 90 y 100%).

Por otro lado se preparó la solución de hibridación, que contie­
ne: 10 ul de tARN (5 mg/ml), 20 ul de SSC2C)X, 100 ul de formamida,



1 ug de ADNradiactivo y 70 ul de H20 bidestilada. Para desnatura­
lizar el ADNsonda se calentó esta solución a 70°C Smin, seguido
de un enfriamiento rápido.

Cada preparado cromosómico recibió 20 ul de 1a mezcla anterior,
cubriendo 1a misma con cubreobjeto y sellando los bordes con cemen­
to de goma.

La incubación -hibridación propiamente dicha- se realizó en cá­
maras húmedas a T7OCdurante 12-16 hs y se calculó el Cot equiva­
lente alcanzado. Luegode la reacción de hibridación los prepara­
dos se lavaron tres veces con SSC:2X-formamida.50%, a 39°C, cin­
co veces con SSCI2Xa 39(%3y se deshidrataron en etanol.

Para obtener 1a autorradiografía los preparados se cubrieron
con "stripping film" AR'HJde Kodak y se expusieron durante tiempos
variables a LOC.Finalizado el tiempo de exposición se revelaron
con revelador D19, se fijaron y colorearon a través del film con
Giemsa 5% pH 6,8.

11. HIBRIDACION ADN-ADN EN SOLUCION

A. Aislamiento de ADNde copia única
i. Reducir la longitud de 2 a 10 mg de ADN(ADNtrazador)a.frag­

mentos de 400 a 500 pb. Separar la muestra en dos partes (2/3 y
1/3). Precipitar con tres volúmenes de etanol'fl)%. Dejar a -20°C
toda la noche, separar y recuperar el ADNpor centrifugación. Di­
solver 1/3 en H20bidestilada y medir la concentración por lectu­
ra de A260Iun.Los2/3 restantes se disuelven en buffer de hibrida­
ción (ácido piperazín-N,N'-bis 2-etano-sulfónico (PIPES ; Sigma
P-ó757) 101M4;NaC11M; formamida 53%) a una concentración de 8-10
mg/ml (ADNconductor).

ii. Sobre una alícuota de la muestra disuelta en H20determinar
el tamaño de los fragmentos por electroforesis en gel de agarosa.

iii. Llevar la muestra disuelta en H20 a BP 0,12 MpH6,8 y des­
naturalizar por ebullición 10 min. Reasociar a Cot==800, detener
la reasociación por dilución con BP 0,12h4helado y separar el ma­
terial monocatenario del bicatenario por cromatografía en columna
de HAP.
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iv. Dializar contra H20bidestilada las fracciones eluidas con
BP 0,12P4(material monocatenario) y precipitar el ADNcon 2 volú­
menes de etanol absoluto en presencia de NaCl 0,1bL Dejar a - 20°C
toda la noche y recuperar el ADNpor centrifugación. Disolver en
H20y determinar la concentración. Llevar a BP 0,48M, desnaturali­
zar y reasociar a Cot= 15000. Detener la reacción diluyendo con
agua helada hasta que la concentración de BP alcance 0,12bL Sepa­
rar el ADNmonocatenario del bicatenario por cromatografía en HAP.

v. Conservar el ADNbicatenario. Dializar contra H20, concentrar
por precipitación y centrifugación. Disolver en H20bidestilada.

vi. Marcar con 3HdCTPy 3HdTTP 2 ug del ADNtrazador de copia
simple, por la técnica de "nick translation".
B. Reacción de hibridación

i. Mezclar ADNradiactivo de copia única (trazador) con ADNto­
tal homólogo o heterólogo (ADNconductor) en preporción 1:5000 (tra­
zadorzconductor). Llevar la mezcla a formamida 5C)%,PIPES 1C)mMy
NaCl0,6M (factorde reasociación==4,9; Britten et al.,1974).To­
mar una alícuota de la mezcla y medir la actividad específica pre­
cipitando con TCA10 %en presencia de un "carrier" (tARN o albúmi­
na sérica bovina). Filtrar a través de filtro de fibra de vidrio
o Millipore 0,45 um. Secar. Leer en contador de centelleo con so­
lución de tolueno-omnifluor.

ii. Envasar la mezcla de hibridación en tubo capilar siliconado
(pipetas descartables de 50-100 ul de capacidad). Sellar los extre­
mos del capilar a la llama de mechero. Desnaturalizar el ADNincu­
bando a 70(ü3durante 10 min. Reasociar hasta un valor de Cot equi­
valente a 15000 incubando a AZCÏLDetener la reacción sumergiendo
el capilar en agua helada. Recuperar la muestra diluyéndola en BP
0,12DL Adsorber sobre columna de HAPmantenida a 60(%3y equilibra­
da con BP 0,12M.

iii. Eluir el ADNno hibridado, lavando la HAPcon seis volúme­
nes de BP 0,12M, a 60°C. Medir la cantidad de 3H-ADNde cada frac­
ción precipitándolo con TCA10 %,en presencia de "carrier".

iv. Determinar la estabilidad térmica del ADNhíbrido, lavando
con dos volúmenes de columna, a distintas temperaturas, con BP
0,12BL Comenzar a 60<%3yelevar la temperatura de a 5(%3hasta 95°C.



Antes de eluir, permitir que se alcance el equilibrio térmico a
la temperatura deseada. Precipitar cada fracción eluida con TCA
10 %en presencia de "carrier". Filtrar y contar en contador de
centelleo.



RESULTADOS



Los resultados expuestos en este trabajo se subdividen en tres
Capítulos, en los que se detallan las características fisicoquími­
cas y moleculares del ADNde dos especies del género Calomys y las
posibles relaciones de homología con ADNsde especies de cricéti­
dos filogenéticamente relacionadas. El contenido de cada Capítulo
se indica a continuación:

Capitulo I: Caracterización fisicoquímíca y molecular del ADN
de las especies Calomys musculinus y Q. laucha

Capítulo II: Análisis molecular de un componente termoestable
presente en el ADNde Calomvs musculinus

Capítulo III: Estudio de homología entre ADNsde especies per­
tenecientes a diferentes géneros de cricétidos
con distribución argentina
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CAPITULO l

Todos los métodos empleados en este capitulo pertenecen a los
que anteriormente se definieron comoestáticos y estadísticos. Los
parámetros analizados, inherentes al ADNde cada organismo, han
permitido evaluar las similitudes y diferencias entre las especies
estudiadas.

1. Extracción 1 purificación gg ADN
La obtención del ADNse basó, en lineas generales, en el método

de Marmur(1961). No obstante, se incluyeron dos modificaciones
descriptas por Arrighi y col. (1970): la primera consiste en el a­
gregado de fenol a la mezcla de cloroformozalcohol isoamílico, du­
rante la extracción inicial de los ácidos nucleicos; la segunda
tiende a la obtención de ADNcon mayor grado de pureza, mediante
el empleo de enzimas para la eliminación de ARNs,polisacáridos y
proteinas contaminantes. Posteriormente, de acuerdo con Brittenefiaal
(1974), se introdujo una tercera modificación: previo a la extrac­
ción de los ácidos nucleicos con fenolzcloroformozalcohol isoamí­
lico, se adicionó a las muestras urea sólida (hasta concentración
final 7M), para promover la disociación de los complejos nucleopro­
teicos.

El procedimiento empleado permitió obtener entre 600 y 800 ug
de ADN/g de tejido húmedo. No se detectaron diferencias entre los
rendimientos obtenidos con una y otra especie.

2. Ultracentrifugación analítica
La densidad de flotación de un ADNen un gradiente de cloruro

de cesio es directamente proporcional a su contenido en guanina
más citosina (Sueoka, 1959; Marmur & Doty, 1959: Rolfe & Meselson,
1959).

Se sometieron a centrifugación isopicnica en gradientes de den­
sidad de cloruro de cesio, a pHneutro, cuatro preparaciones de
ADNde Egg musculus, cinco de Calomys laucha y siete de g.musculi­
Egg.

En la Figura ó se muestra el trazado densitométrico correspon­



-69­

Mus musculus

P , . ?’ (fi

Figura á. Centrifugación isopícníca del ADNde fl. musculus en
gradiente de CsCl (ultracentrifugación analítica).

La densidad de flotación (e ) estimada para la banda principal
(BP) en este densitógrama es 1,701 g/cm3 y para la banda satéli­
te (Sat) 1,690 g/cma. Se utilizó comoestándar el ADNdel bacte­
ríófago SPO1 (Ref)cuya densidad de flotación es 1,742 g/cm3
(Mandel et al., 1968).
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diente a una de las centrifugaciones realizadas con ADNde Egg Egg­
culus. El ADNde este roedor, ampliamente estudiado en diferentes
laboratorios, permitió disponer de un patrón y de un control de la
metodología empleada. En todas las centrifugaciones analíticas de
este ADNla fracción correspondiente al Amqsatse diferenció clara­
mente del ADNmayoritario que constituye la banda principal. Los
resultados presentados en la TABLAII concuerdan con los obtenidos
porotrosautores (Kit,19ó1;Arrighi et al.,1970;McConaughy &Mc
Carthy, 1970; Cunyet al.,1981).

En la Figura z se presentan los densitogramas correspondientes
a la centrifugación de una muestra de ADNde cada una de las espe­
cies de Calomxs analizadas. Los valores promedio de densidad de
flotación y contenido molar porcentual de GCse muestran en la TA­
BLAIII.

Ningunode los trazados densitométricos correspondientes a los
ADNsde las especies estudiadas mostraron bandas u hombros atribui­
bles a ADNsatélite, presentando en ambos casos perfiles homogé­
neos. Sin embargo, la posible presencia de ADNsat críptico queda
aún por ser comprobada, pudiendo emplearse para tales fines méto­

dos de centrifugación en gradientes neutros de C32804 con el com­
plejado del ADNcon metales como Hg++ o Ag+, o bien mediante el
análisis de patrones de restricción generados por diferentes endo­
nucleasas.

La presencia de ADNssatélites es muyfrecuente en roedores per­
tenecientes a la familia Muridae(McConaughy& HcCarthM197OLmientras
que en los cricétidos sudamericanos tales componentessatelitarios
no han sido detectados, salvo en un único caso. Así, en un estudio
efectuado sobre el ADNde cuatro especies de akodontinos, Vidal
Rioja y col. (1979)presentaron perfiles de sedimentación con un
marcado grado de homogenidad para las cuatro especies analizadas
(Akodonmolinae, A.azarae, A.doloresy Bolomysobscurus). Por otra
parte, Vidal Rioja y col.(1987á en un análisis de ADNde tres ori­
zominos, demostraron la presencia de ADNsai.en la especie Oryzomys
flavescens. En este caso el componente secundario -enriquecido en
AT- se evidenció comoun hombro en los perfiles densitométricos
obtenidos por ultracentrifugación analítica en gradientes neutros



TABLA I

Densidad de flotación (g/cm3) GC%

Referencia BP Sat BP Sat

Este trabajo 1,701 1,690 1,1,8 30,6
Kit (1961) 1,701 1,690 ¿1,8 30,6
Arrighi.etald (1970) 1,6998 1,6898 40,6 30,4
Mc Conaughy &

MCCarthy (1970) 1,701 1,690 41,8 30,6
Cuny et al. (1981) 1,7008 1,6915 41,6 32,1

Valores de densidad de flotación y contenido molar porcentual de
GC para ADNde Mus musculus.
Estos valores se calcularon a partir de las correspondientes den­
sidades de flotación mediante la ecuación (Schildkraut et al.,
1962):

F=1,660+ 0,098 (cc)
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Figura Z. Centrifugación isopícnica de ADNsde Q. laucha (a) y
Q. musculinus (b) en gradientes de CsGl (ultracentri­
fugación analítica).

Las densidades de flotación estimadas a partir de los densito­
gramas mostrados en la figura son 1,701 g/cm3 para ambos ADNs.
Se utilizó el mismoestándar que en la figura anterior.



de CsCl; la confirmación de la existencia de este componente se
logró aprovechando la capacidad de rápida reasociación que presen­
tan las secuencias repetidas constituyentes de los ADNssatélites.
El método se basa en la desnaturalización térmica del ADN,su rea­
sociación a tiempo corto y la posterior ultracentrifugación de las
muestras reasociadas.

Comose mencionara en la Introducción, los ADNseucarióticos
pueden presentar perfiles de sedimentación relativamente complejos,
debido a la presencia de secuencias con alto grado de repetición,
constituyentes del ADNsatélite. La variación en la concentración
molar de pares GCpara estos ADNses, en cambio, muy restringida.
De acuerdo con los datos presentados en la TABLAIII los valores
de densidad de flotación de los ADNsde las dos especies analiza­
das son idénticos, asi comolos valores de los contenidos porcen­
tuales en GCinferidos a partir de aquellos.

3. Desnaturalización térmica de A_fl
Marmur y Doty (1959) demostraron que la composición en bases de

un ADNestá relacionada con su temperatura media de desnaturaliza­
ción térmica. Cuando una solución de ADNse calienta tiene lugar
una transición desde el estado de doble hélice ordenada al estado
desordenado con las cadenas desapareadas ovilladas al azar. Esto
produce cambios en las propiedades físicas de la molécula, tales
comoun incremento de su coeficiente de extinción -efecto hipercró­
mico-. Esta propiedad permite la medición espectrofotométrica del
proceso de desnaturalización térmica, proporcionando un método con­
veniente para determinar la composición en bases del material en
estudio. Permite también la detección de componentes con mayor o
menor grado de termoestabilidad, eventualmente relacionables con
secuencias repetidas enriquecidas en pares GCo AT.

Durante el desarrollo del presente trabajo, esta metodologia
fue puesta a punto mediante el empleodel polinucleótido sintéti­
co poli-dAT (Sigma Chem. Co)y de ADNde la especie Mus musculus.
Las características de ambas macromoléculas han sido intensamente
estudiadas, disponiéndose de los parámetros de desnaturalización
térmica, lo que facilita su empleo comocontrol y referencia meto­



TABLA I I

Especie Densidad de Gcfl
flotación (g/cm3)

Q.musculínus 1,701 41,8
Q.1aucha 1,701 41,8

Valores de densidad de flotación y contenido molar
porcentual de GC para ADNsde g. musculinus y Q.
laucha.
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dológicos.
El fenómenode desnaturalización térmica ha sido interpretado

comoun proceso de tipo cooperativo que promedia las variaciones
en la composición de bases a lo largo de las cadenas y responde a
la composición media de la molécula (Marmur & Doty, 1959). Comose
muestra en la Figura 8 el polinucleótido sintético poli-dAT se des­
naturaliza en un rango estrecho de temperatura presentando, por o­
tro lado, un valor de Tm bajo (TABLAIV). La ausencia de pares GC
en este polinucleótido artificial determinalas caracteristicas
mencionadas. Los análisis de desnaturalización térmica de ADNspro­
carióticos, comoel de Escherichia coli, ponen de manifiesto per­
files monofásicos, comoel del polinucleótido poli-dAT, aunque el
valor de Tmpara el ADNbacteriano es de 90,4.°C(52 %GC). En este
caso, con reSpecto al contenido medio de GC, sólo se distingue una
única población de moléculas. En el ADNde algunos organismos eu­
cariotas, comopor ejemplo el del protozoario Crithidia fascicula­
¿a (Mandel & Marmur,1968),en los que existen dos distribuciones de
moléculas con diferente contenido de GC, la curva de desnaturaliza­
ción térmica, contrariamente a lo que ocurre con g. ggli, muestra
una transición bimodal. El ADNde Egg musculus, en cambio, represen­
taría una situación intermedia entre las dos mencionadasanterior­
mente. La Figura 8 muestra los gráficos experimental y derivado de
un ensayo de desnaturalización térmica del ADNde este roedor. En
el gráfico experimental -obtenido por la representación directa de
los valores de hipercromicidad en función de la temperatura- puede
observarse una ligera inflexión entre 80 y 83°C, lo que correspon­
dería a un componente minoritario del ADNtotal, supuestamente el
ADNsat, como lo sugirieron McConaughyy McCarthy (1970). Estos au­

tores consideran que la transición térmica con valor modal o Tmi
(temperatura media de desnaturalización térmica individual) de
79,2 oCcorresponde al ADNsat de M, musculus. Por otro lado, el grá­
fico de los valores numéricamente derivados, pone de manifiesto un
pico próximo a los 82 oC,que correspondería a la inflexión mencio­
nada. La transición térmica detectable entre 86 y 88(%3podriaatri­
buirse a un subconjunto de secuencias de ADNde repetición interme­
dia, enriquecidas en pares GC. Esta observación concuerda plenamen­
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Figura Q. Gráficos de los datos experimentales de desnaturaliza­
.I l a o - al I.Clon termlca y curvas obtenldas por der1vac1on numer1­

ca de aquéllos, para el polinucleótido sintético poli
d AT y para el ADNde fl. musculus.

