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Las especies del género Calomys (Rodentia - Cricetidae), C.mus-
culinus y C.laucha, han sido objeto de especial atencidbn, parti-
cularmente desde el punto de vista epidemioldgico, constituyendo
uno de los géneros de roedores mds intensamente estudiados en nues-
tro pais, desde principios de la década de 1960.

En 1959 Parodi y colaboradores postularon la posible relacidn
entre el agente etioldgico de la Fiebre Hemorrdgica Argentina (FHA),
el Virus Junin, y varios roedores, entre ellos las especies de
Calomys antes mencionadas. En 1967 Sabattini y colaboradores de-

mostraron experimentalmente que C.musculinus constituye el reser-

vorio y vector del mencionado Arenavirus.

El estudio de los Calomys no se restringié dnicamente a aspec-
tos relacionados con la FHA, sino que abarcd diversas dreas de in-
terés biold8gico. Se publicaron numerosos trabajos sobre su morfo-
logia, etoecologia, citogenética, pardmetros reproductivos, esper-
meologia y polimorfismos proteicos, asi como sus relaciones evolu-
tivas con otros cricétidos taxondmicamente relacionados. Sin em-
bargo, los estudios tendientes a aclarar aspectos relativos al ma-
terial genético primordial, el dcido deoxirribonucleico (ADN),
no han sido abordados hasta el presente.

Este trabajo se encuadra dentro de la sistemdtica bioquimica.
En el mismo se analizan, en primer lugar, algunas caracteristicas

fisicoquimicas del ADN de las especies Calomys musculinus y Calo-

mys laucha. En segundo lugar se determinan los niveles de homolo-

gia entre los ADNs de las especies mencionadas, asi como entre
éstos y los de otros cricétidos, estableciéndose relaciones filo-
genéticas tentativas a partir de estas comparaciones.

Los resultados obtenidos durante la caracterizacidén de los ADNs
han puesto de manifiesto diferencias entre ambas especies. La de-
teccién de un componente con alto grado de estabilidad térmica en

el ADN de C.musculinus abriria nuevos interrogantes. Las compara-

ciones de los ADNs altamente repetidos sugeririan procesos de

marcada amplificacidn en las especies de cricétidos analizadas.



LA SISTEMATICA BIOQUIMICA

El estudio de.la diversidad y variacidén de las moléculas biold-
gicas en diferentes sistemas de organismos constituyen las bases
de la Sistemdtica Bioquimica. Este campo comenzé a desarrollarse
hacia principios de siglo, cuando Nuttall (1901) y Bateson (1913)
reconocieron que los caracteres bioquimicos podrian emplearse para
refinar aspectos de la sistemdtica -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 inmunolégicas. En la década
del 40 y principios de la siguiente ya se habian incorporado nuevas
técnicas en favor de los estudios de sistemdtica bioquimica, tales
como la cromatografia y la electroforesis sobre papel. Sin embargo,
sus alcances se vieron restringidos dada la baja resolucidén de los
métodos, caracteristica incompatible con los estudios comparativos
detallados.

El empleo extensivo de los caracteres bioquimicos en el campo
sistemdtico estuvo, en parte, condicionado al desarrollo de nuevas
metodologias, asi como a los avances tedricos en el dmbito de 1la
biologia molecular, en particular aquellos aspectos referentes a
la estructura, funcidn e interacciones de las macromoléculas infor-
macionales (proteinas y dcidos nucleicos).

Las metodologias empleadas inicialmente, tales como la cromato-
grafia cuantitativa sobre papel, la centrifugacién en gradientes
de densidad, la desnaturalizacidn térmica y los estudios cinéticos
de reasociacién, aportaron datos "estadisticos" acerca de la compo-
sicidén relativa de nucledtidos y de la organizacidén de las secuen-
cias de ADN de distintos organismos. Este tipo de informacién per-
mitidé la comparacidn "estdtica" de los pardmetros inferidos a par-
tir de las propiedades fisicoquimicas de los ADNs analizados y
aportd nuevos elementos diagndsticos de valor en sistemdtica bio-
quimica. Posteriormente se desarrollaron métodos de comparaciédn
que podrian considerarse "dindmicos", basados en la deteccién in-

terespecifica de secuencias nucleotidicas presentes en diferentes



especies de organismos. Estas metodologias, como la reasociacién
competitiva interespecifica o la hibridacién de ADN en solucién,
permitieron iniciar estudios de homologias, pudiendo establecerse
los porcentajes de sustitucibén de nucledtidos en ADNs de diferen-
tes especies. Si bien estos métodos permitieron comparaciones "di-
ndmicas" no dejaban de ser "estadisticos", dado que tales compara-
ciones se efectuaban entre el ADN total de determinada especie y
el ADN total de otra, o bien entre las secuencias de copia Gnica
de dos especies en estudio. Las comparaciones de determinadas se-
cuencias de nuclebétidos sdlo fueron posibles una vez que se hubie-
ron desarrollado las metodologias de ADN recombinante. Las técni-
cas de secuenciacidn hicieron posible la comparacidén nucledtido a
nucledtido, de genes o de secuencias no expresables -como las uni-
dades de repe“icién de los ADNs satélites- presentes en diferentes
organismos, permitiendo asi el establecimiento del grado exacto de
homologia entre tales secuencias. El uso de estas técnicas en expe-
rimentos estratégicamente disefiados, tanto con respecto a la elec-
cién de las secuencias nucleotidicas a analizar como a los grupos
taxondémicos en consideracidén, posibilitard la formulacién de drbo-
les filogenéticos con minimo sesgo ya que estardn basados de modo
especifico en componentes determinados del genotipo de los organis-
mos en estudio.

En el presente trabajo de caracterizacién de los ADNs de las
especies Calomys musculinus y Calomys laucha, todos los métodos

empleados pueden considerarse "estdticos" si aceptamos que el ge-
noma constituye una poblacibén de componentes sobre los que enfoca-
mos nuestra atencidén. De acuerdo con lo expuesto, si tomamos al ge-
noma como una poblacién de pares de nucledtidos, podremos caracte-
rizarla de acuerdo con la concentracidn relativa de uno u otro par
-sélo son posibles los pares AT y GC- en determinado genoma. Asi-
mismo, si consideramos a éste como una poblacidn de secuencias con
diferente grado de repeticidn, podremos agruparlas en familias de
acuerdo con el grado de redundancia. La cuantificacidn de estas
familias nos permitird saber con qué frecuencia se encuentran pre-
sentes en la poblacidn de secuencias que constituye el genoma de

una determinada especie.



Los métodos "estad{sticos" empleados en este trabajo han permi-
tido comparaciones que pueden ser denominadas "estdticas" o "dind-
micas" segin el caso. Se entiende por comparaciones "estdticas"
aquéllas en las que se comparan los pardmetros inherentes a los
ADNs de cada especie (v.g. valor de Tm, densidad de flotacién, con-
tenido porcentual de GC, nimero de familias de secuencias nucleo-
tidicas con diferente grado de repeticidn, etc). Las comparaciones
"dindmicas", por su parte, se basan en las comparaciones de para-
metros que surgen de experimentos en los que se analiza el ADN de
dos especies en forma simultdnea, es decir, experimentos de hibri-
dacidén de ADN. Este tipo de comparaciones no se fundamenta en meras
descripciones de los ADNs de diferentes especies, sino que permite

establecer posibles relaciones de parentesco sobre la base de homo-

logias.



CONSIDERACIONES GENERALES SOBRE EL ADN

Establecimiento de la funcidn

En todos los organismos la informacidn hereditaria es almacena-
da en el 4cido deoxirribonucleico (ADN), constituyendo éste el ma-
terial genético primordial. Esta regla tiene una excepcibn: algu-
nos virus almacenan su informacidn genética en el dcido ribonuclei-
co (ARN).

Aunque el ADN fue descubierto durante la segunda mitad del si-
glo pasado por Miescher (1871), recién se lo identificdé como porta-
dor de la informacidén genética cuando Avery, Mac Leod y Mc Carthy
(1944) lograron la transformacidn 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 momento de su publicacidén -plena "Era de las
Proteinas"- no tuvieron aceptacidn inmediata. Algunos investigado-
res llegaron a sugerir que las muestras de ADN empleadas podrian
haber estado contaminadas con trazas de proteinas las que, segﬁn
ellos, eran las verdaderas responsables de la transformacién. El
problema fue aclarado, en forma elegante, por Hershey y Chase (1952)
quienes, mediante la infeccidén de cultivos bacterianos con bacte-
riofagos cuyas proteinas y cuyo ADN habfan sido marcados en forma
radiactiva con 358 y 32P respectivamente, demostraron que sélo el
ADN ingresaba a las células, en tanto que las proteinas quedaban
adsorbidas a la superficie celular,

La funcién bdsica del ADN habia sido aclarada, pero su estruc-

tura era auUn desconocida.

La estructura

James Watson y Francis Crick (1953 a) sugieren un modelo estruc-
tural para el ADN, asi como las posibles implicancias genéticas
del mismo (Watson & Crick, 1953 b). Tanto el modelo tridimensional
como el mecanismo de replicacidén 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 quimicas denominadas nucledtidos. Cada nucled-
tido estd compuesto por una pentosa, la deoxirribosa, un grupo fos-
fato y una base nitrogenada. Los nucledtidos 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 4tomos. Las pirimidinas, con un lnico
heterociclo de seis d4tomos, incluyen la citosina (C) y la timina (T).
Las bases nitrogenadas se unen al CH de la deoxirribosa por una
unién N-glicosidica con el N, de las pirimidinas o con el Ny de

las purinas. La unidén entre una base nitrogenada y un azdcar consti-
tuye un compuesto denominado nucledsido. Si a éste se une un grupo
fosfato en el C'5de la deoxirribosa, el compuesto se denomina nu-
clebtido (Figura 1).

A lo largo de la cadena polinucleotidica, los nucledtidos se
unen por uniones fosfodiéster, donde cada grupo fosfato estd cova-
lentemente unido al G'Sde la deoxirribosa y establece un enlace
covalente adicional con el C'jdel azucar de un segundo nucledtido.
De esta manera el esqueleto de la cadena polinucleotidica resulta
en una secuencia alternante agzdcar-fosfato, emergiendo las bases
nitrogenadas -unidas a la posicién C', del azicar- en forma perpen-
dicular a esta estructura.

Las dos cadenas polinucleotfdicas dextrohelicoidales, enrolladas
sobre un mismo eje, constituyen una doble hélice. Cada una de ellas
presenta una orientacién de sus puentes fosfodiéster 3'—5' inter-
nucleotidicos opuesta a la de la otra, determindndose 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 mismo pla-
no, con las emergentes de la otra cadena. Debido a problemas esté-
ricos, s8lo son posibles dos tipos de apareamiento: A-T y G-C, que
son precisamente los que presentan una exacta equimolaridad en to-
dos los ADNs estudiados (Chargaff, 1950). Por otro lado debe desta-

carse que el par A-T estd mantenido por dos puentes de hidrdgeno,
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Figura 1. Estructura del ADN.

a. Cadena de nucledtidos, constituidos por la unién de una pento-
sa, la desoxirribosa (pentdgono con un dtomo de O 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 hidrdgeno que se establecen en-
tre las bases. Adenina se aparea siempre con timina por dos
puentes de hidrdgeno y guanina lo hace siempre con citosina
por tres puentes de hidrégeno.

c. La estructura bicatenaria mostrada en dos dimensiones.

d. La misma estructura presentada en tres dimensiones.



en tanto que el par G-C lo estd por tres. Las bases purinicas y
pirimidinicas son hidrofdébicas, ubicdndose en el interior de 1la
doble hélice, en tanto que los restos carbohidratos y fosfatos
secundarios, cargados eléctricamente, estdn expuestos al contacto
con el agua, De esta manera la estructura del ADN no sdlo estd
mantenida por los puentes de hidrdgeno, sino también por las in-
teracciones hidrofdébicas generadas cooperativamente al apilarse
las bases.

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

El modelo postulado por Watson y Crick sobre la estructura del
ADN les permitid proponer, a la vez, un mecanismo de replicacién.
Ya que las dos cadenas del ADN son complementarias, tanto en es-
tructura como en informacidén, plantearon que durante la replica-
cién podrié producirse la separacién de las cadenas de la molécu-
la, constituyendo cada una el molde sobre el que se sintetizaria
la cadena hija, complementaria. Como resultado se obtendrian dos
moléculas hijas, constituida cada una de ellas por una cadena pa-
rental y una sintetizada "de novo" usando aqudélla como molde. Se
plantearon asi las bases de la replicacidén semiconservativa del
ADN, posteriormente comprobada en forma experimental por Meselson
y Stahl (1958).

Propiedades fisicoquimicas

E1l ADN de alto peso molecular, también denominado ADN nativo,
presenta alta viscosidad en solucidén a pH neutro y temperatura
ambiente. La elevacidén de la temperatura de la solucidén (hasta
95 - 100°C) o el cambio del pH a valores extremos, determinan 1la
rdpida disminucidén 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 hidrdgeno
que mantienen apareadas a las bases, asi como desestabilizan las
interacciones hidrofdébicas que mantienen el apilamiento de los
pares de bases en la molécula. Estas alteraciones determinan que
la doble hélice pierda su estructura, desenrolldndose y separdn-
dose las cadenas que la constituyen, pasando a un estado de ovillo
al azar. Este fendmeno es denominado desnaturalizacién ("melting")
del ADN. En su transcurso se afectan las uniones de hidrdgeno asi
como las interacciones hidrofdébicas, en tanto que no se alteran
las uniones covalentes de cada cadena.

El proceso inverso -la reasociacidn- puede producirse, bajo
condiciones controladas, al descender la temperatura o al llevar
la solucidén a valores de pH prdéximos a la neutralidad siendo, por
lo tanto, un proceso reversible. La reasociacién se produce en dos
etapas, una lenta y otra rdpida; la primera dependerd de que cada
cadena encuentre su complementaria, fendmeno afectado por condi-
ciones tales como concentracidén de cationes en el medio, concen-
tracién del ADN desnaturalizado 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 mds rdpida, requiriendo que
las bases de cada cadena reconozcan a sus complementarias y refor-
men la doble hélice. La reasociacidn del ADN sigue una cinética
de segundo orden.

Algunas propiedades fisicas de los ADNs bicatenarios pueden
reflejar su contenido en pares de bases (GC y AT). Al calentar
una solucidén de ADN en forma lenta y controlada, se produciré su
desnaturalizacién (a una temperatura determinada). La transicién
entre el ADN del estado nativo al desnaturalizado puede ser detec-
tada por el incremento de la absorcidén de radiacidn ultravioleta
(efecto hipercrémico) o bien por la disminucién de la viscosidad
de la solucién. E1 ADN de determinado organismo tendrd una tempe-
ratura de desnaturalizacién (Tm, "melting temperature") caracte-
ristica. El pardmetro Tm puede definirse como la temperatura a la
que desnaturalizan el 50 % de las secuencias polinucleotidicas pre-

sentes en una muestra. Se ha comprobado que existe una relacidn



directa entre el valor de Tm y el contenido en pares GC en una
muestra determinada de ADN (Marmur & Doty, 1962). Los pares GC son
mds estables y por lo tanto requieren mayor energia para disociar-
se que los pares AT, debido a que la guanina y la citosina estdn
unidas por tres puentes de hidrdgeno, en tanto que la adenina y
la timina sélo lo estdn por dos, Otra caracteristica fisica del
ADN que se relaciona con el contenido en pares GC es su densidad
de flotacién. En este caso, como en el anterior, la relacién en-
tre el contenido en GC y la densidad de flotacidén es lineal
(Schildkraut et al., 1962). La mayor densidad de los pares GC en
comparacidén con los pares AT se debe también al mayor nimero de

puentes de hidrdgeno que mantienen unidos a los primeros.
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ADN: SU EMPLEO EN SISTEMATICA BIOQUIMICA

E1l ADN puede ser considerado como el material mids adecuado para
encarar estudios sistemdtico-evolutivos. Esta consideracidn se ba-
sa en que en dicha molécula se encuentran codificados, en términos
de secuencias nucleot{dicas, por un lado los genes que luego de
ser transcriptos se traducen en las proteinas estructurales y enzi-
maticas y por otro las secuencias, que pueden o no transcribirse,
y que constituyen posibles efectores de los mecanismos de regula-
cién y modulacidén de la expresidén génica. En conjunto, las secuen-
cias codogénicas y las reguladoras -el genotipo- determinardn las
caracter{sticas morfolégicas, metabdlicas y fisioldgicas -el feno-
tipo- de cada organismo viviente.

Por lo tanto, las comparaciones del ADN de diferentes especies
de organismos permitirdn efectuar estimaciones mds 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 ADN de
diferentes especies podria aclarar las posibles relaciones siste-
midtico-evolutivas; no obstante, debido al enorme tamafio 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 ADN ya se habian comen-
zado a analizar las diferencias entre los ADNs de distintos orga-
nismos, surgiendo entonces un nuevo criterio diagnéstico para los
seres vivos: las caracteristicas de sus ADNs.

A continuacidén se comentardn en orden cronolégico algunas de
las metodologias empleadas en la caracterizacidén del ADN, varias
de las cuales han sido usadas en el presente trabajo. De hecho,
casi todas ellas fueron inicialmente disenadas para estudiar pro-
blemas funcionales y/o estructurales, siendo su empleo en siste-

mdtica bioquimica una adaptacidén ulterior.



A. Composicidén del ADN

Chargaff (1950), mediante el empleo de la cromatografia cuantita-
tiva en papel, establecid las concentraciones molares de los nu-
cleétidos presentes en muestras de ADN obtenidas a partir de di-
versos organismos procariotas, eucariotas y virus. El uso de esta
técnica posibilitd la cuantificacidn exacta de las concentraciones
de nucledtidos presentes en el ADN. Hasta ese momento se aceptaba
que los cuatro deoxirribonucledtidos se encontraban en concentra-
ciones equimolares, en todos los ADNs. Las conclusiones de Chargaff
modificaron este concepto y ampliaron el espectro de la biologia
molecular de aquellos dias. Sus aportes pueden resumirse tal como
sigue:

1. E1 ADN aislado de distintos érganos de individuos de la mis-
ma especie posee igual composicidén de bases.

2. La composicién de bases varia de una especie a otra.

3. La composicidén de bases de una especie determinada no varia
con la edad, ni con el estado nutricional, ni con cambios ambien-
tales.

L. En casi todos los ADNs examinados, la concentracidn de los
restos citosina es igual a la de los restos guanina (C=G), asi
como la concentracidn de los restos adenina es igual a la de los
restos timina (A =T), de modo que la suma de los restos purinicos
es igual a la suma de los restos pirimidinicos (A+G = C+T),.

5. Los ADNs de especies muy relacionadas tienen una composicién
de bases similar, en tanto que en aquellos de especies muy aleja-
das es probable que sea completamente distinta. De hecho, la com-
posicién de bases del ADN puede utilizarse como pardmetro en la
taxonomia de los organismos.

Las implicancias de las conclusiones son miltiples:

a. Desplaza la "Teoria del Tetranucledétido" (Levene, 1931), se-
gin la cual A=C=G=T. De acuerdo con esta teorfa, el ADN presen-
taba una marcada monotonfa, incompatible con la funcién informa-
cional. A partir de los datos aportados por Chargaff pudo inferir-
se que el ADN portaba la informacidn genética bajo las secuencias
especificas de sus bases nucleotidicas.

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



to con los datos de difraccién 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 descripcidn de la composicién
relativa de bases de diferentes ADNs en términos de un Unico paréd-
metro -GC %o AT % -,

Desde el punto de vista de la sistemdtica bioquimica, los estu-
dios de Chargaff permitieron reubicar especies sobre la base de la
concentracién relativa de nucleétidos en sus ADNs. Este tipo de
andlisis tuvo una aplicacidén de particular importancia en el estu-
dio de procariotas, debido al amplio rango de variacidn de la con-
centracién relativa de GC (27-78 $), que presentan los ADNs de es-
tos organismos. En vertebrados, en cambio, las variaciones del ADN
total respecto de la concentracién molar de las bases es mucho mds
reducida, oscilando entre 40 y 44 %.

La informacidn suministrada por Chargaff, respecto a la concen-
tracidén molar exacta de nuclebtidos presente en ADNs de diferentes
organismos, permitid correlacionar el contenido relativo de bases
con ciertas caracteristicas fisicoquimicas del ADN, como por ejem-
plo el valor de la temperatura de desnaturalizacidén (Tm) o el va-
lor de la densidad de flotacién (P).

. - I'd -
b. Desnaturalizacidn 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. Afios después,
Marmur y Doty (1962) establecieron una relacidén empirica entre el
contenido relativo en GC de un determinado ADN y su temperatura
media de desnaturalizacidén (Tm). El empleo de esta relacidén per-
mitid obviar las determinaciones de las concentraciones molares
de los nucledtidos por métodos cromatogrdficos cuantitativos, ge-
neralizdndose su uso como método de diagndstico taxonbémico en bac-
teriologfa. Segin se mencionara en el pdrrafo anterior, las bacte-
rias presentan variaciones de amplio rango respecto del contenido
relativo en GC, en tanto en los eucariotas es proporcionalmente

. . . .4
menor, siendo por lo tanto reducida la variacion de los valores



de Tm. Sin embargo, en eucariotas se detecta una notable variacidn
en la amplitud térmica en la que se produce la desnaturalizacién,
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 grdficos
experimentales, se han empleado varios métodos numéricos de deri-
vacién (Pivec et al., 1970; Ansevin et al., 1971, 1976, 1983; Gabarro,
1978) que no incrementan la informacidn neta sino que posibilitan
la visualizacidén e interpretacién de los perfiles de desnaturali-
zacidn,

Mediante el empleo de pardmetros de desnaturalizacidn térmica
como: Tm, amplitud (2G), nimero de transiciones y los correspon-
dientes Tmi ~-Tm de los componentes individuales- ha sido posible
relacionar diferentes grupos de especies (Guttman et al., 1977;
Vidal Rioja et al., 1987 a,b). Esta metodologia permite establecer,
mediante 1la comparacién de los pardmetros intervinientes, relacio-
nes de similitud entre especies, pudiendo considerdrsela de tipo

estadistico y estdtica.

¢. Ultracentrifugacidén analitica

Meselson, Stahl y Vinograd (1957) desarrollaron una metodologia
que permitia establecer el peso molecular y el volumen especifico
parcial de las macromoléculas, en particular del ADN. La misma se
basaba en la sedimentacidén hasta equilibrio de los biopolimeros
disueltos en medios conteniendo sales de bajo peso molecular pero
alta densidad, como las sales de cesio (CsCl o Cs2SOA). El uso de
esta técnica, con ligeras modificaciones, permitié a Meselson y
Stahl (1958) comprobar en forma experimental la replicacidn semi-
conservativa del ADN, propuesta inicialmente por Watson y Crick
(1953 b).

La alta capacidad resolutiva del método permitia la deteccién
de ligeras variaciones en la densidad de flotacién de las muestras
de ADN en estudio. Dado que los pares GC presentan una densidad
mayor que los AT, resultaba posible establecer el contenido rela-
tivo de bases en muestras de ADN. Si bien eran aplicables otros

métodos para determinar el contenido relativo de nucledtidos, éste



presentaba ciertas ventajas, como el empleo de cantidades minimas
de ADN y el hecho de que éste podia estar impuro.

Schildkraut, Marmur y Doty (1962) establecieron una relacién
empirica entre el contenido relativo de bases y la densidad de
flotacibén, disponiéndose asi de una nueva herramienta en sistemd-
tica bioquimica. Los perfiles de sedimentacidn presentan gran se-
mejanza con aquellos obtenidos por derivacidn numérica de los da-
tos experimentales de desnaturalizacidén térmica. Segin ambos méto-
dos, los ADNs de organismos procariotas presentan una estrecha
distribucidn alrededor de la moda, correspondiente al valor de 1la
densidad de flotacidén o del Tm de la muestra en estudio. Sin em-
bargo, la posicién de la moda podrd variar, con respecto a su po-
sicidén en el gradiente o en el rango de temperatura, debido a 1la
gran variacién del contenido relativo en GC de estos organismos.
Por otro lado, los perfiles de sedimentacidén del ADN de los euca-
riotas muestran una marcada estabilidad en cuanto a su densidad
de flotacidn exhibiendo, en cambio, perfiles amplios y heterogé-
neos y en algunos casos picos u "hombros" diferenciables del com-
ponente principal, que representarian los denominados ADNs saté-
lites (ADN sat), inicialmente descriptos por Kit (1961). Una vez
detectados los ADN sat por métodos analiticos, el aislamiento para
su posterior caracterizacidn podia efectuarse por métodos de cen-
trifugacibén preparativos. A la fecha estos métodos se han simpli-
ficado, al desarrollarse sistemas cromatogréficos 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 4rea de la sistemdtica bioquimica, las técnicas de ujtra-
contrifugacidén analitica han sido intensamente empleadas, en par-
ticular con el propésito de efectuar comparaciones entre ADNs de
roedores, debido a la gran variacidn registrada a nivel especifico,
tanto respecto a la presencia como a las caracteristicas de los
ADN sat.
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d. Reasociacidén del ADN

Segin fuera mencionado con anterioridad, el ADN puede restaurar
su estructura bicatenaria luego de haber sido totalmente desnatu-
ralizado. Esta propiedad se basa en el cardcter complementario de
las cadenas polinucleotidicas. La reaccidén de reasociacién del ADN
depende de varios factores, entre otros la concentracidn de las
cadenas desnaturaligadas, la concentracidén del catidén en el medio
y la temperatura de incubacidén a la que se produce la reaccién.

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

La comprensidn detallada del proceso de reasociacidn se logré
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), Wetmur y Davidson (1968), Britten y Davidson,
(1971), Britten et al. (1974). Estos estudios permitieron establecer,
por un lado las bases metodoldégicas de los andlisis de cinética de
reasociacién del ADN y, por otro, demostrar la compleja organiza-
cién de los genomas eucariotas.

Aquellos aportes demostraron que el ADN de los organismos supe-
riores estd organizado en familias de secuencias nucleotidicas con
diferente grado de repeticidén. Si bien las secuencias de copia Uni-
ca constituyen, en general, el componente mayoritario -alrededor
del 60 $del genoma haploide-, el ADN repetido y el altamente repe-
tido representan también una fraccidén importante del genoma.

Dentro de las familias de secuencias del ADN, las denominadas
de copia Unica incluyen las secuencias codogénicas o exones, las
secuencias intervinientes, separadoras o intrones, asi como tam-
bién las secuencias flanqueantes. Algunas de éstas pueden tener

funciones reguladoras, como los intensificadores ("enhancers") o
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los silenciadores ("silencers") que modulan la expresidn génica.
Dado que sélo una reducida proporcién de las secuencias de copia
Unica 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 informacién al respecto. Entre las secuencias de repeticién in-
termedia se incluyen, entre otras, los genes de las histonas y 1los
del ARN ribosomal. En las secuencias de ADN altamente repetido, en
cambio, no ha sido posible la deteccidén de secuencias con funcién
conocida, ni en términos de expresidén ni en términos de regulacidn.
El por qué de estas secuencias es tema de intenso debate. Este tipo
de ADN ha sido denominado en formas muy diversas por distintos au-~
tores. Ohno (1970) por ejemplo, lo califica como ADN "basura", des-
cartando toda posible funcidn del mismo; Flavell (1980, 1982) lo de-
nomina ADN secundario y considera de gran importancia su estudio,
dados los posibles papeles que podria desempefiar en varios procesos,
ya sean €stos de especiacidn o evolutivos en general. Por su parte,
autores como Doolittle y Sapienza (1980) y Orgel y Crick (1980)
asignan al ADN altamente repetido funciones que regularian su pro-
pia replicacidn y lo califican, antropocéntricamente, de ADN "egoista"

Si bien la funcidn del ADN altamente repetido no resulta adn del
todo clara, Bennett (1982) relaciona la presencia de este tipo de
secuencias (detectable citolégicamente como heterocromatina consti-
tutiva generadora de bandas C) con caracteristicas adaptativas en
ciertos vegetales.

