Journal of Basic
& Applied Genetics

Journal of the
Argentine Society
of Genetics

Vol XXXl (1):1-9; July 2022

Y

WHAT DO NEOTROPICAL PRIMATES TELL US UNDER THE LOOK OF

CYTOGENETICS?

3

¢QUE NOS DICEN LOS PRIMATES NEOTROPICALES BAJO LA MIRADA DE LA

CITOGENETICA?

Steinberg E.R.}, Bressa M.J.2, Mudry M.D.’

Grupo de Investigacion en Biologia Evolutiva
(GIBE), Instituto de Ecologia, Genética

y Evolucién de Buenos Aires (IEGEBA),
Departamento de Ecologia, Genética y
Evolucion (DEGE), Facultad de Ciencias
Exactas y Naturales (FCEyN), Universidad

de Buenos Aires (UBA), CONICET. Ciudad
Universitaria, Intendente Guiraldes 2160,
1428EGA, Ciudad Autbnoma de Buenos Aires,
Republica Argentina.

2 Grupo de Citogenética de Insectos, Instituto
de Ecologia, Genética y Evolucion de Buenos
Aires (IEGEBA), Departamento de Ecologia,
Genética y Evolucion (DEGE), Facultad

de Ciencias Exactas y Naturales (FCEyN),
Universidad de Buenos Aires (UBA), CONICET.
Ciudad Universitaria, Intendente Guiraldes
2160, 1428EGA, Ciudad Autbnoma de Buenos
Aires, RepUblica Argentina.

Corresponding author:
Dra. Eliana Ruth Steinberg
steinberg@ege.fcen.uba.ar

ORCID 0000-0001-9848-8638

Cite this article as:

Steinberg ER, Bressa M.J, Mudry
M.D. 2022. WHAT DO NEOTROPICAL
PRIMATES TELL US UNDER THE LOOK
OF CYTOGENETICS?. Journal of Basic
and Applied Genetics XXXl (1): 1-9.

Received: 01/24/2022
Revised version received: 03/08/2022
Accepted: 03/15/2022

General Editor: Elsa Camadro

DOI: 10.35407/bag.2022.33.01.06
ISSN online version: 1852-6233

Available online at
www.sag.org.ar/jbag

ARTICLE 6 - RESEARCH

ABSTRACT

Cytogenetics studies in Neotropical Primates (Primates: Platyrrhini) have shown that these
mammals comprise a heterogeneous group at the chromosomal level. The remarkable
variety of karyotypes described provides significant evidence on the possible role of
chromosomal rearrangements in the evolution of this group. In the Grupo de Investigaciéon
en Biologia Evolutiva (GIBE), the line of research on the evolutionary divergence process
in Platyrrhini, considering different aspects of the organization of the genome, has been
established and developed uninterruptedly for more than 30 years. Among the advances
made in recent years is the quantification of the genome size in six species of cai monkeys
(Cebus sp.) and two species of howler monkeys (Alouatta sp.) and the description of the
composition of base pairs in the constitutive heterochromatin regions in the genera Cebus
and Ateles. The first descriptions were made of the karyotype and meiotic behavior of two
species of howler monkeys, Alouatta caraya and A. guariba clamitans In this last species, the
first pentavalent-type sexual system X X XYY, was identified in a primate species. The
organization of euchromatin was characterized in terms of the content and distribution of
AT and GC nucleotide bases in three species of howlers and in two species of cai monkeys.
These, among other investigations, allowed contributing in an original way to the knowledge
about speciation at different levels, as well as about the architecture and dynamics of the
genome of these primates.

Key words: Neotropical Primates, cytogenetics and taxonomy, chromosome evolution,
sex chromosomes.

RESUMEN

Los estudios de citogenética en Primates Neotropicales (Primates: Platyrrhini) han
demostrado que estos mamiferos comprenden un grupo heterogéneo a nivel cromosdémico.
La notable variedad de cariotipos descriptos provee evidencia significativa sobre el posible
papel de los reordenamientos cromosdmicos en la evolucion de este grupo. En el Grupo de
Investigacién en Biologia Evolutiva (GIBE), la linea de investigacién sobre el proceso de
divergencia evolutiva en Platyrrhini, considerando distintos aspectos de la organizacién
del genoma, se ha establecido y desarrollado de manera ininterrumpida desde hace mas
de 30 afios. Entre los avances realizados en los ultimos afios se encuentra la cuantificacién
del tamafio del genoma en seis especies de monos cai (Cebus sp.) y dos especies de monos
aulladores (Alouatta sp.) y la descripcion de la composicion de pares de bases en las
regiones de heterocromatina constitutiva en los géneros Cebus y Ateles. Se concretaron
las primeras descripciones del cariotipo y comportamiento meiético de dos especies de
monos aulladores, Alouatta caraya y A. guariba clamitans. En esta Gltima especie se identifico
el primer sistema sexual de tipo pentavalente X X,X,Y,Y, en una especie de primate. Se
caracterizé la organizacién de la eucromatina en términos del contenido y distribucién de
bases nucleotidicas AT y GC en tres especies de aulladores y en dos especies de monos cai.
Estas investigaciones, entre otras, permitieron contribuir de forma original al conocimiento
sobre la especiacién en distintos niveles, asi como sobre la arquitectura y dinamica del
genoma de estos primates.