Ambosensayos se realizaron en SSC1X.En ordenadas se representa
absorbencia (A) y derivada de 1a absorbencia respecto a la tempe­
ratura (dA/dT); en abscisas se representa temperatura en OC.



TABLA V

Tm (°c) GCZ

poli dAT (5) 64,6Ï0,5 —
fl. musculus(4) 86,2Ï0,7 41,2Ï1,7

Valores promedio de Tmy contenido molar porcend
tual de GCpara el polinucleótido sintético poli
(iATy ADNde fl. musculus.
Los valores promedio van acompañados de la corres­
pondiente desviación estándar (G;_1 ). Los números
entre paréntesis indican la cantidad de determina­
ciones efectuadas.
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te con los resultados presentados por Mayfield (1977) quien sugie­
re que la falta de detección de un componente liviano o pesado por
ultracentrifugación analítica en CsCl se debe a una menorsensibi­
lidad de este último método. El análisis de desnaturalización tér­
mica de alta resolución permite la identificación de bloques de
ADNrepetido aún cuando éstos se encuentren dispersos dentro del
genoma. Esta falta de agrupamiento determinaria la imposibilidad
de su detección en centrifugación isopicnica.

Los gráficos experimentalesy<derivados de los ensayos de desna­
turalización térmica de los ADNsde las especies Calomysmusculinus
y Q, laucha se muestran en la Figura.9 . La curva de Q, laucha.es fran­
camente homogéneaen tanto que la de g.musculinusexhibe un perfil
bifásico, con un componente minoritario más rico en GC. Inicialmen­
te, los estudios de desnaturalización térmica se llevaron a cabo
en SSC‘H((Na+==O,19SM)y bajo estas condiciones los valores de Tm,
calculados a partir de las curvas experimentales, fueron de 86,200,
para las dos especies de roedores estudiados (TABLAV). En las mis­
mas condiciones, el componente menor presente en el ADNde Q.muscu­
linus desnaturaliza a 94-950C. Conel objeto de evitar posibles ar­
tificios metodológicos, atribuibles en parte a evaporación del sol­
vente, se repitieron los experimentos con muestras de ADNdisueltas
en SSCO,1X.La disminución de la concentración catiónica (Na+=
0,0195M) determina que el valor de Tmse reduzca en 15,4_°C(Mandel

y Marmur,1968). La detección de un componente con Tmi_=80,5(%3per­
mitió confirmar las observaciones efectuadas previamente en el ADN
de Q.musculinus.Asimismo, en esta condición salina, los valores
de Tmy por tanto los de contenido molar porcentual de GCque de
ellos derivan coinciden para los ADNsde las dos especies (TABLAV).

La caracterización molecular del componenteminoritario termoes­
table presente en el ADNde Calomys musculinus se expondrá en el
Capitulo II del presente trabajo.

4. Cinética de reasociación
La construcción de una curva de reasociación, o "curva de Cot",

que describa la cinética de renaturalización de un ADNdepende de
la disponibilidad de métodos adecuados para detectar la formación
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Figura 2. Gráficos de los datos experimentales de desnaturaliza­
ción térmica y curvas obtenidas por derivación numéri­
ca de aquéllos, para los ADNsde g. musculinus y Q.
laucha.

Los ensayos se realizaron en SSCO,1X.En ordenadas se expresa
hipercromicidad porcentual (}{%)yderivada de la hipercromici­
dad respecto a la temperatura (dH/dT); en abscisas se represen­
ta temperatura (0C).



ssc 1x ssc o,1x
Espec” Tm (°C) GC% Tm(°c) GCz

_(_3_.muscuILinus(3)86,2Ï0,8 41,2:r2 71,1:r1,2 42,0Í2,9
9.1aucha(5) 86,2ÏO,3 41,2Ï0,ó 71,0i1,2 41,7Ï3

Valores promedio de Tmy contenido molar porcentual de GCpara
ADNsde ambas especies de Calomys.
Los números entre paréntesis indican la cantidad de determinacio­
nes efectuadas



de segmentos bicatenarios, entre secuencias complementarias, a lo
largo de un amplio intervalo de valores de Got. A partir de tal
curva es posible caracterizar al ADNcon respecto a la presencia
de secuencias de COpiaúnica y repetidas y estimar el grado de rei­
teración de estas últimas. Tambiénpermite estimar el tamaño del
genoma del organismo del cual proviene el ADN,por comparación con
un estándar apropiado.

En la actualidad se dispone de numerosas metodologías para eva­
luar la extensión de la reasociación. Sin embargo, sólo dos de és­
tas han sido más ampliamente utilizadas. Por un lado, la cromato­
grafía en columnas de hidroxiapatita (HAP)permite la separación
de ADNmonocatenario -no reasociado- así como de ADNbicatenario
y ofrece la posibilidad de disponer de material de ambos tipos pa­
ra su ulterior análisis. Por otro, 1a digestión con nucleasa S1
de las fracciones reasociadas permite eliminar secuencias no rea­
sociadas, lo que facilita la cuantificación del ADNcuya estructu­
ra bicatenaria haya sido restaurada.

En el presente trabajo se empleó la técnica de separación por
cromatografía en columnas de HAPpara medir la cinética de reaso­
ciación del ADNde las especies Calomys musculinus y g, laucha; se
analizó también el ADNde Mus musculus, mediante la misma técnica
con el objeto de disponer de un patrón metodológico, ya que el ma­
terial genético de este roedor ha sido caracterizado por diversos
autores.

El ADNde las tres especies fue fragmentado por ultrasonido ba­
jo las condiciones descriptas en Materiales y Métodos. El tamaño
promedio de los fragmentos obtenidos se estimó por medio de elec­
troforesis en geles de agarosa. Si bien los ADNsfragmentados exhi­
bieron una marcada diversidad de tamaños en los geles de agarosa,
para estimar la longitud promedio de los fragmentos se consideró
como distancia migrada a las zonas de mayor concentración de ADN
en el gel. La estimación de la longitud promedio de estos fragmen­
tos -en pares de bases (pb)- se efectuó por comparación con ADNs
marcadores ( Á/HindIII y Ó)(174/HaeIII). Los valores de longitud
promedio se presentan en la TABLAVI.

En la Figura 10se muestran las curvas de cinética de reasocia­
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Figura 19. Cinéticas de reasociación de los ADNsde Q. musculi­
nus, Q. laucha y fi. musculus.

En ordenadas se representa el porcentaje de reasociación (%R)y
en abscisas Cot en moles de nucleótido/litro y por segundo
(nlxseg/l).



TABLAH

Longitud promedio
Especie de los fragmentos

M. musculus 400
g. musculinus 470
g. laucha 57o

Valores promedio de tamaño de los fragmentos
de ADNempleados en los ensayos de cinética
de reasociación. La determinación de estos
tamaños se realizó por electroforesis en ge­
les de agarosa al 1,5 Zy se consideró como
distancia migrada por la muestra a la zona
de mayor concentración de ADN(mayor colora­
ción con bromuro de etidio).
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ción correspondientes a g.musculinus, M.musculus y Q.laucha,ex­
presadas como se indicó en Materiales y Métodos. Los puntos repre­
sentan valores experimentales y las curvas de ajuste se obtuvieron
según el método propuesto por Ordah1(1977). A diferencia de lo que
ocurre con los ADNsprocarióticos que presentan curvas de reasocia­
ción simples, constituidas por un único componentecinético, los
ADNseucarióticos presentan curvas de reasociación complejas. Tal
complejidad está estrechamente relacionada con la presencia de se­
cuencias con diferente grado de repetición, además de las de copia
única. Por otro lado, las curvas de cinética de reasociación de los
ADNsprocarióticos se extienden a lo largo de un reducido interva­
lo de valores de Cot, en tanto que las de los eucarióticos se ex­
tienden sobre intervalos que abarcan entre ó y 7 órdenes de magni­
tud. Los valores descriptos en la TABLAVII demuestran que los ADNS
estudiados por nosotros no escapan a esta regla.

En nuestro caso hemos considerado cuatro componentes cinéticos;
para el componente inicial -de reasociación muyrápida- el paráme­
tro k (constante de velocidad de la reacción) no pudo ser evaluado:
éste es el componente denominado muyrápido, que reasocia completa­
mente a un valor de Cot menor de 10- . Este componente inicial, pa­
ra el ADNde fl.musculusconstituye un elevado porcentaje del geno­
ma haploide; en dicho componente se encontrarian incluidas las se­
cuencias palindrómicas, el ADNsatélite y secuencias con alto gra­
do de repetición.

Los resultados obtenidos con la cinética de reasociación de M.
musculus están, en general, en buena concordancia con los datos
previamente publicados. La principal diferencia reside en el hecho
que aqui se identificaron cuatro componentes, mientras otros repor­
tan cinco. Esta diferencia pnede resultar del hecho que las secuen­
cias de ADN"fold back" y satélite de fl. musculus, informadas como
componentes separados, estén probablemente incluidas en nuestro com­

-2) (Cech & Hearst, 1976).
El componente de reasociación muyrápida constituye en las es­

ponente muy rápido (Cot 10

pecies Calomys musculinus y Q. laucha un 9 y un ó %del genoma ha­
ploide, respectivamente, valores notoriamente inferiores a los ob­
servados en M. musculus. La diferencia entre ambas especies de Ca­



TABLAII

Componentes%delConstantedevelocidad

cinéticosGenomak(M'1seg-1)Numerodecopias

delADNMmCmClMmCmCl

MmCmCl

Muyrápido2596
(Cot<10'2)

Rápido6,512147,010,78,0117002400011600

(Cot10'2-100)

Lento131o170,160,030,052676772

(Cot100-102)
Copiaúnica5669636,0x10'44,5x10'46,9x1o“411 (Cot>102)

ResultadosdelascinéticasdereasociacióndeADNsdefi.musculusydeambasespecies deCalomxs. ElvalordeCotádecadacomponentecinéticoesigualalainversadek.Elnúmerode copiasparacadacomponenteseestimóapartirdelarelaciónentreelCotádelcompo­ nentedecopiaúnicayelCotádecadaunodeloscomponentesrepetidos.
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lomys podria atribuirse a que este componenteincluye a la frac­
ción termoestable en el caso de Q. musculinus.

Los componentes de repetición intermedia: componente rápido
-2(Cot 10

nas diferencias interespecíficas. En primer lugar, el númerode
-1OO) y componente lento (Cot 100-102), presentan algu­

copias existentes en el componente rápido de Q. musculinus se en­
cuentra duplicado con respecto a su equivalente de la especie Q.
laucha, aunque el valor de k (constante de velocidad de reacción)
es similar en ambas especies. Si bien el número de copias para es­
te componente en el ADNde fl. musculus es aproximadamente igual al
de Q. laucha, su porcentaje es menor, alrededor de 1a mitad del
presente en las otras especies.

El componente lento presenta un número de copias semejante en
las especies de Calomys, aunque el porcentaje de esta fracción es
mayor en Q. laucha. Este mismo componente exhibe, en fl. musculus,
un porcentaje intermedio entre ambas especies de Calomys, siendo
alrededor de cuatro veces mayor el número de copias.

El componente lento presenta un número de copias semejante pa­
ra los tres roedores y resulta similar a la mayoria de los ADNs
eucariotas descriptos.

Conocidas las características cinéticas de los tres ADNsen es­
tudio, se analizaron los perfiles de desnaturalización térmica de
muestras reasociadas a distintos valores de Cot. El objeto de este
estudio fue comparar los productos de reasociación en diferentes
estadios de la reacción. El método empleado permitió analizar si
una determinada muestra reasociada a un valor de Cot dado, rees­
tructuraba sus cadenas en forma preferencial en cuanto a su conte­
nido en pares GCo AT, posibilitando ésto la detección de satéli­
tes cripticos si los hubiera. Por otro lado, podria evaluarse el
grado de apareamientos incorrectos o "mismatch" presente en las
distintas muestras reasociadas. La TABLAVIII presenta los valo­
res de Cot a los que fueron reasociadas las muestras empleadas
en este estudio.

La Figura 11 muestra los gráficos de las derivadas numéricas,
obtenidas por tratamiento matemático de los datos experimentales
de desnaturalización térmica de los ADNsreasociados a los valo­
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Figura _l. Gráficos de derivación numérica de datos experimenta­
les de desnaturalización térmica de muestras de ADNs
de Q. musculinus (A), g. laucha (B) y fl. musculus (C)
reasociadas a los valores de Got indicados en cada
cuadro.

En ordenadas se representa dH/dT y en abscisas temperatura (0C)
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res de Cot tabulados.

TABLA VIII

. Cot Cot Cot
ESPECIE bajo medio alto

Calomys musculinus 40 5.000 13.000
Calomys laucha 250 5.000 9.000
Mus musculus 40 5.000 15.000

Las tres muestras reasociadas al valor de Cot menor presentan
un grado de apareamiento pobre. En el caso de los ADNsde Calomys
musculinus y Mus musculus, ambos reasociados a Cot 40, el primero
muestra un notable apareamiento -posiblemente inespecífico- entre
60 y 70(%3,un componente bimodal entre 75 y 85cÏ1y un componente
termoestable por encima de los 90CÏL El segundo presenta, en cam­
bio, un perfil que si bien es heterogéneo no exhibe caracteristi­
cas salientes. La muestra de Q. laucha -reasociada hasta Cot 250­
exhibe un perfil relativamente homogéneo con un máximopróximo a
los 80°C.La diferencia entre esta última y las previamente men­
cionadas posiblemente resida en que la mayor homogeneidad de Q.
laucha sea el reflejo del mayor valor de Cot alcanzado.

Las muestras reasociadas a Cot 5.000 presentan perfiles con ma­
yor grado de similitud entre sí; fl. musculus es el que muestra la
mayor homogeneidad, aunque presenta un pico próximo a 70°C que po­
dria corresponder al ADNsatélite de esta especie. Ambasespecies
de Calomys presentan en comúnun componente principal con perfil
bimodal, siendo marcadamente más heterogéneo el correspondiente a
Q. musculinus. En esta especie puede verse asimismo un componente
termoestable con moda próxima a 90<%3yuno de baja estabilidad tér­
mica que desnaturaliza entre 60 y 70°C.

En las muestras reasociadas a valores de Cot mayores, los per­
files exhiben un aspecto similar al obtenido durante la desnatura­
lización térmica de los ADNsnativos respectivos, salvo que el ADN
de Q. musculinus presenta ciertas irregularidades, especialmente
en las zonas de menor temperatura (entre 60 y 75°C), siendo además



visible el componente termoestable próximo a los 90°C. Debe desta­
carse la presencia de este componentetanto en los perfiles de des­
naturalización térmica de muestras reasociadas a diferentes valo­
res de Cot como en los correspondientes ensayos con ADNnativo.

Este tipo de ensayos permite observar marcadas diferencias en­
tre los ADNsde los cricétidos analizados en cuanto a la hetero­
geneidad de los perfiles presentados, lo que sugiere que el ADN
de Q. musculinus presenta una organización molecular de las secuen­
cias repetidas diferente a la del ADNde Q. laucha.

5. Patrones de restricción gg ADN
El ADNde las especies estudiadas presenta tanto secuencias de

copia única comosecuencias repetidas, comofuera demostrado por
los estudios de cinética de reasociación expuestos en el párrafo
anterior. Esta característica la comparte con todos los ADNseu­
carióticos estudiados hasta el presente existiendo, sin embargo,
diferencias especificas con respecto a las proporciones de los
distintos tipos de secuencias (repetidas y copia única), así como
también diferencias en cuanto al número de copias de las secuen­
cias repetidas y a la complejidad de cada componentecinético.

Las endonucleasas de restricción constituyen herramientas valio­
sas para el análisis de secuencias repetidas de ADN,independien­
temente de que constituyan o no ADNsatélite.

Dadoque las secuencias de copia única presentan sitios de res­
tricción distribuidos preponderantementeal azar, el clivaje de
un ADNcon estas endonucleasas y la posterior separación electro­
forética de los fragmentos genera un continuo de bandas no resuel­
tas -en número de un millón o más- para un organismo eucariota.
El ADNrepetido, en cambio, puede presentar sitios de restricción
equiespaciados o espaciados en forma regular y por lo tanto gene­
ra bandas discretas, superpuestas al perfil continuo de las secuen­
cias de copia única, cuando se lo somete al tratamiento mencionado.

Considerando que el clivaje de secuencias repetidas genera pa­
trones de bandas fácilmente detectables, éstos podrian reflejar
la pérdida o ganancia de sitios de restricción y la posterior am­
plificación de las secuencias portadoras de tales sitios acaecida
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durante el proceso evolutivo. Estos patrones pueden constituir
"huellas digitales" o "fingerprints" característicos del ADNde
una determinada especie. Este tipo de análisis constituye un pa­
rámetro adicional con posible aplicación en sistemática bioquí­
mica.