La posicién cromosémica de las secuencias altamente repetidas,
reconocibles como bandas C o bien por técnicas de hibridacién "in
situ" -si se dispone de ADN de este tipo aislado- tiende a locali-
zarse en general en zonas involucradas en reordenamientos cromosd-
micos (v.g. zonas pericentroméricas, telo o subteloméricas). Esta
observacién 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 cromosémicos determine la produccidn de ciertos reor-
denamientos. Estas alternativas permitirian relacionar las secuen-

cias altamente repetidas y los reordenamientos cromosémicos. No obs-
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tante, sin entrar en campos hipotéticos y sobre la base de descrip-
ciones observacionales, podria asegurarse que estas secuencias jue-
gan un papel importante en cuanto a la plasticidad cromosdmica.

El empleo de los datos de cinética de reasociacidén aportd nue-
vos pardmetros comparativos en numerosos grupos taxondémicos, entre
ellos el de los roedores. Este método como los antes mencionados
puede incluirse entre los que hemos denominado estadisticos y es-
tdticos. No obstante y sobre las mismas bases metodoldégicas de los
estudios cinéticos, se desarrollaron ulteriores modificaciones que
permitieron comparaciones dindmicas entre los ADNs de diferentes
especies, sin por ello dejar de permitir comparaciones estadisticas.

Los estudios de homologfas de ADN nacen en la década del 60,
cuando Doty y colaboradores (1960), basdndose en los experimentos
de Marmur y Lane (1960) ya mencionados, examinaron el comportamien-
to hidrodindmico de moléculas de ADN "hibridas", en gradientes neu-
tros de CsCl, cuyas cadenas polinucleotidicas provenian de ADNs de
diferentes especies. Posteriormente MacCarty(1963) desarrolld una
metodologia para analizar el grado de homologia en ADNs de organis-
mos superiores, mediante la fijacién de ADN desnaturalizado a un
soporte sd8lido (agar) al que se permite reasociar con ADN desnatu-
ralizado heterélogo, marcado radiactivamente. Esta técnica fue lue-
go desplazada por otras de mayor eficiencia, pero basadas en los
mismos principios.

Los estudios de homologias de ADN se vieron modificados a partir
del descubrimiento de que los genomas eucariotas presentan una com-
pleja organizacién, conteniendo familias de secuencias con grado
de repeticién variable, as{ como secuencias de copia Unica. Este
Ultimo tipo de secuencias se comenzé a usar en estudios de homolo-
gias, por estimarse que estabas mds sometido a presiones selecti-
vas intensas. Si bien estas consideraciones acerca del ADN repeti-
do han sido aceptadas en forma casi undnime, se ha demostrado que
determinadas secuencias de ADN altamente repetido también presen-
tan un alto grado de conservacidn.

Los estudios sistemdtico-evolutivos efectuados en base a compa-
raciones de homologias entre ADNs heterdlogos -de copia Unica- han

aportado informacién de importancia en el reestablecimiento de fi-



logenias de varios grupos taxondmicos, por ejemplo primates (Sibley
& Ahlquist,198;),roedores(Brownell,1983) y aves ratites (Sibley &
Ahlquist,1981).

e. Andlisis de restriccién

Las endonucleasas de restriccidén -enzimas capaces de reconocer
y clivar determinadas secuencias nucleotidicas en el ADN- consti-
tuyen herramientas que han posibilitado, en buena medida, el desa-
rrollo de la tecnologia del ADN recombinante. Dicha capacidad enzi-
mética ha puesto también al servicio de la Sistemdtica Bioquimica
un nuevo criterio de aplicacidén en taxonomia.

En el caso de genomas pequefios (v.g. virales, mitocondriales o
bien ADNs de pldsmidos) la digestidén con enzimas de restriccién
genera un nimero relativamente pequefio de fragmentos especificos.
Estos fragmentos generan patrones de bandas caracteristicos, al ser
separados electroforéticamente. La comparacién de estos patrones
puede emplearse para establecer el grado de relacidn entre dos o
mids ADNs. En el caso de los ADNs eucariotas, los patrones de diges-
tidén suelen ser demasiado complejos como para posibilitar la com-
paracidén directa, sobre un fondo continuo de fragmentos no resuel-
tos.

El empleo de estas enzimas ha permitido demostrar la organiza-
cién jerdrquica de las secuencias de repeticidn presentes en la ma-
yoria de los ADN sat estudiados (Botchan, 1974; Southern, 1975a;Roizes,
1976; Carlson & Brutlag, 1977; Endow, 1977; Horz & Zachau, 1977). El1
uso de estas enzimas constituye, hasta el presente, el tnico medio
de encarar estudios sobre las estructuras jeridrquicas en los ADN sat.
Por otro lado, la presencia de satélites cripticos puede ser pues-

ta de manifiesto mediante esta metodologia (Roizes, 1974).

Hasta este punto de la exposicién se han comentado sélo parte
de las metodologias de aplicacién en Sistemdtica Bioquimica que
emplean el ADN como herramienta de estudio., Ello obedece a que se
ha centrado la atencién en aquellas metodologias utilizadas en el
presente trabajo, omitiendo ex profeso otras muchas, como aquéllas
aplicadas en el estudio del ADN mitocondrial -de especial interés



en estudios de polimorfismos poblacionales, sistemdtica subespe-
ci{fica y herencia matriarcal- o en el andlisis de secuencias pre-
sentes en el cromosoma Y -que abren nuevas perspectivas en los es-
tudios de herencia patriarcal-.



LOS ROEDORES CRICETIDOS DEL GENERO CALOMYS

Las siguientes consideraciones sobre la familia Cridetidae, su
posible origen y antiguedad, tienen por objeto presentar y ubicar
sistemdticamente al género Calomys. Asimismo se hard referencia a
la importancia evolutiva de este género dentro de la subfamilia
Sigmodontinae, a los antecedentes taxonbémicos, cariosistemdticos
y alozimicos -que han posibilitado la reubicacidn sistemdtica 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 como modelos experimentales en el presen-
te trabajo, presentan una marcada similitud en cuanto a su aspecto
general (Figuras 2 y 3). Ambas presentan el pelaje de longitud me-
diana, relativamente suave, con manchas blancas postauriculares
grandes bien delimitadas. En estas especies no se detectan carac-
teres morfolégicos especializados, relacionables con un tipo de
vida determinado. Un aspecto que presenta variaciones apreciables
entre los representantes del género Calomys es el tamafio corporal.

Las especies que nos ocupan, juntamente con Calomys humelincki,

pertenecen a las denominadas "formas chicas", con valores pondera-
les de alrededor de 20 gramos -en el estado adulto-, en tanto que
las "formas grandes" -que incluyen a C. calidus, C. callosus y C.
venustus- presentan valores de peso corporal de alrededor de 60
gramos (Figura L)- en el mismo estado.

Calomys musculinus presenta una amplia distribucidn en nuestro

pais. Se han capturado miembros de la especie en: Jujuy (localidad
topotipica Maimard), Salta, Tucumdn, Catamarca, Mendoza, Cdrdoba,
San Luis y Buenos Aires (Honacki y col., 1982). En fechas recientes
el 4rea de distribucidn conocida se ha ampliado, al capturarse in-
dividuos de la especie en Chaco y Chubut (Puerto Madryn) (Merani,

comunicacién personal). La especie Calomys laucha presenta también

una amplia distribucidén: Paraguay (localidad topotipica Asuncién),
sur de Brasil, sur de Bolivia, Uruguay y centro de Argentina (Pcias.

de Cérdoba y Buenos Aires) (Honacki, op. cit.).



Figura 2. Fotografias de especimenes de Calomys

musculinus . Superior adultos, inferior

hembra con su cria.

),



Figura 3.

Fotografia de especimenes de Calomys

laucha. Superior ejemplares adultos,

Inferior, adultos y juveniles.
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Figura 4. Fotografia de ejemplares de tres especies
del género Calomys. El ejemplar de mayor
tamafio pertenece a la especie (. calidus.

Los ejemplares de las especies C.musculinus

(Centro) y C. laucha (derecha) presentan
tamafios corporales semejantes entre si y
comparativamente mucho menores que el de

la primera especie.
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Consideraciones sobre la familia Cricetidae

La fauna terioldgica sudamericana presenta como componennte ma-
yoritario, en términos de ndmero de especies, a los miembros del
orden Rodentia. Este grupo comprende alrededor del 43 % del nimero
total de especies vivientes. A su vez, en este orden se incluyen
representantes de tres taxones: Sciuromorpha, Caviomorpha y Crice-
tidae. La familia Cricetidae presenta el nimero mayor de especies
(alrededor de 249 agrupadas en 51 géneros) constituyendo asi aproxi-
madamente el 22 % de las especies de mamiferos y el 55 % de las
especies de roedores sudamericanos (Reig, 1981, 1984).

En la actualidad se acepta que los miembros de la familia Crice-
tidae, con preponderante distribucidn sudamericana, forman parte
de la subfamilia Sigmodontinae, en tanto que aquellos con distri-
bucién mayoritaria en América del Norte pueden agruparse en la sub-
familia Neotominae (Reig, 1981). Esta diferenciacidén no se basa
Unicamente en criterios zoogeogréficos, sino en las claras diferen-
cias anatédmicas y morfoldgicas que presentan los miembros de una y
otra subfamilia. Los miembros de la subfamilia Sigmodontinae exhi-
ben caracteres con mayor grado de primitivismo, como la morfologia
bdculo-peneana compleja (Hooper & Musser, 1964), la retencidn del
nimero completo de las gldndulas sexuales accesorias masculinas
(Arata, 1964), como asi también rasgos ancestrales de la anatomia
estomacal (Carleton, 1973).

Origen y antiguedad de los cricétidos sudamericanos

Tanto el origen como la antiguedad de los cricétidos sigmodonti-
nos constituyen dreas de ardua discusién. Se comentardn brevemente
las hipdtesis vigentes.

Hibbard (1968) postuld que los cricétidos norte y sudamericanos
podrfan descender de un antecesor comin, diferencidndose durante
el Oligoceno o durante el Mioceno mds antiguo. Este planteo hipo-
tético es coincidente con investigaciones posteriores. Asi los Neo-
tominae podrian haberse diferenciado a partir de un antecesor du-
rante el Mioceno mds 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, podrian haberse di-
ferenciado antes que los neotominos ya que los Oryzomyni -represen-
tantes mds primitivos de los sigmodontinos- son mds primitivos en
anatomia dentaria que las formas miocenas antecesoras de los neoto-
minos, compartiendo caracteristicas evolutivas con cricetodontinos
oligocenos de América del Norte y de Eurasia. Sobre la base de las
diferencias morfoldgicas entre los neotominos y los sigmodontinos.
asi como por el mayor grado de primitivismo de estos dltimos, Reig
(1981) plantea como hipdtesis mds verosimil 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 dispersién pasiva, posiblemente a principios del
Mioceno (Reig, 1972, 1975, 1978, 1980).

En contraposicidén a la "Hipdtesis Antigua" (Reig, 1981) comen-
tada en el pérrafo anterior, se han planteado otras alternativas;
segin se verd aceptan como vdlido 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 panamefio (limite Mio-Plio-
ceno ca. 5 millones de afios). La diferencia entre las hipStesis
reside en la explicacién de cémo se produjo la diversificacidn y
divergencia taxondmica de estos inmigrantes recientes. Por un lado,
Simpson (1969) y Vorontzov (1968) sugieren la diferenciacién local
rdpida de una cepa invasora generalizada; por otro lado, Hooper
(1948), Patterson y Pascual (1968) y Baskin (1978), sugieren que
la mayoria de las formas ingresantes se originaron y diferenciaron
en las regiones tropicales de América del Norte, invadiendo luego
América del Sur como un grupo complejo y diversificado.

Sin embargo, el patrén de distribucidn 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 "Hipdtesis Antigua" planteada
por Reig. Por otra parte, esto resulta consistente oon el caricter
primitivo de la tribu mds generalizada de los Sigmodontinae (Ory-

zomyni) y su estrecha relacidén con los cricetodontinos.



Importancia evolutiva del género Calomys

Reig (1981) planted el empleo de la clasificacidén tribal de Mu-
roidea, Neotominae como asi también de Sigmodontinae. De acuerdo
con su propuesta, la subfamilia Sigmodontinae estaria constituida
por siete tribus: Oryzomyni, Icthyomyni, Wiedomyni, Akodontini,
Scapteromyni, Sigmodontini y Phyllotini. De éstas, tres son las
que presentan mayor nimero de géneros: Oryzomyni (13), Akodontini
(10) y Phyllotini (14), representando el 87 % de los sigmodontinos
vivientes, sobre la base del nimero de especies., Estas tres tribus
representan, ademds, tres grados evolutivos sucesivos, desde una
situacidn primitiva selvdtica-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 mds primitivas, siendo probable que de ellos
hayan derivado los akodontinos, en tanto que el origen de los filo-
tinos podria relacionarse con formas ancestrales derivadas de pro-
to-oryzominos o bien de proto-akodontinos, aspecto que queda atn
por ser dilucidado, aunque Pearson y Patton (1976) consideran a los
filotinos derivados de antecesores oryzominos basdndose en compara-
ciones cariosistemdticas. Sobre la base de la morfologia crdneo-
dentaria se considera que los filotinos constituyen las formas mds
especializadas dentro de los sigmodontinos.

El género Calomys Waterhouse, 1837 probablemente constituye
el género filotino viviente mds primitivo, dadas las caracteristi-
cas dentarias (en particular la presencia de molares braquiodontes
con crestas) (Reig, 1984), asi como por presentar cariotipos "pri-
mitivos" en algunas de sus especies (Pearson & Patton, 1976).

La importancia evolutiva del género Calomys resulta evidente.

En efecto, la posibilidad de que constituya la forma mds primitiva
de la tribu mds especializada lo ubica en una situacién preferen-
cial para encarar estudios evolutivos, ya sea con el propdsito de
establecer el posible ancestro -proto-oryzomino o proto-akodontino-
del que derivaron los miembros de la tribu, asi como en procura de
analizar los mecanismos evolutivos potencialmente involucrados en

el proceso cladogenético.



Situacidn taxondmica del género Calomys

El género Calomys ha sido extensamente revisado por varios in-
vestigadores (Thomas, 1916; Tate, 1932 a,b; Ellerman. 1941; Cabrera,
1961; Hershkovitz, 1962; Honacki et al., 1982; Reig, 1984), no exis-
tiendo acuerdo con respecto al nimero de especies que lo componen,
Debido a que el andlisis minucioso de los aspectos taxondmicos del
género exceden los objetivos del presente trabajo, comentaremos
brevemente la posicidn de dos autores coetdneos 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 subespecificas, en tanto que Hershkovitz (1962) sblo reco-

noce cuatro formas especificas: Calomys callosus, C. laucha, C. le-

pidus y C. sorellus, agrupando dentro de la primera mencionada aque-
llas subespecies con tamano corporal relativamente grande en com-
paracidén con las subespecies incluidas en la segunda especie arri-
ba mencionada,

El panorama de la taxonomia de los roedores sudamericanos dista
de ser claro, agravdndose la situacidn en los niveles infragenéri-
cos. No obstante, la incorporacién de estudios citogenéticos, bio-
quimicos y moleculares a los criterios taxondmicos tradicionales
ha abierto nuevas perspectivas en el conocimiento sistemdtico de

estos organismos.

Estudios citogenéticos

A partir de la década del 60 la aplicacién de métodos citogené-
ticos (andlisis del ndmero y morfologfa cromosémicos, establecimien-
to de cariotipos y aplicacidén de técnicas de bandeo cromosdémico)
ha permitido, en nuestro medio, aclarar problemas taxonémicos. El
uso de estos métodos ha sido de especial importancia en el caso
particular de los roedores debido a la gran variabilidad carioti-
pica que exhiben.

Massoia y Fornes (1965) y Massoia y col. (1968) sugieren que las

subespecies Calomys laucha laucha y C. laucha musculinus debian os-

tentar rango de especie plena sobre la base de las diferencias ca-
. I d . ’ . rd I'4 .

riolégicas, anatémicas (morfologia craneana y peneana) y métricas.

Hasta ese momento tales entidades habian sido incluidas en la mis-



ma especie dada su gran semejanza fenotipica. Sin embargo, desde el
punto de vista carioldgico las diferencias son marcadas. Calomys

musculinus presenta un nimero diploide (2n) de 38 cromosomas (Ma-

ssoia y col., 1968; Forcone y col., 1980) en tanto que C. laucha pre-
senta un 2 nde 64 (Gardenal y col.,1977a). Por otra parte, la can-
tidad de heterocromatina, detectable como bandas C es notablemente

diferente en ambas especies. Calomys musculinus presenta abundantes

bandas C pericentroméricas, en tanto que en C. laucha son apenas
perceptibles (Vitullo, comunicacién personal).

Basdndose en caracteres cariolégicos, métricos y descriptivos,
Contreras y Roig (1976) y Contreras y Rossi (1980) reubicaron la

subespecie Calomys laucha cordovensis como C. musculinus cordovensis.

De acuerdo con los datos carioldgicos obtenidos de roedores cap-
turados en zonas prdéximas a la localidad topotipica de Calomys ve-
nustus calidus, Vitullo y col. (198/) proponen elevar a esta subes-

pecie al rango de especie plena, bajo el nombre de Calomys calidus.

Tal reubicacién seria sustentada por la clara diferencia cariotipi-
ca entre C. calidus, con valor 2n = 48 (Vitullo y col., 1984) y Calo-
mys venustus, con 2n= 56, capturados en Cosquin y analizados por

Gardenal y col. (1977). Debe aclararse que Gardenal refiere los roe-
dores capturados en Cosquin a la especie C. callosus, basdndose en
el criterio de Hershkovitz (1962) quien declard en sinonimia a C.
venustus con C. callosus. Sin embargo, Pearson y Patton (1976) dan

a conocer un cariotipo de 2n= 36 en ajemplares capturados en Pa-
raguay, en proximidades de la localidad topotipica de G. callosus;
esta situacidn permitiria reestablecer la especie C. venustus para
los roedores analizados por Gardenal 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 nimero diploide y el estado taxond-
mico actualmente aceptado.

El estudio detallado del nidmero y morfologfa cromosdémicos ha
permitido a Pearson y Patton (1976) plantear las posibles relacio-
nes evolutivas tanto dentro de los miembros de la tribu Phyllotini

en general como entre los miembros del género Calomys en particular.
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Estudios alozimicos

La electroforesis sobre soportes sélidos (particularmente almi-
dén) y la posterior deteccidén, por medio de reacciones especificas,
han permitido poner de manifiesto variantes alélicas de un gran ni-
mero de enzimas. Esta metodologia se aplica al andlisis intraespe-
cifico y al estudio de la dindmica poblacional de numerosas espe-
cies. Por otro lado, su empleo puede poner de manifiesto diferen-
cias interespecificas, en particular si las especies analigzadas
guardan estrechas relaciones de parentesco,

En 1980 Gardenal y colaboradores presentaron un estudio del po-

limorfismo proteico en una poblacidén de la especie Calomys musculi-

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). Asimismo Gardenal y col£1977b) estable-
cieron que tres especies del género Calomys (C. musculinus, C. lau-
cha y C.callosus)presentan patrones alozimicos especificos de espe-

cie, aportando un nuevo pardmetro de comparacién taxonémica. En
1985, el mismo grupo de investigadores establecid que la proximi-
dad evolutiva, sobre la base de semejanzas y diferencias de los pa-
trones alozimicos, era mayor entre C. lauchay g.callosus(I==O,70;
D=0,35) que entre C. musculinus y C. laucha (I =0,66; D=0,41) y
que entre C. callosus y C. musculinus (I =0,62; D=0,48). Es preci-
so sefialar que la especie C. callosus a la que hacen referencia los

autores podria corresponder a C. venustus de acuerdo con lo sugeri-
do por Vitullo y col. (1984), ya comentado en el item anterior.

El andlisis combinado de los datos emergentes de diferentes me-
todologias, citogenética, polimorfismos proteicos y caracteristicas
de los ADNs, juntamente con los datos morfoldégicos disponibles,
permitirian aclarar y definir la situacidén sistemdtica del género.

Importancia sanitaria y econdmica del género

Los roedores cricétidos en general y las especies del género
Calomys en particular, constituyen modelos de gran interés para
encarar estudios sistemdtico-evolutivos debido, en parte, a los
motivos comentados previamente. No obstante, el énfasis con que

se abordd desde sus comienzos el andlisis de diversos aspectos de



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

El Mal de los Rastrojos o Fiebre Hemorrdgica Argentina (FHA)
constituye un flagelo que afecta a la poblacibén agricola humana
de gran parte de la provincia de Buenos Aires. En 1959, Parodi y
colaboradores sugirieron una posible vinculacibn entre los roedo-
res que habitan las zonas de cultivo y la enfermedad. Posterior-
mente, Sabattini y colaboradores (1967, 1970, 1977) demostraron

que miembros de la especie C. musculinus eran reservorios natura-

les del Arenavirus: virus Junin, agente etiolégico de la FHA.
Johnson y colaboradores (1966) establecieron que C. callosus,
por su parte, constituia el reservorio natural de otro Arenavi-
rus, el virus Machupo, agente etioldgico de la Fiebre Hemorrdgi-
ca Boliviana.

Por otro lado, en zonas afectadas por tripanosomiasis se han
detectado roedores cricétidos infectados naturalmente por el pa-

risito Trypanosoma (Schizotripanum) cruzi (Albesa y col., 1975),

en particular C. musculinus (Basso y col., 1977) y G. laucha (More-

tti y col., 1980), sugiriéndose que estos roedores podrian consti-
tuir otros tantos reservorios de dicho pardsito.

Una vez establecidas las vinculaciones entre el virus Junin‘'y
sus hospedadores, se intensificaron los estudios ecolégicos, in-
cluyendo dindmica de las poblaciones de roedores, condiciones de
crecimiento y otros, con especial énfasis en las dreas de inciden-
cia de la FHA (Massoia, 1961; Reig, 1964; Crespo, 1966; Crespo y
col., 1970; de Villafane, 1970, de Villafafie y col., 1977; Kravetz
y col., 1981 a, b; de Villafafie, 1981; Hodara y col., 1984).



MATFERTIALZES Y METODOS
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1. ANIHALES

Se extrajo ADN de individuos de las especies Calomys musculinus,

Calomys calidus, Calomys laucha, Mus musculus, Akodon molinae y

Oryzomys flavescens. Los especimenes de C. musculinus, M. musculus

y A. molinae fueron suministrados por el bioterio del Instituto
Hultidisciplinario de Biologia Celular (IMBICE), donde las mencio-
nadas especies se mantienen en condiciones de exocria. Los ejempla-
res de C. laucha procedieron de capturas realizadas en lé provincia
de Buenos Aires (localidad de Pila) por el grupo del Dr. Kravetsz,
quien los cedidé gentilmente; los de la especie C. calidus y algunos
de C. musculinus fueron suministrados por la Dra. ilerani y prove-

nian de la colonia mantenida en el bioterio de la Comisidén Nacional
de Energia Atdémica (CNEA), en tanto que los de 0. 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. EXTRACCION Y PURIFICACION

La extraccidn se realizd de acuerdo a la técnica de Marmur
(1961) ligeramente modificada por Arrighi y col. (1970).y Britten y
col. (1974).

A. Reactivos quimicos

Todas las drogas empleadas fueron de calidad pro-andlisis.

Solucidn de NaCl isoténica: NaCl 8 g/1

Solucién de EDTA salino (EDTA-S): NaCl 0.15 M y HaZEDTA 0.1 M,
pH 8.

Solucidn 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 concentracidn final 0.1 % (p/v); extraer varias veces con un
volumen igual de Tris.HC1 1.0 ¥ (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-

T 4 .
se acuosa sea mayor a 7.6; almacenar esta solucién de fenol bajo




buffer de equilibrio (Tris.HCl 0.1 M pH 8) a 4°c.

Perclorato de sodio 5 Hi.

Urea (sélida)

Mezcla de Sevag: cloroformo-alcohol isoamilico 24:1 (v/v)

Etanol 95 % (v/v).

Solucidén de citrato salino concentrada (SSC 10X): NaCl 1.5 M
y citrato trisddico 0.15 M, pH 7. A partir de esta solucidn se
prepararon por dilucién soluciones SSC 1X y SSC 0.1X

Solucidén de EDTA-Acetato (EDTA-A): Na_, EDTA 0.001 M y Na Acetato
3 M.

Alcohol isopropilico.

2

B. Enzimas
Solucidén de proteasa(Sigma P 5130) 10 mg/ml en SSC 0.1X (pre-
tratada 2 hs a 37°C para destruir nucleasas contaminantes.
Solucidn de proteinasa K (Boehringer-Mannheim161519) 10 mg/ml
en SSC 0.1X.
Solucidén de ribonucleasa pancredtica (Sigma R 4875) 2 mg/ml en
SSC .0.1X (pretratada a 80°C 10 min para destruir otras nucleasas)
Solucidén de ribonucleasa T1 (Sigma R 9250) 10000 U/ml en SSCO0,1X
Solucién de alfa amilasa (Sigma A 6380) 2 mg/ml en SSC 0.1X

C. Procedimiento

E1l ADN se obtuvo de higado, bazo, rifiédn y corazdn de animales
adultos sobreeterizados. Los 8rganos se extrajeron asépticamente
y se lavaron con NaCl isotdénico., Todo el material de cirugia, de
vidrio y soluciones fueron previamente esterilizados por autoclave.

El procedimiento de extraccién de ADN puede resumirse en los
siguientes pasos:

i. Homogenizacidn mecdnica de los drganos con 10 ml de EDTA-S
por gramo de tejido y solucidn de pronasa a concentracidén final
0.400 mg/ml. Incubacidén de la mezcla durante 1 h a 37°c. Agregado
de SDS gota a gota hasta concentracidén final 1 % e incubacidn a
37°C hasta homogenizacidn total. Agregado de perclorato de sodio
a concentracién final 1 M e incubacién toda la noche a 37°C. En-
friamiento de la muestra a 4°C, adicidén de urea sélida hasta con-

centracidén final 7 M y agitacidn durante 30 min.



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

ii. Extraccidn de los dcidos nucleicos -por agitacidn durante 30
min a temperatura ambiente- con un volumen igual de una mezcla com-
puesta por partes iguales de fenol y mezcla de Sevag. Centrifugacidn
a 10000 rpm durante 20 min (centrifuga Sorvall, rotor SS34) y recu-
peracién de la fase acuosa viscosa. Repeticidén de las extracciones
con mezcla de Sevag (sin fenol), hasta desaparicidn de material sé-
lido en la interfase agua-solvente orgdnico. Precipitacidén de dci-
dos nucleicos, en frio, con 2 voldmenes de etanol 95 %, Recoleccidn
de los mismos por enrollado en varilla de vidrio y lavado de las
hebras enrolladas en etanol 70 %. Disolucién en un volumen apropia-
do de SSC 0.1X.

iii. Eliminacién de las macromoléculas contaminantes (dcidos ri-
bonucleicos, proteinas y glicidos). Ajuste de la solucidn anterior
a SSC 1X (con SSC 10X) y agregado de ribonucleasa pancredtica (con-
centracién final 0.1 mg/ml), ribonucleasa T1 ( concentracidn final
300 U/ml) y alfa amilasa (concentracidn final 0.1 mg/ml) seguido de
incubacidn a 37°C durante 2 hs. Agregado de proteinasa K (concentra-
cién final 0.05 mg/ml) e incubacidn por 2 hs a 37°C. Extraccién,
precipitacidén, enrollado y disolucidn de los dcidos nucleicos como
se indicara en apartado ii.

iv, Purificacidén final por agregado de EDTA-A (0.1 ml por cada
0.9 ml de solucidén de ADN y precipitacidén con alcohol isopropilico,
gota a gota (0.54 ml por cada 1 ml de solucidn de ADN). Enrollado

y redisolucidn en SSC 0.1X. Conservacidén de la solucidn a 4°C.
2.2. CRITERIO DE PUREZA

La pureza de una solucidén de ADN se controla por dos procedi-
mientos.

i. Realizacidn de un espectro en la regidn ultravioleta, desde
220 a 320 nm, en un espectrofotdédmetro Gilford 250 y observacidn
de picos y valles caracteristicos.

ii. Verificacién del cumplimiento de las siguientes relaciones



de absorbencia: (A260-" ABZO) / (A280 - A320) =1,83-1,87

(Aygp=A3p0) / (Ry30 - Ajpq) =2,20-2,30

Estas relaciones disminuyen ante la presencia de contaminantes.
Particularmente la primera disminuye ante la presencia de protei-

nas y/o fenol.