Palabras clave: Primates Neotropicales, citogenética y taxonomia, evolucién cromosémica,
cromosomas sexuales.
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Teniendo en consideracion las distintas revisiones
taxonémicas podemos hoy decir que los primates
comprenden dos grandes grupos: Strepsirrhini y
Haplorrhini. Los Haplorrhini retinen a los Primates del
Viejo Mundo (Catarrhini, Hominoidea) y a los del Nuevo
Mundo (Platyrrhini, Ceboidea) (Rowe y Myers, 2017).
Multiples son las fuentes de conocimiento para abordar
la caracterizacion de un grupo de mamiferos tan amplio
y complejo. En particular, en lo que a caracterizacion
genética se refiere, durante los ltimos 20 afios diversos
autores han “diseccionado” el genoma de los Platyrrhini
a través de enfoques metodolégicos diversos v, a la vez,
con niveles de analisis diferentes y complementarios.
Los estudios de citogenética en Platyrrhini han
demostrado, en las ultimas décadas, que estos
mamiferos comprenden un grupo heterogéneo a nivel
cromosomico (Stanyon et al., 2008, 2012; de Oliveira
et al, 2012). La especiacién en este grupo pareciera
haberse desarrollado bajo muy diversos procesos
que involucraron reordenamientos cromosomicos
estructurales, mayoritariamente fusiones, fisiones,
inversiones y translocaciones, variaciones importantes
enlasregiones heterocromaticasy lallamativa presencia
de sistemas sexuales multiples (Seuanez et al., 1986,
2005; Armada et al., 1987; Matayoshi et al., 1987; Ponsa
et al., 1995; Mudry et al., 2001; Steinberg et al., 2008; de
Oliveira et al., 2012). La notable variedad de cariotipos
descriptos provee evidencia significativa sobre el
posible papel de los reordenamientos cromosémicos en
los cambios evolutivos experimentados por los primates
hasta llegar a las formas actuales.

En el Grupo de Investigacion en Biologia Evolutiva
(GIBE), la linea de investigacién sobre el proceso
de divergencia evolutiva de especies de Platyrrhini,
considerando distintos aspectos de la organizacién
del genoma, se ha establecido y desarrollado de
manera ininterrumpida desde hace mas de 30 afios.
Los estudios en primates se desarrollaron dentro de
un marco tedrico taxondmico-evolutivo, aplicando
metodologias de andlisis clasicas de la citogenética,
que aportaron al esclarecimiento de la compleja
sistematica de los primates de distribucién marginal
sur con representantes de dos familias de Ceboidea:
Atelidae (Alouatta y Ateles) y Cebidae (Cebus, Saimiri y
Aotus). Para concretar los estudios genético-evolutivos
se relacionaron los datos de variabilidad genética con
caracteristicas geograficas regionales, disponibilidad y
uso de recursos, demografia, estudios parasitolégicos
de tipo relacion parasito-hospedador y particularidades
sociales y comportamentales, entre otros aspectos de
las especies referidas procedentes principalmente de las
provincias argentinas de Corrientes, Chaco y Misiones
(Giudice, 1997; Ascunce, 2002; Martinez et al., 2002;
Bruno et al., 2005; Ascunce et al., 2007; Aristide et al.,
2013; Nieves et al., 2021). La citogenética clasica tomo
valor diagndstico y por ello se determiné el cariotipo

que permitié identificar cromosomas marcadores
en distintas especies, asi como también diferentes
reordenamientos involucrados en el proceso evolutivo
en diversos géneros (Mudry, 1982; Mudry de Pargament
etal.,1984,1985; Mudry, 1990; Mudry et al., 1990, 1992,
2001, 2007, 2015; Nieves y Mudry, 2016). Asimismo,
se avanzo en el conocimiento de los reordenamientos
cromosomicos de valor evolutivo mediante la aplicacion
de la hibridacién in situ fluorescente o FISH (por su
sigla en inglés Fluorescence in situ Hybridization ) y sus
variantes con el fin de identificar con mayor precisién
las homeologias interespecificas, investigar la relacion
entrelasproporcionesdeeucromatinayheterocromatina
y las diferencias cariotipicas intraespecificas, y analizar
el grado de diferenciacion molecular, en especial a nivel
de los cromosomas sexuales (Mudry y Nieves, 2010;
Steinberg et al., 2014a; Nieves et al., 2018).