Con el fin de detectar posibles diferencias entre los ADNsde
las especies Calomysmusculinus y g. laucha, en cuanto a frecuen­
cia de sitios de clivaje, se digirieron muestras de ADNgenómico
de las mencionadas especies con doce endonucleasas de restricción.
Las enzimas usadas y sus correspondientes secuencias de reconoci­
miento se presentan a continuación:

Enzima Secuencia

Dra I TTT/AAA

Eco RI G/AATTC

BamHI G/GATCG

Hind III A/AGCTT

Dde I C/TNAG

Hian G/ANTC
Hae III GG/CC

Hpa II C/CGG

MspI C/CGG y C/mCGG
Alu I AG/CT

Taq I T/CGA
Hha I GCG/C

La separación electroforética de los fragmentos permitió vi­
sualizar los patrones de restricción de los ADNsde estas espe­
cies. Las Figuras 12, 13 y 14 nuestran los fotografias de los ge­
les obtenidos. Comopuede verse, cada enzima produce un patrón de
restricción característico de cada ADN.Además,debe destacarse
que todos los patrones se caracterizan por la presencia de un nú­
mero reducido de bandas. Estas bandas pueden considerarse secuen­
cias repetidas o por lo menos secuencias de igual tamaño flanquea­
das por un sitio de reconocimiento determinado. La fluorescencia
intensa de las bandas, debida a la concentración relativamente al­
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ta de ADNen las mismas,facilitó su detección sobre-la fluorescen­
cencia de fondo -producto del clivaje de secuencias con bajo gra­
do de repetición o de copia única-.

Los ensayos de restricción permitieron demostrar que ninguna
de las doce enzimas empladas generó patrones iguales entre las
especies de Calomxs estudiadas, presentando cada uno de los ADNs
genómicos caracteristicas de bandeo propias.

Ademásde los patrones diferenciales detectados sobre los ADNs
en estudio, ciertas caracteristicas de algunas de las endonuclea­
sas empleadaspermiten inferir otras diferencias en el material
genético de estos roedores. La comparación de los patrones de res­
tricción generados por los isoesquizómeros Hpa II y Msp I permite
comprobar una marcada diferencia interespecifica en cuanto a la
presencia de 5-metilcitosina en posición proximal al sitio de cor­
te (C/mCGG). En tanto que Hpa II (C/CGG) genera sobre el ADNde Q.
laucha un chorreado continuo, MspI pone de manifiesto la presen­
cia de tres bandas nitidas de 1100, 560 y 370 pb. Por otro lado,
ambas enzimas generan sobre el ADNde g; musculinus tres bandas
tenues en la zona de 3000 pb. Esta situación sugiere que elLADN
de g. laucha presenta un grado mayor de metilación que el de la
otra especie.

La semejanza de los patrones generados por las endonucleasas
Eco RI Y Dra I sobre el ADNde g. laucha permite suponer que los
sitios de reconocimiento para las mismas se localizan muypróxi­
mos entre si y que tal proximidad es constante en los diferentes
sitios reconocidos.



CAPITULO I_I_

En el Capitulo anterior se detallaron algunas características
fisicoquimicas del ADNde las especies Calomys musculinus y galg­
mig laucha. Unade las características distintivas en los ADNsde
estas especies es la presencia, en el ADNde Q. musculinus, de un
componentecuya particularidad es la elevada estabilidad térmica.
Este material fue inicialmente detectado por medio de estudios de
desnaturalización térmica de muestras de ADNnativo. Posteriormen­
te, en ensayos de desnaturalización térmica de tres muestras de
ADNreasociadas a diferentes valores de Cot, también se observó
la presencia de un componente de marcada termoestabilidad. Estas
observaciones permitieron inferir que las secuencias constituyen­
tes del componente termoestable presentaban un alto grado de repe­
tición, puesto que reasociaban a valores de Cot relativamente ba­
jos (Cot LO).

Comose mencionara anteriormente, la estabilidad térmica de un
determinado ADNse encuentra directamente relacionada con su con­
tenido porcentual en bases GC. El valor de Tmde este componente,
determinado en SSC1X, es de 94,0<%3y el contenido porcentual en
GC, inferido a partir de aquél, es de 60,3 %.Por otro lado, el
contenido en GCes directamente proporcional a la densidad de flo­
tación de un ADN.Si el componente termoestable detectado en el
ADNde Q. musculinus debiera su termorresistencia a un enriqueci­
miento en pares GCse podria esperar que los perfiles de ultracen­
trifugación isopicnica acusaran la presencia de un ADNsat "pesa­
do" -rico en GC-. El valor de densidad de flotación de este com­
ponente seria de alrededor de 1,720 g/ml, de acuerdo con la ecua­
ción de Schildkraut et al. (1962). Sin embargo, los perfiles de se­
dimentación del ADNde Q. musculinus no pusieron de manifiesto ni
picos ni hombrossecundarios discretos (Figura 7), caracterizan­
dose en cambio por una marcada homogeneidad. Las consideraciones
anteriores se basan en aceptar que sólo un enriquecimiento en un
determinado par de bases (AT o GC) conduce a la detección de ADN
satélite. Sin embargoexisten otros factores involucrados en la
resolución de un componentesatelitario que pueden dificultar tal
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observación. Comose mencionara previamente, Mayfield (1977) sugie­
re que un factor importante en la detección de secuencias repeti­
das depende de la organización de las mismas dentro del genoma.
Asi, las secuencias repetidas dispuestas en tándem -tal comolas
presentes en el ADNsatélite de M25musculus- son fácilmente vi­
sualizables, en tanto que la observación de repetitivos dispersos
puede ser dificultosa. Otro aspecto a tener en cuenta es el por­
centaje de genomaque tales secuencias representan.

Debido a las peculiaridades exhibidas por el componente termo­
estable de Q. musculinus y con el objeto de aportar información
adicional a la caracterización del material genético de esta espe­
cie, se desarrolló un análisis molecular de tal componentetermo­
estable.

El estudio que se detallará a continuación, una vez aislado el
componente, tuvo por objeto responder a los siguientes interrogan­
tes:

a. Estarán repetidas las secuencias constituyentes?
b

c. Constituirá una población de secuencias repetidas dispuestas
Estará presente en especies relacionadas?

en tándem o integrará una población de repetitivos dispersos?
d. Las secuencias constituyentes estarán enriquecidas en pares

GC?
e. Podria ser la metilación una caracteristica de las secuencias

presentes en este componente?
f. Existirán, en las secuencias componentes, estructuras que

involucren segmentos monocatenarios -"stem-loop"- o estruc­
turas de tipo ADN-Z?

g. Se localizan estas secuencias sobre todos los cromosomasdel
complemento?

h. La localización cromosómicaes difusa o preferencial -telo­
mérica o centromérica-?

Las respuestas a estas preguntas aportarán una serie de datos
que facilitarán la interpretación de nuevos elementos de juicio
que puedan surgir de estudios posteriores. El clonado y posterior
secuenciación de este llamativo componente del ADNde Q. musculi­
nus permitirán disponer de elementos experimentales adicionales
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que lleven a comprender la estructura y posible función del mismo.

Aislamiento del componente termoestable
Los experimentos de desnaturalización térmica analítica permi­

tieron la detección de un componente termoestable en el ADNde g.
musculinus. Conel objeto de aislarlo en cantidades suficientes
para su posterior análisis, se empleó un métodopreparativo basa­
do también en la desnaturalización térmica y además en la propie­
dad de la hidroxiapatita de fraccionar moléculas de ADNde acuer­
do a su estructura secundaria.

La técnica de elución térmica posibilitó la separación de frac­
ciones de ADNcon diferente grado de termoestabilidad. La Figura 15
muestra un gráfico de barras en el que se describenlos valores de
absorbencia -medida a 260 nm- de las fracciones de ADNde g. mus­
culinus eluidas a diferentes temperaturas. Emelmismo gráfico se
puede observar además que en la fracción correspondiente a los
94.0C-señalada con una flecha en la figura- eluye mayor cantidad
de material que en las fracciones adyacentes. Este resultado per­
mite suponer que la fracción de ADNque eluye a 94.°Cestá enrique­
cida en el componente termoestable detectado por el método analí­
tico.

La sumade los valores de absorbencia permitió la construcción
de una curva acumulativa (Figura1ó ), a partir de la cual se esti­
mó el valor de Tmpara el ADNtotal. Este valor resultó de 85,8 oC,
concordante con el obtenido por el método analítico.

Por otro lado, la cuantificación porCentual del componenteter­
moestable -que abarcaria las fracciones eluidas entre 93 y 99 oC
inclusive- indicaria que éste constituye aproximadamente un 10 %
del ADNtotal. El valor calculado a partir de los gráficos de des­
naturalización térmica analítica sugiere que el componenterepre­
sentaría el 9,8 fldel ADNtotal.

Este material -aislado por la técnica de elución térmica- es
el empleado en los estudios que se detallan a continuación.

Cinética de reasociación del componentetermoestable
Las muestras eluidas a 60, 85 y 94°C, señaladas con flechas en
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la figura (f‘óO, f85 y f‘94,respectivamente), luego de haber sido
dializadas contra BF0,12f4 sesometieron a ensayos de cinética de
reasociación en espectrofotómetro. Este estudio tuvo por objetola
comparacióncualitativa de los niveles de reasociación alcanzados
por muestras con diferente grado de termoestabilidad y en particu­
lar, la comparación de f85 -constituyente del ADNde banda princi­
pal- con f94 -integrante del componentetermoestable.

La Figura 17 muestra el gráfico de las cinéticas de reasociación
de las tres fracciones mencionadas. Los ensayos se continuaron has­
ta alcanzar un valor de Cot de 0,3M seg. Los valores de reasocia­
ción alcanzados para Cot==10- Mseg fueron 2,2; 6,3 y 12,0% para
f 60, f 85 y f 94 respectivamente.

Si bien los datos cinéticos sugieren claramente que el componen­
te termoestable posee secuencias con mayor número de copias, para
conocer cuál era la precisión de los apareamientos ocurridos a va­
lores de Cot bajos, luego de reasociar fóO, f85 y f94 hasta Cot
0,3M seg se las desnaturalizó en espectrofotómetro. Los valores de
Tme hipercromicidad correspondientes a estos ensayos se presentan
en la TABLA IX.

TABLA IX

FRACCION Tm (°C) H (%)

róo 76,0 4,9
rss 74,0 8,0
f94 78,5 18.1

Estos valores han sido calculados a partir de los datos experi­
mentales de desnaturalización térmica. Dado que el valor de Tmen
BF O,12b4(Na+==0,18bU para el ADNnativo de Calomys musculinus es
86,000, elÁSTm con respecto a fóO, f85 y f94 es de 10, 12 y 7,5
oC respectivamente. Si bien el ¿le está directamente relacionado
con el grado de imprecisión del apareamiento de las secuencias rea­
sociadas (Britten & Kohne,1968) f85 exhibe un valor mayor de LXTm
que el que podría correlacionarse con la asimetría de los perfiles
de desnaturalización experimentales (gráficos no mostrados). Por
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otro lado, los valores de hipercromicidad sugieren un nivel de re­
asociación mayor en f94, intermedio en Í‘85y menor en f60, coinci­
diendo con los datos cinéticos.

En la Figura 18 se observan los perfiles de las derivadas numé­
ricas de los datos experimentales de desnaturalización térmica.
Puede observarse que tanto f60 como f85 denotan una marcada hete­
rogeneidad y que la última pone de manifiesto una asimetría en la
distribución que se refleja en un valor mayor de [31Wal exhibido
por.f60. El perfil correspondiente a f94.muestra una relativa ho­
mogeneidadcon respecto a las otras fracciones, destacándose ade­
más la presencia de componentes termoestables discretos. Esto su­
giere que las secuencias de nucleótidos integrantes de esta frac­
ción reasociaron con mayorprecisión que las restantes.

Presencia del componentetermoestable en especies relacionadas
Con el objeto de detectar la presencia de componentes parcial

o totalmente homólogos al anteriormente mencionado, en ADNsde
cricétidos filogenéticamente relacionados, se empleóla técnica
de hibridación sobre puntos o "Dot Blot".

Se adsorbieron sobre filtros de nitrocelulosa (NC)cantidades
crecientes de ADNtotal (entre 5 y 160 ng) de las especies filo­
tinas pertenecientes al género Calomxs: g. musculinus, g. laucha
y g. calidus, de la especie akodontina perteneciente al género
Akodon: A. molinae y de la oryzomina perteneciente al género 931­
zomis: Q. flavescens.

La Figura 19 muestra el autorradiograma obtenido luego de la
hibridación de los ADNsadsorbidos a las membranas de NC con el
32PADNtermoestable de g.musculinus (fracción eluída a 94°C).
La intensa señal presente sobre todo el rango de cantidades de ADN
de la especie homóloga y la ausencia casi total en los ADNsde las
otras especies sugiere que este componentees especifico de espe­
cie, ya que aún la forma considerada más próxima, Q. laucha, care­
ce del mismo. En los puntos correspondientes a 80 y 160 ng de ADN
de las otras especies aparece una señal leve que podría constituir
o bien reasociación inespecífica o cierto grado de homología, pe­
ro con secuencias de ADNque se hallarían en muy inferior número
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Figura lg. Perfiles de desnaturalización térmica -obtenidos por
derivación numérica de los datos experimentales- de
fóO, f85 y f94 reasociadas a Cot 0,3 Mseg.

El solvente de las muestras es BP 0,12M.
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Figura 12. Autorradiograma obtenido luego de la hibridación de
la fracción termoestable del ADNde g. musculinus mar­
cada con O<32P(iCTP sobre cantidades crecientes de ADN'
de g. musculinus (Cm), g. laucha (Cl), Q. calidus (Cc),
A. molinae (Am) y 9. flaveSCens (Of).

Los números 1 y 2 corresponden a muestras independientes de la
misma especie. _
Condiciones de hibridación: en BLOTTO,a 60°C,durante 16 h.
Lavados: hasta ssco,1 X, a óOOc.
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de copias que el que presenta el ADNde Q. musculinus. La compro­
bación de esta última alternativa conduciría a la demostración de
una notable amplificación de secuencias en la especie mencionada.

ggggnización, riqueza gg gg 1 metilación
Con el objeto de analizar estos aspectos del componente termo­

estable, el ADNde g. musculinus se clivó con varias endonucleasas
de restricción. Los fragmentos generados se separaron electroforé­
ticamente, se transfirieron a membranasde NCe hibridaron con el
componente termoestable marcado con 32Pd CTP.

Las Figuras 20 y 21 muestran las fotografias de los geles y los
autorradiogramas obtenidos luego de la hibridación con el componen­
te termoestable usado comosonda. A partir de los patrones autorra­
diográficos obtenidos con tiempos de exposición cortos (panel cen­
tral, Figura 20), se puede inferir que sólo las enzimas Hinf I y
AluI reconocen secuencias presentes en el componente termoestable.
Esto se basa en la reducida señal detectable en las zonas de alto
peso molecular en los caminos a y c. Las enzimas DdeI, Rsa I y
HaeIII,en tanto, reconocen secuencias menos frecuentes en el com­
ponente analizado, poniendo de manifiesto señales intensas próxi­
mas a los puntos de siembra aún cuando no es posible detectar fluo­
rescencia en las correspondientes zonas del gel (panel izquierdo).
Con tiempos de exposición mayores (panel derecho), las caracteris­
ticas mencionadas se confirman, demostrando que la enzima Alu I ge­
nera fragmentos de 1 a menos de 0,3 kb reconocibles por la sonda.
Las otras tres enzimas generan fragmentos por encima de 0,4 kb pa­
ra DdeI y Hae III y de 0,9 para Rsa I.