2.3. CUANTIFICACION

La concentracién del ADN en solucién se determind espectrofoto-
métricamente, considerando un coeficiente de extincién especifico
de 20 (1 g_1 cm—1) a 260 nm. Una absorbencia igual a 1 corresponde
a 0,05 mg/ml de ADN de cadena doble.

2.4. FRAGMENTACION

La experimentacién en cinética de reasociacibén e hibridacidn en
solucién requieren el empleo de un ADN reducido a fragmentos rela-
tivamente cortos. Con el objeto de obtener fragmentos de una longi-
tud de 400-600 pares de bases, el ADN se fragmentd con ondas de ul-
trasonido. Se utilizb un sonicador Heat Systems W 220 provisto de
una micropunta.

La solucién de ADN, a una concentracibén aproximada de 0,25 mg/ml
en 0,3 M Na+, se colocd en un tubo de polialdmero mantenido en agua-
hielo y se sometid a ciclos alternados de 10 segundos de sonicacidn
y 1 min de descanso, durante un tiempo neto de sonicacidén de 5 min.
La potencia aplicada se aumentd gradualmente hasta un mdximo de 28-
30 W.

2.5. DETERMINACION DEL TAMANO DE LOS FRAGMENTOS

Se efectud mediante electroforesis en geles de agarosa al 0,8 y
1,5 % (p/v). Como marcadores de peso molecular se usaron ADN de
fago lambda digerido con HindIII y ADN del pldsmido pBR 322 digeri-
do con Tagl respectivamente. Las corridas electroforéticas se hi-
cieron en buffer Tris-borato (TBE) 1X (0,089 M Tris-borato y 0,002 M
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EDTA pH 8). Se aplicd una diferencia de potencial de 2 V/cm, du-

rante 3 hs.

2.6, GELES DE AGAROSA ALCALINA

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

Todos los materiales necesarios para esta técnica serdn descrip-
tos en detalle en el apartado 6. El procedimiento seguido, en breve,
fue el siguiente:

i. Se prepardé agarosa al 1 % (p/v) en NaCl 0,050 M, 1 mi4 EDTA , se
la fundié durante 2 min en horno de microondas, se la dejdé enfriar
hasta 50°C y se la volcé en el molde. Una vez gelificado se colocd
el gel en la cuba de electroforesis, se cubrid con buffer de corri-
da (NaHO 0,030M, 1mMEDTA) y se lo dejd equilibrar durante 30 min.

ii. Se prepararon las muestras de ADN a sembrar en la siguiente
solucién: NaHO 0.050M, 1 mM EDTA, 2,5 % Ficoll (Histopaque Sigma),
0,03 % Azul de Bromofenol. Se sembr$ 1ugde ADN por camino.

1ii. Condiciones de corrida: 30 min a V/emy luego toda la no-
che a

iv. Se sacé el gel y se lo neutralizbé en Tris.HC1l O,1M, NaC10,3 ¥
pH 7,5.

v. Se colored con bromuro de etidio 0,5 ug/ml y fotografié bajo

luz ultravioleta.



3. ULTRACENTRIFUGACION ISOPICNICA EN GRADIENTES DE CLORURO DE CESIO

A. Equipo empleado

Se empled una ultracentrifuga analitica Spinco, modelo E, provista
de un sistema éptico de absorcidén con tuente de luz ultravioleta y
filtro de cloro-bromo que permite el paso de luz de longitud de onda
260 nm.

Se trabajdé con dos celdas, en un rotor AnD. Se emplearon celdas
estdndar con pieza central Kel F. Puesto que se trabajé con dos cel-
das, para obtener fotografias separadas de cada una, en una de las
celdas se incorpord una ventana en forma de cufia. De este modo el
haz de luz que atraviesa la solucidén sale desviado con respecto al
que pasa a través de la segunda celda. Para facilitar el registro
fotogrdfico independiente del contenido de las celdas se utilizd un
accesorio que interrumpe, en forma alternada, el haz de luz que las
atraviesa.

Las fotografias se obtuvieron con 2 y 3 min de exposicidén. Se
empled Film Comercial Xodak 6127. Las fotografias se revelaron con
PQ8 (Romek) durante 5 min; luego se las tratd durante 15 a 20 min
con fijador (Romfix) y se las lavdé con agua destilada. Una vez se-
cas, se obtuvieron los densitogramas correspondientes en un densi-
témetro Analytrol Beckman.

B. Preparacidn de las muestras

Se disolvieron 1,3 g de CsCl (Metéllgesellschaft AG, Frankfurt,
Alemania) en 1 ml de SSC 0,1X, obteniéndose una solucidn con indice
de refraccién 1,400 y densidad 1,707 g/cm>. Luego se agregé el ADN
en cantidades de 0,0005 a 0,001 mg para el estdndar y 0,002 a 0,004
mg para el problema. Sobre una alicuota de la solucidén resultante

se midibé el indice de refraccidn y mediante la relacién entre {ndi-
ce de refraccibén y densidad (Ifft y col., 1961) se calculd la den-
sidad inicial de la solucidén a centrifugar, con un error de f0,001
g/cm3.

Se eligié un ADN estdndar que flotara en una posicidn alejada
de aquélla en la que se ubicarfa el ADN problema (la densidad de
flotacidn de los ADNs de mamiferos oscila entre 1,70 y 1,71). Se
utilizé ADN del bacteriofago SPO 1, cuya densidad de flotacién es



alta, 1,742350,001 g/cm3 (Mandel y col., 1968), debido al reemplazo
de timina por 5-hidroximetiluracilo.

C. Ejecucidn del experimento

Las celdas se llenaron siempre con el mismo volumen de soluciédn
y de modo que el espacio de aire ocupara sloun 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-
tié visualizar cualquier posible contaminacidn proteica del ADN, ya
que a este tiempo y en las condiciones antes descriptas, las protei-
nas flotan en una zona prdxima al centro del gradiente.

Una vez obtenidas las fotografias al final de la centrifugacidn,
se las reveld, fijé y se obtuvieron los correspondientes densitogra-
mas.

D. Expresién grdfica de los resultados

Obtencidén de pardmetros tipicos

Las densidades de flotacidn se calcularon sobre el registro den-
sitométrico, utilizando como referencia la posicidén del ADN estdn-
dar. Sobre dicho registro se determinaron: la longitud de la celda,
la posicibén de equilibrio de las bandas de ambos ADNs (marcador y
desconocido) con respecto al tope de la celda y el factor de magni-
ficacidn que afecta a las medidas anteriores. Conocido el factor de
magnificacién, las distancias se convirtieron en distancias reales
dentro de la celda. Para convertirlas en distancias al centro de
rotacidn, se les sumdé la distancia que separa el extremo centripeto
de las celdas del eje de rotacidén. Obtenidas las distancias radia-
les y conociendo la velocidad de centrifugacidn en rad/seg, se esti-
mé el valor de la densidad de flotacién por medio de la ecuacién
de Meselson y col. (1957). E1 apéndice I contiene el cdlculo detallado
de 1la densidad de flotacidén del ADN de M. musculus.

4. DESNATURALIZACION TERMICA

4.1, PROCEDIMIENTO ANALITICO




A. Equipo empleado

Se utilizé un espectrofotdmetro Gilford 250 con salida digital,
provisto de un termoprogramador 2527 que permite seleccionar la ve-
locidad de calentamiento de las muestras. Se registrd secuencialmen-
te el cambio de absorbencia de tres soluciones de ADN con respecto
al solvente y, simultdneamente, la variacidén lineal de la temperatu-
ra en funcién del tiempo.

La termocubeta utilizada es un bloque de aluminio, calentado y
enfriado por efecto Peltier, en el que estdn insertas las cuatro
cubetas de cuarzo. La temperatura de las cubetas se controldé a tra-
vés de un termistor colocado dentro del bloque de aluminio.

B. Preparacidn de las muestras
E1l ADN, extraido segin 2.1, se dializé contra SSC 1X o SSCO0,1X.

Se emplearon soluciones de ADN con concentraciones variables entre

0,020y 0,025 mg/ml. Las cubetas se cargaron con un volumen de 0,25 ml.
C. Ejecucidn del experimento

Una vez cargadas las muestras, se ajustdé la temperatura de la ter-
mocubeta a 25°C y se leyé la absorbencia inicial de cada una de ellas a
260 nm. A continuacidn la temperatura se elevd de a 2°C hasta alcanzar
6OOCy'se registraron las correspondientes absorbencias para cada
temperatura. A partir de los 60°C 1la temperatura se aumentd en forma
automética,a.razénchaO,SoC/min, hasta alcanzar los 9800. Para las
muestras disueltas en SSC0O,1X el calentamiento continuo se aplicé
a partir de los 50°C. Se efectuaron lecturas de absorbencia cada
10 segundos.,

D. Expresidn grdfica de los resultados

Se adoptaron dos formas de graficacién de los valores experimen-
tales y la eleccién de una u otra dependidé del posterior empleo de
tales grdficos.

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

JAT-A25OC)/A25OC , siendo A la absorbencia a 260 nm) en funcidn de
la temperatura (T). Este criterio se adoptd en aquellos casos en
que interesaba comparar el nivel de hipercromicidad alcanzado por
muestras de ADN sometidas a un mismo tipo de ensayo pero bajo con-
diciones experimentales distintas (por ej., andlisis por desnatura-

lizacién térmica de muestras equivalentes reasociadas a distintos



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

La otra forma de graficacién -H% en funcidn de T- se elige cuan-
do se comparan muestras de ADN nativo procedentes.de organismos di-
ferentes. En este caso se considera que los ADNs nativos presentan
valores equivalentes de hipercromicidad. Esto permite la normaliza-
cibén de los perfiles (a 100 %) y la comparacién de las posibles in-
flexiones de los mismos.,

La derivacidén analitica de los datos de desnaturalizacidén térmi-
ca (dH/dT o dH %/dT), si bien no aporta informacidén nueva tiene la
virtud de resaltar ciertas caracteristicas cualitativas del proceso,
permitiendo asimismo cuantificar pardmetros tales como temperatura
media de desnaturalizacidn térmica , o temperatura de "melting" (Tmi)
de componentes individuales. Este andlisis de los datos experimen-
tales comprende por un lado la normalizacibén 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 computacidn que se detalla en el Apéndice II.

E. Obtencién de pardmetros tipicos

La temperatura media de desnaturalizacidn térmica o temperatura
de "melting" (Tm) se define como la temperatura correspondiente a la
mitad del incremento final en la hipercromicidad o en la hipercro-
micidad porcentual, segin el caso. Por lo tanto, conocido el inter-
valo de temperatura en el que tuvo lugar la fusién del ADN, a la
hipercromicidad correspondiente al final del intervalo se le resté
la hipercromicidad correspondiente al principio del mismo. La tem-
peratura correspondiente a una hipercromicidad igual a la suma de
la hipercromicidad inicial mds 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, como las temperaturas correspondientes a picos u hom-
bros en tales grdficos.

Marmur y Doty (1962) establecieron una relacidn lineal entre los



valores de Tm y el contenido molar porcentual de bases guanina méds
citosina (GC). Por medio de esta relacidn, conocidos los valores de
Tm para los distintos ADNs o para diferentes componentes de un mis-

mo ADN, se calcularon los correspondientes contenidos en GC segin:
Muestras disueltas en Relacidn

SSC 1X %GC=(Tm - 69,3) x 2,44
SSC 0.1X 2GC=(Tm -~ 53,9) x 2,44



4.2, PROCEDIMIENTO PREPARATIVO

La desnaturalizacidén térmica de una solucidn de ADN se puede rea-
lizar también en forma preparativa, por cromatografia en columna de hi-
droxiapatita (HAP, Ca10(P04)6(OH)2). Este procedimiento permite el
aislamiento de ciertos componentes con diferente composicidn en GC,
previamente observados en los perfiles derivados de desnaturaliza-
cién térmica analitica.

La HAP (BioRad Labs ) fracciona las moléculas de ADN de acuerdo a
su estructura secundaria. E1 ADN de cadena simple eluye de la colum-
na con buffer de fosfatos (BF) de concentracidén menor (0,12 M) que el
ADN de cadena doble (0,40M) (Bernardi, 1965).

La columna empleada para la cromatografia es similar a la utiliza-
da por Miyazawa y Thomas (1965). Consiste en una columna de vidrio con
camisa, 1o que permite su termostatizacidn por circulacién de agua. El
lecho de HAP se sostiene dentro de la columna por un disco de teflén po-
roso que, a su vez, descansa sobre un embudo colector de teflén.

El modo operatorio es el siguiente:

i. Pesar la cantidad de HAP necesaria, de acuerdo a la cantidad de
ADN que se va a sembrar. Segin las especificaciones de los fabricantes,
0,3 g de HAP en polvo se convierten en 1 ml de HAP himeda empaquetada que
adsorben 0,100 mg de ADN,

ii, Lavar la HAP varias veces con BFO,12 M.

iii. Adsorber la muestra de ADN a la HAP y trasvasarla a la columna.
iv. Incrementar gradualmente la temperatura de la columna. En el
caso particular del aislamiento del componente termoestable de C. mus-

culinus la temperatura se incrementd de a 5°C entre 25 y 90°¢ y luego
de a 1°C entre 90y98°C. Luego de cada incremento de temperatura eluir
con BF0,12M (un volumen igual al de HAP empaquelada) el ADN de cadena
simple. Para lograr una mayor recuperacidn del ADN pueden efectuarse

dos lavados de la columna para cada temperatura.

5. CINETICA DE REASOCIACION

5.1. GENERALIDADES




A. E1l Pardmetro Cot
La reasociacidn de dos cadenas complementarias de ADN sigue con

buena aproximacidén una cinética de segundo orden (Wetmur y Davidson,
1968). El1 proceso puede ser descripto por la ecuacidn:

dc 2

H=-kc

donde C es la concentracién de ADN de cadena simple, t el tiempoy k 1la
constante de velocidad. Integrando esta ecuacién entre los limites
de la concentracidén inicial de ADN (Co) al tiempot =0y la concentra-
cidn (C) de ADN de cadena simple remanente luego de un tiempo t, se ob-

tiene:
1
1+ kCot

Cuando se completa la mitad de la reaccidn,

L _
Co

Por lo tanto,
Cotd=1/k

La reasociacidén de un ADN particular puede ser descripta por la
constante de velocidad, k, o por su reciproca, Cot3, dado en moles de
nucledtidos x 171 x seg (M seg). La expresidn coloquial "Cot" se usa a
menudo para describir el progreso de la reaccién de reasociacién y
del mismo modo, al valor requerido para que se complete la mitad de la
reasociacidn se 1o llama "Cotd" (Cot medio). El1 pardmetro Cot permite
comparar reacciones llevadas a cabo con concentraciones diferentes de
ADN y/o durante distintos periodos de tiempo y combinar los resultados
obtenidos en una Unica representacidn grdfica.

En la prdctica Cot se estima del modo siguiente (Britten y col., 1974):

Cot=A (del ADN de cadena simple) xt (hs) /2

260 nm
Esta relacidn se emplea cuando la concentracidn de Na® en el medio
de incubacién es 0,18 M, correspondiente a BF 0, 12M.

B. Condiciones de incubacidn

La velocidad de reasociacidn de un ADN depende de los siguientes
factores: concentracidn catidnica del medio de incubacidén, pH, visco-
sidad, temperatura de incubacidn, longitud de los fragmentos de ADN,
contenido de GC del ADN y tamafio de genoma del organismo del cual provie-
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ne el ADN. Nos referiremos a continuacién a los cinco primeros; 1la
influencia del contenido de GC y del tamafio de genoma seran conside-
rados en la presentacién de los resultados.

i. Concentracidn catidnica del medio de incubacién

Los cationes, al neutralizar la carga de los grupns fosfato del ADN,
facilitan la reasociacién de las cadenas separadas. A medida que se in-
crementa la concentracidn catidnica del medio de incubacidn la reaccién
ocurre mids rdpidamente. La incubacidén en BF 0,12 M (concentracidn de Nat
=0,18 M) seelige como condicién estdndar. Cuando la reaccidn se lleva
a cabo bajo condiciones salinas diferentes, el Cot observado estd mul-
tiplicado por un factor de velocidad; al valor resultante se 1o llama
Cot equivalente o CotE (CotE = factor de velocidad x Cot, siendo GCot el
calculado como se menciond en el apartado anterior). Ademds de la con-
dicién estdndar, en este trabajo se empled BF 0,48 M, cuyo factor de
velocidad es 5,65 (Britteny col., 1974).

ii. pH del medio de incubacidn

A medida que el pH se hace suficientemente alcalino la velocidad de
reasociacién disminuye debidoa la titulacién de los protones acidicos
de la timina y la guanina en el ADN desnaturalizado. En la prdctica,
para valores de pH comprendidos entre 5y 9, la velocidad de reasocia-
cidén resulta independiente del pH (Wetmur y Davidson, 1968). En este
trabajo, los experimentos de reasociacidn se realizaron a pH6,8.

iii. Viscosidad del medio de incubacién

Wetmur y Davidson (1968) observaron que la velocidad de reasociacidn
de un ADN fragmentado disminuye a medida que aumenta la viscosidad del
medio de incubacidén por agregado de solutos de bajo peso molecular (sa-
carosa, glicerol, etilénglicol). Por el contrario, la velocidad de re-
asociacidén de un ADN fragmentado no varia significativamente por adi-
cién de solutos macromoleculares tales como ADN nativo (Subirana y
Doty, 1966). Ademds, Laird (1971) demostrd que con concentraciones de
hasta 3 mg de ADN/ml no hay efecto detectable de la viscosidad (debi-
da al ADN) sobre la velocidad de reaccidén. En este trabajono se efec-
tuaron correcciones por viscosidad puesto que en ningin caso la con-
centracidén de ADN excedid de 3,0 mg/ml.

iv. Temperatura de incubacidn

La temperatura condiciona tanto la velocidad del proceso de reaso-
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ciacidn como la calidad de los pares formados. La velocidad es mdxima
en el intervalo entre 15y 30°¢ por debajodel Tm del ADN fragmentado
(Marmur y col., 1963; Britten y Kohne, 1968). En cuanto a la calidad de
los pares, la imperfeccidn en el apareamiento de bases aumenta a medi-
da que la temperatura de incubacidn se aleja de la temperatura de "melt-
ing" del ADN fragmentado. En este trabajo las reacciones de reasocia-
cién se realizarona 60°C para las muestras en BFO,12M ya 68°C para
las de 0,48 M. E1 Tm del ADN fragmentado resultdé entre 1 y2°C menor
que el del ADN nativo.

v. Longitud de los fragmentos de ADN

La constante de velocidad de reasociacidn (k) de un ADN fragmentado
es proporcional a la raiz cuadrada de la longitud (L) de los fragmen-
tos. Cuando es necesario convertir valores de Cot obtenidos a una

cierta longitud de fragmentos en otra, se emplea la ecuacidn:

1

En este trabajo el tamafio molecular de las muestras de ADN se redujo

Cotd ;= Oty (L,/L;)% (Lewin, 1980)

por sonicacidn y la longitud promedio de los fragmentos obtenidos se

estimé mediante electroforesis en geles de agarosa (apartados 2.4y 2.5)

5.2. METODO DE HIPOCROMICIDAD OPTICA

A, Ejecucidn del experimento

Las reacciones de reasociacidén se midieron espectrofotométrica-
mente observando la disminucidn de A2601nnque se produce a medida
que reasocia el ADN desnaturalizado. Se empled un espectrofotdmetro
Gilford 250, descripto anteriormente.

Para valores de Cot comprendidos entre 10'3y'1hlseg las reasocia-
ciones se realizaron directamente en la termocubeta del espectrofo-
témetro. Se emplearon soluciones de aproximadamente 0,010 mg de ADN /
ml. Una vez colocada la muestra en la cubeta se la cubrid con una
capa de parafina liquida para evitar la evaporacidén. La desnaturali-
zacidn de las muestras se realizd en la misma termocubeta, a98°C
durante 10 min. Luego de la desnaturalizacidn se bajé la temperatura
hasta alcanzar la de incubacidn, haciendo circular agua helada por
el circuito de refrigeracidén. El tiempo requerido para alcanzar la
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temperatura de incubacidn oscild entre 65y 70 seg. La incubacidn se
siguid por un lapso de aproximadamente 9 hs, hasta alcanzar un Cot
de 1 M seg.

B. Cuantificacidn del ADN reasociado

Para cada valor de Cot, el cdlculo del porcentaje de reasocia-
o # . I d . .
cidén se realizé de la siguiente manera:

Ao"ACot
% de reasociacidn = i
98 25

Ao:=A26Oxnndel ADN cuando alcanza la temperatura de incubacién, lue-

x 100, donde

go de haber sido desnaturalizado.

A = A260 nm del ADN cuando ha alcanzado un cierto valor de Cot

Cot
Agg =As¢0 np 461 ADN luego de 10 min de desnaturalizacién

= . o}
A25"A260rundel ADN nativo, a 25°C.

5.3, METODO DE CROMATOGRAFIA EN COLUMNA DE HIDROXIAPATITA (HAP)

A. Ejecucidn del experimento

Las muestras de ADN a reasociar se envasaron en micropipetas de
vidrio descartables de 0,02, 0,0500,10ml selladas por calor y se
desnaturalizaron por ebullicidn durante 10 min. Luego se incubaron
a la temperatura adecuada el tiempo correspondiente al Cot analiza-
do. La reaccién se detuvo por inmersidn de las micropipetas en eta-
nol-hielo seco y posterior dilucidén de las muestras en BF a concen-
tracién final 0,12 M.

E1 ADN reasociado se separd del ADN de cadena simple por croma-
tografia en columna de HAP. Las columnas se prepararon en pipetas
Pasteur con lana de vidrio como soporte de la HAP. Se usé un lecho
de HAP empaquetada de 1 ml (0,3 g de HAP) ya que cada muestra conte-
nfa unos 0,100 mg de ADN. Se trabajd con varias columnas simultdnea-
mente, contenidas en un bafio de acrilico termostatizado. Antes de
adsorber las muestras a la HAP ésta se lavd 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 BFO0,12M y luego 4 fracciones de
1 ml elufdas con BFO,40M, todas a 60°C.



B. Cuantificacidn del ADN reasociado

La concentracién de ADN en las distintas fracciones eluidas se
determind espectrofotométricamente. En las fracciones que contenian
ADN no reasociado, la lectura de A2601“nse corrigidé por hipercromi-
cidad. La cantidad de ADN por fraccién se calculd en base a las si-
guientes relaciones:

A260nm_ A32Onm

20x H

x 10° x vol., eluido

ug ADN monocatenario =

A260 nm A320 nm
20
donde H es la hipercromicidad. El coeficiente de extincidén especi-

fico es 20 lg"‘]cm_1 y se emplearon cubetas de 1 cmde paso de luz.

x 10° x vol. elufdo

ug ADN bicatenario =

5.4. EXPRESION GRAFICA DE LOS RESULTADOS. OBTENCION DE PARAMETROS
TIPICOS (Comin a ambos métodos)

Los resultados se expresan como porcentaje de reasociacidn:

ADN bicatenario
R = ug 100
G ug ADN total x

en funcidn de Cot. De esta forma se obtuvo la curva experimental
de cinédtica de reasociacidén para todo el genoma. A partir de ésta
se resuelve el nimero de componentes, su participacidn porcentual
y el valor de Cot# de cada componente. El nimero de copias presen-
tes en los componentes repetidos se obliene de la relacidn entre
el Cot4 del componente de copia simple y el Cotit 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 descompone en cinéticas parciales, expresando cada una de
éstas la reaccidn que seguiria cada componente o familia de ADN si
estuviese aislada. Los fundamentos del método de Ordahl y el pro-
grama de computacién empleado para el andlisis de los datos ciné-

ticos se detallan en el Apéndice III.



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

6.1. DIGESTION CON ER

Se clivaron muestras de ADN de las distintas especies en estudio
con las siguientes endonucleasas de restriccién: EcoRI, BamHI,
HindIII, HaeIIlI, AluI, Mspl, Hpall, Dral, HinfI, Ddel, Rsal y Avall,
obtenidas de BRL. En cada caso se respetaron las condiciones de
reaccidn sugeridas por la firma suministrante. Todo el material
utilizado en las restricciones fue previamente esterilizado. Gene-
ralmente se clivaron 1-2 ug de ADN en un volumen final de 20 ul.

En ciertos casos se hizo una repurificacidn previa de los ADNs a
ser clivados, reprecipitdndolos con 2 voldimenes de etanol absoluto
en presencia de (NHA)AC 2,5M. Las muestras se dejaron toda la noche
a -20°C y los ADNs se recuperaron por centrifugacidén 1,5 hs a 10000
rpm. El precipitado se secd por vacio y se redisolvié en un volumen
adecuado de agua bidestilada o de buffer TE (Tris.HC1l 10 mM, EDTA
1mM, pH 7,6). Cuando el volumen de reaccién fue superior a 20 ul,
las muestras digeridas se precipitaron y redisolvieron en un volu-
men menor. La precipitacidn se hizo con 2,5 volimenes de etanol
absoluto en presencia de NaAc 0,25M, 0,025M EDTA, pH 5,2.

Con el objeto de determinar la abundancia de sitios de restric-
cién presentes en el ADN gendmico, en determinados casos se efectua-
ron "cinéticas de restriccidén". Se clivaron 10 ug de ADN con las
correspondientes unidades enzimdticas, en un volumen final de 100
ul. Se tomaron alicuotas de 20 ul cada una a los siguientes tiempos
de reaccidn: 7,5, 15, 30, 60 y 120 min y se detuvo la reaccidén por
agregado de EDTA O0,5M, pH 7,5 a concentracidén final 10mM y poste-
rior congelamiento de la muestra hasta el momento de la electrofo-

resis.

6.2. ELECTROFORESIS

La electroforesis en geles de agarosa de muestras de ADN clivadas
con ER permite la separacidn por tamafio de los productos obtenidos.

La velocidad con que las moléculas de ADN se mueven a través del gel
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depende principalmente de su tamafio, siendo las mds pequefias las
que poseen mayor movilidad.

La concentracidén de agarosa en el gel debe elegirse de acuerdo
al intervalo de tamafios de moléculas a ser separadas. Por ejemplo,
geles de agarosa al 0,3 % separan moléculas de ADN lineal entre 5 y
60 kilobases (kb) en tanto que geles al 2 % son mis satisfactorios
para resolver tamafios entre 0,1 y 3 kb.

Cuando es necesario estimar el tamafio de los fragmentos de ADN
obtenidos, se emplean marcadores de peso molecular -ADNs de pldsmi-
dos o bacteridfagos digeridos con ER- y se grafican las distancias
migradas por los distintos fragmentos en funcidén del logaritmo de
los pesos moleculares. En un intervalo limitado de tamafios molecu-
lares se obtiene una linea recta cuya pendiente cambia segin la con-
centracién de agarosa empleada en el gel (Maniatis y col., 1982).
Los tamafios desconocidos se estiman por interpolacién.