Asi desde el GIBE podemos considerar que se
contribuy6 de forma original al conocimiento sobre la
especiacion en distintos niveles, arquitecturay dinamica
del genoma, y en diferentes modelos biolégicos, con
especial énfasis en aquellos procesos ocurridos en el
linaje de los primates. A continuacion, se describiran
los hallazgos mas relevantes de los Gltimos 12 afios de
investigacion ininterrumpida desde la Gltima revisién de
nuestros aportes publicada en estamisma revista (Mudry
y Nieves 2010), siempre dentro del marco de “Evidencia
Total” (Kluge, 1989), i.e. analizando la mayor cantidad
de tipos de evidencia posible para lograr importantes
avances en el conocimiento y aportar contribuciones
novedosas a la sistematica de una especie y/o género.

iCON QUE CONTRIBUIMOS AL MAS
AMPLIO CONOCIMIENTO DE LA
HETEROCROMATINA CONSTITUTIVA?

Un componente que aporta variabilidad a los genomas
es la heterocromatina constitutiva, dependiendo su
biologia tanto de las secuencias de ADN repetitivas
que la caracterizan como de las proteinas que se unen
especificamente a ella. La mayoria de estas regiones
contienen una alta densidad de secuencias de ADN
satélite y elementos transponibles, que se encuentra
sOlo en niveles bajos o no se encuentra en absoluto en la
eucromatina (Trojer y Reinberg, 2007; Sumner, 2008).
En la heterocromatina constitutiva, dentro del genoma
de una especie o dentro de un mismo cromosoma, puede
haber diferentes tipos de ADN. Ademas, la longitud
puede variar desde 2 pares de bases (pb) hasta unidades
repetitivas de cientos y miles de pb (Sumner, 2008).

Por ello, la caracterizacién de la heterocromatina
constitutiva en funcién del contenido, localizacion,
distribucién y composicion de secuencias de bases
especificas es un aspecto que contribuye a la
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caracterizacion del cariotipo de cada especie. Si bien
sus caracteristicas estructurales y funcionales no se
conocen profundamente, se ha visto que su presencia
afecta la replicacion del ADN y modula la estructura
cromosOmica, la expresion génica, la recombinacion,
la sinapsis y la segregacion de los cromosomas, asi
como la organizacion y evolucién del genoma. A su vez,
se ha postulado que las diferencias en el contenido y
la distribuciéon de la heterocromatina entre especies
relacionadas estarian involucradas en la evolucion
cariotipica y la diferenciacion genética (Redi et al., 2001;
Grewal y Jia, 2007; Hughes y Hawley, 2009).

El estudio de la distribuciéon y composiciéon de
la heterocromatina constitutiva en nuestro equipo
de trabajo se remonta a la década de 1980 cuando
empezamos a trabajar en citogenética clasica de
primates (Mudry, 1982; Mudry de Pargament et al., 1985;
Mudry de Pargament y Labal de Vinuesa, 1988). Distintas
experiencias con otros grupos bioldgicos ampliaron
el espectro de nuestros intereses en la comprension
de la heterocromatina constitutiva como moduladora
del genoma (Mudry, 1990; Ponsa et al., 1995; Garcia
et al.,, 1995; Nieves et al.,, 2005; Garcia-Cruz et al.,
2009, 2011). La aplicaciéon de diversas metodologias
de tincién cromosémica diferencial puso en evidencia
muy tempranamente las diferentes topologias,
polimorfismos y variantes que se podian encontrar tanto
en invertebrados como en vertebrados y, en particular,
en el cariotipo de los primates. Con el advenimiento y
el avance de la citogenética molecular se obtuvieron
sondas especificas de heterocromatina de Cebus que
permitieron analizar las homeologias interespecificas,
comparando con el ser humano y con distintas especies
de primates, y, dado que no se observé la hibridacién de
esta sonda de heterocromatina en ninguna otra especie
de primates se demostré que la composicion de la
heterocromatina constitutiva de Cebus es especifica de
este género (Nieves et al., 2011).