La Figura 21 -equivalente a la anterior- muestra los fragmentos
de digestión generados por otras siete enzimas y los correspondien­
tes autorradiogramas obtenidos luego de la hibridación con el com­
ponente en estudio. Con tiempos de exposición cortos (panel central)
se detectaron señales restringidas a los puntos de siembra y zonas
de alto peso molecular para cinco de las siete endonucleasas emple­
adas (caminos b, c, d, e y f). El camino a -correspondiente a la
endonucleasa EcoRI-muestra una señal continua desde 23 a 0,4 kb,
exhibiendo una zona de mayor intensidad entre 0,8 y 3 kb. El cami­
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Figura gg. Gel de agarosa 2 %(panel izquierdo) de ADNde Q. Egg­
culinus clivado con cinco endonuoleasas de restricción.
Autorradiogramas obtenidos con 12 h (panel central) y
36 h (panel derecho) de exposición luego de la hibri­
dación de los filtros de nitrocelulosa con el compo­
nente termoestable usado como sonda.
El ADNde Q. musculinus se clivó con Hinfl (a), Ddel
(b), Alul (c), Rsal (d) y HaeIII (e).
Marcador de PM: fiXl74/Haelll.
Condiciones de hibridación y lavados iguales a las de
la Figura 19.
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Gel de agarosa 1 %(panel izquierdo) del ADNde g. Ens­
enzimas de restricción mencio­

nadas al pie de la foto. Autorradiogramas correspon­
dientes obtenidos con 12 h (panel central) y 36 h (pa­
nel derecho) de exposición, luego de la hibridación
con el componente termoestable de Q. musculinus usado
como sonda.
En este caso se hizo transferencia bidireccional a
filtros de nitrocelulosa.
Condiciones de hibridación y lavados iguales a las de
la Figura 19.
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no g —correspondiente a la enzima Taq I -no denota señal alguna.
Para tiempos de exposición más prolongados se confirmaron los re­
sultados anteriores, poniéndose además de manifiesto que en el ca­
mino de la enzima Bamfü (b) aparecen señales correspondientes a
bandas no multiméricas. En los caminos c y d -Hind III y AvaII,
respectivamente- sólo se detectan señales en zonas de alto peso
molecular. Los isoesquizómeros MspI y HpaII (caminos e y f, res­
pectivamente) ponen de manifiesto una marcada diferencia en cuan­
to a la frecuencia de citosina interna metilada en el componente
en estudio, ya que en el camino de HpaII(C/CGG) aparece una se­
ñal de mayor intensidad que en el de MspI. La falta de señal en
este camino podria atribuirse a la abundancia de sitios de recono­
cimiento para Msp[que llevaria a una marcada degradación del com­
ponente. Del mismo modo, la ausencia de señal en el camino g -co­
rrespondiente a TaqI(T/CGA) indicaría una elevada frecuencia de
esta clase de sitios en el ADNen estudio.

Dado que en el camino correspondiente a EcofÜI(Figura 21) apa­
rece una señal definida en 370¡flase decidió comprobar si esa ban­
da formaba parte del componente termoestable. Con este objeto se
aisló esa banda a partir de un gel preparativo para marcarla y em­
plearla comosonda. Para este ensayo de hibridación se usó la se­
gunda membranacorrespondiente a la transferencia bidirecciOnal
de la Figura 21. Por otro lado se pretendía comprobar en el mismo
ensayo si la ausencia de señal en el camino correspondiente a
TaqI(Figura 21) se debía a un artificio metodológico (transferen­
cia ineficaz). La Figura 22 muestra el gel y el autorradiograma
correspondientes a este ensayo. Si el patrón de hibridación con
la banda Ecoffl coincidiera con el obtenido con el componente ter­
moestable podría suponerse que tal banda constituía una parte in­
tegrante del mismo. Los resultados experimentales permitieron por
un lado descartar tal posibilidad y, por otro lado, hicieron evi­
dente que la banda de 370 pb forma parte de un repetitivo en tán­
dem con multimeros desde 370 a 6000 pb (camino a). En tercer lu­
gar se demostró que la transferencia fue eficaz ya que el camino
correspondiente a TanIpresenta una intensa señal con multimeros
similares a los de EcoRI.Ebto sugiere que los sitios Tan[y EcoRI
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El mismo gel de agarosa 1 %(panel izquierdo) que se
muestra en la Figura 21. Autorradiograma (panel dere­
cho) obtenido luego de la hibridación con el fragmen­
to de restricción de 370 pb generado por EcoRI en el
ADNde Q. musculinus (flecha), aislado del gel y mar­
cado con 0<32P(iCTP.
En este ensayo se usó el segundo filtro obtenido por
transferencia bidireccional.
Condiciones de hibridación y lavados iguales a las de
la Figura 19.
Marcador: ADNde fago Á clivado con HindIII (23,1;
9,4; 6,7; 4,4; 2,3; 2,0 y 0,6 kpb).



se encuentran muypróximos entre si, puesto que la ubicación de
los multimeros generados por ambas enzimas es aproximadamente la
misma. Por último, debe destacarse también la presencia de seña­
les multiméricas entre 2 y 6 kb en el camino correspondiente a la
enzima MspI.

Para confirmar las observaciones mencionadas anteriormente con
respecto a una elevada frecuencia de sitios de reconocimiento pa­
ra Tan y MspI en el componentetermoestable, se realizaron res­
tricciones parciales del ADNde Q. musculinus con estas dos endo­
nucleasas. La Figura 23 muestra los geles y los autorradiogramas
correspondientes. Comopuede apreciarse, en el ensayo de digestio­
nes parciales de ADNde Q. musculinus con Tan sólo aparece una
señal claramente visible en el camino correspondiente a 7,5 min
de incubación. A los 15 min esta señal se ha reducido en forma
marcada, desapareciendo a los 30 min. A tiempos de incubación ma­
yores la señal está ausente. Estos resultados permiten afirmar que
las secuencias heterogéneas constituyentes del componentetermoes­
table de Q. musculinus presentan una caracteristica en común: ele­
vada frecuencia de secuencias T/CGA,reconocibles por Taq I y proxi­
midad de las mismas. Este hecho, sumado a la preSencia de abundan­
tes sitios de reconocimiento para AluI (AG/CT)-que genera un pa­
trón autorradiográfico con fragmentos entre 250 y 1000 pb (Figura
20, caminoc)- permitirían postular la existencia de repetidos di­
rectos e invertidos ("inverted repeats") ya que las secuencias de
reconocimiento de ambas enzimas son complementarias.

En el caso de la cinética de restricción del ADNde Q. musculi­
nus con MspI (Figura 23) la señal de hibridación disminuye a medi­
da que aumentan los tiempos de incubación sugiriendo una elevada
frecuencia de sitios de reconocimiento para esta enzima. Esto de­
muestra un marcado nivel de metilación en el componente termoesta­
ble de g. musculinus.

Los patrones autorradiográficos resultantes del análisis con
doce enzimas de restricción (Figuras 20 y 21) sugieren que este
componenteestá constituido por una familia heterogénea de secuen­
cias con un patrón de repetición disperso. Esta afirmación se ba­
sa en dos observaciones; en primer lugar, los patrones autorradio­
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Msp I

Taq I

Figura gg.
Panel superior izquierdo. Gel de agarosa 1 % de ADNde Q. mug­

culinus digerido parcialmente con MspI;
a: ADNsin olivar; b: incubado 7,5 min;
c: 15 min; d: 30 min; e: óO min; f: 120
min; g: Marcador ( Á,/Hind III).

Panel superior derecho. Autorradiograma obtenido luego de la hibri­
dación con el componente termoestable de
Q. musculinus.

Paneles inferiores izquierdo y derecho. Similares a los superiores
pero con digestiones par­
ciales realizadas con Taql.

Condiciones de hibridación y lavados como en la Figura 19.



gráficos obtenidos con sietedelas doce enzimas utilizadas presen­
tan señales de tipo chorreado o "smear" en las que no se detectan
bandas multiméricas; la segunda evidencia experimental proviene
del análisis de restricciones parciales con dos endonucleasas cu­
yos sitios de reconocimiento son frecuentes en este componente;
tampoco en este caso pudieron detectarse bandas multiméricas in­
dicativas de organización de repetitivos en tándem.

Resumiendolo dicho anteriormente, la fracción termoestable
presenta sitios de reconocimiento para la enzimas:

Taq I (T/CGA)
Hían (G/ANTC)
AluI (AG/CT)
Eco RI (G/AATTC)

BamIflI (G/GATTC)

Hpa II (C/CGG)
MspI (C/CGG) y (C/mCGG)

lo que induciría a pensar que las secuencias integrantes de tal
fracción no poseen un marcado enriquecimiento en GC. Por otro la­
do, una enzima comoHaeIII,cuya secuencia de reconocimiento es
100% GC (GG/CC) no corta en forma apreciable el ADNgenómico re­
conocible por la sonda.

Estructura del componentetermoestable
Comose comentara anteriormente, la elevada frecuencia de si­

tios Tan (T/CGA)y de sitios Alu I(AG/CT) permiten suponer que
las secuencias presentes en el componente termoestable de g. mug­
culinus poseen zonas de tipo repetitivos invertidos. Deacuerdo
a que las secuencias invertidas sean adyacentes a las secuencias
directas o estén separadas de aquéllas, podrán generar distinto
tipo de estructuras luego de la desnaturalización y posterior re­
asociación, según el esquema de la Figura 24.

Para la reasociación de ADNaitiempocero se pueden establecer
dos tipos diferentes de estructuras que involucren -dentro de ca­
da cadena- secuencias de tipo repetitivo invertido. La ausencia o
presencia de estructuras de tipo tallo-rulo ("stem loop") estará
determinada por la existencia de secuencias separadoras entre los
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espaciadores entre las mismas.
(Tomado de Lewin, 1980).

A. Sin

B. Con espaciadores



repetitivos directos y los invertidos. En caso de ser estas secuen­
cias adyacentes sólo se espera la formación de un tallo: en cam­
bio, si las secuencias se encuentran separadas se esperará una es­
tructura de tipo "stem loop". En este último caso el "loop" esta­
rá constituido por una única cadena polinucleotidica.

Conel objeto de analizar la formación de estas posibles estruc­
turas se diseñaron una serie de experimentos basados en el empleo
de nucleasa S1. Esta enzima nucleolitica, en condiciones adecuadas,
actúa especificamente sobre segmentos monocatenarios de ADN,sien­
do además particularmente activa en las zonas de transición ADNB
-———>Z.Inicialmente estos ensayos tendieron a detectar la presen­
cia de estructuras de tipo tallo-—rulo en el ADNnativo.

Comosustrato de S1 se empleó ADNde g.musculinus, previamen­
te clivado con Hind III. Dado que el componente termoestable no pre­
senta sitios de reconocimiento para esta enzima, su empleo permi­
tió reducir el tamaño total del ADN,disminuyendo asi posibles se­
ñales autorradiográficas inespecificas. Se trataron 2 ug de ADN
con 0,1, 1, 10 y 100 U/ml de S1. Para controlar la actividad enzi­
mática se desnaturalizaron 2 ug de ADNde la misma especie a 100°C
durante 10 min y se dejó enfriar la muestra en el mismo baño; pos­
teriormente se la trató con 100 U/ml de S1 a 37°C durante 1 h.

La Figura 25 muestra el gel y el autorradiograma, luego de la
hibridación con el componente termoestable marcado radiactivamen­
te. De acuerdo con los patrones observados podemos considerar que
esta metodología no permite detectar zonas monocatenarias ni regio­
nes de transición ADNB--9 Z. Sin embargo no es posible descartar
la existencia de estas estructuras hasta que no se empleen técni­
cas más sensibles (v.g. electroforesis en geles de poliacrilamida,
electrotransferencia y posterior hibridación con la sonda de inte­
rés).

Un hecho a destacar es que en el camino correspondiente al con­
trol de actividad enzimática (camino f en la Figura 25), si bien
en el gel se ve una digestión aparentemente total, en el autorra­
diograma aparece una señal muy intensa próxima al punto de siembra,
a la mismaaltura que para las otras muestras, con un tamaño de
fragmento próximo a los 23 kpb.
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Panel izquierdo.
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Gel de agarosa 1,5 % de ADNde Q, musculinus di­
gerido con Hind,IIIy tratado con diferentes con­
centraciones de nucleasa Sí:

0,1 U/ml; b: 1 U/ml; 10 U/ml; d:
sin S1; f: ADNnativo desnaturalizado,

100 U/ml;
trata­

a: o:
e:
do con 100 U/ml de S1;
100 U/ml de Sí;

Marcador (A /Hind III + (ax174/Hae III).

ngDN nativo tratado con

m:

Panel derecho. Autorradiograma luego de la hibridación con el com­
ponente termoestable de Q. musculinus.
Condiciones de hibridación y lavados como en la
Figura 19.
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Esta observación planteó dos posibles alternativas:
a. el ADNtermoestable no se desnaturaliza bajo las condicio­

nes empleadas (100‘R3,1O min) o,
b. una vez desnaturalizado reasocia muyrápidamente, restauran­

do su condición bicatenaria.
Conel objeto de probar alguna de estas alternativas se desna­

turalizaron a 10000, durante 10min, cuatro muestras de 2 ug cada
una. Una de ellas se congeló al concluir el tiempo de desnaturali­
zación; las demás se incubaron 1, 5 y 30 min a 60(%3respectivamen—
te y luego se congelaron. Posteriormente cada muestra se trató con
100 U/ml de nucleasa S1, durante 1hAa 37°C. Los productos de las
digestiones se separaron electroforéticamente en geles de agarosa
y se transfirieron a membranasde nitrocelulosa. Para la hibrida­
ción se usó como sonda el componente termoestable de Q. musculinus.
La Figura 26 muestra la electroforesis y el autorradiograma obte­
nidos. Se incluyeron en el mismoensayo los tratamientos con con­
centraciones crecientes de S1 usando como sustrato ADNde Q. mus­
culinus clivado con HindIII.

Comopuede observarse, el componente termoestable se desnatura­
liza y reasocia a tiempos muycortos, lo que confirma la segunda
alternativa inicialmente planteada. A los 30 min de incubación se
reestructura comoun componente de gran tamaño, equivalente a frag­
mentos de unos 20 kpb.

Si bien el método empleado no es concluyente para descartar la
existencia de estructuras de tipo "stem loop" —dadala imposibili­
dad de detectar productos de digestión de tamaño pequeño- permite
demostrar que las secuencias integrantes del componentetermoesta­
ble presentan una organización tal que al reasociar generan una
estructura de gran tamaño aparente. Podría tratarse de una red com­
pleja aunque resulta improbable por el corto tiempo de reasocia­
ción; es más factible pensar en una estructura en la que alternan
secuencias repetidas invertidas con secuencias repetidas directas,
sin separadores entre las mismas.

Por otro lado, la técnica empleada permitió confirmar el eleva­
do grado de repetición de las secuencias integrantes del componen­
te termoestable, previamente establecido por estudios de cinética
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Gel de agarosa 1 % de ADN de Q
analizado con nucleasa 81.

b, c, d: ADNdesnaturalizado a 1OOCÏL10 min
e incubado a óOOCdistintos tiempos;a:
bar; b: 1 min; c: 5 min; d: 30 min.

f, g, h, i: ADNde Q. musculinus previamente
clivado con HindIIIy tratado luego con concentra­
ciones

a;
sin incu­

e,

crecientes de nucleasa S1; e:
1 U/ml; g: 10 U/ml; h: 100 U/ml; i:
j: ADNnativo.
Marcador: ADNde fago A digerido con Hind III.

sin S1; f:
1000 U/ml.

Autorradiografia obtenida luego de hibridar con el
componente termoestable.
Condiciones de hibridación y lavados como en la
Figura 19.
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de reasociación. Asimismo,la reestructuración de una "superestruc­
tura" de alto peso molecular aparente luego de la reasociación y
tratamiento con nucleasa S1, es concordante con los resultados ob­
tenidos durante los experimentos de desnaturalización térmica del
componentetermoestable, eluido a 94°C,previamente reasociadohas­

1 Mseg).ta Cot 0,3ñ4seg (12 Zde reasociación para Cot 10­

Localización cromosómigadel componente termoestable
La técnica de hibridación "in situ" permitió a Pardue y Gall

(1970) localizar cromosómicamente el ADNsatélite de fl. musculus.
Estos autores demostraron que las secuencias integrantes de esa
fracción se ubican en la región centromérica de todos los cromo­
somas del complemento, siendo esta localización coincidente con
la zona de heterocromatina constitutiva detectable por bandeo C.

En este trabajo, el empleo de la técnica de hibridación "in
situ" tuvo por objeto poner de manifiesto la localización cromo­
sómica de las secuencias componentes de la fracción termoestable
de Q. musculinus. Las dos sondas usadas -fracción eluida a 94.0C
y ADNaltamente repetido (Got 0,1 Mseg)marcados con 3HdTTP y
3HdCTP- se hibridaron sobre cromosomas metafásicos de Q. muscu­
linus (hibridación homóloga).

En la Figura 2721semuestra el patrón-de hibridación para el
componente termoestable. Comopuede observarse, hay una gran con­
centración de granos de plata en prácticamente todo el complemen­
to cromosómico -con excepción de un par de metacéntricos pequeños
(señalados con flechas)- y la localización de los mismoses neta­
mente centromérica.

En la Figura 27b la.sonda empleada para la hibridación "in si­
tu" fue ADNaltamente repetido. En este caso, al igual que en el
anterior, hay marcación especifica en casi todos los cromosomas
pero la localización es en algunos casos centromérica y en otros
secundaria intercalar, en brazos cromosómicos. Dadoque a este
valor de Cot el componente termoestable es capaz de reasociar, la
localización centromérica es compatible con la de la Figura 27a,
en tanto que la marcación dispersa podria corresponder a secuen­
cias menos repetidas, presentes en la sonda como"secuencias con­
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Figura g_.

B C

. Hibridación "in situ" del 3HADNtermoestable de Q.
musculinus sobre una metafase de Q. musculínus.

. Híbridación "in situ" de 3HADNdeQ.musculinus rea­
sociado a Cot 0,1 Mseg sobre una metafase de g.mus­
culinus.