A. Equipo empleado

i. Aparato para electroforesis: consta de tres partes, cuba,
molde y peine. El tamafio 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 seccidén 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 comiin que entregue hasta 500 V.
Para obtener una resolucién mdxima de los fragmentos de ADN se apli-
ca inicialmente una diferencia de potencial de 10 V/cm hasta que las
muestras entran al gel (1-2 min) y luego 2 V/cm durante el tiempo
necesario.

iii. Transiluminador: Spectroiine Mod. TR 302. Deja pasar luz
prdéxima a los 302 nm, lo que da mdxima sensibilidad y minimo foto-
dafio en el ADN.

iv. Cdmara fotogrdfica: Praktica MTL 5B (Pentacon; Rep. Dem. Ale-
mana) oon lentilla de aproximacidn Cozo (Jepdn)N®1, 49 mm y filtro
naranja Cozo (Japdn) 056, 49 vm. La cdmara se ubica a unos. 30 cm sobre
€l gel. Seutiliza diafragma 5,6 y los tiempos son de 10, 15 y 30 segun-



dos. Se emplea pelicula 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 N°® 162-0102) y agregar la cantidad
necesaria de buffer TBE 1X (0,089 M Tris.Borato, 0,002 M EDTA, pH8)
con 0,5 ug/ml de Bromuro de Etidio. Fundir durante 2 min en horno
de microondas.

ii. Dejarla enfriar a 50°¢ 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 ADNs clivados, a los que se ha
adicionado 3-4 ul de buffer de muestra (0,1 % (p/v) Orange G, 20 %
Ficoll, 10 mM EDTA, 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 DE BANDAS DE ADN A PARTIR DE GELES DE AGAROSA ("Freeze-
Squeeze Method"; Gaastra y Jdrgensen, 1984)

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

i. Colocar el gel sobre el transiluminador y cortar la banda con
bisturi. Levantar el trocito de agarosa y colocarlo en 2,5 ml de
NaAc 0,3MpH 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 ml.



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 ADN desde el gel
hacia el fondo del tubo exterior. Repetir al operacidn cuatro veces.

v. Medir el volumen de liquido drenado y hacer una primera extrac-
cién con fenol (equilibrado con Tris,HC1l 0,1 M, pH=8)
para remover restos de agarosa de la solucidn. Hacer una segunda
extraccidn con mezcla de Sevag y una tercera con éter saturado con
agua.

vi. Precipitar el ADN con 2 vollmenes de etanol absoluto en pre-
sencia de (NHL)Ac 2,5M. Dejar a -20°C toda 1la noche y centrifugar
1 h a 10000 rpm. Secar el precipitado por vacio y disolver en agua
o en buffer TE,

vii. Usar una alicuota de la muestra para electroforesis y con-

trolar la efectiva recuperacidén del material deseado.

7. ADSORCION DE ADN A MEMBRANAS

7.1. TECNICA DE TRANSFERENCIA DE SOUTHERN ("Southern blot";
Southern, 1975b)

El propdsito de esta técnica es permitir la deteccidn de secuen-
cias especificas en el ADN gendémico para su posterior caracteriza-
cién. El procedimiento es el siguiente:

i. Digerir 1-2 ug de ADN con una ER y separar los fragmentos ob-
tenidos por electroforesis en gel de agarosa segin se indicd ante-
riormente.

ii. Fotografiar el gel bajo luz UV.

iii. Depurinar parcialmente el ADN con HC1l 0,25 M. Colocar el gel
en una caja pldstica con 500ml de la solucidén de HC1l, a temperatura
ambiente. Agitar suavemente durante 30 min. Este procedimiento de-
purina el ADN aproximadamente una vez cada 500 pares de bases, lo
que facilita la posterior hidrdlisis alcalina y transferencia del
ADN de alto peso molecular. Transcurrido el tiempo de depurinaciédn
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lavar el gel 2 veces con agua destilada.

iv. Desnaturalizar con solucién de NaHO O0,15M, NaCl 1,5M durante
1h, agitando suavemente. Decantar la solucidén desnaturalizante y
lavar 2 veces el gel con agua destilada. Neutralizar con solucién
de Tris.HCl1 0,54, NaCl 1,5M, pH 7,2 durante 1 h.

v. Colocar el gel en el dispositivo de transferencia (Figura 5a)
que se llena hasta sus 2/3 partes con SSC 20X. Previamente, la hoja
de nitrocelulosa (NC; Millipore 0,45 um o Schleicher & Schuell
BA 85, 0,45 um) ha sido humedecida en SSC 2X. 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 (Whatman 3MM)
himedo y otras 8-10 hojas secas. A continuacidn colocar una pila
de 4-5 cm de toallas de papel, sobre éstas un vidrio y sobre el mis-
mo un 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, separdndola del gel. Lavarla unos minu-
tos en SSC 2X, colocarla en un sobre de papel de filtro y hornearla
2 hs a 80°C. Guardarla hasta el momenlo de realizar la hibridacidn.

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 DE TRANSFERENCIA BIDIRECCIONAL (Figura 5b)

Esencialmente es similar a la anterior, excepto que aqui se hace
transferencia del ADN hacia 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 ADN y la depurinacién y desnaturalizacidn se efectlan como se
detalld en 7.1. Para la neutralizacidn, en este caso se emplea so-
lucidn de (NHA)Ac 1M, NaHO 0,02 M, durante 1 h.

Una vez neutralizado, se deposita el gel sobre una membrana de
NG (previamente humedecida en (NHA)Ac 1 M) que a su vez descansa so-
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bre 3 hojas de papel Whatman 3MM himedas, 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 3MM y la pila de

papel secante. El resto del procedimiento es igual al anterior.

7.3. TECNICA DE "DOT BLOT" (Kafatos y col., 1979)

Posibilita la estimacidén semicuantitativa y simultdnea de la
abundancia relativa de determinadas secuencias en muestras milti-
ples de ADN. Si la hibridacidén de estas membranas se hace bajo con-
diciones progresivamente mids estrictas, el método permite una eva-
luacién semicuantitativa del grado de similitud entre secuencias
homélogas. Este enfoque es aplicable a estudios de evolucidén a ni-
vel de dcidos nucleicos.

Muestras de ADN de 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 ADN en un mismo volumen de
agua. Estas alicuotas se desnaturalizan a temperatura ambiente con
NaKO (concentracién final 0,5M) durante 20 min. A continuacién y
sobre hielo, se neutralizan con Tris.HCl pH 7,5 (concentracién fi-
nal 0,5M) y se llevan a SSC 10X (concentracién final). Posteriormen-
te se filtran sobre membranas de NC (humedecidas en SSC 10X) coloca-
das en un dispositivo de filtracidén miltiple, con presidn negativa,
del tipo "Hybri-dot" (BRL). Filtradas las muestras, la membrana se
lava 5 min con SSC 3X y ‘se seca 2 hs a 80°¢C.

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

La reaccidn consiste en reemplazar nucledtidos "frios" por nucleé-
tidos "marcados" dentro de una cadena de ADN en la que se introduje-
ron cortes ("nicks") por accidn de la deoxirribonucleasa I. La ADN

polimerasa I, de Escherichia coli, cataliza la adicidn de nucledti-

dos "marcados" al extremo 3' HO libre del corte. Al mismo tiempo,

debido a la actividad exonucleasa 5'-3' de esta enzima, serd elimi-
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nado el nucledtido unido al extremo 5' POA de dicho corte. El corri-
miento del corte ("translation"), en direccidén 3! dard por resulta-
do la adicidén secuencial de nuevos nuclebétidos de ADN mientras son
removidos los preexistentes. Se puede llegar a reemplazar hasta un
50 4 de los nucledtidos presentes en el ADN, obteniéndose una acti-

vidad especifica uniforme a lo largo de la molécula.

8.1. MARCACION DE ADN CON 2H

i. Secar bajo atmésfera de nitrégeno, en tubo Eppendorf
30 ul de cada uno de los nucledétidos radiactivos: 3H dTTP (NET 221X/
NET 221H, New England Nuclear, actividad especifica =79 Ci/mmol) y
3H dCTP (NET 369, New England Nuclear, actividad espec:ffica=30,1
Ci/mmol). Esto equivale a 0,21 ug de 3y dTTP y 0,54 ug de 34 qcTP.
ii., Redisolver los compuestos anteriores por el agregado de:
- 5 ul de solucién salina 10X (Tris.HCl1 1 M pH 7,8; MgCl2 0,75 M;
2-mercaptoetanol 0,5My seroalbimina bovina (BSA) 5 mg/ml)
- 8 ul de dGTP (2,032 ug)
- 8 ul de dATP (2,144 ug)

- volumen necesario de ADN como para 1 ug

volumen de H20 bidestilada para completar 45 ul

iii. Iniciar la reaccidn por agregado de 5 ul de solucidn C del
"nick translation reagent kit" (BRL 8160 SB) que contiene ADN polIy
ADNasa I. Mantener la mezcla a 15 °Cdurante 1h.

iv. Detener la reaccién por agregado de 5 ul de EDTA O,1TM, 5 ul
de SDS 10 % (p/v) y 2 ul de tARN 10 mg/ml. Congelar la muestra a
-20 °c.

v. Purificar la muestra, eliminando nucledtidos no incorporados
y oligonucledtidos, por cromatografia en columna de Sephadex G 50
(Pharmacia; rango de fraccionamiento PM 5000 - 30000). Emplear una
columna construida con una pipeta Pasteur de 97 mm de longitud y
5,2 mm de didmetro que se carga con Sephadex G 50 hidratado en Tris.
HC1 0,01 MpH 7,5, hasta una altura de 88 mm. Lavar con 10 volimenes
de columna, en alicuotas de 200 ul, con Tris.HGl 0,01 MpH 7,5. Car-
gar la muestra y lavar la columna con 25 fracciones de 200 ul cada

una de Tris.HC1 0,01 MpH 7,5. Determinar en cada fraccién las cuen-
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tas por min (cpm) de material precipitable con dcido tricloroacé-
tico (TCA). En un ensayo tipico, la mayor parte del ADN radiactivo
se recupera en las fracciones 5, 6 y 7 y se obtienen actividades

especificas que oscilan entre 1 y 3 x 106 cpm/ug.

Las muestras de 3HADNse emplearon para ensayos de hibridacién
"in situ" y de hibridacién ADN/ADN en solucién.

8.2. MARCACION DE ADN CON 2P

Es esencialmente igual al método anterior. El nucledtido radiac-
tivo usado es 0(-32F’dCTP (10 mCi/ml, 3000 Ci/mmol, solucidén acuosa,
New England Nuclear) y la cantidad de ADN marcado por ensayo es
aproximadamente 0,5 ug.

i, Pipetear en un tubo Eppendorf estéril:

- 5 ul de buffer 10X (Tris.HC1 O0,5M pH 7,8; MgCl, 0,05 M; 2-mer-
captoetanocl 0,1 M; BSA 0,1 mg/ml)

- 5 ul de solucién 0.2 mM de cada uno de los nucledtidos no
radiactivos, d GTP, d ATP y d TTP.

- 10 ul deo- 7P d CTP

- 5 ul de solucién G del "nick translation reagent kit" (BRL
8160 SB) (ADN pol I y ADNasa I)

- volumen de H50 bidestilada estéril para completar 50 ul

ii. Incubar 1 h a 15(%3y detener la reaccidn por agregado de
5 ul de EDTA O,5NM.

iii. Proceder como se indicdé anteriormente para purificar 1la
muestra por cromatografia en columna de Sephadex G 50.

iv. Determinar la actividad especifica.

9. HIBRIDACION DE SONDAS DE >°P ADN SOBRE FRAGMENTOS DE ADN
TRANSFERIDOS A MEMBRANAS

2 . .
El 3 P ADN es la sonda o "probe!" cuyas secuencias especificas re-
asociardn con sus complementarias transferidas a una membrana, si

es que alli las hubiera, permitiendo asi localizar la posicidn de
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las mismas. Esto posibilita la identificacibén de secuencias parti-
culares en restricciones de ADN gendmico eucariota.

El procedimiento de hibridacién consta de las siguientes etapas:

i. Prehibridacién de las membranas -que contienen los fragmentos
transferidos- por incubacidn durante 2a 4 hs, a 65°C, en alguna de
las dos soluciones que se detallan a continuacidn:

- Solucidén BLOTTO (Bovine Lacto Transfer Technique Optimizer;
Johnson et al., 1984): leche deshidratada no grasa (La Sere-
nisima) 0,25 % (p/v) en SSC6X

- Solucidén de prehibridacidén: SDS 0,5 % (p/v); solucién Den-
hardt 5 X; ADN de esperma de salmén 100 ug/ml; EDTA 0,01M
en SSC 6 X.

Una solucidn Denhardt 100 X contiene: seroalbimina bovina
0,2 % (p/v) (fraccidén V, Sigma); polivinilpirrolidona (PVP-
360, Sigma)2 % (p/v); Ficoll 400 (Pharmacia) 2 % (p/v)

La solucidén madre de ADN de esperma de salmén es de 2 mg/ml.

Una vez preparada se sonica (longitud promedio de los fragmentos,
600 pb), se desnaturaliza a 100 °C 10 min y se enfrfa en hielo. Este
ADN se emplea como ADN no homdlogo para saturar los sitios de unién
no usados en la nitrocelulosa. Cuando la prehibridacidn se hace en
solucién de BLOTTO, la leche es fuente de protefnas y dcidos nuclei-
cos para bloquear reacciones no especificas.

ii. Hibridacidn con la sonda radiactivamente marcada con o(32P
d CTP (alrededor de 500 pg). Para la deteccién de secuencias de co-
pia Unica en ADN gendémico la actividad especifica de la sonda no de-
be ser menor de 1 x108 cpm/ug. Para deteccidn de secuencias repeti-
das puede ser menor. La hibridacidn puede hacerse en una caja plds-
tica con tapa o en bolsas pldsticas selladas. La sonda se desnatu-
raliza a 100 °C 5 min y se enfria en hielo. Se agrega a la mezcla de
hibridacidén, que es la misma que la de prehibridacién.

iii. Colocar las membranas en esta mezcla e incubar a 65 °C con
agitacién suave, el tiempo necesario (puede oscilar entre 12 y 48
hs). Este tiempo dependerd de la actividad especifica de la sonda
y de que se trate de secuencias de copia Unica o repetidas. La ve-
locidad de hibridacidén puede incrementarse por agregado de sulfato

de dextrdn a la mezcla de hibridacidn.
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iv. Lavar las membranas en las condiciones de concentracidn sa-
lina y temperatura que correspondan de acuerdo al grado de homolo-
gia entre la sonda y la muestra de ADN. Si la homologia es baja,
los lavados se llevardn a cabo en condiciones menos estrictas (al-
ta concentracién salina y baja temperatura). Si el porcentaje de
homologia es alto, las condiciones de lavado serdn estrictas (baja

concentracién salina y alta temperatura). Para cada ensayo se indi
cardn las condiciones de lavado utilizadas.

v. Exponer las membranas sobre placas autorradiogrdficas (Kodak
X-OMAT K) 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 deteccidn, dado que la radiacidn emitida no absor-
bida por la placa autorradiogrdfica es absorbida por un compuesto
fluorescente de la pantalla intensificadora, que reemite la ener-
gia como luz. De este modo, se aprovecha mds la radiacién emitida
y se expone el film por una combinacién de autorradiografia direc-
ta e indirecta. Debe tenerse en cuenta que para usar pantalla in-
tensificadora la exposicién se hard a -70 °c. E1 tiempo de exposi-
cidn dependerd de la actividad especifica de la sonda y del tipo
de ensayo realizado (hibridacidn de ADN repetido 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 "IN SITU" (Harper & Saunders, 1981)

Se usaron preparaciones cromosdmicas obtenidas de médula 8sea.
Para digerir el ARN, los preparados se trataron 60 min a 37 °C con
ARNasa (Sigma) 100 ug/ml en SSC2 X. La desnaturalizacién del ADN
cromosémico se llevé a cabo sumergiendo los preparados durante 2
min a 70 °C en 50 % formamida y SSC2X. La deshidratacidén de los
mismos se logré por sucesivos lavados en alcohol de concentracidn
creciente (70, 80, 90 y 100 %).

Por otro lado se prepar$ la solucién de hibridacidn, que contie-
ne: 10 ul de tARN (5 mg/ml), 20 ul de SSC 20X, 100 ul de formamida,



1 ug de ADN radiactivo y 70 ul de Hy0 bidestilada. Para desnatura-
lizar el ADN sonda se calentd esta solucién a 70 °C 5 min, seguido
de un enfriamiento rdpido.

Cada preparado cromosdémico recibidé 20 ul de la mezcla anterior,
cubriendo la misma con cubreobjeto y sellando los bordes con cemen-
to de goma.

La incubacidn -hibridacién propiamente dicha- se realizd en céd-
maras himedas a T?OCduraﬁte 12-16 hs y se calculd el Cot equiva-
lente alcanzado. Luego de la reaccién de hibridacidén los prepara-
dos se lavaron tres veces con SSC2 X - formamida 50 %, a 39 °C, cin-
co veces con SSC2X a 39 oCyse deshidrataron en etanol.

Para obtener la autorradiografia los preparados se cubrieron
con "stripping film" AR 10de Kodak y se expusieron durante tiempos
variables a 4 °C. Finalizado el tiempo de exposicién se revelaron
con revelador D19, se fijaron y colorearon a través del film con
Giemsa 5% pH6,8.

11. HIBRIDACION ADN - ADN EN SOLUCION

A. Aislamiento de ADN de copia dnica

i. Reducir la longitud de 2 a 10 mg de ADN (ADN trazador) a frag-
mentos de 400 a 500 pb. Separar la muestra en dos partes (2/3 y
1/3). Precipitar con tres voldmenes de etanol 70 . Dejar a -20 °C

toda la noche, separar y recuperar el ADN por centrifugacidén. Di-
solver 1/3 en Hy0 bidestilada y medir la concentracién por lectu-
ra de Ayeonp
cibén (dcido piperazin-N,N'-bis 2-etano-sulfénico (PIPES ; Sigma
P-6757) 10 mM; NaGl 1M; formamida 50 $) a una concentracién de 8-10
mg/ml (ADN conductor).

ii. Sobre una alicuota de la muestra disuelta en HZO determinar

. Los 2/3 restantes se disuelven en buffer de hibrida-

el tamaiio de los fragmentos por electroforesis en gel de agarosa.

iii. Llevar la muestra disuelta en H20 a BP 0,12M pH 6,8 y des-
naturalizar por ebullicidn 10 min. Reasociar a Cot = 800, detener
la reasociacidn por dilucidén con BP 0,12 M helado y separar el ma-
terial monocatenario del bicatenario por cromatografia en columna
de HAP.
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iv, Dializar contra H20 bidestilada las fracciones eluidas con
BP 0,12 M (material monocatenario) y precipitar el ADN con 2 voli-
menes de etanol absoluto en presencia de NaCl 0,1 M. Dejar a - 20 °c
toda la noche y recuperar el ADN por centrifugacidn. Disolver en
H20 y determinar la concentracidn. Llevar a BP 0,48 M, desnaturali-
zar y reasociar a Cot = 15000. Detener la reaccidén diluyendo con
agua helada hasta que la concentracién de BP alcance 0,12 M. Sepa-
rar el ADN monocatenario del bicatenario por cromatografia en HAP.

v. Conservar el ADN bicatenario. Dializar contra H20, concentrar
por precipitacidén y centrifugacidén. Disolver en H,0 bidestilada.

vi. Marcar con 3HdCTPy 3HdTTP 2 ug del ADN trazador de copia
simple, por la técnica de "nick translation".

B. Reaccidn de hibridacidn

i. Mezclar ADN radiactivo de copia tnica (trazador) con ADN to-
tal homélogo o heterdlogo (ADN conductor) en proporcidén 1:5000 (tra-
zador:conductor). Llevar la mezcla a formamida 50 %, PIPES 10 mM y
NaCl 0,6 M (factor de reasociacién =4,9; Britten et al., 1974). To-
mar una alicuota de la mezcla y medir la actividad especifica pre-
cipitando con TCA 10 % en presencia de un "carrier" (tARN o albimi-
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-
lucién de tolueno-omnifluor.

ii. Envasar la mezcla de hibridacidn 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 ADN incu-
bando a 70 °C durante 10 min. Reasociar hasta un valor de Cot equi-
valente a 15000 incubando a 42 °C. Detener la reaccidn sumergiendo
el capilar en agua helada. Recuperar la muestra diluyéndola en BP
0,12 M, Adsorber sobre columna de HAP mantenida a 60(%)y equilibra-
da con BP 0,12 M.

iii. Eluir el ADN no hibridado, lavando la HAP con seis volime-
nes de BP 0,12 M, a 60 °C. Medir la cantidad de 3H-ADN de cada frac-
cién precipitdndolo con TCA 10 %, en presencia de "carrier".

iv. Determinar la estabilidad térmica del ADN hibrido, lavando
con dos volilmenes de columna, a distintas temperaturas, con BP
0,12 M. Comenzar a 60°Cy elevar la temperatura de a 5 °C hasta 95 °C.



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

centelleo.



RESULTADGOS




Los resultados expuestos en este trabajo se subdividen en tres
Capitulos, en los que se detallan las caracteristicas fisicoquimi-
cas y moleculares del ADN de dos especies del género Calomys y las
posibles relaciones de homologia con ADNs de especies de cricéti-
dos filogenéticamente relacionadas. El contenido de cada Capitulo

se indica a continuacidn:

Capitulo I: Caracterizacibén fisicoquimica y molecular del ADN
de las especies Calomys musculinus y C. laucha

Capitulo II: Andlisis molecular de un componente termoestable

presente en el ADN de Calomys musculinus

Capitulo III: Estudio de homologia entre ADNs de especies per-
tenecientes a diferentes géneros de cricétidos

con distribucién argentina
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CAPITULO I

Todos los métodos empleados en este capitulo pertenecen a los
que anteriormente se definieron como estdticos y estadisticos. Los
parémetros analizados, inherentes al ADN de cada organismo, han
permitido evaluar las similitudes y diferencias entre las especies

estudiadas.

1. Extraccidén y purificacidn de ADN

La obtencidén del ADN se basd, 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 cloroformo:alcohol isoamflico, du-
rante la extraccidén inicial de los dcidos nucleicos; la segunda
tiende a la obtencién de ADN con mayor grado de pureza, mediante
el empleo de enzimas para la eliminacién de ARNs, polisacdridos y
proteinas contaminantes. Posteriormente, de acuerdo con Brittenet al
(1974), se introdujo una tercera modificacién: previo a la extrac-
cidén de los dcidos nucleicos con fenol:cloroformo:alcohol isoami-
lico, se adiciond a las muestras urea sdlida (hasta concentracidn
final 7M), para promover la disociacidén de los complejos nucleopro-
teicos.

El procedimiento empleado permitié obtener entre 600 y 800 ug
de ADN / g de tejido himedo. No se detectaron diferencias entre los

rendimientos obtenidos con una y otra especie.

2. Ultracentrifugacidn analitica

La densidad de flotacidén de un ADN en un gradiente de cloruro
de cesio es directamente proporcional a su contenido en guanina
mids citosina (Sueoka, 1959; Marmur & Doty, 1959; Rolfe & Meselson,
1959).

Se sometieron a centrifugacidn isopfcnica en gradientes de den-
sidad de cloruro de cesio, a pH neutro, cuatro preparaciones de
ADN de Mus musculus, cinco de Calomys laucha y siete de C. musculi-

nus.

En la Figura 6 se muestra el trazado densitométrico correspon-
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Figura 6. Centrifugacidén isopicnica del ADN de M. musculus en

gradiente de CsCl (ultracentrifugacidn analitica).

La densidad de flotacidn (( ) estimada para la banda principal
(BP) en este densitograma es 1,701 g/cm para la banda satéli-
te (Sat) 1,690 g/cmB. Se utilizd como estandar el ADN del bacte-

riéfago SPO 1 (Ref) cuya densidad de flotacidn es 1,742 g/cm3
(Mandel et al., 1968).
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diente a una de las centrifugaciones realizadas con ADN de Mus mus-
culus. E1 ADN de este roedor, ampliamente estudiado en diferentes
laboratorios, permitid disponer de un patrdn y de un control de la
metodologia empleada. En todas las centrifugaciones analfticas de
este ADN la fraccidn correspondiente al ADN sat se diferencid clara-
mente del ADN mayoritario que constituye la banda principal. Los
resultados presentados en la TABLA II concuerdan con los obtenidos
por otros autores (Kit, 1961; Arrighi et al., 1970; McConaughy & Mc
Carthy, 1970; Cuny et al., 1981).

En la Figura 7 se presentan los densitogramas correspondientes
a la centrifugacidn de una muestra de ADN de cada una de las espe-
cies de Calomys analizadas. Los valores promedio de densidad de
flotacidén y contenido molar porcentual de GC se muestran en la TA-
BLA TIII.

Ninguno de los trazados densitométricos correspondientes a 1los
ADNs de las especies estudiadas mostraron bandas u hombros atribui-
bles a ADN satélite, presentando en ambos casos perfiles homogé-
neos. Sin embargo, la posible presencia de ADN sat criptico queda
alin por ser comprobada, pudiendo emplearse para tales fines méto-
dos de centrifugacidn en gradientes neutros de C32804 con el com-
plejado del ADN con metales como Hg++ ) Ag+, o bien mediante el
andlisis de patrones de restriccidn generados por diferentes endo-
nucleasas.

La presencia de ADNs satélites es muy frecuente en roedores per-
tenecientes a la familia Muridae(McConaughy & HMcCarthy1970)mientras
que en los cricétidos sudamericanos tales componentes satelitarios
no han sido detectados, salvo en un dnico caso. Asi, en un estudio
efectuado sobre el ADN de cuatro especies de akodontinos, Vidal
Rioja y col. (1979) presentaron perfiles de sedimentacidn con un
marcado grado de homogenidad para las cuatro especies analizadas

(Akodon molinae, A. azarae, A. doloresy Bolomys obscurus). Por otra

parte, Vidal Rioja y col. (19872) en un andlisis de ADN de tres ori-
zominos, demostraron la presencia de ADN sat en la especie Oryzomys

flavescens. En este caso el componente secundario -enriquecido en

AT- se evidencid como un hombro en los perfiles densitométricos

obtenidos por ultracentrifugacidn analitica en gradientes neutros



TABLA II

Densidad de flotacidén (g/cm3) GC ¢

Referencia BP Sat BP Sat
Este trabajo 1,701 1,690 41,8 30,6
Kit (1961) 1,701 1,690 41,8 30,6
Arrighi et al. (1970) 1,6998 1,6898 40,6 30,4
Mc Conaughy &

Mc Carthy (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 flotacidén y contenido molar porcentual de

GC para ADN de Mus musculus.

Estos valores se calcularon a partir de las correspondientes den-
sidades de flotacidén mediante la ecuacidén (Schildkraut et al.,
1962):

F= 1,660 + 0,098 (GC)
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Figura 7. Centrifugacidn isopicnica de ADNs de C. laucha (a) y
C. musculinus (b) en gradientes de CsCl (ultracentri-

fugacidén analitica).

Las densidades de flotacidn estimadas a partir de los densito-

3

gramas mostrados en la figura son 1,701 g/cm” para ambos ADNs.

Se utilizé el mismo estdndar que en la figura anterior.



de CsCl; la confirmacidén de la existencia de este componente se
logrd aprovechando la capacidad de rdpida reasociaciédn que presen-
tan las secuencias repetidas constituyentes de los ADNs satélites.
El método se basa en la desnaturalizacidén térmica del ADN, su rea-
sociacién a tiempo corto y la posterior ultracentrifugacidén de las
muestras reasociadas.

Como se mencionara en la Introduccidn, los ADNs eucaridticos
pueden presentar perfiles de sedimentacidn relativamente complejos,
debido a la presencia de secuencias con alto grado de repeticiédn,
constituyentes del ADN satélite. La variacidén en la concentracidn
molar de pares GC para estos ADNs es, en cambio, muy restringida.
De acuerdo con los datos presentados en la TABLA III los valores
de densidad de flotacidén de los ADNs de las dos especies analiza-
das son idénticos, asi como los valores de los contenidos porcen-

tuales en GC inferidos a partir de aquellos.