Considerando la diversidad carioldgica referida
anteriormente, cabia esperar cierta diversidad en otras
variables nucleares asociadas, entre las cuales elegimos
estudiar el tamafio del genoma. Desde que Thomas
(1971) formuld la paradoja del valor C (tamarfio vs.
complejidad del genoma), se han realizado numerosos
estudios sobre el tamario del genoma de los vertebrados
y su correlato con determinados parametros fenotipicos.
El contenido de ADN nuclear es una constante especifica
de especie considerada un parametro citologico en el
analisis e interpretaciéon de los procesos evolutivos
(Cavalier-Smith, 1982; Pellicciari, et al., 1982; Redi et
al., 2005). Como variable cuantitativa, el tamafno del
genoma muestra un amplio rango de variabilidad entre
los diferentes grupos de organismos vivos, si bien no se
distribuye aleatoriamente dentro ni entre los grupos. A
pesar de que los genomas de los Platyrrhini muestran
una gran diversidad cariotipica, numérica, estructural
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y/o heterocromatica, la variaciéon del contenido de
ADN entre las especies es menor que la observada en
otros vertebrados. Sin embargo, al mismo tiempo se
ha sugerido que la especiaciéon en Platyrrhini habria
ocurrido acompafiada de alteraciones o cambios
cuantitativos en el genoma (Pellicciari et al., 1982;
Ronchetti et al., 1993; Morand y Ricklefs, 2005; Redi et
al., 2005). Asimismo, en primates se ha descripto una
correlacion positiva entre el contenido de ADN nuclear
y la presencia de secuencias repetidas evidenciadas
como heterocromatina constitutiva. Dentro de los
primates, en Platyrrhini en particular, se ha observado
la mayor proporcién de heterocromatina constitutiva
de localizacion extracentromérica. Entre los platirrinos
existen géneros, como por ejemplo Cebus (=Sapajus),
en los que se observa un alto contenido de secuencias
altamente repetidas en el genoma, caracteristica
distintiva que nos llevé a plantear la existencia de
variabilidad en su tamafio gendmico asociado a esta
particularidad (Nieves y Mudry, 2016; Nieves etal., 2018).
El género Alouatta, por el contrario, muestra la menor
proporcién de secuencias medianay altamente repetidas
a nivel extracentromérico, detectable por bandas C,
descripta hasta hoy en Platyrrhini (Mudry et al., 1992;
Mudry et al. 1984, 1990, 2015). En este contexto, podria
proponerse que los cambios en tamaiio del genoma
estarian relacionados no sélo con modificaciones en
distintas regiones de la cromatina sino también con
la posible interacciéon entre ellas. Ante esta premisa
se cuantifico el tamaiio del genoma en las especies de
monos capuchinos Cebus olivaceus, C. albifrons, C. cay,
C. nigritus, C. xanthosternos y C. libidinosus, y de monos
aulladores Alouatta caraya y A. guariba clamitans. Cabe
destacar que estos estudios nos permitieron describir
por primera vez el tamario del genoma de las especies
de ambos géneros que habitan en la Argentina, C. cay,
C. nigritus, A. caraya y A. guariba clamitans (Fantini,
2015). La variabilidad en el tamario del genoma no fue
estadisticamente significativa entre las especies de
Cebus analizadas, si bien fue factible dar fundamento a
la hipétesis de su posible relacién con la proporcion de
heterocromatina constitutiva detectada por distintas
metodologias citogenéticas. Asimismo, nos permitié
afirmar que en las especies de Alouatta los cariotipos
presentan una muy baja proporcion de heterocromatina
constitutiva extracentromérica y similar en todas
ellas, contrario a lo que ocurre en Cebus. En los monos
aulladores analizados no se observ una relacién entre
las diferencias de tamaiio del genomay la proporcion de
heterocromatina constitutiva.

Para identificar vy determinar la localizacion
cromosomica de las posibles diferencias en el tamario
del genoma en especies de Cebus, se consider6 que las
diferencias cuantitativas interespecificas se deberian
a la distribucién y posicién extracentromérica del
ADN satélite. Con este marco teérico se realizé la
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comparacion de tres especies de Cebus elegidas
especificamente por ser una de ellas, C. olivaceus, la
de mayor tamafio de genoma y mayor proporcion de
heterocromatina constitutiva y las otras dos, C. nigritus
y C. xanthosternos, las de menor tamafo de genoma y
menor proporciéon de heterocromatina. Del analisis
comparativo entre C. nigritus y C. olivaceus se hallaron
diferencias cuantitativas en el tamafio del genoma sdlo
atribuibles al cromosoma sexual Y, dado que C. nigritus
mostrd regiones de ganancia relativa de ADN que no
se evidenciaron en el cromosoma Y de C. olivaceus. Del
analisis comparativo entre C. nigritus y C. xanthosternos,
no se observaron estas diferencias cuantitativas en el
cromosoma Y de C. nigritus, posiblemente debido a la
mayor cercania filogenética entre estas dos especies que
entre C. nigritus y C. olivaceus (Nieves et al., 2018). Estos
hallazgos juntamente con los antecedentes disponibles
en laliteratura permitieron proponer como hipétesis que
las secuencias repetidas modularian el genoma en estos
mamiferos, constituyendo un campo de la investigacion
genética que aun presenta mucho por delante para
seguir trabajando.