. Patrón de bandas C en una metafase de Q.musculinus.



taminantes".
La Figura 27 c muestrauna metafase de g. musculinus con ban­

deo C. Excepto un par de metacéntricos pequeños (señalados con
flechas) todos los cromosomaspresentan bandas C de ubicación cen­
tromérica, indicativos de presencia de heterocromatina constituti­
va. Aunqueno es posible afirmarlo, puede suponerse que el par de
metacéntricos carentes de bandas C corresponde al carente de mar­
cación en el ensayo de hibridación "in situ" con el componente
termoestable (Figura 27a).

Si bien el componente en estudio no presenta algunas de las
caracteristicas habituales de los ADNssatélites -secuencias re­
petidas dispuestas en tándem, detección en gradientes de densi­
dad- su distribución cromosómicapermite suponer que se trate de
un ADNsatélite críptico. Por otra parte, la coincidencia entre
los patrones de bandeo C y los de hibridación "in situ" con este
componente sugieren que las secuencias integrantes del mismofor­
manparte de la heterocromatina constitutiva.



CAPITULO III

En el primer capitulo se analizaron los resultados obtenidos du­
rante la caracterización del ADNde las especies Calomys musculinus
y Calomyslaucha, poniéndose de manifiesto similitudes y diferencias
en cuanto a las propiedades fisicoquimicas del mismoy a la organi­
zación del genomade las dos especies comparadas. El segundo capítu­
lo incluye la descripción de los resultados obtenidos en la caracte­
rización molecular del componente termoestable presente en el ADNde
Q. musculinus. Las metodologías usadas en los dos capítulos pueden
considerarse estadísticas y estáticas; los resultados presentados en
el primer capitulo hicieron posible la comparación "por analogía" de
los ADNsde las especies en estudio.

En el presente capitulo los estudios realizados trascienden a los
miembros del género Calomys, abarcando a otras especies de roedores
cricétidos filogenéticamente relacionadas. Los métodos empleados aqui
pueden considerarse estadísticos y dinámicos y los resultados obteni­
dos permiten estimar niveles de homología entre las secuencias de ADN
de las especies comparadas.

Las técnicas de hibridación ADN-ADNfueron desarrolladas a princi­
cios de la década del 60; desde entonces han sido ampliamente emple­
adas para investigar las posibles relaciones filogenéticas entre vi­
rus (Schildkraut et al., 1962), bacterias (McCarthy & Bolton, 1963),
plantas (Bendich & McCarthy, 1970; Miksche & Hotta, 1973) y animales
(Hoyer et al., 1965; Laird & McCarthy, 1968; Walker, 1968). Estos tra­
bajos son de gran importancia tanto desde el punto de vista metodo­
lógico comoconceptual y los resultados obtenidos reflejan fundamen­
talmente el grado de homología de las secuencias repetidas. En estos
experimentos se empleaba ADNtotal tanto de la especie "trazadora"
-marcada radiactivamente- como de la "conductora" —cuyahomología
con la anterior se deseaba establecer-; bajo las condiciones experi­
mentales empleadas las reasociaciones heterólogas se producían esen­
cialmente entre las secuencias repetidas presentes en los ADNsana­
lizados (Shields & Strauss, 1974). En 1968 Britten y Kohne demostra­
ron que el ADNeucariota se encuentra organizado en familias con di­
ferente grado de repetición, más un componente de secuencias de c0pia
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única y sugirieron que las secuencias repetidas presentan una mayor
variabilidad que las secuencias de copia única - entre las cuales
se encuentran las constituyentes de los genes estructurales. Sobre
esta base -mayorvariabilidad de las secuencias repetidas- los estu­
dios tendientes a aclarar relaciones filogenéticas por técnicas de
hibridación ADN-ADNse restringieron a comparar secuencias de copia
única (Kohneet al., 1971; Hoyer et al., 1972).

Posteriormente, la disponibilidad de herramientas analíticas pro­
venientes de las técnicas de ADNrecombinante hizo que los evolucio­
nistas moleculares volcaran nuevamente su atención sobre el ADNre­
petido. Si bien se consideraba que este ÁDNera sumamente variable
bajo presiones selectivas fuertes (Britten &Kohne, 1968), posterior­
mente se comprobóque ciertas secuencias repetidas presentan un gra­
do de conservación alto (Flavell et al., 1977; Peacock et al.. 1978;
Brykov et al., 1979; Fry &Salser, 1977; Gillespie et al.,
1980; Gillespie et al., 1982). Por otro lado, la lo­
calización cromosómicade las secuencias repetidas -fundamentalmente
Centromérica o telomérica- llevó a considerarlas potencialmente in­
volucradas en fenómenos de plasticidad cromosómica (Flavell, 1982),
comoposibles determinantes de la arquitectura nuclear (Manuelidis,
1982) o comoprobables responsables del establecimiento de barreras
precigóticas en procesos de especiación (Fry & Salser, 1977).

Este capítulo trata del estudio de homologías entre ADNsde espe­
cies pertenecientes a diferentes géneros de cricétidos con distribu­
ción argentina. Con este objeto se extrajo ADNde cinco especies re­
presentantes de tres tribus de roedores cricétidos con diferente gra­
do de especialización. Las tribus elegidas fueron: Oryzomyini -como
la más primitiva- y dentro de ésta la especie Oryzomysflavescens,
Akodontini -con un nivel de especialización intermedio- con la espe­
cie Akodonmolinae y Phyllotini -con mayor nivel de especialización­
y las especies Calomysmusculinus, Q. laucha y Q. calidus.

Por otro lado, dado que estos roedores presentan números cromosó­
micos muyvariables, se intentó comprobar la validez del modelo enun­
ciado por Pearson y Patton (1976) y Gardner y Patton (1976). Estos
autores postulan que en roedores cricétidos sudamericanos la transi­
ción desde estadios primitivos hacia estadios evolucionados se co­



rrelaciona con una reducción en el número diploide. Asi, los expe­
rimentos diseñados para analizar el grado de homología entre ADNs
repetidos permitieron también investigar la correlación entre nú­
mero diploide y niveles de homología entre secuencias repetidas de
las especies comparadas. La TABLAX resume algunas caracteristicas
cariológicas de los roedores analizados:

TABLA X

TRIBU ESPECIE 2n BANDAS C

Phyllotini g.musculinus 38 +++++
Q.laucha 64 +
Q.calidus 48 ++

kodontini A.molinae 42 +

Oryzomyini Q.f1avescens 60 +++

El estudio se realizó empleandola técnica de hibridación sobre
puntos ("Dot Blot", Kafatos et al., 1979). Muestras de ADNtotal de
cada una de las cinco especies fueron adsorbidas a membranasde ni­
trocelulosa en cantidades de 1, 5, 10, 20, AO, 80, 160 y 230 ng.
Posteriormente se hibridaron con sondas de ADNtotal de cada una de
las cinco especies -en ensayos separados- marcadas COHK32P(ÍCTP.Es
decir, los ADNsde las diferentes especies se hibridaron -en ensayos
separados- con todas las sondas radiactivas -ADN+-de las especies
analizadas. Las hibridaciones se llevaron a cabo en BLOTTO-—SSC6X
y se incubaron a 60°C durante12-14 h. Los lavados se efectuaron
hasta alcanzar una concentración salina relativamente estricta, SSC
1X, manteniéndose la temperatura de los mismos en 60°C. Bajo las
condiciones empleadas -concentración salina de los lavados, tempera­
tura de incubación y cantidades de ADNadsorbido a las membranas­
sólo cabe esperar la hibridación de secuencias repetidas. Las mem­
branas hibridadas, luego de lavadas, se expusieron a placas radio­
gráficas -16 h a temperatura ambiente- y posteriormente fueron cor­
tadas para determinar la radiactividad incorporada en cada punto de
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siembra por conteo de centelleo.
La Figura 28 muestra los autorradiogramas obtenidos. Los pun­

tos constituyen la señal de hibridación entre el ADNfijado a las
membranas y la sonda de ADNmarcado radiactivamente (ADN+)de ca­
da una de las especies. El empleo de cantidades crecientes de ADN
adsorbido a las membranas (1 a 230 ng) permitió una visualización
más clara de los resultados, haciendo posible no sólo el análisis
cualitativo de los mismossino también una evaluación estadistica
de los porcentajes de hibridación a partir de los valores de cuen­
tas por minuto (cpm) presentes en cada uno de los puntos de siem­
bra.

En todos los casos las hibridaciones homólogas -ADNfijado de
cada especie hibridado con ADN+de la misma especie- exhibieron
las señales másintensas. El análisis cualitativo de los autorra­
diogramas permitió poner de manifiesto las siguientes observacio­
nes:
ADN+de Calomvs mgsculinus: señal de hibridación intensa con el

de Q. laucha, algo menor con el de Q. calidus y compara­
tivamente mucho menor, e igual, con los de A. molinae y
Q. flavescens.

ADN+de Calomxs laucha: señal intensa con el ADNde Q. musculi­
ngg, algo más tenue con el de Q. calidus y comparativa­
mente mucho menor con los de A. molinae y Q. flavescens.

ADN+de Calomys calidus: señal de hibridación semejante con las
otras dos especies de Calomys y comparativamente mucho
menor con los de A. molinae y Q. flavescens.

ADN+de Akodon molinae: señal de hibridación intensa con las tres
especies de Calomys y más tenue con el ADNde Q.flaves­
cens.

ADN+d Oryzomys flavescens: señal de hibridación semejante con(‘D

los tres ADNsde Calomys y más tenue con el ADNde A.
molinae.

El análisis cualitativo de estos resultados pone de manifiesto
una mayor homologia entre las secuencias repetidas presentes en
los genomas de las especies congenéricas de Calomys, siendo más
marcada entre g. musculinus y g. laucha. Por otro lado, los re­
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Figura g_. Autorradiografía de los ensayos de hibridación de las
sondas de ADNtotal + de cada una de las cinco espe­
cies de roedores comparadas: Q. musculinus (Cm), Q.
laucha (Cl), Q. calidus (Cc), A. molinae (Am) y Q.
flavescens (Of), sobre ADNgenómico total homólogo y
heterólogo.

Las hibridaoiones se llevaron a cabo en BLOTTO-—SSCóXy se incu­
baron a óOOGdurante 12-14 h. Los lavados se efectuaron hasta
SSC1X, a 60°C. Las placas radiográficas se expusieron a tempe­
ratura ambiente durante 16 h.



sultados obtenidos en el ensayo en el que se empleó ADN+de A.
molinae son llamativos, ya que el grado de hibridación entre
esta sonda y los ADNsde Calomys es particularmente intenso, en
tanto que en los en que se emplearon los ADNs+de los Calomys
las señales producidas sobre el ADNfijado de A. molinae presen­
tan una intensidad notablemente menor. Una situación semejante
pudo observarse en los ensayos en los que se usaron sondas de
los Calomys y material fijado de Oryzomysy los ensayos recípro­
cos, aunque en éstos las diferencias entre las hibridaciones no
son tan marcadas como en el caso de CalomyszxAkodon.

La cuantificación de las cpm incorporadas en cada punto de
hibridación permitió por un lado la confección de curvas de in­
corporación de cpm en función de las cantidades de ADNadsorbido
a la membrana(Figura 29) y por otro el análisis cuantitativo de
los resultados. Para estimar el grado de homología, se consideró
como el 100 Z de homología a los valores de cpm de los puntos de
hibridación homóloga -para cada una de las cantidades de ADNfi­
jado- y a partir de estos valores se establecieron los porcenta­
jes de hibridación de las otras especies (hibridaciones heterólo­
gas).

La TABLAXI resume, bajo la forma de una matriz de datos, los
resultados obtenidos durante los ensayos de hibridación sobre
puntos. Los valores mostrados constituyen los promedios obtenidos
a partir de los porcentajes de hibridación alcanzados para cada
una de las ocho cantidades de ADNde cada especie. Se puede ob­
servar que, salvo en el caso de hibridaciones entre los ADNsde
los Calomys, las hibridaciones recíprocas no son comparables (con­
siderando comohibridaciones recíprocas a aquellas resultantes
de sondear con ADN+ A sobre ADN fijado B y con ADN+ B sobre ADN
fijado A). Esta falta de reciprocidad es mayor en los ensayos
efectuados con los ADN+de Calomys y el ADNfijado de A. molinae,
en los que sólo se detecta un 2-3 %de hibridación. En cambio, en
el ensayo con ADN+de A. molinae sobre los ADNsfijados de galg­
mig, los niveles de hibridación son notablemente mayores -entre
62 y 65 %-.La falta de reciprocidad también fue advertida entre
los ADNsde Calomys y el de Oryzomys flavescens, aunque en este
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Figura gg: Gráficas de incorporación de epm en función
de las cantidades de ADNadsorbido a las
membranas. A.- Empleando como sonda los ADNs
genómicos de cada una de las especies de Calo­
mys. (Q¿E:1, Qle2 y Q¿g:3). B.- Usando como
sonda ¿¿m:4 y 9¿2; 5. Los trazados de las cu;
vas se identifican mediante el mismocódigo de
números. Ambasfiguran representan el log cpm
en función de ng de ADNadsorbido.
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caso la situación no es tan marcada.
Este tipo de experimentos permitió evaluar el nivel de homolo­

gia entre los ADNsrepetidos de las cinco especies de cricétidos
estudiadas. Dadala naturaleza de las secuencias analizadas, los
resultados presentados no sólo reflejan el grado de homología en
los ensayos heterólogos, sino también ponen de manifiesto posi­
bles eventos de amplificación de secuencias acaecidos en algunos
de los genomasestudiados. La falta de reciprocidad de los expe­
rimentos que involucran comparaciones supragenéricas sustentarian
tal posibilidad.

La evaluación gráfica de los resultados cuantitativos se efec­
tuó a partir de la construcción de dendrogramas. La Figuras 30 Ay'B
muestranlas representaciones gráficas basadas en las comparacio­
nes entre el ADN+de una de las especies y los ADNsfijados de
todas las especies consideradas -columnas de la matriz- (Fig. 30
parte A-), así como considerando el ADNde una de las especies
adsorbido a la membrana e hibridado con las cinco sondas de ADN+
-filas de la matriz-(Fig.30 parte B). En amboscasos resulta evi­
dente que las especies congenéricas comparten mayor homologia en­
tre ellas que con los representantes de los otros géneros. Los
mayores niveles de homologia entre los ADNsde Calomys y el de
Akodon molinae, cuando éste se emplea como sonda, sugieren una
homologíadiferencial surgida durante eventos de amplificación
de secuencias en el ADNde Calomys, a partir de secuencias exis­
tentes en el genomade los akodontinos, en particular en el de
A. molinae.

Conel objeto de evaluar en forma global los resultados de hi­
bridación, los valores presentados en la matriz de datos (TABLA
XI) fueron promediados, unificando asi los valores porcentuales
de los ensayosy sus recíprocos (((% ADN+A x ADN B) + (% ADNA x
ADN+B))/2). Los valores de la tabla recalculados se evaluaron
de acuerdo al método de ligamiento promedio (Crisci, 1983) y la
Figura 31 muestra el dendrograma obtenido. Del mismo resulta una
mayor homologia entre las secuencias repetidas de Calomys muscu­
linus y Q. laucha, Q. calidus y Akodonmolinae y, alejado de es­
tos grupos Oryzomysflavescens.
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Figura 22: Representación gráfica de los porcentajes
de hibridación de nitrocelulosa, con sondas
de ADNgenómico de cada una de las cinco
especies marcadas con 32P dCTP. A.- Con­
siderando los porcentajes de hibridación gg
neradas por cada una de las sondas, Q¿_g +,
u +,u +,u +,M +. B.-Análisis
considerando el ADNde cada una de las cinco
especies hibridado con todas las sondas. La
barra superior indica el %de hibridación
(O - 100 Z).
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Representación gráfica de los resultados
de hibridación analizados por el método
de ligamiento promedio. La barra superior
indica el grado de hibridación (entre O y
100 %).
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Los datos presentados no permiten correlacionar el número di­
ploide (2rfl ni la abundancia relativa de heterocromatina consti­
tutiva -detectable por bandeo C- con el nivel de homología de las
secuencias repetidas. El mayor grado de homología entre secuencias
repetidas se detectó entre los ADNsde Calomysmusculinusbrg.lgu­
cha; la primera especie posee un 2n==38y bandas C muyabundantes
en tanto que la segunda presenta un 2r1= 64 y bandas C muy esca­
sas. La homología entre Calomys calidus y cualquiera de las otras
especies de Calomys es menor que la exhibida entre aquéllas; g.
calidus presenta un 2r1= 48 y bandas C que podrían considerarse
intermedias entre g. laucha y Q. musculinus.