3. Desnaturalizacidn térmica de ADN

Marmur y Doty (1959) demostraron que la composicidn en bases de
un ADN estd relacionada con su temperatura media de desnaturaliza-
cién térmica. Cuando una solucidn de ADN se calienta tiene lugar
una transicidén desde el estado de doble hélice ordenada al estado
desordenado con las cadenas desapareadas ovilladas al azar. Esto
produce cambios en las propiedades fisicas de la molécula, tales
como un incremento de su coeficiente de extincidn -efecto hipercré-
mico-. Esta propiedad permite la medicién espectrofotométrica del
proceso de desnaturalizacidn térmica, proporcionando un método con-
veniente para determinar la composicidén en bases del material en
estudio. Permite también la deteccidén de componentes con mayor o
menor grado de termoestabilidad, eventualmente relacionables con
secuencias repetidas enriquecidas en pares GC o AT.

Durante el desarrollo del presente trabajo, esta metodologia
fue puesta a punto mediante el empleo del polinucledtido sintéti-
co poli-dAT (Sigma Chem. Co) y de ADN de la especie Mus musculus.

Las caracter{sticas de ambas macromoléculas han sido intensamente
estudiadas, disponiéndose de los pardmetros de desnaturalizacidn

térmica, lo que facilita su empleo como control y referencia meto-



TABLA III

Densidad de

Especie GC %
flotacidn (g/cm3)

C. musculinus 1,701 41,8

C. laucha 1,701 41,8

Valores de densidad de flotacidén y contenido molar

porcentual de GC para ADNs de C. musculinus y C.

laucha.
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dolégicos.

El fendmeno de desnaturalizacidn térmica ha sido interpretado
como un proceso de tipo cooperativo que promedia las variaciones
en la composicidén de bases a lo largo de las cadenas y responde a
la composicidén media de la molécula (Marmur & Doty, 1959). Como se
muestra en la Figura 8 el polinucledtido sintético poli-dAT se des-
naturaliza en un rango estrecho de temperatura presentando, por o-
tro lado, un valor de Tm bajo (TABLA IV). La ausencia de pares GC
en este polinucledtido artificial determina las caracteristicas
mencionadas. Los andlisis de desnaturalizacién térmica de ADNs pro-

caridticos, como el de Escherichia coli, ponen de manifiesto per-

files monofdsicos, como el del polinucledtido poli-dAT, aunque el
valor de Tm para el ADN bacteriano es de 90,4 °C (52 $GC). En este
caso, con respecto al contenido medio de GC, sblo se distingue una
Unica poblacidén de moléculas. En el ADN de algunos organismos eu-
cariotas, como por ejemplo el del protozoario Crithidia fascicula-
ta (Mandel & Marmur, 1968), en los que existen dos distribuciones de
moléculas con diferente contenido de GC, la curva de desnaturaliza-

cién térmica, contrariamente a lo que ocurre con E. coli, muestra

una transicién bimodal. E1 ADN de Mus musculus, en cambio, represen-

taria una situacidn intermedia entre las dos mencionadas anterior-
mente. La Figura 8 muestra los grdficos experimental y derivado de
un ensayo de desnaturalizacidén térmica del ADN de este roedor. En
el griafico experimental -obtenido por la representacidn directa de
los valores de hipercromicidad en funcién de la temperatura- puede
observarse una ligera inflexidn entre 80 y 83 °c, 1o que correspon-
deria a un componente minoritario del ADN total, supuestamente el
ADN sat, como lo sugirieron McConaughy y McCarthy (1970). Estos au-
tores consideran que la transicidén térmica con valor modal o Tm,
(temperatura media de desnaturalizacién térmica individual) de
79,2c%3corresponde al ADN sat de M. musculus. Por otro lado, el gré-
fico de los valores numéricamente derivados, pone de manifiesto un
pico prdximo a los 82 OC,tque corresponderia a la inflexidn mencio-
nada. La transicidén térmica detectable entre 86 y 88 °C podrfa atri-
buirse a un subconjunto de secuencias de ADN de repeticién interme-

dia, enriquecidas en pares GC. Esta observacidn concuerda plenamen-
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Figura 8. Grdficos de los datos experimentales de desnaturaliza-
cién térmica y curvas obtenidas por derivacidén numéri-
ca de aquéllos, para el polinucledtido sintético poli
d AT y para el ADN de M. musculus.

Ambos ensayos se realizaron en SSC 1X. En ordenadas se representa
absorbencia (A) y derivada de la absorbencia respecto a la tempe-

ratura (dA/dT); en abscisas se representa temperatura en °C.



T (°C) GC %
poli d AT (5) 64,610,5 -
M. musculus (4) 86,2%0,7 41,2t1,7

Valores promedio de Tm y contenido molar porcen=
tual de GC para el polinucledtido sintético poli
d ATy ADN de M. musculus.

Los valores promedio van acompanados de la corres-
pondiente desviacidn estdndar (61_1 ). Los nidmeros
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 deteccidén de un componente liviano o pesado por
ultracentrifugacidn analitica en CsCl se debe a una menor sensibi-
lidad de este Ultimo método. El andlisis de desnaturalizacién tér-
mica de alta resolucidén permite la identificacidn de bloques de
ADN repetido ain cuando éstos se encuentren dispersos dentro del
genoma. Esta falta de agrupamiento determinaria la imposibilidad
de su deteccidn en centrifugacidn isopicnica.

Los graficos experimentales y derivados de los ensayos de desna-
turalizacidén térmica de los ADNs de las especies Calomys musculinus
y C. laucha se muestran en la Figura 9. La curva de C. laucha es fran-
camente homogénea en tanto que la de (. musculinus exhibe un perfil

bifdsico, con un componente minoritario mds rico en GC. Inicialmen-
te, los estudios de desnaturalizacidn térmica se llevaron a cabo

en SSC TX(Na+==O,195M) 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 (TABLA V). En las mis-
mas condiciones, el componente menor presente en el ADN de C. muscu-
linus desnaturaliza a 94-95 °C. Con el objeto de evitar posibles ar-
tificios metodoldgicos, atribuibles en parte a evaporacidn del sol-
vente, se repitieron los experimentos con muestras de ADN disueltas
en SSCO0,1X. La disminucidén de la concentracidn catidnica (Na+=
0,0195M) determina que el valor de Tm se reduzca en 15,4.°C(Mandel
y Marmur, 1968). La deteccidén de un componente con Tmi_=80,5(%3per—
mitié confirmar las observaciones efectuadas previamente en el ADN
de C. musculinus. Asimismo, en esta condiciédn salina, los valores

de Tm y por tanto los de contenido molar porcentual de GC que de
ellos derivan coinciden para los ADNs de las dos especies (TABLA V).
La caracterizacidén molecular del componente minoritario termoes-

table presente en el ADN de Calomys musculinus se expondrd en el

Capitulo II del presente trabajo.

4. Cinética de reasociacién
La construccidén de una curva de reasociacidén, o "curva de Cot",

que describa la cinética de renaturalizacidédn de un ADN depende de

la disponibilidad de métodos adecuados para detectar la formacidn
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Figura 9. Grdficos de los datos experimentales de desnaturaliza-

o # r'd . . . ' 4 P .
cion térmica y curvas obtenidas por derivacidn numéri-

ca de aquéllos, para los ADNs de C. musculinus y C.

laucha.

Los ensayos se realizaron en SSC 0,1X. En ordenadas se expresa

hipercromicidad porcentual (H %) y derivada de la hipercromici-

dad respecto a la temperatura (dH/dT); en abscisas se represen-

ta temperatura (°c).



TABLA V

SSC_1X SSC_0,1X
Especie Tm (°C) GC % Tm(°C) GC %
C. musculinus (3) 86,210,8 4b1,2%2 71,111,2 42,0%2,9
C. laucha (5) 86,210,3 41,2%t0,6 71,0%1,2 41,713

Valores promedio de Tm y contenido molar porcentual de GC para
ADNs de ambas especies de Calomys.
Los nimeros 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 Cot. A partir de tal
curva es posible caracterizar al ADN con respecto a la presencia

de secuencias de copia Unica y repetidas y estimar el grado de rei-
teracidén de estas Ultimas. También permite estimar el tamafio del
genoma del organismo del cual proviene el ADN, por comparacidén con
un estdndar apropiado.

En la actualidad se dispone de numerosas metodologias para eva-
luar la extensidén de la reasociacidn. Sin embargo, sélo dos de és-
tas han sido mds ampliamente utilizadas. Por un lado, la cromato-
grafia en columnas de hidroxiapatita (HAP) permite la separacidn
de ADN monocatenario -no reasociado- asi como de ADN bicatenario
y ofrece la posibilidad de disponer de material de ambos tipos pa-
ra su ulterior andlisis. Por otro, la digestidn con nucleasa S1
de las fracciones reasociadas permite eliminar secuencias no rea-
sociadas, lo que facilita la cuantificacién del ADN cuya estructu-
ra bicatenaria haya sido restaurada.

En el presente trabajo se empled la técnica de separacidn por
cromatografia en columnas de HAP para medir la cinética de reaso-

ciacidén del ADN de las especies Calomys musculinus y C. laucha; se

analizd también el ADN de Mus musculus, mediante la misma técnica

con el objeto de disponer de un patrdén metodoldgico, ya que el ma-
terial genético de este roedor ha sido caracterizado por diversos
autores,

El ADN de las tres especies fue fragmentado por ultrasonido ba-
jo las condiciones descriptas en Materiales y Métodos. El tamafio
promedio de los fragmentos obtenidos se estimd por medio de elec-
troforesis en geles de agarosa., Si bien los ADNs fragmentados exhi-
bieron una marcada diversidad de tamafios en los geles de agarosa,
para estimar la longitud promedio de los fragmentos se consider$
como distancia migrada a las zonas de mayor concentracién de ADN
en el gel. La estimacidén de la longitud promedio de estos fragmen-
tos -en pares de bases (pb)- se efectud por comparacién con ADNs
marcadores ( A/Hind III y ¢)(174/HaeIII). Los valores de longitud
promedio se presentan en la TABLA VI.

En la Figura 10se muestran las curvas de cinética de reasocia-
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Figura 10. Cinéticas de reasociacidén de los ADNs de C. musculi-

nus, C. laucha y M. musculus.

En ordenadas se representa el porcentaje de reasociacidn (%R) y
en abscisas Cot en moles de nucledtido/litro y por segundo
(mx seg/1).



TABLA VI

Longitud promedio

Especie de los fragmentos (pb)
M. musculus 400
C. musculinus 470
C. laucha 570

Valores promedio de tamafio 'de los fragmentos
de ADN empleados en los ensayos de cinética
de reasociacidén. La determinacidén de estos
tamafios se realizd por electroforesis en ge-
les de agarosa al 1,5%y se considerd como
distancia migrada por la muestra a la zona
de mayor concentracién de ADN (mayor colora-

cién con bromuro de etidio).
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cién correspondientes a C. musculinus, M. musculus y C. laucha, ex-

presadas como se indicd en Materiales y Métodos. Los puntos repre-
sentan valores experimentales y las curvas de ajuste se obtuvieron
segin el método propuesto por Ordahl (1977). A diferencia de lo que
ocurre con los ADNs procaridticos que presentan curvas de reasocia-
cidn simples, constituidas por un Unico componente cinético, los
ADNs eucaribticos presentan curvas de reasociacidn complejas. Tal
complejidad estd estrechamente relacionada con la presencia de se-
cuencias con diferente grado de repeticidn, ademds de las de copia
inica. Por otro lado, las curvas de cinética de reasociacidn de los
ADNs procaridticos se extienden a lo largo de un reducido interva-
lo de valores de Cot, en tanto que las de los eucaridticos se ex-
tienden sobre intervalos que abarcan entre 6 y 7 érdenes de magni-
tud. Los valores descriptos en la TABLA VII 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 reasociacidén muy rdpida- el pardme-
tro k (constante de velocidad de la reaccidn) no pudo ser evaluado;
éste es el componente denominado muy rdpido, que reasocia completa-
mente a un valor de Cot menor de 1072, Este componente inicial, pa-
ra el ADN de M. musculus constituye un elevado porcentaje del geno-
ma haploide; en dicho componente se encontrarian incluidas las se-
cuencias palindrdmicas, el ADN satélite y secuencias con alto gra-
do de repeticidn.

Los resultados obtenidos con la cinética de reasociacién de M.
musculus estdn, 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 puede resultar del hecho que las secuen-
cias de ADN "fold back" y satélite de M. musculus, informadas como
componentes separados, estén probablemente incluidas en nuestro com-
ponente muy rdpido (Cot 107%) (Cech & Hearst, 1976).

El componente de reasociacién muy rdpida constituye en las es-

pecies Calomys musculinus y C. laucha un 9 y un 6 % del genoma ha-

ploide, respectivamente, valores notoriamente inferiores a los ob-

servados en M. musculus. La diferencia entre ambas especies de Ca-
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lomys podria atribuirse a que este componente incluye a la frac-

cidn termoestable en el caso de C. musculinus.

Los componentes de repeticidén intermedia: componente rdpido
-2
(Cot 10

nas diferencias interespecificas, En primer lugar, el nimero de

- 100) y componente lento (Cot 100- 102), presentan algu-

copias existentes en el componente rdpido de (. musculinus se en-

cuentra duplicado con respecto a su equivalente de la especie C.
laucha, aunque el valor de k (constante de velocidad de reaccién)
es similar en ambas especies. Si bien el nimero de copias para es-
te componente en el ADN de M. musculus es aproximadamente igual al
de C. laucha, su porcentaje es menor, alrededor de la mitad del
presente en las otras especies.

El componente lento presenta un nimero de copias semejante en
las especies de Calomys, aunque el porcentaje de esta fraccidn es
mayor en C. laucha. Este mismo componente exhibe, en M. musculus,
un porcentaje intermedio entre ambas especies de Calomys, siendo
alrededor de cuatro veces mayor el nUmero de copias.

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

Conocidas las caracteristicas cinéticas de los tres ADNs en es-
tudio, se analizaron los perfiles de desnaturalizacién térmica de
muestras reasociadas a distintos valores de Cot. El objeto de este
estudio fue comparar los productos de reasociacidn en diferentes
estadios de la reaccidén. El método empleado permitid 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 GC o AT, posibilitando ésto la deteccidn 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 TABLA VIII presenta los valo-
res de Cot a los que fueron reasociadas las muestras empleadas
en este estudio.

La Figura 11 muestra los grdficos de las derivadas numéricas,
obtenidas por tratamiento matemdtico de los datos experimentales

de desnaturalizacidn térmica de los ADNs reasociados a los valo-
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Figura 11. Grdficos de derivacién numérica de datos experimenta-
les de desnaturalizacién térmica de muestras de ADNs

de C. musculinus (A), C. laucha (B) y M. musculus (C)

reasociadas a los valores de Cot indicados en cada

cuadro.

En ordenadas se representa dH/dT y en abscisas temperatura (°c)



-90-

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 ADNs de Calomys
musculinus y Mus musculus, ambos reasociados a Cot 40, el primero

muestra un notable apareamiento -posiblemente inespecifico- entre
60 y 70 °C, un componente bimodal entre 75 y 85(%3y un componente
termoestable por encima de los 90 °C. E1 segundo presenta, en cam-
bio, un perfil que si bien es heterogédneo no exhibe caracteristi-
cas salientes. La muestra de C. laucha -reasociada hasta Cot 250-
exhibe un perfil relativamente homogéneo con un mdximo prdéximo a
los 80 °C. La diferencia entre esta dltima y las previamente men-
cionadas posiblemente resida en que la mayor homogeneidad de C.
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 si; M. musculus es el que muestra la
mayor homogeneidad, aunque presenta un pico préximo a 70 °C que po-
drfa corresponder al ADN satélite de esta especie. Ambas especies
de Calomys presentan en comin un componente principal con perfil
bimodal, siendo marcadamente mds heterogéneo el correspondiente a

C. musculinus. En esta especie puede verse asimismo un componente

termoestable con moda préxima a 90 °Cy uno 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-
lizacidén térmica de los ADNs nativos respectivos, salvo que el ADN

de C. musculinus presenta ciertas irregularidades, especialmente

en las zonas de menor temperatura (entre 60 y 75 °C), siendo ademds



visible el componente termoestable prdximo a los 90 °C. Debe desta-
carse la presencia de este componente tanto en los perfiles de des-
naturalizacidn térmica de muestras reasociadas a diferentes valo-
res de Cot como en los correspondientes ensayos con ADN nativo.
Este tipo de ensayos permite observar marcadas diferencias en-
tre los ADNs de los cricétidos analizados en cuanto a la hetero-
geneidad de los perfiles presentados, lo que sugiere que el ADN

de C. musculinus presenta una organizacidén molecular de las secuen-

cias repetidas diferente a la del ADN de C. laucha.

5. Patrones de restriccidn de ADN

E1l ADN de las especies estudiadas presenta tanto secuencias de
copia dnica como secuencias repetidas, como fuera demostrado por
los estudios de cinética de reasociacidn expuestos en el pdrrafo
anterior. Esta caracteristica la comparte con todos los ADNs eu-
caridticos estudiados hasta el presente existiendo, sin embargo,
diferencias especificas con respecto a las proporciones de los
distintos tipos de secuencias (repetidas y copia idnica), asi como
también diferencias en cuanto al nidmero de copias de las secuen-
cias repetidas y a la complejidad de cada componente cinético.

Las endonucleasas de restriccidn constituyen herramientas valio-
sas para el andlisis de secuencias repetidas de ADN, independien-
temente de que constituyan o no ADN satélite.

Dado que las secuencias de copia Unica presentan sitios de res-
triccidn distribuidos preponderantemente al azar, el clivaje de
un ADN con estas endonucleasas y la posterior separacidn electro-
forética de los fragmentos genera un continuo de bandas no resuel-
tas -en nimero de un millén o mds- para un organismo eucariota.

E1 ADN repetido, en cambio, puede presentar sitios de restriccidn
equiespaciados o espaciados en forma regular y por lo tanto gene-
ra bandas discretas, superpuestas al perfil continuo de las secuen-
cias de copia Unica, cuando se lo somete al tratamiento mencionado.

Considerando que el clivaje de secuencias repetidas genera pa-
trones de bandas facilmente detectables, éstos podrian reflejar
la pérdida o ganancia de sitios de restricciédn y la posterior am-

plificacién de las secuencias portadoras de tales sitios acaecida
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durante el proceso evolutivo. Estos patrones pueden constituir
"huellas digitales" o "fingerprints" caracteristicos del ADN de
una determinada especie. Este tipo de andlisis constituye un pa-
rémetro adicional con posible aplicacidén en sistemdtica bioqui-
mica.

Con el fin de detectar posibles diferencias entre los ADNs de

las especies Calomys musculinus y C. laucha, en cuanto a frecuen-

cia de sitios de clivaje, se digirieron muestras de ADN gendmico
de las mencionadas especies con doce endonucleasas de restriccién.
Las enzimas usadas y sus correspondientes secuencias de reconoci-

miento se presentan a continuacidn:

Enzima Secuencia
Dra I TTT/AAA
Eco RI G/AATTC
Bam HI G/GATCC
Hind III A/AGCTT
Dde I C/TNAG
Hinf I G/ANTGC
Hae III GG/CC

Hpa II C/CGG

Msp I C/CGG y C/mCGG
Alul AG/CT

Taq I T/CGA

Hha I GCG/C

La separacidn electroforética de los fragmentos permitid vi-
sualizar los patrones de restiriccidén de los ADNs de estas espe-
cies. Las Figuras 12, 13 y 14 muestran los fotografias de los ge-
les obtenidos. Como puede verse, cada enzima produce un patrdn de
restriccién caracteristico de cada ADN. Ademds, debe destacarse
que todos los patrones se caracterizan por la presencia de un ni-
mero reducido de bandas. Estas bandas pueden considerarse secuen-
cias repetidas o por lo menos secuencias de igual tamafio flanquea-
das por un sitio de reconocimiento determinado. La fluorescencia

intensa de las bandas, debida a la concentracidén relativamente al-
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Figura 13.
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Figura 14
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ta de ADN en las mismas,facilitd su deteccidn sobre -la fluorescen-
cencia de fondo -producto del clivaje de secuencias con bajo gra-
do de repeticidén o de copia dnica-.

Los ensayos de restriccién permitieron demostrar que ninguna
de las doce enzimas empladas generd patrones iguales entre las
especies de Calomys estudiadas, presentando cada uno de los ADNs
gendmicos caracteristicas de bandeo propias.

Ademds de los patrones diferenciales detectados sobre los ADNs
en estudio, ciertas caracteristicas de algunas de las endonuclea-
sas empleadas permiten inferir otras diferencias en el material
genético de estos roedores. La comparacién de los patrones de res-
triccidn generados por los isoesquizdmeros Hpa II y Msp I permite
comprobar una marcada diferencia interespecifica en cuanto a la
presencia de 5-metilcitosina en posicidn proximal al sitio de cor-
te (C/mCGG). En tanto que Hpa II (C/CGG) genera sobre el ADN de C.
laucha un chorreado continuo, Msp I pone de manifiesto la presen-
cia de tres bandas nitidas de 1100, 560 y 370 pb. Por otro lado,

ambas enzimas generan sobre el ADN de C. musculinus tres bandas

tenues en la zona de 3000 pb. Esta situacidn sugiere que el. ADN
de C. laucha presenta un grado mayor de metilacién que el de la
otra especie.

La semejanza de los patrones generados por las endonucleasas
Eco RI Y Dra I sobre el ADN de C. laucha permite suponer que 1los
sitios de reconocimiento para las mismas se localizan muy préxi-
mos entre si y que tal proximidad es constante en los diferentes

sitios reconocidos.



CAPITULO II

En el Capitulo anterior se detallaron algunas caracteristicas
fisicoquimicas del ADN de las especies Calomys musculinus y Calo-

mys laucha., Una de las caracteristicas distintivas en los ADNs de

estas especies es la presencia, en el ADN de C. musculinus, de un

componente cuya particularidad es la elevada estabilidad térmica.
Este material fue inicialmente detectado por medio de estudios de
desnaturalizacidén térmica de muestras de ADN nativo. Posteriormen-
te, en ensayos de desnaturalizacidén térmica de tres muestras de
ADN reasociadas a diferentes valores de Cot, también se observd

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-
ticidn, puesto que reasociaban a valores de Cot relativamente ba-
jos (Cot 40).

Como se mencionara anteriormente, la estabilidad térmica de un
determinado ADN se encuentra directamente relacionada con su con-
tenido porcentual en bases GC. El valor de Tm de este componente,
determinado en SSC 1 X, 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 GC es directamente proporcional a la densidad de flo-
tacidén de un ADN. Si el componente termoestable detectado en el

ADN de C. musculinus debiera su termorresistencia a un enriqueci-

miento en pares GC se podria esperar que los perfiles de ultracen-
trifugacidn isopicnica acusaran la presencia de un ADN sat "pesa-
do" -rico en GC-. El1 valor de densidad de flotacidén de este com-
ponente seria de alrededor de 1,720 g/ml, de acuerdo con la ecua-
cibén de Schildkraut et al. (1962). Sin embargo, los perfiles de se-

dimentacién del ADN de C. musculinus no pusieron de manifiesto ni

picos ni hombros secundarios discretos (Figura 7 ), caracterizdn-
dose en cambio por una marcada homogeneidad. Las consideraciones
anteriores se basan en aceptar que sélo un enriquecimiento en un
determinado par de bases (AT o GC) conduce a la deteccién de ADN
satélite. Sin embargo existen otros factores involucrados en la

resolucidén de un componente satelitario que pueden dificultar tal
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observacién. Como se mencionara previamente, Mayfield (1977) sugie-
re que un factor importante en la deteccidn de secuencias repeti-
das depende de la organizacidén de las mismas dentro del genoma.
As{, las secuencias repetidas dispuestas en tdndem -tal como las

presentes en el ADN satélite de Mus musculus- son fdcilmente vi-

sualizables, en tanto que la observacidn de repetitivos dispersos
puede ser dificultosa. Otro aspecto a tener en cuenta es el por-
centaje de genoma que tales secuencias representan.

Debido a las peculiaridades exhibidas por el componente termo-
estable de C. musculinus y con el objeto de aportar informacidn

adicional a la caracterizacidén del material genético de esta espe-
cie, se desarrolld un andlisis molecular de tal componente termo-
estable.

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

a. Estardn repetidas las secuencias constituyentes ?

b. Estard presente en especies relacionadas ?

c. Constituird una poblacidén de secuencias repetidas dispuestas

en tdndem o integrard una poblacidén de repetitivos dispersos ?

d. Las secuencias constituyentes estardn enriquecidas en pares
GC ?

e. Podria ser la metilacidn una caracteristica de las secuencias
presentes en este componente ?

f. Existirdn, 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 cromosomas del
complemento ?

h. La localizacidén cromosdmica es difusa o preferencial -telo-
mérica o centromérica- ?

Las respuestas a estas preguntas aportardn una serie de datos
que facilitardn la interpretacidén de nuevos elementos de juicio
que puedan surgir de estudios posteriores. El clonado y posterior
secuenciacidn de este llamativo componente del ADN de C. musculi-

nus permitirdn disponer de elementos experimentales adicionales
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que lleven a comprender la estructura y posible funcidn del mismo.

Aislamiento del componente termoestable

Los experimentos de desnaturalizacidén térmica analitica permi-
tieron la deteccidn de un componente termoestable en el ADN de C.

musculinus. Con el objeto de aislarlo en cantidades suficientes

para su posterior andlisis, se empled un método preparativo basa-
do también en la desnaturalizacién térmica y ademds en la propie-
dad de la hidroxiapatita de fraccionar moléculas de ADN de acuer-
do a su estructura secundaria.

La técnica de elucidn térmica posibilitdé la separacidén de frac-
ciones de ADN con diferente grado de termoestabilidad. La Figura 15
muestra un grdfico de barras en el que se describenlos valores de
absorbencia -medida a 260 nm- de las fracciones de ADN de C. mus-
culinus eluidas a diferentes temperaturas. En el mismo grdfico se
puede observar ademds que en la fraccidn correspondiente a los
94 °C -sefialada con una flecha en la figura- eluye mayor cantidad
de material que en las fracciones adyacentes. Este resultado per-
mite suponer que la fraccidén de ADN que eluye a 94 °C estd enrique-
cida en el componente termoestable detectado por el método anali-
tico.

La suma de los valores de absorbencia permitié la construccidn
de una curva acumulativa (Figura16 ), a partir de la cual se esti~-
mé el valor de Tm para el ADN total. Este valor resultd de 85,8°C,
concordante con el obtenido por el método analitico.

Por otro lado, la cuantificacidén porcentual del componente ter-
moestable -que abarcaria las fracciones eluidas entre 93 y 99 °c
inclusive- indicaria que éste constituye aproximadamente un 10 %
del ADN total. El valor calculado a partir de los grdficos de des-
naturalizacidn térmica analitica sugiere que el componente repre-
sentaria el 9,8 £del ADN total,.

Este material -aislado por la técnica de elucidén térmica- es

el empleado en los estudios que se detallan a continuacién.

Cinética de reasociacidn del componente termoestable
Las muestras eluidas a 60, 85 y 9400, sefialadas con flechas en




lefda a 260 nm

)

( D.0.

Densidad Optica

S
T4

0,47 : \r

0,24

F———-—-4

60 65 70 75 80 85 90 95 99

‘TEMPERATURA (°C ) e
Figura 15. Grdfico de barras del ensayo de elucidén térmica del
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Figura 16. Curva acumulativa con la suma de los valores de absor-
bencia correspondientes al ensayo de la Figura 15.

A partir de esta curva se estimé el valor de Tm para el ADN total.



la figura (f 60, £85 y f 94, respectivamente), luego de haber sido

dializadas contra BF 0,12 M se sometieron a ensayos de cinética de

reasociacién en espectrofotdmetro. Este estudio tuvo por objeto la
comparacidn cualitativa de los niveles de reasociacidén alcanzados

por muestras con diferente grado de termoestabilidad y en particu-
lar, la comparacidn de f 85 -constituyente del ADN de banda princi-
pal- con f 94 -integrante del componente termoestable.

La Figura 17 muestra el grdfico de las cinéticas de reasociacién
de las tres fracciones mencionadas. Los ensayos se continuaron has-
ta alcanzar un valor de Cot de 0,3 Mseg. Los valores de reasocia-
cién alcanzados para Cot = 10-1M seg fueron 2,2; 6,3 y 12,0% para
f 60, £85y f 94 respectivamente.