En los dltimos afios, profundizamos el estudio de la
heterocromatina constitutiva en funcién de los patrones
de distribucién y composiciéon de secuencias de bases
especificas, siempre tomando especies de monos
neotropicales como material del andlisis citogenético.
Estas investigaciones abarcaron el analisis del contenido
y composiciéon nucleotidicamediante patrones de tinciéon
secuenciales conlosfluorocromos DAPI (4,6 -diamidino-
2-phenylindole) para detectar zonas ricas en pares de
bases A-T, y CMA, (cromomicina A)) para zonas ricas
en pares de bases G-C. Se observaron diferencias entre
los géneros Cebus y Ateles respecto de la composicion
de pares de bases en las regiones de heterocromatina
constitutiva, evidenciadas por bandas C. En las especies
C. cay, C. nigritus, C. xanthosternos, C. apella, C. olivaceus, C.
libidinosus y C. albifrons, los bloques de heterocromatina
C-positiva resultaron ser CMA, -positivos, demostrando
que en el género Cebus la heterocromatina constitutiva
esta enriquecida en pares de bases G-C. Sin embargo,
en Ateles las regiones de heterocromatina constitutiva
resultaron ser DAPI-positivas, presentando entonces
una composicion nucleotidica rica en pares de bases A-T
(Nieves et al., 2018).

Por otro lado, se llevd a cabo un intenso trabajo
analizando el material cariol6gico disponible en el GIBE
para la caracterizacion cuantitativa de la distribucion
de heterocromatina en dos especies de Cebus cuya
distribucién geografica llega al extremo norte de
nuestro pais, C. cay y C. nigritus. A su vez se realiz6é un
analisis comparativo cariolégico con material de archivo
procedente de distintos centros y museos gracias a
diferentes intercambios de pasantias de investigadores y
convenios. Para ello, en el marco del Proyecto Primates,
el material biolégico (cultivos en monocapa de distintas

lineas celulares establecidas tales como Gep2 y CHO,
linfocitos de sangre periférica y extensiones de células
espermatogénicas, entre otras) de ejemplares de
Ceboidea de diferentes Zooldgicos y Centros de Cria de
la Argentina, fueron procesados con distintos abordajes
citogenéticos, citogenético-moleculares y moleculares
propiamente dichos (Steinberg, Nieves, y Mudry 2014b;
Nieves y Mudry, 2016). En distintos materiales se
evalu¢ la variabilidad en los patrones de bandas C y la
frecuencia de sus polimorfismos (Nieves y Mudry, 2016).
A partir de este estudio se observé un patrén de bandas
C especie-especifico y se identificaron tres morfotipos
en los patrones de distribucién de la heterocromatina
constitutiva, dos correspondientes a C. cay y uno a C.
nigritus. En C. cay los morfotipos estaban relacionados
con el origen geografico de los ejemplares, uno presente
en los ejemplares de Paraguay y el otro en los ejemplares
de la provincia de Salta (Argentina), Bolivia y Perd.
A su vez, se observd una variabilidad significativa en
el tamafio del genoma en los ejemplares de C. cay, en
concordancia con los analisis genético-moleculares y
morfométricos realizados en forma paralela (Aristide
et al., 2013). Un estudio posterior, incorporando datos
moleculares de la regioén control del ADN mitocondrial
de estas especies, mostré tres morfotipos para C. cay,
identificando dos grupos genéticamente divergentes en
esta especie y distinguiendo los linajes correspondientes
al noroeste y al noreste de la Argentina (Nieves et al.,
2021). Todas estas evidencias apoyan el marco tedrico en
el que nos propusimos trabajar que es el de “Evidencia
Total” que implica la aplicacién de un enfoque holistico,
incorporando distintas fuentes de evidencias, para
tratar de esclarecer como se mantiene la diversidad y la
variabilidad en estas especies de primates.

dQUE NOS ENSENO HASTA HOY EL
ESTUDIO DE LA MEIOSIS MASCULINA?