Comose mencionó anteriormente, la técnica de hibridación "in
situ" permite la localización cromosómicade determinadas secuen­
cias en estudio. La aplicación de esta metodología permitió la
comparación cualitativa de los resultados obtenidos en los expe­
rimentos de hibridación sobre filtro de los ADN+de Calomys mug­
culinus y Akodonmolinae con los de hibridación "in situ" en los
que se emplearon como sonda ADNreasociados hasta Cot==0,1 Mseg
de ambas especies marcados radiactivamente. Los ensayos efectua­
dos incluyeron hibridaciones homólogas como control (Am+>(Amy
Cm+><Cm), además de las heterólogas (Cm)<Am+y AmJ<Cm+). La eva­
luación cualitativa de la concentración de granos de plata sobre
las preparaciones metafásicas permite establecer valores de hi­
bridación diferenciales. La Figura 32 muestra los patrones de hi­
bridación "in situ" homólogos(controles) y heterólogos. Si bien
puede apreciarse que en los ensayos heterólogos los cromosomas
muestran una considerable concentración de granos de plata, en
las metafases de g. musculinus hibridadas con ADNrepetido de A.
molinae esta acumulación es particularmente importante, con lo­
calización centromérica o pericentromérica, coincidente con la
observada en ensayos homólogos. En hibridaciones de ADN+de Q.
musculinus sobre metafases de A. molinae la concentración de gra­
nos de plata es menor a la del ensayo homólogo (AchAm+) y la
distribución es dispersa en ambas. Dada la naturaleza de estos
ensayos, no resulta posible comparar los datos cuantitativos ob­
tenidos por hibridación sobre filtros con los cualitativos aqui
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Figura 2_: Hibridaciones "in situ" sobre metafases de las
especies Calomys musculinus y Akodon molinae.
Comosonda se emplearon fracciones altamente repg
tídas de ADN(Cot 1o“1

A. metafases de A. molinae hibridadas con ADN3H
M.seg),de ambas especies.

homólogo. B. A. molinae híbridado con ADN3H he­
terólogo (g. musculinus). C. Q.musculinus hibri­
dado con A. molinae 3H. D. Q. musculinus hibridg
do con C. musculinus 3H.



presentados; sin embargo, puede destacarse que ambas especies
comparten cierto grado de homología y que si bien las secuencias
de ADNrepetido presentes en g. musculinus se encuentran agrupa­
das en zonas centroméricas y pericentroméricas, en Akodonmolinae
la distribución es dispersa sobre los brazos de numerosos cromo­
somas.

Sibley y Ahlquist (1981) establecieron las relaciones filoge­
néticas entre especies de aves ratites sobre la base de hibrida­
ciones de ADNsde copia única, efectuadas en solución y el poste­
rior análisis de la estabilidad térmica de los híbridos formados.
Estos autores comentan en el mencionado trabajo que los resulta­
dos obtenidos con secuencias de copia única son concordantes con
los logrados por el análisis de secuencias repetidas de los mis­
mos organismos. Sobre esta base y con el objeto de efectuar una
comparación similar, se realizaron ensayos de hibridación de se­
cuencias de c0pia única en solución. En éstos se incluyeron ADNs
de por lo menos una de las especies de cada tribu analizadas por
hibridación sobre filtros. Comosonda trazadora se usó ADNde co­
pia única de una especie diferente de las utilizadas previamente:
Akodonxanthorhynus. Las especies comparadas en este ensayo son
las siguientes:

TRIBU ESPECIE

Oryzomyini Oryzomys flavescens

Akodontini Akodon xanthorhynus
Akodon molinae

Bolomys obscurus

Phyllotini Calomysmusculinus

La elección del ADNtrazador mencionado residió en el interés
de comparar el grado de homología con un organismo diferente de
los incluídos en los ensayos previos y próximo taxonómicamente a
Akodonmolinae. Este análisis -mediado por una referencia "exter­
na" o "outgroup"—permitiría inferir las posibles relaciones fi­
logenéticas, basadas en las homologias de secuencias de copiaúni­



ca, entre las especies cuyos ADNfueron analizados.
Para los ensayos de hibridación en solución se mezclaron en

relación 1:5000 ADNtrazadorzADN conductor, tanto de la especie
homóloga comode las heterólogas. Estas muestras, luego de diso­
ciadas y reasociadas hasta Cot= 15000 Mseg fueron sometidas a
desnaturalización térmica en columnasde hidroxiapatita. Las
fracciones eluidas a cada temperatura (desde 60 hasta 95°C, con
incrementos de 5°C cada.vez) fueron analizadas por conteo de cen­
telleo líquido, permitiendo la construcción de curvas acumulati­
vas (% cpm en función de TOC), a partir de las cuales puede ob­
tenerse el ¿STm,uno de los parámetros necesarios para estimar
grado de homología. La determinación de [kTm requiere que se dis­
ponga de la curva de estabilidad térmica del ensayo homólogo, en
este caso A. xanthorhynus x A. xanthorhxnus, cuyo valor de Tmco­
rresponderá al 100% de homologia. LosA Tmse calculan como la
diferencia entre el Tmhomólogo y cada uno de los heterólogos.
Bonner et al. (1973) demostraron que -en híbridos heterólogos­
una disminución de Tmde 1 oC indica un 1 % de sustitución de nu­
cleótidos. La Figura 33 muestra las curvas acumulativas de por­
centaje de cpmeluídas en función de la temperatura para los cua­
tro ensayos heterólogos, incluyéndose en cada uno la curva corres­
pondiente al ensayo homólogo. En la TABLAXII se resumen los va­
lores de Tmy [le así comolos de porcentaje de sustitución de
nucleótidos para cada especie comparada:

TABLA XII

ESPECIE Tm ATm Z DE SUSTITUCION DE
(°C) (°C) NUCLEOTIDOS

Akodon xanthorhynus 72,0 - ——
Akodon molinae 71,5 0,5 0,5
Bolomys obscurus 71,0 1,0 1,0
Oryzomysflavescens 70,0 2,0 2,0
Calomys musculinus 69,5 2,5 2,5
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Figura _2: Curvas de desnaturalización de los heterodu­
plex interespecíficos formados entre el ADN
de copia única de Akodon xanthorhinus y las
especies Bolomys obscurus, A. molinae, Oryzo­
mig flavescens y Calomys musculinus. En cada
uno de los gráficos se incluye la curva de
desnaturalizaciÓn del homoduplex(referencia).



Estos resultados sugieren una mayor homologia -en términos de
secuencias de ADNde copia única- entre las especies congenéri­
cas de Akodon, en segundo lugar con la especie g. obscurus -tam­
bién akodontina-, en tercer lugar con el oryzomino Q. flavescens
y finalmente con el filotino Q. musculinus.

Los resultados obtenidos ponen de manifiesto por un lado la
notable conservación de secuencias de copia única entre los cri­
cétidos analizados y por otro la falta de coincidencia entre los
patrones de homología de ADNde copia única y de ADNrepetido.
Los niveles de homologia entre las secuencias de copia única -con
respecto al "outgroup"- sugieren que A. molinae y Q. flavescens
estarian más próximos que Q. musculinus. La marcada estabilidad
térmica de los híbridos refleja una elevada homología de las se­
cuencias estudiadas, situación que pone de manifiesto que los
cricétidos americanos son un grupo joven y que los tiempos de di­
vergencia de las diferentes tribus son cortos -en términos geo­
lógicos-, de aproximadamente ó a 8 millones de años.



DISCUSION



-146­

CAPITULO l

Los resultados obtenidos durante la caracterización del ADNde
las especies Calomys musculinus y Calomvs laucha ponen de manifies­
to ciertas similitudes y diferencias en el material genético deam­
bas especies.

El empleode técnicas de ultracentrifugación analítica en gra­
dientes neutros de CsCl permitió demostrar que los ADNsestudiados
presentan igual densidad de flotación (1,701 g/cm3) y por lo tanto
igual contenido en G-+C(42 %).Por otro lado, los perfiles de se­
dimentación (Figura 7) exhiben una marcada homogeneidad, no pudien­
do detectarse ni picos ni hombros secundarios atribuibles a ADNs
satélites.

Sin embargo, por el momentono es posible descartar la presen­
cia en el material genético de estas especies de ADNssatélites
crípticos. Estos ADNsat se caracterizan por presentar secuencias
agrupadas con contenido molar porcentual de bases semejante al de
la banda principal y representar una reducida proporción del ADN
total, 5 % como máximo (Arrighi, 1970). El empleo de metodologías
de centrifugación más sensibles, basadas en el empleo de sustana
cias complejantes capaces de unirse en forma selectiva a secuen­
cias ligeramente enriquecidas en uno u otro par de bases, permi­
tiría confirmar o no la presencia de ADNsat crípticos. Entre es­
tas técnicas podrían citarse el empleo de iones de metales pesa­
dos como Ag+ y Hg++ (Skinner & Beattie, 1973), de antibióticos co­
moactinomicina.D,netropsina o distamicina o de colorantes como
el Hoechst 33258 (Manuelidis, 1977). En caso de existir ADNsat
crípticos, los complejos formadospor las secuencias satelitarias
con los ligandos presentarán valores diferenciales de densidad de
flotación con respecto a los de las bandas principales , posibi­
litando de esta manerala detección de tales secuencias satelita­
rias.

Los estudios de centrifugación realizados con ADNsde otros
roedores cricétidos -filogenéticamente relacionados con los estu­
diados en este trabajo- demostraron por un lado, que el ADNde
cuatro especies de akodontinos (pertenecientes a los géneros Ako­



don y Bolomys) tienen valores de densidad de flotación muy seme­
jantes, de alrededor de 1,700 g/cm3, contenido porcentual en G-FC
de 41% yperfiles de sedimentación unimodales y homogéneos (Vidal
Rioja et al., 1979), caracteristicas compatibles con las observa­
das en el ADNde las especies de Calomys aqui analizadas. Por otro
lado, los estudios realizados con ADNde roedores oryzominos per­
tenecientes al género Oryzomys(Vidal Rioja et al., 1987) permi­
tieron demostrar la existencia de un componentesatelitario livia­
no (rico en A-FT), en tanto que los valores de densidad de flota­
ción y contenido de G-+Cde la banda principal coincidieron con
los obtenidos para Calomys y los mencionados para los akodontinos.
Estudios realizados con ADNde roedores cricétidos de América del
Norte demostraron que de veinte especies analizadas, sólo trespre­
sentan AIMsat:Neotoma albigula, Cleiterionomys mukuje y Arborimus
longicaudatus. Los valores de densidad de flotación de los satéli­
tes de las dos primeras especies mencionadasson<xincidentes(1.683
g/cm3), en tanto que la tercera presenta tanto un satélite liviano
(1,688 g/cm3) como uno pesado (1,715 g/cm3) (Arrighi, 1970).

Sobre la base de los datos presentados podria considerarse que
los cricétidos en general no se caracterizan por la presencia de
componentessatelitarios detectables por la metodología de centri­
fugación isopicnica en gradientes neutros de CsCl.

Mediante los ensayos de desnaturalización térmica pudo estable­
cerse que el valor de Tmde los ADNsde las especies de Calomys es­
tudiadas es de 86,200 (en SSC1X) y el contenido en G-+C -calcula­
do a partir de este valor- es de 42 %.No obstante esta similitud
en cuanto al parámetro mencionado, pudo detectarse una clara dife­
rencia entre ambos ADNs.El material genético de Calomys musculi­
ngg presenta un componente termoestable con Tmi de 94.°C(SSC 1 X)
o 79°C (SSCCL1X)respectivamente, que constituye alrededor del
10 %del ADNtotal de esta especie. En cambio, el perfil de desna­
turalización térmica del ADNde Calomys laucha es homogéneo, no
pudiéndose detectar subtransiciones térmicas ni componentescon
mayor o menor grado de termoestabilidad que la del componente prin­
cipal. El análisis molecular del componentetermoestable de Q.mgg­
culinus se discutirá en el Capitulo II.
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Si bien Guttman et al. (1977) han demostrado la coincidencia
entre los trazados densitométricos obtenidos por ultracentrifuga­
ción en gradientes de densidad de CsCl y los perfiles obtenidos
por derivación numérica de los datos experimentales de desnatura­
lización térmica, estos autores sugieren que el último métodoes
más sensible que el primero y que permite poner de manifiesto dis­
tintos componentes de un mismo ADN.Por otro lado Mayfield (1977)
sugiere que la mayor sensibilidad de detección lograda con los mé­
todos de derivación numérica de los datos de desnaturalización tér­
mica reside en la posibilidad de detectar familias de secuencias
con grado intermedio de repetición que puedan o no estar agrupadas.
Esto permitiría explicar la clara diferencia observada entre los
perfiles densitométricos de centrifugación y los perfiles de des­
naturalización térmica del ADNde Calomys musculinus y sugeriria
que el componentetermoestable de esta especie está constituido
por secuencias repetidas no organizadas en grupos -"clusters"-,
sino dispersas en el genoma.

Los estudios realizados por Vidal Rioja et al. (1979, 1987a)em­
pleando métodos de desnaturalización térmica, con ADNsde especies
de akodontinos y oryzominos permitieron demostrar que los miembros
de la primera tribu mencionada presentan perfiles homogéneosde
desnaturalización, en tanto que los de la segunda tribu se carac­
terizan por una marcada complejidad. Por otro lado, en estos últi­
mos se detectaron picos correspondientes a un ADNsat livianb,uobn
servado en ultracentrifugaciones analíticas.

El estudio de las cinéticas de reasociación de los ADNsde las
especies de Calomxsanalizadas demostró que, al igual que todos
los eucariotas estudiados hasta el presente, el genomase organi­
za en familias de secuencias repetidas más un componente de copia
única. La cantidad total de secuencias repetidas en los ADNsde
los mamíferos varia entre 20 y 50 %del genoma haploide (Santiago
& Rake, 1973; Rake, 1974; Vallejo-Roman et al., 1975; Wiley & Yu­
nis, 1975; Strauss, 1976; Ginatulina et al., 1980; Lypunovaet al.,
1980).

En las especies que nos ocupan, las secuencias de reasociación
muyrápida (Cot<.1O-2) representan el 9 y el 6% del genoma haploi­



de de Calomys musculinus y g. laucha, respectivamente, valores con­
cordantes con los establecidos por Ginatulina et a1. (1980) para
ADNsde cinco especies de cricétidos del viejo mundo; estos auto­
res reportaron valores comprendidos entre L y 7 %del genoma haploi­
de para esta fracción. El componente rápido constituye en Q. Egg­
culinus y g. laucha el 12 y el 14.%,respectivamente, encontrándose
representado en la primera especie por 24000 copias y por 12000 en
la segunda. El componente lento, en tanto, constituye un 10 y un
17% del genomahaploide de Q.musculinus y g. laucha respectivamen­
te, siendo el número de copias en una y otra especie de 67 y 75.
Los componentes de copia única difieren tanto en el porcentaje co­
moen el valor de Cotá alcanzado por esta fracción; por un lado
Q. musculinus presenta un valor de Coti de2200, en tanto que Q.
laucha un Coté de 1500. Esta situación sugiere por un lado que las
secuencias de copia única de la primera especie presentan una ma­
yor complejidad y por otro que el tamaño del genoma para la misma
es mayor que para g. laucha.

La localización del ADNaltamente repetido en la heterocromati­
na constitutiva ha permitido a varios autores sugerir una fuerte
correlación entre ambos (Jones,1970;Pardue &Ga11,1970;Hennig et
al., 1970; Corneo et al., 1971). Sin embargo, otros autores comoGi­
natulina et al. (1980) mediante la comparación de los parámetros
cinéticos y las características cariológicas -bandeo C en particu­
lar- han descripto excepciones para la correlación planteada. Es­
tos autores demuestranque si bien el cricétido Tscherskia tritori,
cuyo complemento cromosómico presenta abundantes bandas C, exhibe
un alto porcentaje (20 Z del genomahaploide) de secuencias de rea­

-2 . . . .), otro cricétldo -Cr1cetus crlce­sociación muyrápida (Cot<1()
tus- que también exhibe un alto contenido de bandas C, no presen­
ta un alto porcentaje de secuencias de reasociación muyrápida.
En nuestro caso, Calomys musculinus muestra un contenido elevado
de heterocromatina constitutiva -detectable por bandeo C- y alre­
dedor del 9 %del genomahaploide está constituido por secuencias
altamente repetidas (Cot<.1O-2). Q. laucha, en cambio, presenta
cantidades mínimas de bandas C y un porcentaje de secuencias alta­
mente repetidas (6% del genoma.haploide) ligeramente inferior al
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de Q. musculinus. La situación presentada por ambas especies de
Calomyscoincidiría con la postulada por Ginatulina et al. en
cuanto a la falta de correlación entre los contenidos en hetero­
cromatina detectable por bandeo C y las proporciones de secuen­
cias altamente repetidas presentes en los genomashaploides de
las especies analizadas.