Si bien los datos cinéticos sugieren claramente que el componen-
te termoestable posee secuencias con mayor nimero de copias, para
conocer cudl era la precisidén de los apareamientos ocurridos a va-
lores de Cot bajos, luego de reasociar f 60, £85 y f 94 hasta Cot
0,3 M seg se las desnaturalizd en espectrofotdmetro. Los valores de
Tm e hipercromicidad correspondientes a estos ensayos se presentan
en la TABLA IX.

TABLA IX
FRACCION Tm (°C) H (%)
f 60 76,0 4,9
f 85 74,0 8,0
f 94 78,5 18,1

Estos valores han sido calculados a partir de los datos experi-
mentales de desnaturalizacidén térmica. Dado que el valor de Tm en
BF O,12b4(Na+==0,18bU para el ADN nativo de Calomys musculinus es
86,000, el ATm con respecto a £60, £85 y £94 es de 10, 12 y 7,5
°¢c respectivamente. Si bien el ATm estd directamente relacionado

con el grado de imprecisidén del apareamiento de las secuencias rea-
sociadas (Britten & Kohne, 1968) f 85 exhibe un valor mayor de A Tm
que el que podria correlacionarse con la asimetria de los perfiles

de desnaturalizacién experimentales (grdficos no mostrados). Por
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Figura 17. Cinética de reasociacidén en espectrofotdmetro hasta
Cot 0,3 M seg de las fracciones eluidas a 60, 85 y
94 °C (£60, £85 y £94), sefialadas con flechas en 1la

Figura 15.
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otro lado, los valores de hipercromicidad sugieren un nivel de re-
asociacién mayor en f 94, intermedio en f 85y menor en f 60, coinci-
diendo con los datos cinéticos.

En la Figura 18 se observan los perfiles de las derivadas numé-
ricas de los datos experimentales de desnaturalizacidén térmica.
Puede observarse que tanto f 60 como f 85 denotan una marcada hete-
rogeneidad y que la dltima pone de manifiesto una asimetrfa en la
distribucibén que se refleja en un valor mayor de A Tm al exhibido
por f 60. E1 perfil correspondiente a f 94 muestra una relativa ho-
mogeneidad con respecto a las otras fracciones, destacdndose ade-
mids la presencia de componentes termoestables discretos. Esto su-
giere que las secuencias de nucledtidos integrantes de esta frac-

cidén reasociaron con mayor precisidn que las restantes.

Presencia del componente termoestable en especies relacionadas

Con el objeto de detectar la presencia de componentes parcial
o totalmente homélogos al anteriormente mencionado, en ADNs de
cricétidos filogenéticamente relacionados, se empled la técnica
de hibridacidén sobre puntos o "Dot Blot".

Se adsorbieron sobre filtros de nitrocelulosa (NC) cantidades
crecientes de ADN total (entre 5 y 160 ng) de las especies filo-

tinas pertenecientes al género Calomys: C. musculinus, C. laucha

y C. calidus, de la especie akodontina perteneciente al género
Akodon: A. molinae y de la oryzomina perteneciente al género Ory-

zomis: O. flavescens.

La Figura 19 muestra el autorradiograma obtenido luego de la
hibridacidén de los ADNs adsorbidos a las membranas de NC con el

32p ADN termoestable de C. musculinus (fraccidn eluida a 94 °c).

La intensa sefial presente sobre todo el rango de cantidades de ADN
de la especie homdéloga y la ausencia casi total en los ADNs de las
otras especies sugiere que este componente es especifico de espe-
cie, ya que ain la forma considerada mds préxima, C. laucha, care-
ce del mismo. En los puntos correspondientes a 80 y 160 ng de ADN
de las otras especies aparece una sefial leve que podria constituir
o bien reasociacidn inespecifica o cierto grado de homologfa, pe-

ro con secuencias de ADN que se hallarian en muy inferior nimero



T $0°C

10 4

2

Oerfveds de A [ Dertveds 40 T ((A/ 4T ) .uh

¢ .
° v e -
(7] 10 80 10 . 100 60 0 0 1 1) 100 €0 0. . 0 » 100

TEXPERAYVRA (%)
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derivacidén numérica de los datos experimentales- de
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El solvente de las muestras es BP 0,12 M,
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Figura 19. Autorradiograma obtenido luego de la hibridacidn de
la fraccidén termoestable del ADN de C. musculinus mar-
cada con 0<32P(iCTP sobre cantidades crecientes de ADN
de C. musculinus (Cm), C. laucha (Cl), C. calidus (Cc),
A. molinae (Am) y 0. flavescens (Of).

Los nimeros 1 y 2 corresponden a muestras independientes de la
misma especie.

Condiciones de hibridacidn: en BLOTTO, a 60 °C, durante 16 h.
Lavados: hasta SSC0,1X, a 60 °C
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de copias que el que presenta el ADN de C. musculinus. La compro-

bacidén de esta Ultima alternativa conduciria a la demostracidn de

una notable amplificacidén de secuencias en la especie mencionada.

Organizacidn, riqueza en GC y metilacidn

Con el objeto de analizar estos aspectos del componente termo-

estable, el ADN de C. musculinus se clivé con varias endonucleasas

de restriccidén. Los fragmentos generados se separaron electroforé-
ticamente, se transfirieron a membranas de NG e hibridaron con el
componente termoestable marcado con 32Pd CTP.

Las Figuras 20 y 21 muestran las fotografias de los geles y 1los
autorradiogramas obtenidos luego de la hibridacidén con el componen-
te termoestable usado como sonda. A partir de los patrones autorra-
diogrdficos obtenidos con tiempos de exposicidn cortos (panel cen-
tral, Figura 20), se puede inferir que s8lo las enzimas Hinf I y
Alu I reconocen secuencias presentes en el componente termoestable.
Esto se basa en la reducida sefial detectable en las zonas de alto
peso molecular en los caminos a y c. Las enzimas Dde I, Rsal y
Hae III, en tanto, reconocen secuencias menos frecuentes en el com-
ponente analizado, poniendo de manifiesto seflales intensas prdxi-
mas a los puntos de siembra adn cuando no es posible detectar fluo-
rescencia en las correspondientes zonas del gel (panel izquierdo).
Con tiempos de exposicidn mayores (panel derecho), las caracteris-
ticas mencionadas se confirman, demostrando que la enzima Alul 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 Dde I y Hae III y de 0,9 para RsaI.

La Figura 21 -equivalente a la anterior- muestra los fragmentos
de digestién generados por otras siete enzimas y los correspondien-
tes autorradiogramas obtenidos luego de la hibridacidén con el com-
ponente en estudio. Con tiempos'de exposicidn cortos (panel central)
se detectaron sefiales restringidas a los puntos de siembra y zonas
de alto peso molecular para cinco de las siete endonucleasas emple-
adas (caminos b, ¢, d, e y f). E1l camino a -correspondiente a la
endonucleasa Eco RI- muestra una senal 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 20. Gel de agarosa 2 % (panel izquierdo) de ADN de C. mus-
culinus clivado con cinco endonucleasas de restriccidn.
Autorradiogramas obtenidos con 12 h (panel central) y
36 h (panel derecho) de exposicidén luego de la hibri-
dacidén de los filtros de nitrocelulosa con el compo-
nente termoestable usado como sonda.

E1l ADN de C. musculinus se clivd con Hinf I (a), Dde I
(b), AluI (c), Rsal (d) y Hae III (e).
Marcador de PM: @#X 174/Hae III.

Condiciones de hibridacidén y lavados iguales a las de

la Figura 19.
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Figura 21. Gel de agarosa 1 % (panel izquierdo) del ADN de C. mus-
culinus clivado con las enzimas de restriccidén mencio-
nadas al pie de la foto. Autorradiogramas correspon-
dientes obtenidos con 12 h (panel central) y 36 h (pa-
nel derecho) de exposicidn, luego de la hibridacién

con el componente termoestable de C. musculinus usado

como sonda.

En este caso se hizo transferencia bidireccional a
filtros de nitrocelulosa.

Condiciones de hibridacidén y lavados iguales a las de

la Figura 19.
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no g -correspondiente a la enzima Taq I -no denota senal alguna.
Para tiempos de exposicidn mds prolongados se confirmaron los re-
sultados anteriores, poniéndose ademds de manifiesto que en el ca-
mino de la enzima Bam HI (b) aparecen sefiales correspondientes a
bandas no multiméricas. En los caminos ¢ y d -Hind III y Ava II,
respectivamente- sd8lo se detectan sefiales en zonas de alto peso
molecular. Los isoesquizdmeros MspI y Hpa II (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 Hpa II (C/CGG) aparece una se-
flal de mayor intensidad que en el de Msp I.La falta de sefal en
este camino podria atribuirse a la abundancia de sitios de recono-
cimiento para Msp I que llevaria a una marcada degradacién del com-
ponente. Del mismo modo, la ausencia de senal en el camino g -co-
rrespondiente a Taq I (T/CGA) indicaria una elevada frecuencia de
esta clase de sitios en el ADN en estudio.

Dado que en el camino correspondiente a Eco RI (Figura 21) apa-
rece una sefial definida en 370 pb se decidid comprobar si esa ban-
da formaba parte del componente termoestable. Con este objeto se
aisldé esa banda a partir de un gel preparativo para marcarla y em-
plearla como sonda. Para este ensayo de hibridacidn se usé la se-
gunda membrana correspondiente a la transferencia bidireccional
de la Figura 21. Por otro lado se pretendia comprobar en el mismo
ensayo si la ausencia de sefial en el camino correspondiente a
Taq I (Figura 21) se debia a un artificio metodoldgico (transferen-
cia ineficaz). La Figura 22 muestra el gel y el autorradiograma
correspondientes a este ensayo. Si el patrén de hibridacidn con
la banda Eco RI coincidiera con el obtenido con el componente ter-
moestable podrfa suponerse que tal banda constitufa 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 tdn-
dem con multimeros desde 370 a 6000 pb (camino a). En tercer lu-
gar se demostrd que la transferencia fue eficaz ya que el camino
correspondiente a Taq I presenta una intensa sefial con multimeros

similares a los de Eco RI. Esto sugiere que los sitios Tagq Iy EcoRI
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Figura 22. El1 mismo gel de agarosa 1% (panel izquierdo) que se
muestra en la Figura 21. Autorradiograma (panel dere-
cho) obtenido luego de la hibridacidén con el fragmen-
to de restriccidén de 370 pb generado por Eco RI en el
ADN de C. musculinus (flecha), aislado del gel y mar-

32p 4 oTP.

En este ensayo se usd el segundo filtro obtenido por

cado con X

transferencia bidireccional.

Condiciones de hibridacidn y lavados iguales a las de
la Figura 19.

Marcador: ADN de fago‘x clivado con Hind III (23,13
9ads 0575 Lrks 2533 2,0 y 056 kpb).



se encuentran muy préximos entre si, puesto que la ubicacidn de
los multimeros generados por ambas enzimas es aproximadamente la
misma. Por dltimo, debe destacarse también la presencia de sefia-
les multiméricas entre 2 y 6 kb en el camino correspondiente a 1la
enzima MspI.

Para confirmar las observaciones mencionadas anteriormente con
respecto a una elevada frecuencia de sitios de reconocimiento pa-
ra TagIl y MspI en el componente termoestable, se realizaron res-

tricciones parciales del ADN de C. musculinus con estas dos endo-

nucleasas., La Figura 23 muestra los geles y los autorradiogramas
correspondientes., Como puede apreciarse, en el ensayo de digestio-

nes parciales de ADN de C. musculinus con Taq I slo aparece una

senal claramente visible en el camino correspondiente a 7,5 min

de incubacidén. A los 15 min esta sefial se ha reducido en forma
marcada, desapareciendo a los 30 min. A tiempos de incubacién ma-
yores la sefial estd ausente. Estos resultados permiten afirmar que
las secuencias heterogéneas constituyentes del componente termoes-

table de C. musculinus presentan una caracteristica en comin: 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 Alul (AG/CT) -que genera un pa-
trén autorradiogrdfico con fragmentos entre 250 y 1000 pb (Figura
20, camino c)- permitirian 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 restriccién del ADN de C. musculi-
nus con Msp I (Figura 23) la sefial de hibridacidén disminuye a medi-
da que aumentan los tiempos de incubacién sugiriendo una elevada
frecuencia de sitios de reconocimiento para esta enzima. Esto de-
muestra un marcado nivel de metilacidén en el componente termoesta-
ble de G. musculinus.

Los patrones autorradiogrificos resultantes del andlisis con

doce enzimas de restricciédn (Figuras 20 y 21) sugieren que este
componente estd constituido por una familia heterogénea de secuen-
cias con un patrén de repeticidén disperso. Esta afirmacidn se ba-

sa en dos observaciones; en primer lugar, los patrones autorradio-
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Figura 23.
Panel superior izquierdo.
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g R

Gel de agarosa 1 % de ADN de C. mus-

culinus digerido parcialmente con Msp I;

a: ADN sin clivar; b: incubado 7,5 min;
c: 15 min; d: 30 min; e: 60 min; f: 120
min; g: Marcador ( A /Hind III).

Panel superior derecho. Autorradiograma obtenido luego de la hibri-

dacidén con el componente termoestable de

G

musculinus.

Paneles inferiores izquierdo y derecho. Similares a los superiores

pero con digestiones par-

ciales realigzadas con Taq I.

Condiciones de hibridacidén y lavados como en la Figura 19.



grificos obtenidos con siete de las doce enzimas utilizadas presen-
tan sefiales de tipo chorreado o "smear" en las que no se detectan
bandas multiméricas; la segunda evidencia experimental proviene
del andlisis 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 organizacidén de repetitivos en tdndenm.

Resumiendo lo dicho anteriormente, la fraccidn termoestable
presenta sitios de reconocimiento para la enzimas:

Taq I (T/CGA)

Hinf I (G/ANTC)

AluI (AG/CT)

Eco RI (G/AATTC)

Bam HI (G/GATTC)

Hpa II (C/CGG)

MspI (C/CGG) y (C/mCGG)
lo que induciria a pensar que las secuencias integrantes de tal
fraccidén no poseen un marcado enriquecimiento en GC. Por otro la-
do, una enzima como Hae III, cuya secuencia de reconocimiento es
100 4 GC (GG/CC) no corta en forma apreciable el ADN gendmico re-

conocible por la sonda.

Estructura del componente termoestable
Como se comentara anteriormente, la elevada frecuencia de si-
tios Taq I (T/CGA) y de sitios Alu I (AG/CT) permiten suponer que

las secuencias presentes en el componente termoestable de C. mus-

culinus poseen zonas de tipo repetitivos invertidos. De acuerdo

a que las secuencias invertidas sean adyacentes a las secuencias
directas o estén separadas de aquéllas, podrdn generar distinto
tipo de estructuras luego de la desnaturalizacidén y posterior re-
asociacidén, segin el esquema de la Figura 24.

Para la reasociacidn de ADN a tiempo cero 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") estard

determinada por la existencia de secuencias separadoras entre los
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repetitivos directos y los invertidos. En caso de ser estas secuen-
cias adyacentes sdlo se espera la formacidn de un tallo; en cam-
bio, si las secuencias se encuentran separadas se esperard una es-
tructura de tipo "stem loop". En este dltimo caso el "loop" esta-
rd constituido por una dUnica cadena polinucleotidica.

Con el objeto de analizar la formacidén de estas posibles estruc-
turas se disefiaron una serie de experimentos basados en el empleo
de nucleasa S 1. Esta enzima nucleolitica, en condiciones adecuadas,
actia especificamente sobre segmentos monocatenarios de ADN, sien-
do ademds particularmente activa en las zonas de transicién ADN B
~—» Z. Inicialmente estos ensayos tendieron a detectar la presen-
cia de estructuras de tipo tallo - rulo en el ADN nativo.

Como sustrato de S1 se empled ADN de C. musculinus, previamen-

te clivado con Hind III. Dado que el componente termoestable no pre-
senta sitios de reconocimiento para esta enzima, su empleo permi-
tié reducir el tamafio total del ADN, disminuyendo asi posibles se-
flales autorradiogrdficas inespecificas. Se trataron 2 ug de ADN

con 0,1, 1, 10 y 100 U/ml de S 1. Para controlar la actividad enzi-
mética se desnaturalizaron 2 ug de ADN de la misma especie a 100 °¢
durante 10 min y se dejd enfriar la muestra en el mismo bafio; pos-
teriormente se la tratd con 100 U/ml de S1 a 37OC durante 1 h.

La Figura 25 muestra el gel y el autorradiograma, luego de la
hibridacidén con el componente termoestable marcado radiactivamen-
te. De acuerdo con los patrones observados podemos considerar que
esta metodologia no permite detectar zonas monocatenarias ni regio-
nes de transicién ADN B ——> 7. Sin embargo no es posible descartar
la existencia de estas estructuras hasta que no se empleen técni-
cas mds sensibles (v.g. electroforesis en geles de poliacrilamida,
electrotransferencia y posterior hibridacién con la sonda de inte-
rés).

Un hecho a destacar es que en el camino correspondiente al con-
trol de actividad enzimdtica (camino f en la Figura 25), si bien
en el gel se ve una digestidén aparentemente total, en el autorra-
diograma aparece una sefial muy intensa prdxima al punto de siembra,
a la misma altura que para las otras muestras, con un tamafio de

fragmento préximo a los 23 kpb.
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Figura 25.
Panel izquierdo. Gel de agarosa 1,5 % de ADN de C. musculinus di-

gerido con Hind III y tratado con diferentes con-
centraciones de nucleasa S 1:
a: 0,1 U/ml; b: 1 U/ml; e 10 U/ml; d: 100 U/ml:
e: sin S1; f: ADN nativo desnaturalizado, trata-
do con 100 U/ml de S1; g: ADN nativo tratado con
100 U/ml de S 1;
m: Marcador (A /Hind III + @X 174/Hae I11).

Panel derecho. Autorradiograma luego de la hibridacidén con el com-

ponente termoestable de C. musculinus.

Condiciones de hibridacién y lavados como en la

Figura 19.
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Esta observacidn planted dos posibles alternativas:

a. ¢l ADN termoestable no se desnaturaliza bajo las condicio-
nes empleadas {100 °C, 10 min) o,

b. una vez desnaturalizado reasocia muy rdpidamente, restauran-
do su condicidn bicatenaria.

Con el objeto de probar alguna de estas alternativas se desna-
turalizaron a 100 °C, durante 10 min, cuatro muestras de 2 ug cada
una. Una de ellas se congeld al concluir el tiempo de desnaturali-
zacién; las demds se incubaron 1, 5 y 30 min a 60 °C respectivamen-
te y luego se congelaron. Posteriormente cada muestra se tratd con
100 U/ml de nucleasa S 1, durante 14 a 37°C. Los productos de las
digestiones se separaron electroforéticamente en geles de agarosa
y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa. Para la hibrida-

cidn se usd como sonda el componente termoestable de C. musculinus.

La Figura 26 muestra la electroforesis y el autorradiograma obte-
nidos. Se incluyeron en el mismo ensayo los tratamientos con con-
centraciones crecientes de S 1 usando como sustrato ADN de C. mus-
culinus clivado con Hind III.

Como puede observarse, el componente termoestable se desnatura-
liza y reasocia a tiempos muy cortos, lo que confirma la segunda
alternativa inicialmente planteada. A los 30 min de incubacidn se
reestructura como un componente de gran tamano, 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" -dada la imposibili-
dad de detectar productos de digestidn de tamafio pequefio- permite
demostrar que las secuencias integrantes del componente termoesta-
ble presentan una organizacidn tal que al reasociar generan una
estructura de gran tamafio aparente. Podria tratarse de una red com-
pleja aunque resulta improbable por el corto tiempo de reasocia-
cibén; es mds 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 permitid confirmar el eleva-
do grado de repeticidn de las secuencias integrantes del componen-

te termoestable, previamente establecido por estudios de cinética
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Figura 26.
Panel izquierdo. Gel de agarosa 1 % de ADN de C. musculinus,

analizado con nucleasa S 1.

a, b, ¢, d: ADN desnaturalizado a 10000,10 min

e incubado a 60 °C distintos tiempos; a: sin incu-
bari b e man s S5 ming dis 20 man

1

e, f, g, h, i: ADN de musculinus previamente

J .

clivado con Hind III y tratado luego con concentra-
ciones crecientes de nucleasa S 13 e: sin S1; f:
1 U/ml; g: 10 U/ml; h: 100 U/ml; i: 1000 U/ml.
j+ ADN nativo.
Marcador: ADN de fago‘A digerido con Hind IIT.
Panel derecho. Autorradiografia obtenida luego de hibridar con el
componente termoestable.
Condiciones de hibridacién y lavados como en la

Figura 19.
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de reasociacidén. Asimismo, la reestructuracién de una "superestruc-
tura" de alto peso molecular aparente luego de la reasociacidn y
tratamiento con nucleasa S 1, es concordante con los resultados ob-
tenidos durante los experimentos de desnaturalizacidén térmica del
componente termoestable, eluido a 94(%3,previamente reasociado has-

1

ta Cot 0,3 Mseg (12 #de reasociacién para Cot 10” ' Mseg).

Localizacidn cromosdémica del componente termoestable

La técnica de hibridacién "in situ" permitidé a Pardue y Gall
(1970) localizar cromosémicamente el ADN satélite de M. musculus.
Estos autores demostraron que las secuencias integrantes de esa
fraccién se ubican en la regidén centromérica de todos los cromo-
somas del complemento, siendo esta localizacidn coincidente con
la zona de heterocromatina constitutiva detectable por bandeo C.

En este trabajo, el empleo de la técnica de hibridacidn "in
situ" tuvo por objeto poner de manifiesto la localizacidén cromo-
sémica de las secuencias componentes de la fraccidén termoestable
de C. musculinus. Las dos sondas usadas -fraccién elufda a 94 °C
y ADN altamente repetido (Cot 0,1 M seg) marcados con 344 TTP y
3Hd CTP- se hibridaron sobre cromosomas metafdsicos de C. muscu-

linus (hibridacidén homdloga).

En la Figura 27 a se muestra el patrdn de hibridacidn para el
componente termoestable. Como puede observarse, hay una gran con-
centracién de granos de plata en prdcticamente todo el complemen-
to cromosdémico -con excepcién de un par de metacéntricos pequefios
(sefialados con flechas)- y la localizacidn de los mismos es neta-
mente centromérica.

En la Figura 27 b la sonda empleada para la hibridacidn "in si-
tu" fue ADN altamente repetido. En este caso, al igual que en el
anterior, hay marcacidn especifica en casi todos los cromosomas
pero la localizacidn es en algunos casos centromérica y en otros
secundaria intercalar, en brazos cromosémicos. Dado que a este
valor de Cot el componente termoestable es capaz de reasociar, la
localizacidén centromérica es compatible con la de la Figura 27a,
en tanto que la marcacidn dispersa podria corresponder a secuen-

cias menos repetidas, presentes en la sonda como "secuencias con-



=121 -

“

o0}
(@)

. Hibridacidén "in situ" del 3H ADN termoestable de C.

musculinus sobre una metafase de C. musculinus.
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Figura 27.

b. Hibridacidén "in situ" de 3HADNde C. musculinus rea-

sociado a Cot 0,1 M seg sobre una metafase de C. mus-
culinus.

c. Patrén de bandas C en una metafase de C. musculinus.




taminantes",
La Figura 27 c¢ muestra una metafase de C. musculinus con ban=-

deo C. Excepto un par de metacéntricos pequefios (sefialados con
flechas) todos los cromosomas presentan bandas C de ubicacién cen-
tromérica, indicativos de presencia de heterocromatina constituti-
va. Aunque no es posible afirmarlo, puede suponerse que el par de
metacéntricos carentes de bandas C corresponde al carente de mar-
cacidn en el ensayo de hibridacidén "in situ" con el componente
termoestable (Figura 27a).

Si bien el componente en estudio no presenta algunas de las
caracteristicas habituales de los ADNs satélites -secuencias re-
petidas dispuestas en tdndem, deteccidn en gradientes de densi-
dad- su distribucidén cromosdmica permite suponer que se trate de
un ADN satélite criptico. Por otra parte, la coincidencia entre
los patrones de bandeo C y los de hibridacién "in situ" con este
componente sugieren que las secuencias integrantes del mismo for-

man parte de la heterocromatina constitutiva.



CAPITULO III

En el primer capitulo se analizaron los resultados obtenidos du-

rante la caracterizaciédn del ADN de las especies Calomys musculinus

y Calomys laucha, poniéndose de manifiesto similitudes y diferencias

en cuanto a las propiedades fisicoquimicas del mismo y a la organi-
zacién del genoma de las dos especies comparadas. El segundo capitu-
lo incluye la descripcidn de los resultados obtenidos en la caracte-
rizacién molecular del componente termoestable presente en el ADN de
C. musculinus. Las metodologias usadas en los dos capitulos pueden

considerarse estadisticas y estdticas; los resultados presentados en
el primer capitulo hicieron posible la comparacidn "por analogia" de
los ADNs de 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 estadisticos y dindmicos y los resultados obteni-
dos permiten estimar niveles de homologia entre las secuencias de ADN
de las especies comparadas.

Las técnicas de hibridacidén ADN-ADN fueron 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 (Mc Carthy & Bolton, 1963),
plantas (Bendich & Mc Carthy, 1970; Miksche & Hotta, 1973) y animales
(Hoyer et al., 1965; Laird & Mc Carthy, 1968; Walker, 1968). Estos tra-
bajos son de gran importancia tanto desde el punto de vista metodo-
1l6gico como conceptual y los resultados obtenidos reflejan fundamen-
talmente el grado de homologia de las secuencias repetidas. En estos
experimentos se empleaba ADN total tanto de la especie "trazadora™
-marcada radiactivamente- como de la "“conductora" -cuya homologia
con la anterior se deseaba establecer-; bajo las condiciones experi-
mentales empleadas las reasociaciones heterélogas se producian esen-
cialmente entre las secuencias repetidas presentes en los ADNs ana-
lizados (Shields & Strauss, 1974). En 1968 Britten y Kohne demostra-
ron que el ADN eucariota se encuentra organizado en familias con di-

ferente grado de repeticién, mds un componente de secuencias de copia
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Unica y sugirieron que las secuencias repetidas presentan una mayor
variabilidad que las secuencias de copia Unica - entre las cuales

se encuentran las constituyentes de los genes estructurales. Sobre
esta base -mayor variabilidad de las secuencias repetidas- los estu-
dios tendientes a aclarar relaciones filogenéticas por técnicas de
hibridacién ADN-ADN se restringieron a comparar secuencias de copia
Unica (Kohne et al., 1971; Hoyer et al., 1972).

Posteriormente, la disponibilidad de herramientas analiticas pro-
venientes de las técnicas de ADN recombinante hizo que los evolucio-
nistas moleculares volcaran nuevamente su atencién sobre el ADN re-
petido. Si bien se consideraba que este ADN era sumamente variable
bajo presiones selectivas fuertes (Britten & Kohne, 1968), posterior-
mente se comprobd que ciertas secuencias repetidas presentan un gra-
do de conservacidn 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, 1la 1lo-
calizacidén cromosdémica de las secuencias repetidas -fundamentalmente
centromérica o telomérica- llevé a considerarlas potencialmente in-
volucradas en fendmenos de plasticidad cromosdmica (Flavell, 1982),
como posibles determinantes de la arquitectura nuclear (Manuelidis,
1982) o como probables responsables del establecimiento de barreras
precigbticas en procesos de especiacidn (Fry & Salser, 1977).

Este capitulo trata del estudio de homologias entre ADNs de espe-
cies pertenecientes a diferentes géneros de cricétidos con distribu-
cién argentina. Con este objeto se extrajo ADN de cinco especies re-
presentantes de tres tribus de roedores cricétidos con diferente gra-
do de especializacidén. Las tribus elegidas fueron: Oryzomyini -como

la mds primitiva- y dentro de ésta la especie Oryzomys flavescens,

Akodontini -con un nivel de especializacién intermedio- con la espe-

cie Akodon molinae y Phyllotini -con mayor nivel de especializacién-

y las especies Calomys musculinus, C. laucha y C. calidus.