Durante los ultimos 20 afios debemos reconocer
una etapa en la que se realiz6 un intensivo estudio
citogenético y citogenético-molecular en especies
de monos aulladores del género Alouatta. En esa
etapa se contd con las colaboraciones de grupos de
investigacion internacionales que permitieron avanzar
en las caracterizaciones cariotipicas de especies poco
estudiadas de este género. La colaboracién de la Dra.
Liliana Cortés-Ortiz (Department of Ecology and
Evolutionary Biology, University of Michigan, Ann
Arbor, Michigan, USA) y el Dr. Domingo Canales Espinosa
(Instituto de Neuroetologia, Universidad Veracruzana,
Xalapa, México) ilustran mas adelante estos destacados
avances. En Alouatta se habia descripto la presencia
de sistemas cromosémicos de determinacién sexual
multiple, mediante estudios meiéticos, originados
por translocaciones Y-autosomas: de tipo trivalente
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X XY en machos de A. belzebul (Armada et al., 1987) y
A. palliata (Solari y Rahn, 2005),de tipo cuadrivalente
XX,YY, en A seniculus stramineus (Lima y Seudnez,
1991), A. caraya (Rahn et al., 1996; Mudry et al., 1998) y
A. pigra (Steinberg et al., 2008), y de tipo pentavalente
XX X,Y\Y, en A guariba clamitans (Steinberg et al., 2017).
Del trabajo conjunto con el equipo mexicano se logrd
la primera descripcion del cariotipo del mono aullador
negro A. pigra, caracterizando un numero diploide
2n=58, con un sistema sexual en machos XX YY,
(Steinberg et al., 2008). Posteriormente, gracias a una
colaboracion con la Dra. Vanessa Fortes (Laboratorio de
Primatologia de la Universidad Federal de Santa Maria,
RS, Brasil), se concreté la caracterizacion genética del
mono aullador marrén Alouatta guariba clamitans, que
llega en su distribucion a la Argentina. E1 muestreo de
esta especie se efectud en Brasil dado que las poblaciones
en Argentina fueran diezmadas por la epidemia de Fiebre
Amarilla de 2008, dificultando o incluso impidiendo el
acceso a ejemplares en este pais. Como resultado de este
trabajo colaborativo se logro la primera caracterizacion
mitética y meidtica de un sistema de determinacion
sexual masculino de tipo pentavalente X X X Y|Y, en una
especie de primate (Steinberg et al., 2017).

La realizacion de estudios comparativos analizando
los cariotipos de las especies de aulladores nos permitio
proponer hipétesis sobre el posible origen delos sistemas
sexuales multiples en las especies sudamericanas (A.
caraya, A. guariba, A. sara, A. belzebul, A. macconelli,
A. seniculus, A. arctoidea) y mesoamericanas (A. pigra
y A. palliata), asi como determinar los autosomas
involucrados en los reordenamientos que habrian dado
origen a los multivalentes sexuales en los aulladores de
ambos origenes americanos (Steinberg et al., 2014a). En
las especies sudamericanas, el autosoma involucrado en
los sistemas sexuales multiples posee homeologia con
los cromosomas humanos 3y 15, por lo que esta sintenia
3/15 estad asociada a los sistemas sexuales en estas
especies. El estudio de conservaciéon genémica mediante
FISH evidencio que la sintenia 3/15 no estaria conservada
en las especies mesoamericanas A. pigra y A. palliata,
sino que el par autosémico que dio origen a los sistemas
sexuales en estas dos especies posee homeologia con el
cromosoma humano 7. Este trabajo, junto a un estudio
mas exhaustivo de las homeologias cromosémicas
interespecificas, nos permitié6 proponer que los
autosomas involucrados en las translocaciones que
darian origen alos multivalentes sexuales en las especies
sudamericanas y mesoamericanas serian distintos. Del
analisis de los datos obtenidos, se postulé un origen
independiente para los sistemas sexuales multiples de
estos dos grupos que involucraria dos translocaciones
Y-autosoma diferentes. Estos hallazgos brindaron
informacion original sobre la cariologia de Ceboidea.
En el marco conceptual de “Evidencia Total”, el analisis
combinado de variables moleculares y cromosémicas
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resolvio las relaciones de parentesco entre las especies de
aulladores de ambos origenes americanos, demostrando
su utilidad en el esclarecimiento de controversias que
relacionan la taxonomia y la evolucion de los primates
ceboideos (Steinberg et al., 2014a).