Los patrones de restricción aportaron nuevas diferencias entre
los ADNsestudiados. De las doce endonucleasas de restricción em­
pleadas, ninguna de ellas generó patrones de clivaje semejantes
sobre los ADNsde Galomys musculinus y g. laucha. Los patrones se
caracterizan en general por la presencia de un número reducido de
bandas, las que por su lado exhiben una intensa fluorescencia, que
indicaría la presencia de secuencias repetidas o al menosde se­
cuencias con igual longitud flanqueadas por los mismossitios de
restricción.

A partir de los patrones generados por los isoesquizómeros MspI
yihmsllpudo establecerse que el nivel de metilación es mayor en el
ADNde Q. laucha. Por otro lado, la similitud de los patrones ge­
nerados por las endonucleasas EcofHI(G/AATTC)y Dra [(TTT/AAA) so­
bre el ADNde Q. laucha sugeriría que los sitios para una y otra
endonucleasa se encuentran muypróximos entre sí.

Si bien las especies estudiadas en este trabajo fueron conside­
radas hasta mediados de la década del 60 como formas subespecífi­
cas debido a su gran semejanza morfológica, resulta llamativo que
presenten características citogenéticas y moleculares -en cuanto
a su ADN-tan dispares. Los cricétidos sudamericanos constituyen
un grupo taxonómico joven en la historia evolutiva del continente
(Reig, 1980), pudiendo considerarse que aún están experimentando
un intenso proceso de radiación adaptativa, situación que permiti­
ría explicar las marcadasdiferencias cariológicas observadas en
el grupo. Tales diferencias, a su vez, podrían haber surgido por
cambios en el material genético, en particular de las secuencias
de ADNrepetido. La posibilidad de confirmar estos planteos depen­
derá, en parte, de la inclusión de mayor número de especies en los
estudios de caracterización de ADNasí comodel enfoque del pro­
blema desde otras áreas de la Biología.



Algunas de las metodologías empleadas en este trabajo han per­
mitido poner de manifiesto claras diferencias entre los ADNsde
las especies estudiadas. Tanto la desnaturalización térmica como
los análisis de restricción permiten la identificación inequívoca
de los ADNsde una y otra especie. Los análisis con endonucleasas
de restricción constituyen una herramienta de gran poder definito­
rio con aplicación sistemático-bioquímica. Su poder resolutivo asi
como su bajo costo relativo hacen de esta metodologia un medio muy
adecuado para aclarar situaciones taxonómicas complejas, en parti­
cular en grupos comoel de los roedores.
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CAPITULOll

El componente termoestable presente en el ADNde Calomys muscu­
linus constituye alrededor de un 10 %del ADNtotal de esta espe­
cie. Los métodos de desnaturalización térmica analítico y prepa­
rativo fueron coincidentes en la cuantificación del mismo.

Los estudios de cinética de reasociación de las fracciones e­
luidas a 60, 85 y 94.°C(í'60,.f85 y f94, respectivamente) permi­
tieron establecer cualitativamente que las secuencias presentes
en la fracción termoestable -Í'94-muestran un mayor grado de re­
petición que las presentes en las otras fracciones comparadas,
cuando se analizaron hasta un valor de Cot bajo (0,3 Mseg).

La desnaturalización térmica de las tres fracciones (f60, f85
y f94) permitió demostrar por un lado el mayor nivel de reasocia­
ción alcanzado por f94.-en base a1 valor de hipercromicidad de la
misma- y por otro lado comprobar que el apareamiento de las secuen­
cias presentes en esta fracción es más preciso que en las otras,
en base a los valores de A Tm (Tabla IX ). Además, los perfiles
de desnaturalización térmica obtenidos por derivación numérica po­
nen de manifiesto una mayor homogeneidad en el correspondiente a
f94 (Figura 18). En consecuencia, el valor relativamente alto de
hipercromicidad, bajo de AtTmy la marcada homogeneidad de los per­
files derivados resultan concordantes con los datos cinéticos y
son indicativos de la presencia de secuencias con repetición ele­
vada.

De acuerdo con los valores de Tmdel componente termoestable
(Í‘94),se infiere un contenido molar porcentual de G-+Cde 62 %,
valor que permitiría estimar una densidad de flotación de 1,721
g/cm3 en gradientes neutros de CsCl. No obstante, los perfiles de
sedimentación en tales gradientes son homogéneos, presentando un
trazado unimodal con un máximocorrespondiente a una densidad de
1,701 g/cm3 (42 %G+ C). Por otro lado, 1‘94 reasociada hasta Cot
0,3 Mseg y luegodesnaturalizada térmicamente, presentó un valor
de Tmde 79 0C, en tanto que el ADNtotal de esta especie, luego
de ser reasociado hasta Cot 13000 y desnaturalizado térmicamente,
presenta un Tmde 82 oC.La comparación de ambos valores permite



suponer que la fracción aislada no presenta un nivel de enriqueci­
miento en pares G-FC superior al ADNpresente en 1a banda princi­
pal. Estos resultados sugieren que la termoestabilidad del compo­
nente no refleja un enriquecimiento en pares G-tC, pudiendo rela­
cionarse esta caracteristica térmica con aspectos estructurales
de las secuencias presentes en la fracción en estudio.

El análisis de hibridación sobre puntos con ADNsde especies
de cricétidos filogenéticamente relacionados demostró que f94
-empleada comosonda- sólo genera señal positiva, para todas las
cantidades de ADNprobadas, sobre el ADNhomólogo (Calomys muscu­
linus). Si bien el número de especies comparadas es muyreducido,
en el análisis se incluye el ADNde Q. laucha, que fuera conside­
rada hasta hace poco tiempo comoperteneciente a la misma especie
que Q. musculinus (Cabrera, 1961; Hershkovitz, 1962). Bajo las
condiciones empleadas no resulta posible afirmar que las secuen­
cias componentes de f94 no se encuentren presentes-en muybajo
número de copias- en los ADNsheterólogos. En cambio, los resulta­
dos si indican que este componenteconstituye una amplificación
especie-especifica del ADNde Q. musculinus.

La detección de secuencias de reconocimiento para doce enzimas
de restricción demostró que las secuencias presentes en f94 son
reconocidas por las endonucleasas Taq I, Alu I, Hinf I, Eco RI, Bam
HI, MspI y HpaII. Las enzimas DdeI, RsaI y HaeIII presentan me­
nos frecuencia de sitios de reconocimiento en las secuencias in­
tegrantes de f94 que las mencionadas en primer término, en tanto
que HindIII y AvaII aparentemente no clivan el ADNde esta frac­
ción.

Los patrones autorradiográficos correspondientes a las enzimas
que cortan más intensamente las secuencias integrantes del compo­
nente termoestable se caracterizan por presentar chorreados o
"smears", salvo BamHI que genera sistemas de bandas no multiméri­
cas, sugiriendo que las secuencias presentes en f94 no se encuen­
tran organizadas en repetitivos en "tándem", pudiendo constituir
una población con marcada heterogeneidad. Sin embargo, todas las
secuencias constituyentes presentan una característica en común:
muyalta frecuencia de sitios de reconocimiento para la enzima
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TaqI(T/CGA) comoquedó demostrado por los análisis de restricción
parcial (Figura 23). Esta caracteristica asociada con la alta fre­
cuencia de sitios de reconocimiento para AluI (AG/GT)-complemen­
taria de la secuencia de reconocimiento para TanL-permitiría su­
poner que en esta fracción existen secuencias repetidas inverti­
das próximas a secuencias repetidas directas.

Por otro lado, el hecho de que las enzimas cuyos sitios de re­
conocimiento se encuentran con mayor frecuencia en el componente
termoestable no poseen preponderancia en pares G-FCy que, además,
HaeIII (GG/CC)no clive en forma frecuente las secuencias de {'94
refuerzan la suposición de que el componentetermoestable njoestá'par­
ticularmente enriquecido en pares GC.

El uso de los isoesquizómeros HpaII y MspI permitió demostrar
que el componente termoestable de g. musculinus se encuentra meti­
lado. Los ensayos de restricción parcial pusieron además de mani­
fiesto que el nivel de metilación es elevado.

La aparente falta de correlación entre la termoestabilidad de
f94 y su contenido en G-+Chizo suponerla posible existencia de
estructuras peculiares en las secuencias componentes, responsables
de la termoestabilidad. Los ensayos efectuados con nucleasa S1
tuvieron por objeto, por un lado comprobar la existencia de estruc­
turas "stem-loop" y por otro demostrar la posible existencia de
zonas de transición ADNB-——oADNZ. Pohl & Jobim (1972) demostraron

que las secuencias de ADNcon configuración Z, constituidas por
nucleótidos Pu-Py alternantes, presentan una marcada termoestabi­
lidad. La nucleasa S1 es particularmente activa sobre segmentos
monocatenarios asi como zonas de transición B——+Z.Los patrones
autorradiográficos obtenidos luego de la hibridación de f94.sobre
las digestiones del ADNde g. musculinus con Taq I y Alu I plantea­
ron la posibilidad de que existieran secuencias repetidas direc­
tas e inversas. Este tipo de organización puede o no incluir se­
cuencias espaciadoras entre las mismas. En el primer caso, si se
sometiera a ese ADNa desnaturalización y reasociación se espera­
ría la presencia de segmentos monocatenarios, que determinarian
la presencia de rulos ("loops"); en el segundo, en cambio, sólo
aparecerían estructuras de tipo tallo ("stem") (Lewin, 1980). El
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tratamiento de estructuras del primer tipo con nucleasa S1 permi­
tiría comprobar la presencia de las mismas, siendo ineficaz con
estructuras del segundo modelo propuesto; por otro lado permiti­
ría confirmar la presencia de ADNZ si alterara de alguna manera
al ADNanalizado. Los resultados obtenidos no posibilitaron 1a
detección de estructuras de acuerdo a los modelos planteados. No
obstante, dado que no se emplearon técnicas especificas -por ejem­
plo anticuerpos anti Z- resultaría prematurodescartar la existen­
cia de secuencias con configuración Z, hecho que, eventualmente,
podría analizarse en un futuro. Sin embargo, los ensayos efectua­
dos permitieron observar una peculiaridad de este componente. El
tratamiento con nucleasa S1 de muestras de ADNde g. musculinus
previamente desnaturalizado y reasociado a 60 OCdurante tiempos
cortos permitió comprobar que a los 30 min de incubación, las mo­
léculas bicatenarias resistentes a la nucleasa reasocian en una
estructura de alto peso molecular, próximo a los 20 kpb, hecho
que confirma los resultados obtenidos en estudios de cinética de
reasociación y de desnaturalización térmica para f94.

Finalmente, los ensayos de hibridación "in situ" permitieron
comprobar la localización centromérica en todo el complemento
cromosómico -excepto un par de metacéntricos pequeños- del com­
ponente termoestable en estudio. Este tipo de localización es
comparable a la observada para el ADNsat de ratón (Mus muscu­
lug) por Pardue y Gall (1970) con la diferencia que en Q. mug­
culinus no se han detectado componentessatélite en centrífuga­
ciones en gradientes de CsCl.

Si bien los resultados discutidos en este capítulo aportan in­
formación con respecto a las características moleculares del ADN
de la especie portadora del componente termoestable, abren nuevos
interrogantes que podrán responderse en el futuro. Las técnicas
de clonado y secuenciación permitirán explicar las causas determi­
nantes de la termoestabilidad del componente, en tanto que la mi­
croscopía electrónica posibilitará descifrar la estructura del
mismo.
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CAPITULO III

Los datos presentados en este capitulo han permitido estable­
cer, por un lado que las secuencias repetidas presentes en los
genomasde las especies estudiadas muestran cierto grado de con­
servación, que podemos considerar jerárquico dado que es más mar­
cado a nivel intragenérico que a nivel intergenérico. Por otro
lado, permiten suponer que durante el proceso de especiación pue­
den haberse producido eventos de amplificación de secuencias, si­
tuación reflejada en las hibridaciones recíprocas diferenciales,
en particular entre los ADNsde Calomxs y el de Akodon molinae,
Los resultados obtenidos pueden interpretarse del siguiente mo­
do: en el ADNde Akodon molinae hay secuencias -con niveles de
repetición bajos- homólogasa secuencias presentes en la forma
proto-akodontina de la cual han derivado. A partir de esta for­
maancestral podria haberse diferenciado la especie proto-filoti­
na ancestral en cuya linea de descendencia se ubican los actuales
miembros del género Calomys. Los posibles eventos de amplifica­
ción acaecidos en esta linea de descendencia podrian haber inclui­
do secuencias presentes en el proto-akodontino ancestral -y que
también se encuentran presentes en 1a forma actual Akodonmoli­
nag-. En los experimentos realizados se adsorbieron a las membra­
nas cantidades reducidas de ADN,constituyendo éste el factor li­
mitante en la reacción de hibridación. Si una secuencia se en­
cuentra presente en bajo número de copias en el ADNde Akodon mg­
linae, pero está amplificada en el ADNde Calomys, la sonda ra­
diactiva ADN+de Akodonmolinae detectará una señal intensa sobre
los puntos de ADNde Calomys, en tanto que con la sonda ADN+de
Calomxsla intensidad detectada será menor sobre los puntos de
ADNde Akodon molinae.

Resultados comparables a los mencionados han sido descriptos
en otros sistemas. Asi, Eden et al. (1978) detectan amplificación
de secuencias de ADNrepetido en pollo y avestruz, en tanto que
Vidal Rioja et al. (1982) señalan amplificación de secuencias en­
tre especies taxonómicamente muy próximas -Akodon molinae y A
azarae-, al realizar comparacionesintragenéricas entre roedores
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cricétidos del género Akodon.
Tanto los resultados presentados en este trabajo comolos des­

criptos en las publicaciones mencionadaspodrían sustentar la "hi­
pótesis de la biblioteca" ("library hypothesis") planteada por
Fry y Salser (1977). Este modelo propone que los roedores en par­
ticular compartenuna "biblioteca" de secuencias repetidas. Cier­
tos miembrosde esta "biblioteca" pueden ser amplificados en ca­
da especie, quedando otros presentes en bajo número de copias.
De acuerdo con este modelo, los cambios evolutivos rápidos sufri­
dos por las secuencias repetidas podrían ser principalmente de
tipo cuantitativo. La aparición de una nueva familia con alto gra­
do de repetición podría resultar de la amplificación de secuen­
cias preexistentes en la "biblioteca" en bajo númerode copias, a
diferencia de la aparición "de novo" comofuera planteado por
Southern (1970).

Por otro lado los resultados de hibridación sobre puntos han
puesto de manifiesto una mayor homología entre las especies galg­
gls laucha y Calomvs musculinus, pese a que dichas especies exhi­
ben diferencias tanto en sus valores de 211-64 y 38 respectivamen­
te- comoen la cantidad de heterocromatina constitutiva detecta­
ble por bandeo C, muy reducida en Q. laucha y abundante en g.mgg­
culinus. La otra especie de Calomysanalizada, Q. calidus presen­
ta un nivel de homología menor con cada una de las especies de
Calomxs mencionadas. Dado que esta especie presenta un 2n de ¿8
y abundancia intermedia de bandas C -en comparación con las espe­
cies arriba nombradas—,podría considerarse que no existe corre­
lación entre el grado de conservación de secuencias repetidas y
el número cromosómico o la abundancia de bandas C.

Los ensayos de hibridación "in situ" con ADNsrepetidos de
las especies Calomys musculinus y Akodon molinae si bien no per­
mitieron relacionar los datos cualitativos obtenidos mediante es­
ta técnica con los logrados por hibridación sobre puntos, permi­
tieron comprobar que ambas especies conservan secuencias repeti­
das comunes, exhibiendo una y otra patrones de distribución cro­
mosómicoscaracterísticos. Así, Calomysmusculinus presenta una

u . I o Ilocallzac1ón centromérica -tanto de secuenc1as homologas comohe­
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terólogas- en tanto que la otra especie muestra una localización
dispersa sobre los brazos de sus cromosomas.

Si bien la metodologia de hibridación sobre puntos no permite
discernir entre homología propiamente dicha y posibles amplifica­
ciones de secuencias homólogas, posibilita comparaciones taxonó­
micas tanto a nivel infra comosupragenérico.