Por otro lado, dado que estos roedores presentan nilimeros cromosé-
micos muy variables, se intentd 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-

cién desde estadios primitivos hacia estadios evolucionados se co-



rrelaciona con una reduccidén en el numero diploide. Asi, los expe-
rimentos disefiados para analizar el grado de homologia entre ADNs
repetidos permitieron también investigar la correlacidén entre ni-
mero diploide y niveles de homologia entre secuencias repetidas de
las especies comparadas. La TABLA X resume algunas caracteristicas

cariolbégicas de los roedores analizados:

TABLA X
TRIBU ESPECIE 2n BANDAS C
Phyllotini C. musculinus 38 +++++
C. laucha 64 +
C. calidus 48 ++
Akodontini A. molinae 42 +
Oryzomyini 0. flavescens 60 +++

El estudio se realizdé empleando la técnica de hibridacidn sobre
puntos ("Dot Blot", Kafatos et al., 1979). Muestras de ADN total de
cada una de las cinco especies fueron adsorbidas a membranas de ni-
trocelulosa en cantidades de 1, 5, 10, 20, 40, 80, 160 y 230 ng.
Posteriormente se hibridaron con sondas de ADN total de cada una de
las cinco especies -en ensayos separados- marcadas cond32P(iCTP. Es
decir, los ADNs de 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 - SSC 6X
y se incubaron a 60 °C durante 12-14 h. Los lavados se efectuaron
hasta alcanzar una concentracidén salina relativamente estricta, SSC
1X, manteniéndose la temperatura de los mismos en 60 °c. Bajo las
condiciones empleadas -concentracidén salina de los lavados, tempera-
tura de incubacidn y cantidades de ADN adsorbido a las membranas-
sélo cabe esperar la hibridacidén de secuencias repetidas. Las mem-
branas hibridadas, luego de lavadas, se expusieron a placas radio-
grificas -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 sefial de hibridacidn entre el ADN fijado a las
membranas y la sonda de ADN marcado radiactivamente (ADN+) de ca-
da una de las especies. El empleo de cantidades crecientes de ADN
adsorbido a las membranas (1 a 230 ng) permitié una visualizacién
mis clara de los resultados, haciendo posible no sélo el andlisis
cualitativo de los mismos sino también una evaluacidn estadistica
de los porcentajes de hibridacidén 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 homélogas -ADN fijado de
cada especie hibridado con ADN+ de la misma especie- exhibieron
las sefiales mds intensas. El andlisis cualitativo de los autorra-
diogramas permitidé poner de manifiesto las siguientes observacio-
nes:

ADN+ de Calomys musculinus: sefial de hibridacidén intensa con el

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

ADN+ de Calomys laucha: senal intensa con el ADN de C. musculi-

nus, algo mds tenue con el de C. calidus y comparativa-

mente mucho menor con los de A. molinae y 0. flavescens.

ADN+ de Calomys calidus: sefial de hibridacidn semejante con las

otras dos especies de Calomys y comparativamente mucho

menor con los de A. molinae y O. flavescens.

ADN+ de Akodon molinae: sefial de hibridacidn intensa con las tres

especies de Calomys y mds tenue con el ADN de 0. flaves-
cens.
ADN+ de Oryzomys flavescens: sefial de hibridacidn semejante con

los tres ADNs de Calomys y mds tenue con el ADN de A.
molinae.
El anilisis 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 mds

marcada entre C. musculinus y C. laucha. Por otro lado, los re-
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Figura 28. Autorradiografia de los ensayos de hibridacién de las

sondas de ADN total + de cada una de las cinco espe-

cies de roedores comparadas: C. musculinus (Cm), C.

laucha (Cl), C. calidus (Cc), A. molinae (Am) y O.

flavescens (0f), sobre ADN gendmico total homdélogo y

heterdlogo.

Las hibridaciones se llevaron a cabo en BLOTTO - SSC 6X y se incu-

baron a 60 °C durante 12-14 h. Los lavados se efectuaron hasta

SSC 1X, a 60 °C. Las placas radiogrdficas se expusieron a tempe-
ratura ambiente durante 16 h.



sultados obtenidos en el ensayo en el que se empleé ADN+ de A.
molinae son llamativos, ya que el grado de hibridacidn entre
esta sonda y los ADNs de Calomys es particularmente intenso, en
tanto que en los en que se emplearon los ADNs+ de los Calomys
las senales producidas sobre el ADN fijado de A. molinae presen-
tan una intensidad notablemente menor. Una situacién semejante
pudo observarse en los ensayos en los que se usaron sondas de
los Calomys y material fijado de Oryzomys y los ensayos recipro-
cos, aunque en éstos las diferencias entre las hibridaciones no

son tan marcadas como en el caso de Calomys x Akodon.

La cuantificacidén de las cpm incorporadas en cada punto de
hibridacidn permitid por un lado la confecciédn de curvas de in-
corporacién de cpm en funcidn de las cantidades de ADN adsorbido
a la membrana (Figura 29) y por otro el andlisis cuantitativo de
los resultados. Para estimar el grado de homologfa, se consider§
como el 100 % de homologia a los valores de cpm de los puntos de
hibridacién homdloga -para cada una de las cantidades de ADN fi-
jado- y a partir de estos valores se establecieron los porcenta-
jes de hibridacidén de las otras especies (hibridaciones heterdlo-
gas).

La TABLA XI resume, bajo la forma de una matriz de datos, los
resultados obtenidos durante los ensayos de hibridacidén sobre
puntos. Los valores mostrados constituyen los promedios obtenidos
a partir de los porcentajes de hibridacidn alcanzados para cada
una de las ocho cantidades de ADN de cada especie. Se puede ob-
servar que, salvo en el caso de hibridaciones entre los ADNs de
los Calomys, las hibridaciones reciprocas no son comparables (con-
siderando como hibridaciones reciprocas 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 ADN fijado de A. molinae,
en los que sdlo se detecta un 2-3 % de hibridacidén. En cambio, en
el ensayo con ADN+ de A. molinae sobre los ADNs fijados de Calo-
mys, los niveles de hibridacidén son notablemente mayores =-entre
62 y 65 %-.La falta de reciprocidad también fue advertida entre
los ADNs de Calomys y el de Oryzomys flavescens, aunque en este
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Figura 29: Grédficas de incorporacidén de epm en funcidn
de las cantidades de ADN adsorbido a las
membranas. A.- Empleando como sonda los ADNs
gendmicos de cada una de las especies de Calo-
mys. (C.m:?, C.1:2 y C.c:3). B.- Usando como
sonda A.m:4 y O.f: 5. Los trazados de las cur
vas se identifican mediante el mismo cédigo de
nimeros. Ambas figuran representan el log cpm
en funcidén de ng de ADN adsorbido.



*(3u o€z - L) *ofevsus BPEO 8P SS8JIOTBA @
soT op ITqaed B OpTOeTQqBISs ongy ugTowIedmod BPBO Op PIBPUBGS Joxid Te K orpemoad TF

00L L0 + 02 80 + ¢ Lz + G0 + € J 0
L€ + 9 00L €T + € LL + ¥ A T vy
9L + 6L 6C + 79 00l 6L + €1 A4 5 D
6L + YL 2L + $9 2L ¥ 2L 7€ ¥ 001l €2 + €€ T 90
L8 + 6L S€ ¥ 19 $‘G + 0L LS + LY 001l T )

I 0 oy 5 D T 0 LI

dioP d - NAV

IX VIVl

0pTqIOSPB NJVY



caso la situacidén no es tan marcada.

Este tipo de experimentos permitié evaluar el nivel de homolo-
gia entre los ADNs repetidos de las cinco especies de cricétidos
estudiadas. Dada la naturaleza de las secuencias analigzadas, los
resultados presentados no sélo reflejan el grado de homologfa en
los ensayos heterdlogos, sino también ponen de manifiesto posi-
bles eventos de amplificacidén de secuencias acaecidos en algunos
de los genomas estudiados. La falta de reciprocidad de los expe-
rimentos que involucran comparaciones supragenéricas sustentarian
tal posibilidad.

La evaluacidén grédfica de los resultados cuantitativos se efec-
tud a partir de la construccién de dendrogramas. L& Figuras 30 Ay B
muestranlas representaciones grdficas basadas en las comparacio-
nes entre el ADN+ de una de las especies y los ADNs fijados de
todas las especies consideradas -columnas de la matriz- (Fig. 30
parte A ), asi como considerando el ADN de 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 ambos casos 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 ADNs de Calomys y el de

Akodon molinae, cuando éste se emplea como sonda, sugieren una

homologia diferencial surgida durante eventos de amplificacidn
de secuencias en el ADN de Calomys, a partir de secuencias exis-
tentes en el genoma de los akodontinos, en particular en el de
A. molinae.

Con el objeto de evaluar en forma global los resultados de hi-
bridacidén, los valores presentados en la matriz de datos (TABLA
XI) fueron promediados, unificando asi los valores porcentuales
de los ensayos y sus reciprocos (((% ADN+ A x ADN B) + (% ADN A 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 C. laucha, C. calidus y Akodon molinae y, alejado de es-

tos grupos Oryzomys flavescens.
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Figura 30:

Representacidn grdfica de los porcentajes
de hibridacidén de nitrocelulosa, con sondas
de ADN gendmico de cada una de las cinco
especies marcadas con 32P dCTP. A.- Con-
siderando los porcentajes de hibridacidén ge
neradas por cada una de las sondas, C. m +,
C. 1+, C. ¢+, A. m +, O.f +. B.- Andlisis

considerando el ADN de cada una de las cinco

especies hibridado con todas las sondas. La
barra superior indica el % de hibridacién
(0 - 100 %).
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Representacidn grifica de los resultados
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Figura
de hibridacién analizados por el método

de ligamiento promedio. La barra superior

indica el grado de hibridacién (entre O y

100 %).
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Los datos presentados no permiten correlacionar el nimero di-
ploide (2n) ni la abundancia relativa de heterocromatina consti-
tutiva -detectable por bandeo G- con el nivel de homologia de las
secuencias repetidas. El mayor grado de homologia entre secuencias

repetidas se detectd entre los ADNs de Calomys musculinus y C. lau-

cha; la primera especie posee un 2n =38y bandas C muy abundantes
en tanto que la segunda presenta un 2n= 64 y bandas C muy esca-

sas. La homologia entre Calomys calidus y cualquiera de las otras

especies de Calomys es menor que la exhibida entre aquéllas; C.
calidus presenta un 2n = 48 y bandas C que podrian considerarse

intermedias entre C. laucha y C. musculinus.

Como se menciond anteriormente, la técnica de hibridacidén "in
situ" permite la localizacidn cromosémica de determinadas secuen-
cias en estudio. La aplicacidn de esta metodologia permitid 1la
comparacidn cualitativa de los resultados obtenidos en los expe-

rimentos de hibridacidn sobre filtro de los ADN+ de Calomys mus-

culinus y Akodon molinae con los de hibridacién "in situ" en los

que se emplearon como sonda ADN reasociados hasta Cot=0,1 Mseg
de ambas especies marcados radiactivamente. Los ensayos efectua-
dos incluyeron hibridaciones homdlogas como control (Am+ x Am y
Cm+ x Cm), ademds de las heterdlogas (Cm x Am+ y Am x Cm+). La eva-
luacidn cualitativa de la concentracién de granos de plata sobre
las preparaciones metafdsicas permite establecer valores de hi-
bridacidén diferenciales. La Figura 32 muestra los patrones de hi-
bridacién "in situ" homélogos (controles) y heterd8logos. Si bien
puede apreciarse que en los ensayos heter8logos los cromosomas
muestran una considerable concentracidén de granos de plata, en

las metafases de C. musculinus hibridadas con ADN repetido de A.

molinae esta acumulacién es particularmente importante, con lo-
. » & ’ - . ’ . . -

caligacion centromérica o pericentromérica, coincidente con la

observada en ensayos homélogos. En hibridaciones de ADN+ de C.

musculinus sobre metafases de A. molinae la concentracidén de gra-

nos de plata es menor a la del ensayo homdlogo (Am x Amt) y la
distribucidn es dispersa en ambas. Dada la naturaleza de estos
ensayos, no resulta posible comparar los datos cuantitativos ob-

tenidos por hibridacién sobre filtros con los cualitativos aqui
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Figura 32: Hibridaciones "in situ" sobre metafases de las

especies Calomys musculinus y Akodon molinae.

Como sonda se emplearon fracciones altamente repe
tidas de ADN (Cot 1071 M.seg),de ambas especies.
A. metafases de A. molinae hibridadas con ADN 3H

homélogo. B. A. molinae hibridado con ADN 31 he-
terélogo (C. musculinus). C. C.musculinus hibri-

dado con A. molinae 3H. D. C. musculinus hibrida

3y.

do con C. musculinus




presentados; sin embargo, puede destacarse que ambas especies
comparten cierto grado de homologia y que si bien las secuencias
de ADN repetido presentes en C. musculinus se encuentran agrupa-

das en zonas centroméricas y pericentroméricas, en Akodon molinae

la distribucidn 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 ADNs de copia tnica, efectuadas en solucidén y el poste
rior andlisis de la estabilidad térmica de los hibridos formados

Estos autores comentan en el mencionado trabajo que los resulta-
dos obtenidos con secuencias de copia Unica son concordantes con
los logrados por el andlisis de secuencias repetidas de los mis-
mos organismos. Sobre esta base y con el objeto de efectuar una
comparacién similar, se realizaron ensayos de hibridacién de se-
cuencias de copia dnica en solucidén. En éstos se incluyeron ADNs
de por lo menos una de las especies de cada tribu analizadas por
hibridacidn sobre filtros. Como sonda trazadora se usbé ADN de co-
pia Unica de una especie diferente de las utilizadas previamente:

Akodon xanthorhynus. Las especies comparadas en este ensayo son

las siguientes:

TRIBU ESPECIE
Oryzomyini Oryzomys flavescens
Akodontini Akodon xanthorhynus

Akodon molinae

Bolomys obscurus

Phyllotini Calomys musculinus

La eleccidén del ADN trazador mencionado residid en el interés
de comparar el grado de homologia con un organismo diferente de
los incluidos en los ensayos previos y préximo taxondmicamente a

Akodon molinae. Este andlisis -mediado por una referencia "exter-

na" o "outgroup"- permitiria inferir las posibles relaciones fi-

logenéticas, basadas en las homologias de secuencias de copia Uni-



ca, entre las especies cuyos ADN fueron analizados.

Para los ensayos de hibridacidén en solucidn se mezclaron en
relacidén 1:5000 ADN trazador:ADN conductor, tanto de la especie
homéloga como de las heterdlogas. Estas muestras, luego de diso-
ciadas y reasociadas hasta Cot = 15000 M seg fueron sometidas a
desnaturalizacién térmica en columnas de hidroxiapatita. Las
fracciones eluidas a cada temperatura (desde 60 hasta 9500, con
incrementos de 5 °C cada vez) fueron analizadas por conteo de cen-
telleo 1liquido, permitiendo la construccién de curvas acumulati-
vas (% cpm en funcidn de T °C), a partir de las cuales puede ob-
tenerse el A Tm, uno de los parémetros necesarios para estimar
grado de homologia. La determinaciédn de A Tm requiere que se dis-
ponga de la curva de estabilidad térmica del ensayo hombélogo, en

este caso A. xanthorhynus x A. xanthorhynus, cuyo valor de Tm co-

rresponderd al 100 % de homologia. Los A Tm se calculan como la
diferencia entre el Tm homélogo y cada uno de los heterdlogos.
Bonner et al. (1973) demostraron que -en hibridos heterdlogos-

una disminucidén de Tm de 1°C indica un 1 % de sustitucidn de nu-
cledtidos. La Figura 33 muestra las curvas acumulativas de por-
centaje de cpm eluidas en funcidén de la temperatura para los cua-
tro ensayos heterélogos, incluyéndose en cada uno la curva corres-
pondiente al ensayo homélogo. En la TABLA XII se resumen los va-
lores de Tm y ATm asi como los de porcentaje de sustitucidn de

nucledtidos para cada especie comparada:

TABLA XII
ESPECIE Tm ATm ¢ 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
Oryzomys flavescens 70,0 2,0 2,0
Calomys musculinus 69,5 2,5 2,5
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Estos resultados sugieren una mayor homologia -en términos de
secuencias de ADN de copia Unica- entre las especies congenéri-
cas de Akodon, en segundo lugar con la especie B. obscurus -tam-
bién akodontina-, en tercer lugar con el oryzomino 0. flavescens

y finalmente con el filotino C. musculinus.

Los resultados obtenidos ponen de manifiesto por un lado la
notable conservacién de secuencias de copia Unica entre los cri-
cétidos analizados y por otro la falta de coincidencia entre los
patrones de homologia de ADN de copia Unica y de ADN repetido.
Los niveles de homologia entre las secuencias de copia dnica -con

respecto al "outgroup"- sugieren que A. molinae y O. flavescens

estarian mds préximos que C. musculinus. La marcada estabilidad

térmica de los hibridos refleja una elevada homologia de las se-
cuencias estudiadas, situacidén 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-

1l6gicos-, de aproximadamente 6 a 8 millones de afios.
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CAPITULO I

Los resultados obtenidos durante la caracterizacién del ADN de
las especies Calomys musculinus y Calomys laucha ponen de manifies-

to ciertas similitudes y diferencias en el material genético de am-
bas especies.

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

Sin embargo, por el momento no es posible descartar la presen-
cia en el material genético de estas especies de ADNs satélites
cripticos. Estos ADN sat se caracterizan por presentar secuencias
agrupadas con contenido molar porcentual de bases semejante al de
la banda principal y representar una reducida proporcién del ADN
total, 5% como médximo (Arrighi, 1970). El empleo de metodologias
de centrifugacién mds sensibles, basadas en el empleo de sustan-
cias complejantes capaces de unirse en forma selectiva a secuen-
cias ligeramente enriquecidas en uno u otro par de bases, permi-
tirfa confirmar o no la presencia de ADN sat cripticos. Entre es-
tas técnicas podrian citarse el empleo de iones de metales pesa-
dos como Ag+ y Hg++ (Skinner & Beattie, 1973), de antibidticos co-
mo actinomicina D, netropsina o distamicina o de colorantes como
el Hoechst 33258 (Manuelidis, 1977). En caso de existir ADN sat
cripticos, los complejos formados por las secuencias satelitarias
con los ligandos presentardn valores diferenciales de densidad de
flotacidén con respecto a los de las bandas principales , posibi-
litando de esta manera la deteccidn de tales secuencias satelita-
rias.

Los estudios de centrifugacidn realizados con ADNs de otros
roedores cricétidos -filogenéticamente relacionados con los estu-
diados en este trabajo- demostraron por un lado, que el ADN de

cuatro especies de akodontinos (pertenecientes a los géneros Ako-



don y Bolomys) tienen valores de densidad de flotacidén muy seme-

jantes, de alrededor de 1,700 g/cm3, contenido porcentual en G+ C
de 41 % yperfiles de sedimentacidén unimodales y homogéneos (Vidal
Rioja et al., 1979), caracteristicas compatibles con las observa-
das en el ADN de las especies de Calomys aqui analizadas. Por otro
lado, los estudios realizados con ADN de roedores oryzominos per-
tenecientes al género Oryzomys (Vidal Rioja et al., 1987) permi-
tieron demostrar la existencia de un componente satelitario livia-
no (rico en A+ T), en tanto que los valores de densidad de flota-
cibén y contenido de G+ C de.la banda principal coincidieron con
los obtenidos para Calomys y los mencionados para los akodontinos.
Estudios realizados con ADN de roedores cricétidos de América del
Norte demostraron que de veinte especies analizadas, s8lo tres pre-

sentan ADN sat: Neotoma albigula, Cleiterionomys mukuje y Arborimus

longicaudatus. Los valores de densidad de flotacidén de los satéli-

tes de las dos primeras especies mencionadas son cdncidentes (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
componentes satelitarios detectables por la metodologia de centri-
fugacidn isopicnica en gradientes neutros de CsCl.

Mediante los ensayos de desnaturalizacidén térmica pudo estable-
cerse que el valor de Tm de los ADNs de las especies de Calomys es-
tudiadas es de 86,2 °C (en SSC 1 X) y el contenido en G+ C -calcula-
do a partir de este valor- es de 42 %. No obstante esta similitud
en cuanto al pardmetro mencionado, pudo detectarse una clara dife-

rencia entre ambos ADNs. El material genético de Calomys musculi-

nus presenta un componente termoestable con Tm, de 94 °C (8SC 1X)
o 79 °C (SSC0,1X) respectivamente, que constituye alrededor del
10 4 del ADN total de esta especie. En cambio, el perfil de desna-
turalizacién térmica del ADN de Calomys laucha es homogéneo, no

pudiéndose detectar subtransiciones térmicas ni componentes con
mayor o menor grado de termoestabilidad que la del componente prin-
cipal. El1 andlisis molecular del componente termoestable de C. mus-

culinus se discutird 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-
cién en gradientes de densidad de CsCl y los perfiles obtenidos
por derivacidn numérica de los datos experimentales de desnatura-
lizacidén térmica, estos autores sugieren que el dltimo método es
mids 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 deteccidén lograda con los mé-
todos de derivacidn numérica de los datos de desnaturalizacidn tér-
mica reside en la posibilidad de detectar familias de secuencias
con grado intermedio de repeticidén que puedan o no estar agrupadas.
Esto permitirfa explicar la clara diferencia observada entre los
perfiles densitométricos de centrifugacidén y los perfiles de des-

naturalizacidén térmica del ADN de Calomys musculinus y sugeriria

que el componente termoestable de esta especie estd 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 desnaturalizacidn térmica, con ADNs de especies
de akodontinos y oryzominos permitieron demostrar que los miembros
de la primera tribu mencionada presentan perfiles homogéneos de
desnaturalizacién, en tanto que los de la segunda tribu se carac-
terizan por una marcada complejidad. Por otro lado, en estos Ulti-
mos se detectaron picos correspondientes a un ADN sat liviano,.ob-
servado en ultracentrifugaciones analiticas.

El estudio de las cinéticas de reasociacidén de los ADNs de las
especies de Calomys analizadas demostré que, al igual que todos
los eucariotas estudiados hasta el presente, el genoma se organi-
za en familias de secuencias repetidas mds un componente de copia
Unica. La cantidad total de secuencias repetidas en los ADNs de
los mamiferos 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; Lypunova et al.,
1980).

En las especies que nos ocupan, las secuencias de reasociacidn
muy rdpida (Cot<.10—2) representan el 9 y el 6% del genoma haploi-



de de Calomys musculinus y C. laucha, respectivamente, valores con-

cordantes con los establecidos por Ginatulina et al. (1980) para
ADNs de cinco especies de cricétidos del viejo mundo; estos auto-
res reportaron valores comprendidos entre 4 y 7 % del genoma haploi-
de para esta fraccidén. El componente rdpido constituye en C. mus-
culinus y C. laucha el 12 y el 14 %, respectivamente, encontrdndose
representado en la primera especie por 24000 copias y por 12000 en
la segunda. E1 componente lento, en tanto, constituye un 10 y un

17 % del genoma haploide de C. musculinus y C. laucha respectivamen-

te, siendo el nimero de copias en una y otra especie de 67 y 75.
Los componentes de copia Unica difieren tanto en el porcentaje co-
mo en el valor de Cot 4 alcanzado por esta fraccidn; por un lado
C. musculinus presenta un valor de Cot 3 de 2200, en tanto que C.

laucha un Cot 3 de 1500. Esta situacidén sugiere por un lado que las
secuencias de copia Unica de la primera especie presentan una ma-
yor complejidad y por otro que el tamafio del genoma para la misma
es mayor que para (. laucha.

La localizacién del ADN altamente repetido en la heterocromati-
na constitutiva ha permitido a varios autores sugerir una fuerte
correlacidén entre ambos (Jones, 1970; Pardue & Gall, 1970; Hennig et
al., 1970; Corneo et al., 1971). Sin embargo, otros autores como Gi-
natulina et al. (1980) mediante la comparacién de los pardmetros
cinéticos y las caracteristicas carioldgicas -bandeo C en particu-
lar- han descripto excepciones para la correlacidn planteada. Es-

tos autores demuestran que si bien el cricétido Tscherskia tritori,

cuyo complemento cromosdémico presenta abundantes bandas G, exhibe
un alto porcentaje (20 % del genoma haploide) de secuencias de rea-
sociacidén muy rdpida (Cot < 1072), otro cricétido -Cricetus crice-

tus- que también exhibe un alto contenido de bandas C, no presen-
ta un alto porcentaje de secuencias de reasociacidn muy rdpida.

En nuestro caso, Calomys musculinus muestra un contenido elevado

de heterocromatina constitutiva -detectable por bandeo C- y alre-
dedor del 9 % del genoma haploide estd constituido por secuencias
altamente repetidas (Cot <10

cantidades minimas de bandas C y un porcentaje de secuencias alta-

-2). C. laucha, en cambio, presenta

mente repetidas (6 % del genoma haploide) ligeramente inferior al
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de C. musculinus. La situacidén presentada por ambas especies de

Calom&s coincidiria con la postulada por Ginatulina et al. en
cuanto a la falta de correlacidn entre los contenidos en hetero-
cromatina detectable por bandeo C y las proporciones de secuen-
cias altamente repetidas presentes en los genomas haploides de
las especies analizadas.

Los patrones de restriccidn aportaron nuevas diferencias entre
los ADNs estudiados. De las doce endonucleasas de restriccién em-
pleadas, ninguna de ellas generdé patrones de clivaje semejantes

sobre los ADNs de Calomys musculinus y C. laucha. Los patrones se

caracterizan en general por la presencia de un nimero reducido de
bandas, las que por su lado exhiben una intensa fluorescencia, que
indicarfia la presencia de secuencias repetidas o al menos de se-
cuencias con igual longitud flanqueadas por los mismos sitios de
restriccién.

A partir de los patrones generados por los isoesquizdmeros Msp I
y Hpa II pudo establecerse que el nivel de metilacidén es mayor en el
ADN de C. laucha. Por otro lado, la similitud de los patrones ge-
nerados por las endonucleasas Eco RI (G/AATTC) y Dra I (TTT/AAA) so-
bre el ADN de C. laucha sugeriria que los sitios para una y otra
endonucleasa se encuentran muy préximos entre si.

Si bien las especies estudiadas en este trabajo fueron conside-
radas hasta mediados de la década del 60 como formas subespecifi-
cas debido a su gran semejanza morfoldgica, resulta llamativo que
presenten caracteristicas citogenéticas y moleculares -en cuanto
a su ADN- tan dispares. Los cricétidos sudamericanos constituyen
un grupo taxonémico joven en la historia evolutiva del continente
(Reig, 1980), pudiendo considerarse que ain estdn experimentando
un intenso proceso de radiacidén adaptativa, situacidn que permiti-
ria explicar las marcadas diferencias carioldégicas observadas en
el grupo. Tales diferencias, a su vez, podrian haber surgido por
cambios en el material genético, en particular de las secuencias
de ADN repetido. La posibilidad de confirmar estos planteos depen-
derd, en parte, de la inclusidén de mayor niUmero de especies en los
estudios de caracterizacidn de ADN asi como del enfoque del pro-

blema desde otras dreas de la Biologia.



Algunas de las metodologias empleadas en este trabajo han per-
mitido poner de manifiesto claras diferencias entre los ADNs de
las especies estudiadas. Tanto la desnaturalizacidn térmica como
los andlisis de restriccidn permiten la identificacidn inequivoca
de los ADNs de una y otra especie. Los andlisis con endonucleasas
de restriccidn constituyen una herramienta de gran poder definito-
rio con aplicacidn sistemdtico-bioquimica. Su poder resolutivo asi
como su bajo costo relativo hacen de esta metodologia un medio muy
adecuado para aclarar situaciones taxondmicas complejas, en parti-

cular en grupos como el de los roedores.
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CAPITULO II

El componente termoestable presente en el ADN de Calomys muscu-
linus constituye alrededor de un 10 % del ADN total de esta espe-

cie. Los métodos de desnaturalizacidén térmica analitico y prepa-
rativo fueron coincidentes en la cuantificacién del mismo.