Otro aporte original al conocimiento resultante de
estos estudios comparativos serefiere al estudio meiético
del comportamiento y la dinamica cromosdémica en
profase I temprana de los sistemas sexuales multiples
en dos especies de monos aulladores, A. caraya (2n=52,
XXX X /X XYY, hembra/macho)y A. guariba clamitans

i ) 1772717 2)
(2n=46, XXX XXX hembra/2n=45, XXXYY,

17717 2 )
macho). Del anélisis? cie espermatocitos en los monos
aulladores, se observd que los multivalentes sexuales
estan completamente sinapsados en la profase meiotica
I, incluso antes de que los bivalentes autosémicos lo
estén; por ello, los cromosomas sexuales muestran un
comportamiento meiético diferencial. En A. guariba
clamitans se observé al pentavalente sexual totalmente
extendido en 70% de los espermatocitos en paquitene
temprana, mientras que en A. caraya se observé al
cuadrivalente sexual extendido en sélo 20% de los
espermatocitos (Steinberg et al., 2018a). El cuadrivalente
sexual de A. caraya muestra un plegamiento sobre si
mismo mucho mayor que el pentavalente de A. guariba
clamitans (Figura 1A, B). Este patrén estructural podria
estar relacionado con el nimero y localizacién de los
quiasmas, o el nimero de cromosomas involucrados en
el multivalente. En Cebus cay (2n=54, XY) se observo una
sinapsis incompleta del bivalente correspondiente al par
autosdémico 11 (que posee una banda de heterocromatina
extracentroméricaqueocupa70% delalongitud delbrazo
q) aun después de la sinapsis total del par sexual XY; este
par autésomico resultd ser el Gltimo del complemento
cromosémico en sinapsar. Estas diferencias entre
las dos especies de monos aulladores y el mono cai C.
cay podrian explicarse por la escasa heterocromatina
constitutiva que posee el cariotipo de los aulladores en
comparacion con la del mono cai. Considerando que
se ha propuesto que la heterocromatina constitutiva
tiene un papel importante en el emparejamiento
de cromosomas homologos en la meiosis y algunos
efectos negativos en el emparejamiento meiético y
entrecruzamiento (Sumner, 2008), la heterocromatina
podria retrasar la sinapsis en C. cay (Garcia-Cruz et al.,
2009, 2011). El estudio del comportamiento meidtico
en primates no humanos resulta muy valioso para el
avance del conocimiento acerca de las caracteristicas
conservadas anivel evolutivo interespecifico en primates
en general, asi como para todo lo referente al manejo y
mantenimiento de la biodiversidad en los ambientes que
son propios de su distribucién geografica natural. Otro
aspecto que no se puede evitar comentar como faceta de
aplicacion futuraes que, dadalaintimarelacién evolutiva
existente, los conocimientos obtenidos con el desarrollo
de trabajos en estos primates tendran un impacto
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sobre el conocimiento cientifico actual y contribuiran
a una mejor comprension del proceso meidtico en
humanos. Los resultados obtenidos de las actividades
de investigacion, junto con los estudios de dinamica
meidtica, contribuyen a una mejor comprensiéon de
la compleja evoluciéon de los cromosomas sexuales.
La integraciéon de estos conocimientos junto a los
logros producto de la aplicacion de nuevos abordajes
experimentales permite expandir el campo de
investigacion poco explorado en nuestro pais, asi como
ampliar el conocimiento del proceso meiético en células
eucariontes y aportar informacioén para caracterizar una
parte de la variabilidad generada por este proceso de
division de las células germinales en mamiferos.

¢QUE NUEVOS HALLAZGOS OBTUVIMOS
ACERCA DE LA COMPOSICION
NUCLEOTIDICA?

El estudio de la dinamica del genoma, principalmente
en especies de los géneros Alouatta y Cebus, ha permitido
avanzar notablemente en los udltimos afios sobre el
conocimiento de la estructura basica del genoma de
estos platirrinos, tanto a nivel mit6tico como meiético.
Los estudios de composicion nucleotidica como aporte
de genética citomolecular al mas amplio conocimiento
de los primates americanos recurren a la aplicacion de
fluorocromos para analizar contenido, tipificacion y
distribucién de secuencias de pares de bases. De esta
manera, el estudio integrando la citogenética clasica
y la citogenética molecular brinda nueva informaciéon
sobre la reorganizacion de la arquitectura cromosdmica
y la restructuraciéon cariotipica en las especies de
Cebus y Alouatta, y el papel potencial que podria jugar
en la dinamica de los genomas. De la caracterizacion
detallada de la organizacién de los cromosomas en
términos del contenido, distribucién y localizacién
de bases nucleotidicas especificas mediante bandas
secuenciales fluorescentes (DAPI-CMA,) en tres especies
de aulladores (Alouatta caraya, A. guariba clamitans
y A. pigra) y en dos especies de monos cai (Cebus cay y
C. nigritus, Figura 1C, D, E) se observo la presencia de
bandas cromosémicas ricas en pares de bases G-Cy A-T,
de diversa localizacion, telomérica, pericentromérica e
intersticial, en cada una de estas especies. Ademas, se
demostrd la colocalizacion de estas bandas fluorescentes
conregiones heterocromaticas y regiones organizadoras
nucleolares. Estos hallazgos fueron recientemente
difundidos en distintos eventos cientificos nacionales
e internacionales (Steinberg et al., 2018b; Nieves et al.,
2019; Steinberg et al., 2019, 2020a; 2020b). Para los
monos cai se propuso la existencia de un patrén general
especifico para el género con respecto al contenido,
distribucién y localizacién de las bases nucleotidicas en
los cariotipos de estas especies, mostrando un alto grado