Los experimentos de hibridación de secuencias de ADNde copia
única -en solución- empleando como trazador una especie del géne­
ro Akodon (A. xanthorhlnus) permitieron demostrar que se han pro­
ducido sustituciones de nucleótidos en porcentajes reducidos —de
0,5 a 2,5Z-entre las especies comparadas.La baja proporción de
cambio o sustituciones de nucleótidos puede relacionarse con la
edad de las especies, a las que se considera comointegrantes jó­
venes de la fauna sudamericana (Reig, 1984). Los resultados obte­
nidos sugieren una mayor proximidad evolutiva entre las especies
pertenecientes a la tribu akodontina, en segundo lugar entre és­
tas y la bryzomina considerada y finalmente con la especie filo­
tina del género Calomys. Esta situación, a diferencia de lo esta­
blecido por Sibley y Ahlquist (1981), no reflejaria los patrones
de homologia obtenidos con secuencias repetidas, ya que de acuer­
do con aquellos experimentos Akodon molinae estaria más próximo
a los filotinos que a los oryzominos. Sin embargo, dado que las
secuencias de copia única se encuentran sometidas a fuerzas se­
lectivas más intensas, en tanto que las secuencias repetidas pue­
den fluctuar en número -via amplificaciones o deleciones- las
discrepancias observadas podrian adjudicarse a la diferente natu­
raleza de secuencias consideradas en uno y otro caso. Por otra
parte, la diferencia entre los niveles de homología observados
entre secuencias repetidas y de copia única podrían explicarse
sobre la base de la Teoria del "resetting" genómico (Gillespie,
1982) que considera —parael caso de primates- que los procesos
de especiación pueden estar acompañados de eventos de amplifica­
ción de secuencias repetidas. Una vez que las especies derivadas
se estabilizan evolutivamente, podria disminuir el númerode co­
pias de estas secuencias. Dadoque los cricétidos analizados pue­
den estar experimentando intensos procesos de radiación adaptati­
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va, podría suceder que tal proceso se vea acompañado de grandes
cambios en términos de sus secuencias repetidas, no asi en las
de copia única. No obstante, ambos tipos de secuencias pueden em­
plearse con fines taxonómicos; en particular las secuencias repe­
tidas pueden aportar información de valor en comparaciones intra­

l . o n I . .genericas, en las que las diferenc1as en terminos de secuen01as
de copia única no existen o no pueden ser detectadas.



-160—

CONCLUSIONES

A. El ADNde las especies analizadas en este trabajo presenta
similitudes y diferencias.

1.
a.

Co

2.
a.

Similitudes:
Valor de densidad de flotación 1,700 g/cm3 y perfil de
sedimentación homogéneo, no detectándose componentes se­
cundarios atribuibles a ADNsat,-al menos mediante la me­
todologia empleada.
Valor de Tmde 86,200 en ssc1x.
Contenido porcentual en bases G+C(inferido a partir de
los valores de densidad de flotación e independientemente
a partir de los de Tm) de 42 %.

Diferencias:
El

ADNde g. laucha, al desnaturalizarse, exhibe un perfil
Perfiles de desnaturalización térmica diferenciales.

homogéneo, no pudiendo detectarse componentes con mayor
o menor termoestabilidad que el componente principal. Q.
musculinus, en cambio, presenta un componente termoesta­

o
ble con Tmi de 94 C en SSC1X.
La organización de secuencias en el ADNes particular de
cada especie analizada. Ambasexhiben diferencias tanto
en la constante de velocidad de reacción (k) comoen los

o I 0 I u IporcentaJes de cada componente genomico (muy rapido, ra­
pido, lento y copia única).
Los patrones de restricción generados por las doce endo­
nucleasas empleadas son especie-especificos. En todos los

n n . o Icasos dichos patrones se caracterizan por exhibir un nume­
ro reducido de bandas intensas.

B. El componente termoestable presente en el ADNde Calomys mus­
culinus exhibe las siguientes caracteristicas:

a. No es detectable en el ADNde g. laucha ni en otros tres
cricétidos filogenéticamente relacionados.

b. Constituye un 10 %del ADNtotal de la especie.



c. Está compuesto por secuencias repetidas, comoquedó demos­
trado por análisis cinéticos.

d. Las secuencias componentes presentan una organización dis­
persa, no detectándose bandas definidas ni patrones de res­
tricción claros en los Southern blots ni en los ensayos de
digestión parcial o en los de restricción completa. Estas
observaciones permiten suponer que las secuencias componen­
tes son heterogéneas.

e. Las secuencias integrantes del componenteexhiben una carac­
teristica común:elevada frecuencia de sitios de reconoci­
miento para la endonucleasa Taq I(T/CGA) y menor frecuencia
para la enzima AluI (A/GCT)-complementaria de la anterior-.
Esta situación permitiría sugerir la presencia de repetidos
directos e inversos en dichas secuencias.

f. Las secuencias presentes en el componente termoestable no
son sensibles a la nucleasa S1. El empleo de S1 en muestras
previamente desnaturalizadas y reasociadas a tiempos muy
cortos, permitió demostrar que la reasociación delas secuen­
cias lleva a la formación de "superestructuras" de alto peso
molecular, aún a tiempos de reasociación muycortos.

g. Sobre la base de los análisis de restricción podria afirmar­
se que las secuencias presentes en este componenteno esta­
rian particularmente enriquecidas en pares de bases G+C,pe­
se a que el Tm del mismo es de 94°C.

h. Las secuencias involucradas presentan cierto grado de meti­
lación, dado que los isoesquizómeros HpaII y MspI generan
patrones de restricción diferenciales.

i. Estas secuencias exhiben una localización centromérica o pe­
ricentromérica sobre todos los cromosomasdel complemento,

I . Aexcepto un par de metacentricos pequenos.

C. La búsqueda de homologias entre ADNsde especies filogenética­
mente relacionadas llevó a las siguientes conclusiones:

1. Hibridaciones de secuencias repetidas sobre soporte sólido:
a. Mayor homologia de secuencias entre los ADNsde las espe­

cies congenéricas de Calomys, siendo más alta entre Q.mus­
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culinus y Q. laucha.
b. Falta de correlación entre el nivel de homologia de las

secuencias repetidas y las caracteristicas cromosómicas
de número diploide y abundancia de heterocromatina cons­
titutiva detectable por bandeo C.

c. En ensayos supragenéricos se puso de manifiesto una mar­
cada falta de reciprocidad, siendo esta situación más mar­
cada en análisis que incluyeron ADN+de Calomys y ADNde
g. molinae y sus reciprocos. Si bien la situación obser­
vada en ensayos con ADNde Oryzomys flavescens y ADNs+de
filotinos resultó semejantea la anterior, las discrepan­
cias en los ensayos reciprocos no fueron tan notables.
Estas observaciones podrian sugerir eventos de amplifica­
ción de secuencias en los filotinos.

d. Los ensayos de hibridación "in situ" con secuencias repe­
tidas heterólogas permitieron demostrar cierto grado de
conservación de secuencias y señalar la localización cro­
mosómica de estas secuencias tanto en Calomys musculinus
como en Akodon molinae.

2. Hibridación de secuencias de copia única en solución:
a. El análisis efectuado con cinco ADNsde cricétidos demos­

tró una marcada estabilidad en cuanto a la sustitución de
secuencias de nucleótidos. Las especies akodontinas presen­
taron un Ále entre 0,5 y 1,50C, Oryzomysflavescens 2°C
y Calomys musculinus 2,50C con respecto al ensayo homólo­
go de Akodon xanthorhynus, empleado como trazador.

b. La falta de coincidencia entre los ensayos de hibridación
empleando secuencias de copia única y repetidas podria re­
flejar los cambios"cuantitativos" que sufren estas últi­
mas secuencias.

D. Los resultados presentados en este trabajo demuestran que la
aplicación de técnicas moleculares para la caracterización y
comparación de ADNsconstituyen criterios de gran valor en es­
tudios encuadrados en la sistemática-evolutiva.



APENDICE I

CALCULO DE DENSIDADES DE FLOTACION

M. mUSCU/us

A260nmr.
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Densidad —>

A continuación se detalla el cálculo de la densidad de flota­
ción del ADNde M25musculus. El densitograma de la figura ante­
rior corresponde, por razones de espacio, a un 77 %del original.
Sobre el trazado densitométrico original se midieron las siguien­
tes distancias (con calibre al 0,01 cm);
a-d (distancia desde el fondo al tope de la celda) =12,33 cm
a-b (distancia desde el pico de la banda principal

del ADNproblema al tope de la celda) = 6,22 cm
a-b' (distancia desde el pico de la banda satélite

del ADNproblema al tope de la celda) =5,28 cm
a-c (distancia desde el pico de la banda del ADN

estándar al tope de la celda) =9,58 cm

La celda de la ultracentrifuga tiene una longitud de 1,40 cm.
Por lo tanto, la magnificación en el trazado densitométrico es
de 12,33/1,40==8,81 =M. Si dividimos cada una de las distancias
anteriores por la magnificación obtenemoslas distancias reales
en el gradiente, desde cada banda de ADNal tope de la celda.



Para calcular las distancias desde cada banda al centro de rota­
ción, a las medidas anteriores hay que sumarles la distancia que
separa el tope de la celda del eje de rotación. Esta distancia es
5,71 cm, para el rotor utilizado. En consecuencia, las distancias
radiales son:
ro (distancia desde el pico de la banda del ADNestándar al eje

de rotación) =(a-c)/M-+5,71==9,58/8,814-5,71= 6,80 cm
rS (distancia desde el pico de la banda principal del ADNproble­

maal eje de rotación) =(a-b)/M-+5,71==ó,22/8,81-+5,71==ó,42
cm

(distancia desde el pico de la banda satélite del ADNproble­
maal eje de rotación) =(a-b')/M-F5,71= 5,28/8,81+ 5,71=
6,31 cm

I’ SI

Los valores obtenidos se incorporaron a la ecuación de Mesel­
son et al. (1957) para el cálculo de densidad de flotación utili­
zando un ADNmarcador de densidad conocida:

2
_ <0 2 _ 2 3

PS-PO+-—2 (rs r0 ) g/cm

donde FO es la densidad del marcador,tu la velocidad angular en
radianes/seg (“J =2ÏTrpm/6O) y fi un factor que depende de la den­
sidad del gradiente y de propiedades físicas del CsCl. Para den­

el valor de F es
1,191x109 y la ecuación anterior se convierte en
sidades comprendidas entre 1,65 y 1,75 g/cm3

(JS: ¿+4,202w2 (rs2 —roz) 10-1o g/cm3
3En nuestro caso la densidad del ADNmarcador es 1,742 g/cm y

la velocidad empleada fue 42040 rpm (4403 rad/seg, paraffi==3,142).
Por lo tanto,

(¡S=1,742 + 4,202 x1y939 x 107 (41,22 —46,21.) x 10'1o =
=1,742 —0,041=1,701g/cm3

Del mismo modo,
1o

S,=1,71.2 + 4,202 x1,939x1o7 (39,82 —46,21.) x10“ =
=1,742 —0,052 =1,690 g/cm3

Es decir que la densidad de flotación del ADNde la banda prin­
cipal de M, musculus es 1,701 g/cm3 y la del satélite es 1,690 g/cm3



APENDICEll

DERIVACIQfl NUMERICA QE LOS DATOS EXPERIMENTALES QE
DESNATURALIZACION TERMICA

La Hipercromicidad es una función relativamente suave de la
temperatura, pudiendo por lo tanto, ser adecuadamente aproxi­
mada -en rangos estrechos de temperatura- a la ecuación de
segundo orden:

H = a + bT + cT2 (1)

donde H es la hipercromicidad observada a la temperatura T.
a, b y c son los coeficientes que deben ser determinados a
partir de tres o más observaciones. de H-T.

El método de derivación empleado tiene como requisito que
los valores de y (Absorbencia, Hipercromicidad o Hipercromici­
dad Porcentual) deben corresponder a valores de x (T) equi­
distantes. Dada la naturaleza del equipo empleado no siempre
esta condición puede ser satisfecha. No obstante, el empleo
de técnicas analíticas de interpolación hacen posible la apli­
cación del mismo.

Descripción del método.
Se considera un intervalo de cinco valores sucesivos y

equidistantes de T y sus correspondientes valores de ordenadas.
Estos cinco pares de datos serán aproximados a una ecuación
cuadrática (ec. 1). Convencionalmente se adjudican, a cada uno
de los cinco valores considerados de T, la denominación : -2h;
-h; O; h; 2h, respectivamente.. De desea conocer el valor de
la función derivada en el punto T=O, donde ella es igual a b.
La distancia entre los valores contiguos es denominada h. Lue­
go de calcular el primer valor de la derivada (correspondien­
te al tercer valor del intervalo, para la obtención del segun­
do punto de la derivada nos desplazamos una distancia h hacia
la derecha por el eje de las absisas, obteniendose asi un nue_
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vo intervalo, con cuatro de cuyos puntos comunes con el anterior.
De esta manera se podrá calcular la derivada de la función en
el punto correspondiente a T=O.

Para determinar los coeficientes a, b y c se emplea el método
de los cuadrados minimos, de acuerdo con el cual debemos cal­
cular la magnitud mínima:

k+2

‘z:: = (y -yk)2
k-2

Utilizando la ecuación de la parábola esta suma puede escri­
birse en forma detallada, para ello introduciremos la notación
y_2; y_1; yo ; y1 e y2 que son los valores correspondientes
a los valores de T :—2; -1; 0; 1 y 2-consideramos que la dis­
tancia entre los T esh=1. En tal caso:

k+2

E (y-yk)2 =(a—2b+4c-y_%2+ (a-b+c-y_1)2+(a-yo)2+
k-2

+(a+b+c-y+1)2+(a+2b+¿c-y+2)2

El minimo cuadrado de esta expresión según b surgirá de:

2

¿ig z :(y-yk) =(-2(a-2b+4c-y_2)-(a-b+c-y_1)+(a+b+c-y+1)+

+2(a+2b+Ac-y+2))2=0.

De donde:

1Ob=‘2y—2'y—1+y+1+2y+2

b= ¿1) ='2y-2'y—1+y+1+2Y+2dt t=0 1o

Reordenando obtendremos:
f'(T)=-2(T-2h);f(T-h)+f(T+h)+2f(T+2h)

10h

siendo f(T) Absorbencia, Hipercromicidad o Hipercromicidad
Porcentual, dependiendo de los valores de ordenada considera­
dos, previo al inicio del procedimiento. f'(T) constituye la
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derivada de Abs, H o H%respecto de la temperatura.
A continuación se presenta el listado del programa desarrolla­

do para la obtención de laderivada numérica de los datos expe­
rimentales de desnaturalización térmica. Él mismofue desarro­
llado en lenguaje BASICe implementado en una computadora
Radio Shack III.
Datos ingresados: Pares x-y (T-Abs.)

Temperatura máxima y el valor de Abs corresp.
Temperatura minima y el valor correspondiente
de Abs.

Corrección del graficador.

Datos emergentes: Hipercromicidad
Hipercromicidad Porcentual
Derivada de Hipercromicidad
Derivada de Hipercromicidad PorCentual.

El programa incluye una subrutina de interpolación analítica
de los datos.
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APENDICE II

AJUSTE QE LOS DATOS QE CINETICA QE REASOCIACION

La cinética de reasociación del ADNes una reacción de segun­
do orden, que puede ser descrita por la ecuación:

ZADNreasociado a Cot=x = 100- 100 (1)
1 + k x

siendo k el valor de la constante de velocidad de la reacción,
este valor es la inversa del de Cotá _correspondiendo este
al valor de Cot en el cual el 50%de las secuencias presentes
se han reasociado-. Esta ecuación permite analizar ADNsciné­
ticamente simples (como los virales o bacterianos). Los genomas
eucariotas , son cineticamente complejos por presentar familias
de secuencias con diferente grado de repetición además de se­
cuencias de copia única. El analisis cinético de estos siste­
mas requiere el empleo de expresiones multicomponentes para
aproximar los valores experimentales a curvas teoricas ideales.

La evaluación gráfica de los datos experimentales permite
conocer el número de componentes cinéticos, el porcentaje que
cada uno de estos componentes representa así comoel valor de
Cotá de cada uno de los mismos.

La ecuación:

.P
P*=P +P — P1 +....+P — n (2)

1 + K1 x 1 + K xn

permite evaluar la resultante de los aportes individuales de
-)(­

cada uno de los componente cinéticos detectados. P es el por­
centaje de reasociación para un determinado valor de Cot (x),
P0 el porcentaje de reasociación a t=0, P1, P2, ...,Pn el por
centaje de reasociación de los componentes 1, 2, ...,n y K1,
K ...,K las constantes de velocidad de los mismos.2’ n
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Sustituyendo en la ec. 2 los valores de los parámetros esta­
blecidos por métodos gráficos y los valores de Cot (=x en la
expresión) alcanzados en los ensyos experimentales, pueden ob­
tenerse curvas ideales de aproximación. La comparación de los
valores P* ideales con los valores de P experimentales permi­
te, mediante ensayos de prueba y error (mediante la variación
de los parametros estimados graficamente) lograr el mejor ajus­
te de los datos experimentales a curvas ideales.

Para facilitar el analisis se desarrollo un programa de com­
putadora, en leguaje BASIC,.

Datos ingresados: Pares de valores experimentales ZReasoc./Cot
Parametros PO, P1, P2,...Pn

K K1' 2, ....K n
el programa evalua los valores generados -ideales- de gReasoc.
con los datos experimentales, mediante un test de 2. Luego
de varios ensayos con ligeras variaciones en los parametros,
puede alcanzarse el mejor ajuste teórico de los datos experi­
mentales.

A continuación se presenta el lista del programa desarrollado.
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