Los estudios de cinética de reasociacidén de las fracciones e-
luidas a 60, 85 y 94 °C (£ 60, £85 y f 94, respectivamente) permi-
tieron establecer cualitativamente que las secuencias presentes
en la fraccidn termoestable -f 94- muestran un mayor grado de re-
peticidén que las presentes en las otras fracciones comparadas,
cuando se analigzaron hasta un valor de Cot bajo (0,3 M seg).

La desnaturalizacidén térmica de las tres fracciones (f 60, f 85
y £ 94) permitié demostrar por un lado el mayor nivel de reasocia-
cidn alcanzado por f 94 -en base al valor de hipercromicidad de 1la
misma- y por otro lado comprobar que el apareamiento de las secuen-
cias presentes en esta fraccidn es mds preciso que en las otras,
en base a los valores de A Tm (Tabla IX ). Ademds, los perfiles
de desnaturaligzacidén térmica obtenidos por derivacidn numérica po-
nen de manifiesto una mayor homogeneidad en el correspondiente a
f 94 (Figura 18). En consecuencia, el valor relativamente alto de
hipercromicidad, bajo de A Tm y la marcada homogeneidad de los per-
files derivados resultan concordantes con los datos cinéticos y
son indicativos de la presencia de secuencias con repeticidén ele-
vada.

De acuerdo con los valores de Tm del componente termoestable
(£ 94), se infiere un contenido molar porcentual de G+ C de 62 %,
valor que permitiria estimar una densidad de flotacidén de 1,721
g/cm3 en gradientes neutros de CsCl. No obstante, los perfiles de
sedimentacién en tales gradientes son homogéneos, presentando un
trazado unimodal con un mdximo correspondiente a una densidad de
1,701 g/cm3 (42 % G+ C)., Por otro lado, f 94 reasociada hasta Cot
0,3 Mseg y luego desnaturalizada térmicamente, presenté un valor
de Tm de 79 °C, en tanto que el ADN total de esta especie, luego
de ser reasociado hasta Cot 13000 y desnaturaligzado térmicamente,

presenta un Tm de 82 °C. La comparacién de ambos valores permite



suponer que la fraccién aislada no presenta un nivel de enriqueci-
miento en pares G+ C superior al ADN presente en la banda princi-
pal. Estos resultados sugieren que la termoestabilidad del compo-
nente no refleja un enriquecimiento en pares G+ C, pudiendo rela-
cionarse esta caracteristica térmica con aspectos estructurales
de las secuencias presentes en la fraccidn en estudio.

El andlisis de hibridacidn sobre puntos con ADNs de especies
de cricétidos filogenéticamente relacionados demostrd que f 94
-empleada como sonda- sbélo genera senal positiva, para todas las
cantidades de ADN probadas, sobre el ADN homélogo (Calomys muscu-

linus). Si bien el nimero de especies comparadas es muy reducido,
en el andlisis se incluye el ADN de G. laucha, que fuera conside-
rada hasta hace poco tiempo como perteneciente a la misma especie
que C. musculinus (Cabrera, 1961; Hershkovitz, 1962). Bajo las

condiciones empleadas no resulta posible afirmar que las secuen-

cias componentes de f 94 no se encuentren presentes -en muy bajo

nimero de copias- en los ADNs heterdlogos. En cambio, los resulta
dos si indican que este componente constituye una amplificacidn

especie-especifica del ADN de C. musculinus.

La deteccidén de secuencias de reconocimiento para doce enzimas
de restriccidn demostrd que las secuencias presentes en f 94 son
reconocidas por las endonucleasas Taq I, Alu I, Hinf I, Eco RI, Bam
HI, MspIl y Hpa II. Las enzimas Dde I, Rsa I y Hae III presentan me-
nos frecuencia de sitios de reconocimiento en las secuencias in-
tegrantes de f 94 que las mencionadas en primer término, en tanto
que Hind I1II y Ava II aparentemente no clivan el ADN de esta frac-
cidn.

Los patrones autorradiogrdficos correspondientes a las enzimas
que cortan mds intensamente las secuencias integrantes del compo-
nente termoestable se caracterizan por presentar chorreados o
"smears", salvo Bam HI que genera sistemas de bandas no multiméri-
cas, sugiriendo que las secuencias presentes en f 94 no se encuen-
tran organizadas en repetitivos en "tdndem", pudiendo constituir
una poblacidén con marcada heterogeneidad. Sin embargo, todas las
secuencias constituyentes presentan una caracteristica en comin:

muy alta frecuencia de sitios de reconocimiento para la enzima
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Taq I (T/CGA) como quedd demostrado por los andlisis de restriccidn
parcial (Figura 23). Esta caracteristica asociada con la alta fre-
cuencia de sitios de reconocimiento para AluI (AG/CT) -complemen-
taria de la secuencia de reconocimiento para Taq I- permitiria su-
poner que en esta fraccidn existen secuencias repetidas inverti-
das préximas 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+ C y que, ademds,
Hae III (GG/CC) no clive en forma frecuente las secuencias de f 94
refuerzan la suposicidén de que el componente termoestable no estd par-
ticularmente enriquecido en pares GC,

El uso de los isoesquizdmeros Hpa II y MspI permitié demostrar

que el componente termoestable de C. musculinus se encuentra meti-
lado. Los ensayos de restriccidn parcial pusieron ademds de mani-
fiesto que el nivel de metilacidn es elevado.

La aparente falta de correlacidn entre la termoestabilidad de
f94 y su contenido en G+ C hizo suponer la posible existencia de
estructuras peculiares en las secuencias componentes, responsables
de la termoestabilidad. Los ensayos efectuados con nucleasa S 1
tuvieron por objeto, por un lado comprobar la existencia de estruc-
turas "stem-loop" y por otro demostrar la posible existencia de
zonas de transicién ADN B——sADN Z. Pohl & Jobim (1972) demostraron
que las secuencias de ADN con configuracidn Z, constituidas por
nuclebtidos Pu-Py alternantes, presentan una marcada termoestabi-
lidad. La nucleasa S1es particularmente activa sobre segmentos
monocatenarios asi como zonas de transicién B——Z. Los patrones
autorradiogrdficos obtenidos luego de la hibridacidn de f 94 sobre

las digestiones del ADN de C. musculinus con TagI y AluIl plantea-

ron la posibilidad de que existieran secuencias repetidas direc-

tas e inversas. Este tipo de organizacidén puede o no incluir se-

cuencias espaciadoras entre las mismas. En el primer caso, si se

sometiera a ese ADN a desnaturalizacidén y reasociacién se espera-
¢ » . . ’

ria la presencia de segmentos monocatenarios, que determinarian

la presencia de rulos ("loops"); en el segundo, en cambio, sdlo

aparecerian estructuras de tipo tallo ("stem") (Lewin, 1980). El
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vratamiento de estructuras del primer tipo con nucleasa S1 permi-
tiria comprobar la presencia de las mismas, siendo ineficaz con
estructuras del segundo modelo propuesto; por otro lado permiti-
ria confirmar la presencia de ADN Z si alterara de alguna manera
al ADN analizado. Los resultados obtenidos no posibilitaron la
deteccidn de estructuras de acuerdo a los modelos planteados. No
obstante, dado que no se emplearon técnicas especificas -por ejem-
plo anticuerpos anti Z- resultaria prematuro descartar la existen-
cia de secuencias con configuracidén Z, hecho que, eventualmente,
podria 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 ADN de C. musculinus

previamente desnaturalizado y reasociado a 60 °C durante tiempos
cortos permitié comprobar que a los 30 min de incubacidn, las mo-
léculas bicatenarias resistentes a la nucleasa reasocian en una
estructura de alto peso molecular, préximo a los 20 kpb, hecho
que confirma los resultados obtenidos en estudios de cinética de
reasociacién y de desnaturalizacidn térmica para f94.

Finalmente, los ensayos de hibridacidn "in situ" permitieron
comprobar la localizacidén centromérica en todo el complemento
cromosdmico -excepto un par de metacéntricos pequefios- del com-
ponente termoestable en estudio. Este tipo de localizacién es
comparable a la observada para el ADN sat de ratén (Mus muscu-
lus) por Pardue y Gall (1970) con la diferencia que en C. mus-
culinus no se han detectado componentes satélite en centrifuga-
ciones en gradientes de CsCl.

Si bien los resultados discutidos en este capitulo aportan in-
formacidén con respecto a las caracteristicas moleculares del ADN
de la especie portadora del componente termoestable, abren nuevos
interrogantes que podrdn responderse en el futuro. Las técnicas
de clonado y secuenciacién permitirdn explicar las causas determi-
nantes de la termoestabilidad del componente, en tanto que la mi-
croscopia electrénica posibilitard 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
genomas de las especies estudiadas muestran cierto grado de con-
servacidén, que podemos considerar jerdrquico dado que es mds mar-
cado a nivel intragenérico que a nivel intergenérico. Por otro
lado, permiten suponer que durante el proceso de especiacidn pue-
den haberse producido eventos de amplificacidén de secuencias, si-
tuacién reflejada en las hibridaciones reciprocas diferenciales,
en particular entre los ADNs de Calomys y el de Akodon molinae.

Los resultados obtenidos pueden interpretarse del siguiente mo-

do: en el ADN de Akodon molinae hay secuencias -con niveles de

repeticién bajos- homélogas a secuencias presentes en la forma
proto-akodontina de la cual han derivado. A partir de esta for-
ma ancestral 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-
cidén acaecidos en esta linea de descendencia podrian haber inclui-
do secuencias presentes en el proto-akodontino ancestral -y que

también se encuentran presentes en la forma actual Akodon moli-

nae-. En los experimentos realizados se adsorbieron a las membra-
nas cantidades reducidas de ADN, constituyendo éste el factor 1li-
mitante en la reaccidén de hibridacidn. Si una secuencia se en-
cuentra presente en bajo nimero de copias en el ADN de Akodon mo-
linae, pero estd amplificada en el ADN de Calomys, la sonda ra-
diactiva ADN+ de Akodon molinae detectard una sefial intensa sobre
los puntos de ADN de Calomys, en tanto que con la sonda ADN+ de
Calomys la intensidad detectada serd menor sobre los puntos de
ADN de Akodon molinae.

Resultados comparables a los mencionados han sido descriptos

en otros sistemas. Asi, Eden et al. (1978) detectan amplificacidn

de secuencias de ADN repetido en pollo y avestruz, en tanto que
Vidal Rioja et al. (1982) sefialan amplificacién de secuencias en-

tre especies taxonémicamente muy prdéximas -Akodon molinae y A.

azarae-, al realizar comparaciones intragenéricas entre roedores
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cricétidos del género Akodon.

Tanto los resultados presentados en este trabajo como los des-
criptos en las publicaciones mencionadas podrian sustentar la "hi-
pStesis de la biblioteca" ("library hypothesis") planteada por
Fry y Salser (1977). Este modelo propone que los roedores en par-
ticular comparten una "biblioteca" de secuencias repetidas. Cier-
tos miembros de esta "biblioteca" pueden ser amplificados en ca-
da especie, quedando otros presentes en bajo nimero de copias.

De acuerdo con este modelo, los cambios evolutivos rdpidos sufri-
dos por las secuencias repetidas podrian ser principalmente de
tipo cuantitativo. La aparicidén de una nueva familia con alto gra-
do de repeticidn podria resultar de la amplificacidn de secuen-
cias preexistentes en la "biblioteca" en bajo nimero de copias, a
diferencia de la aparicién "de novo" como fuera planteado por
Southern (1970).

Por otro lado los resultados de hibridacidn sobre puntos han
puesto de manifiesto una mayor homologia entre las especies Calo-
mys laucha y Calomys musculinus, pese a que dichas especies exhi-

ben diferencias tanto en sus valores de 2n -64 y 38 respectivamen-
te- como en la cantidad de heterocromatina constitutiva detecta-
ble por bandeo C, muy reducida en C. laucha y abundante en C. mus-
culinus. La otra especie de Calomys analizada, C. calidus presen-
ta un nivel de homologia menor con cada una de las especies de
Calomys mencionadas. Dado que esta especie presenta un 2n de 48
y abundancia intermedia de bandas C -en comparacidén con las espe-
cies arriba nombradas-, podria considerarse que no existe corre-
lacidn entre el grado de conservacidn de secuencias repetidas y
el ndmero cromosémico o la abundancia de bandas C.

Los ensayos de hibridacidén "in situ" con ADNs repetidos 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 hibridacidn sobre puntos, permi-
tieron comprobar que ambas especies conservan secuencias repeti-
das comunes, exhibiendo una y otra patrones de distribucidén cro-

mosémicos caracteristicos. Asi, Calomys musculinus presenta una

. . . . ’
localizacidn centromérica -tanto de secuencias homdlogas como he-
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terdlogas- en tanto que la otra especie muestra una localizacién
dispersa sobre los bragzos de sus cromosomas.

Si bien la metodologia de hibridacidn sobre puntos no permite
discernir entre homologia propiamente dicha y posibles amplifica-
ciones de secuencias homélogas, posibilita comparaciones taxoné-
micas tanto a nivel infra como supragenérico.

Los experimentos de hibridacidén de secuencias de ADN de copia
inica -en solucidn- empleando como trazador una especie del géne-
ro Akodon (A, xanthorhynus) permitieron demostrar que se han pro-

ducido sustituciones de nucledtidos en porcentajes reducidos -de
0,5 a 2,5%- entre las especies comparadas. La baja proporcidn de
cambio o sustituciones de nucledtidos puede relacionarse con la
edad de las especies, a las que se considera como integrantes jé-
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 oryzomina considerada y finalmente con la especie filo-
tina del género Calomys. Esta situacidn, 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 mds préximo

a los filotinos que a los oryzominos. Sin embargo, dado que las
secuencias de copia Unica se encuentran sometidas a fuerzas se-
lectivas mds intensas, en tanto que las secuencias repetidas pue-
den fluctuar en nimero -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 homologia observados
entre secuencias repetidas y de copia tUnica podrian explicarse
sobre la base de la Teoria del "resetting" gendmico (Gillespie,
1982) que considera -para el caso de primates- que los procesos
de especiacidén pueden estar acompafiados de eventos de amplifica-
cidén de secuencias repetidas. Una vez que las especies derivadas
se estabilizan evolutivamente, podria disminuir el ndmero de co-
pias de estas secuencias. Dado que los cricétidos analizados pue-

den estar experimentando intensos procesos de radiacién adaptati-
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va, podria suceder que tal proceso se vea acompafiado de grandes
cambios en términos de sus secuencias repetidas, no asi en las
de copia Unica. No obstante, ambos tipos de secuencias pueden em-
plearse con fines taxondmicos; en particular las secuencias repe-
tidas pueden aportar informacién de valor en comparaciones intra-
rd . . - Id . -
genéricas, en las que las diferencias en terminos de secuencias
de copia lnica no existen o no pueden ser detectadas.



-160-

CONCLUSIONES

A. E1 ADN de las especies analizadas en este trabajo presenta

similitudes y diferencias.

1. Similitudes:

a. Valor de densidad de flotacién 1,700 g/cm3 y perfil de
sedimentacién homogéneo, no detectdndose componentes se-
cundarios atribuibles a ADN sat -al menos mediante la me-
todologia empleada.

b. Valor de Tm de 86,2 °C en SSC 1X.

c. Contenido porcentual en bases G+C (inferido a partir de
los valores de densidad de flotacidn e independientemente
a partir de los de Tm) de 42 %.

2. Diferencias:

a. Perfiles de desnaturalizacidén térmica diferenciales. El
ADN de C. laucha, al desnaturalizarse, exhibe un perfil
homogéneo, no pudiendo detectarse componentes con mayor
o menor termoestabilidad que el componente principal. C.
musculinus, en cambio, presenta un componente termoesta-
ble con Tm; de 94 °C en SSC 1X.

b. La organizacidn de secuencias en el ADN es particular de

cada especie analizada. Ambas exhiben diferencias tanto
en la constante de velocidad de reaccidn (k) como en los
. 4 0 ’ . I d

porcentajes de cada componente genémico (muy rdpido, ra-
pido, lento y copia idnica).

c. Los patrones de restriccidn generados por las doce endo-
nucleasas empleadas son especie-especificos. En todos los

. » . - »

casos dichos patrones se caracterizan por exhibir un nume-

ro reducido de bandas intensas.

B. El componente termoestable presente en el ADN de Calomys mus-

culinus exhibe las siguientes caracteristicas:
a. No es detectable en el ADN de C. laucha ni en otros tres
cricétidos filogenéticamente relacionados.
b. Constituye un 10 % del ADN total de la especie.



c. Estd compuesto por secuencias repetidas, como quedd demos-
trado por andlisis cinéticos.

d. Las secuencias componentes presentan una organizacién dis-
persa, no detectdndose bandas definidas ni patrones de res-
triccidn claros en los Southern blots ni en los ensayos de
digestidén parcial o en los de restriccibén completa. Estas
observaciones permiten suponer que las secuencias componen-
tes son heterogéneas.

e. Las secuencias integrantes del componente exhiben una carac-
teristica comin: elevada frecuencia de sitios de reconoci-
miento para la endonucleasa Taq I (T/CGA) y menor frecuencia
para la enzima Alul (A/GCT) -complementaria de la anterior-.
Esta situacidén permitirfa 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 S 1 en muestras
previamente desnaturalizadas y reasociadas a tiempos muy
cortos, permitid demostrar que la reasociacidén delas secuen-
cias lleva a la formacidén de "superestructuras" de alto peso
molecular, adn a tiempos de reasociacién muy cortos.

g. Sobre la base de los andlisis de restriccién podria afirmar-
se que las secuencias presentes en este componente no 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-
lacibén, dado que los isoesquizdmeros Hpa II y Msp I generan
patrones de restriccidén diferenciales.

i. Estas secuencias exhiben una localizacidén centromérica o pe-
ricentromérica sobre todos los cromosomas del complemento,

I d - A
excepto un par de metacéntricos pequenos.

C. La bisqueda de homologias entre ADNs de especies filogenética-

mente relacionadas 1llevé a las siguientes conclusiones:

1. Hibridaciones de secuencias repetidas sobre soporte sélido:
a. Mayor homologia de secuencias entre los ADNs de las espe-

cies congenéricas de Calomys, siendo mds alta entre C. mus-
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culinus y C. laucha.

b. Falta de correlacién entre el nivel de homologia de las
secuencias repetidas y las caracteristicas cromosémicas
de nimero 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 situacidn mds mar-
cada en andlisis que incluyeron ADN+ de Calomys y ADN de
A. molinae y sus reciprocos. Si bien la situacidn obser-

vada en ensayos con ADN de Oryzomys flavescens y ADNs+ de

filotinos resultd semejante a la anterior, las discrepan-
cias en los ensayos reciprocos no fueron tan notables.
Estas observaciones podrian sugerir eventos de amplifica-
cién de secuencias en los filotinos.

d. Los ensayos de hibridacidén "in situ" con secuencias repe-
tidas heter8logas permitieron demostrar cierto grado de

= 2 . A . » 2

conservacidén de secuencias y senalar la localizacidn cro-

mosémica de estas secuencias tanto en Calomys musculinus

como en Akodon molinae.

2. Hibridacidn de secuencias de copia Unica en solucidn:
a. El andlisis efectuado con cinco ADNs de cricétidos demos-
tré una marcada estabilidad en cuanto a la sustitucidn de

secuencias de nucledtidos. Las especies akodontinas presen-

taron un A Tm entre 0,5 y 1,5°C, Oryzomys flavescens 2%
y Calomys musculinus 2,5°C con respecto al ensayo homdlo-

go de Akodon xanthorhynus, empleado como trazador.

b. La falta de coincidencia entre los ensayos de hibridacidn
. . U4 . » ’
empleando secuencias de copia unica y repetidas podria re-
flejar los cambios "cuantitativos" que sufren estas dlti-

mas secuencias.

D. Los resultados presentados en este trabajo demuestran que la
aplicacidén de técnicas moleculares para la caracterizacidn y
comparacién de ADNs constituyen criterios de gran valor en es-

tudios encuadrados en la sistemdtica-evolutiva.



APENDICE I

CALCULO DE DENSIDADES DE FLOTACION

M. musculus

A260nm

b c d
Densidad —
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A continuacidn se detalla el cdlculo de la densidad de flota-

cién del ADN de Mus musculus. 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 ADN problema al tope de la celda) =6,22 cm
a-b' (distancia desde el pico de la banda satélite
del ADN problema al tope de la celda) =5,28 cm

a-c (distancia desde el pico de la banda del ADN
estdndar al tope de la celda) =9,58 cm

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

en el gradiente, desde cada banda de ADN al tope de la celda.



Para calcular las distancias desde cada banda al centro de rota-

cién, a las medidas anteriores hay que sumarles la distancia que

separa el tope de la celda del eje de rotacidn. Esta distancia es

5,71 cm, para el rotor utilizado. En consecuencia, las distancias

radiales son:

r, (distancia desde el pico de la banda del ADN estdndar al eje
de rotacidn) = (a-c)/M+5,71=9,58/8,81+5,71 =6,80 cm

rg (distancia desde el pico de la banda principal del ADN proble-

ma al eje de rotaciébn) = (a-b)/M+ 5,71 =6,22/8,81+ 5,71 =6,42

cm

(distancia desde el pico de la banda satélite del ADN proble-

ma al eje de rotacién) = (a-b')/M+ 5,71 =5,28/8,81+5,71=

6,31 cm

r
s'!

Los valores obtenidos se incorporaron a la ecuacién de Mesel-
son et al. (1957) para el cdlculo de densidad de flotacidn utili-

zando un ADN marcador de densidad conocida:
2

] w 2_ 2 3

PS—PO+2 (rg r.,°) g/cm

donde Fo es la densidad del marcador, w la velocidad angular en
radianes/seg (W =2W rpm/60) y 3 un factor que depende de la den-
sidad del gradiente y de propiedades fisicas del CsCl. Para den-
sidades comprendidas entre 1,65 y 1,75 g/cm3 el valor de F es
1,19 x1O9 y la ecuacidn anterior se convierte en

2 2 -10 3
s T, ) 10 g/cm

_ 2
YS- F0+4,202u) (r

En nuestro caso la densidad del ADN marcador es 1,742 g/cm3 y
la velocidad empleada fue 42040 rpm (4403 rad/seg, para T =3,142).

Por lo tanto,

P =1,742+4,202x1,939x 107 (41,22 = 46,24) x 107170 =
=1,742 — 0,041 =1,701 g/cn3
Del mismo modo,
10

P =1,742+4,202x 1,939 x 107 (39,82 — 46,24) x 10710 =
=1,742 — 0,052 = 1,690 g/cm3

Es decir que la densidad de flotacién del ADN de la banda prin-
cipal de M. musculus es 1,7O1g/cm3 y la del satélite es 1,69Og/cm3.



APENDICE II

DERIVACION NUMERICA DE LOS DATOS EXPERIMENTALES DE
DESNATURALIZACION TERMICA

La Hipercromicidad es una funcidn relativamente suave de la
temperatura, pudiendo por lo tanto, ser adecuadamente aproxi-
mada -en rangos estrechos de temperatura- a la ecuacidn de

segundo orden:

H=a+ bT +cT® (1)
donde H es la hipercromicidad observada a la temperatura T,.
a, by c son los coeficientes que deben ser determinados a
partir de tres o mds observaciones. de H-T.

El método de derivacién 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 condicidn puede ser satisfecha. No obstante, el empleo
de técnicas analiticas de interpolacidn hacen posible la apli-

cacidén del mismo.

Descripcidén 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 serdn aproximados a una ecuacidn
cuadrdtica (ec. 1). Convencionalmente se adjudican, a cada uno
de los cinco valores considerados de T, la denominacidn : -2h;
-h; O; h; 2h, respectivamente.. De desea conocer el valor de
la funcibén derivada en el punto T=0, 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 obtencién 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 podrd calcular la derivada de la funcidn en
el punto correspondiente a T=0.

Para determinar los coeficientes a, b y ¢ se emplea el método
de los cuadrados minimos, de acuerdo con el cual debemos cal-

cular la magnitud minima:

k+2
ZE:: = (y -yk)2
k-2
Utilizando la ecuacidén de la pardbola esta suma puede escri-
birse en forma detallada, para ello introduciremos la notacién
Y_pi Y_q3 Yo 3 ¥q © ¥, 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

+(atbtc-y, )%+ (a+2btbe-y, )"
+1 +2

El minimo cuadrado de esta expresidn segin b surgird de:
2
%%B z :(y-yk) =(-2(a-2b+4c-y_2)-(a-b+c-y_1)+(a+b+c-y+1)+
+2(a+2b+40-y+2))2=0.

De donde:
100=-2y o=y 1*y41%2¥42

b= él) ="2Y 2 Y 1tV *RY40
dt/t=0 10

Reordenando obtendremos:
£f7(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 continuacién se presenta el listado del programa desarrolla-

do para la obtencidén de la derivada numérica de los datos expe-

rimentales de desnaturalizacidn térmica. El mismo fue desarro-

llado
Radio
Datos

Datos

en lenguaje BASIC e implementado en una computadora
Shack III.
ingresados: Pares x-y (T-Abs.)
Temperatura mdxima y el valor de Abs corresp.

Temperatura minima y el valor correspondiente
de Abs.
Correccién del graficador.

emergentes: Hipercromicidad
Hipercromicidad Porcentual
Derivada de Hipercromicidad

Derivada de Hipercromicidad Porcentual.

El programa incluye una subrutina de interpolacién analitica
de los datos.
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APENDICE III

AJUSTE DE LOS DATOS DE CINETICA DE REASOCIACION

La cinética de reasociacién del ADN es una reaccién de segun-

do orden, que puede ser descrita por la ecuacién:

4ADN reasociado a Cot=x = 100- 100 (1)
1T + k x

siendo k el valor de la constante de velocidad de la reaccién,
este valor es la inversa del de Cot} _correspondiendo este
al valor de Cot en el cual el 50% de las secuencias presentes
se han reasociado-. Esta ecuacidén permite analizar ADNs ciné-
ticamente simples (como los virales o bacterianos). Los genomas
eucariotas , son cineticamente complejos por presentar familias
de secuencias con diferente grado de repeticién ademds de se-
cuencias de copia Unica. El analisis cinético de estos siste-
mas requiere el empleo de expresiones multicomponentes para
aproximar los valores experimentales a curvas teoricas ideales.
La evaluacidn grdfica de los datos experimentales permite
conocer el nUmero de componentes cinéticos, el porcentaje que
cada uno de estos componentes representa asi como el valor de
Cot? de cada uno de los mismos.

La ecuacidn:

P
p* =P+ P, - P T n (2)

1 + K1 X 1 + K x
n

permite evaluar la resultante de los aportes individuales de
cada uno de los componente cinéticos detectados. P* es el por-
centaje de reasociacidén para un determinado valor de Cot (x),
Po el porcentaje de reasociacién a t=0, P1, P2, ...,Pn el por
centaje de reasociacién de los componentes 1, 2, ...,n Yy K1,

K2, ...,Kn las constantes de velocidad de los mismos.
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Sustituyendo en la ec. 2 los valores de los pardmetros esta-
blecidos por métodos grdficos y los valores de Cot (=x en la
expresién) alcanzados en los ensyos experimentales, pueden ob-
tenerse curvas ideales de aproximacidén. La comparacién de 1los
valores P* ideales con los valores de P experimentales permi-
te, mediante ensayos de prueba y error (mediante la variacidn
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 %Reasoc./Cot

Parametros PO, P1, P2""Pn

K K

1' 2, .-ooK

n
el programa evalua los valores generados -ideales- de EZReasoc.
con los datos experimentales, mediante un test de 2. Luego
de varios ensayos con ligeras variaciones en los pdrametros,
puede alcanzarse el mejor ajuste tedrico de los datos experi-
mentales.

A continuacidén se presenta el lista del programa desarrollado.
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