de conservaciéon gendémica. En los monos aulladores
se observo una distribucién diferencial de secuencias
enriquecidas en G-C (DAPI-negativas/CMA, -positivas)
yenA-T (DAPI—positivas/CMAB—negativas). El cariotipo
del mono aullador negro, A. pigra, presenté un mayor
nimero de bandas teloméricas enriquecidas en G-C,
mientras que el cariotipo del mono aullador marrén, A.
guariba clamitans, presenté una proporcion mayor de
estas bandas en posicién pericentromérica. En tanto el
cariotipo del mono aullador negro y dorado, A. caraya,
presentd la mayor proporcién de bandas enriquecidas
en A-T en posicion intersticial. Todos estos resultados
nos permiten inferir la posible existencia de patrones
de bandas cromosémicas especificos de cada especie.
Las diferencias observadas en los patrones de bandas
fluorescentes podrian deberse a los reordenamientos
cromosdémicos ocurridos en los linajes de estas especies
de aulladores y a una posterior diversificaciéon en la
composicion nucleotidica.

Como hemos mencionado en este trabajo, en los
ultimos afios se estudiaron especies de ceboideos en
estado silvestre, en cautiverio y en semicautiverio,
contrastando la hipdtesis de evolucion cromosdémica
como mecanismo explicativo mas probable del proceso
especiogénico de las formas actuales de Primates
Neotropicales. En esta misma linea de pensamiento, en
el GIBEse fueron implementando y aplicando nuevos
abordajes metodoldgicos citogenético-moleculares
(e.g., FISH) para confirmar el estatus de especie
relacionando vida silvestre y cautiverio, junto a otros
estudios cromosomicos (e.g., hibridacién gendmica
comparativa (HGC, por sus siglas en inglés Comparative
Genomic Hybridization) orientados a mejorar el
conocimiento genético de cada especie caracterizando
la plasticidad gendémica. En los afios mas recientes, los
trabajos de investigacién se centraron en caracterizar
la arquitectura gendémica somatica y de determinacion
sexual en Ceboidea, tomando la evolucidon cromosdémica
como potencial modelo de estudio a nivel de mecanismos
involucrados en el proceso especiogénico. Las
investigaciones aqui planteadas permitieron mejorar
el conocimiento cientifico actual de la arquitectura
cromosdmica y la dindmica del genoma en Primates
Neotropicales ydilucidar el papel putativo de los cambios
cromosOmicos (i.e. reordenamientos cromosomicos,
diferencias en el niimero, localizacién y distribucién
de secuencias de ADN repetitivas) en el proceso de
especiacion de este grupo.

De este modo, los estudios citogenético-moleculares
ampliaron el espectrodeposiblesaplicaciones destinadas
a profundizar las ya conocidas caracterizaciones de
citogenética clasica. En el caso de los primates, donde
atn queda mucho camino por recorrer, sigue siendo
todo un desafio continuar con las investigaciones
sobre el genoma y sus particularidades y con los
estudios comparativos a nivel de ambos sexos y de su
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CREST

Figura 1. A, B: Inmunodeteccion en espermatocitos en paquiteno tardio en Alouatta caraya (A) y A. guariba clamitans (B). Rojo: ejes del complejo
sinaptonémico (SMC3). Verde: centrémeros (CREST). IV=cuadrivalente, V= pentavalente. Barra = 5 um. C, D, E: Patrones de bandas cromosémicas en
preparaciones mitéticas de Cebus nigritus. C. Bandas G en blanco y negro. D. DAPI (4'6-diamidino-2-phenylindole) en azul. E. CMA, (cromomicina

A,) en verde. Barra=10 pm.

descendencia, accediendo dia a dia a nuevos ejemplares
ya sea en sus lugares de origen como a ejemplares de
exhibicion.
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