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Resumen

A nivel de evolucién cariotipica dentro de la familia Bovidae (bovinos, ovinos,
cabras) se ha demostrado que los procesos fusion/fisidn céntrica, juegan un papel
fundamental en la especiacibn cromosomica. Estudios sobre alteraciones
cromosomicas en bovinos, como por ejemplo la translocacion Robertsoniana, han
utilizado agentes clastogénicos en sus experiencias. El dafio inducido por estos
agentes sobre la cromatina ha permitido identificar regiones inestables del
genoma, donde multiples reordenamientos (macro y microrearreglos) pueden
haber acontecido en el proceso de la evolucién. En este trabajo se describe la
accion de dos agentes clastogénicos sobre la cromatina del ovino Criollo
Uruguayo. Estos agentes son, la afidicolina (APC) y la 5-azacitidina (5-aza-C). La
APC compite con el dCTP por la ADNpolimerasa o, provocando inestabilidades en
regiones ricas en citocinas; la 5-aza-C es un analogo de citocinas que bloquea la
accion de la ADN-metiltransferasa; que, actuando como agente hipometilante,
inhibe la condensacién de la heterocromatina.

Para esto se realizaron cultivos linfocitarios de dos muestras sanguineas, una
perteneciente a un ovino Criollo hembra del Zoolégico Villa Dolores, y la segunda
a un ovino Criollo hembra del Parque Nacional de San Miguel. En ambos cultivos
se realizd un disefio de concentraciones para los dos inductores. En esta pasantia
se analizaron los tubos con induccién durante 24 hrs. de APC (0,35uM) y durante
2 hrs. de 5-aza-C (1,5mM y 3mM), ademas de los controles.

Los tubos de induccion con APC del segundo cultivo no se lograron por error
experimental. En la induccion del primer cultivo se observo respuesta a la accion
del APC, con alta frecuencia de lesiones cromosémicas (151 lesiones en 91
metafases completas) sin perder su integridad, por lo tanto la concentracidon
0,35uM podria estar dentro del Optimo para realizar posteriores estudios
citogenéticos sobre ovinos Criollos. Se contaron las lesiones y se calculé su
frecuencia por tipo cromosdmico (monobraqueado, bibraqueado, cromosoma X);

por region del cromosoma (pericentromérica, intersticial y subtelomérica)



especialmente en los cromosomas largos; y por cromosoma X, donde se
describen por lo menos 3 lesiones.

En cuanto a la induccién con 5-aza-C, se observo despiralizacién en regiones
heterocromaticas en ambas concentraciones (1,5mM y 3mM). Se clasificaron las
metafases segun el nivel de dano inducido por 5-aza-C, tomandose el nivel 2
como el 6ptimo (metafases con despiralizacion sin afectar la identificacion de los
cromosomas). No se observo gran diferencia en el porcentaje de metafases
encontradas en este nivel 2, para las concentraciones 1,5mM y 3mM, siendo para
el primero cultivo 19,4% (1,5mM) y 17% (3mM), y para el segundo 8,3% (1,5mM) y
8,2% (3mM). Por primera vez en ovinos se observa el cromosoma X inactivo

despiralizado tanto a 1,5mM como a 3mM.

Introduccion

CROMATINA

La cromatina es el conjunto de ADN, histonas y proteinas no histonicas que se
encuentra en el nucleo de las células eucariotas y que constituye el cromosoma
eucariotico.

Las unidades basicas de la cromatina son los nucleosomas. Estos se encuentran
formados por aproximadamente 146 pares de bases de longitud (el numero
depende del organismo), asociados a un complejo especifico de 8 histonas
nucleosémicas (octamero de histonas). Cada particula tiene una forma de disco,
con un diametro de 11 nm y contiene dos copias de cada una de las 4 histonas
H3, H4, H2A y H2B. Este octamero forma un nucleo proteico alrededor del que se
enrolla la hélice de ADN (de aproximadamente 1.8 vueltas). Entre cada una de las
asociaciones de ADN e histonas existe un ADN libre llamado ADN "espaciador",
de longitud variable entre 0 y 80 pares de nucleétidos que garantiza flexibilidad a
la fibra de cromatina. Este tipo de organizacion, permite un primer paso de
compactacion del material genético, y da lugar a una estructura parecida a un

"collar de cuentas".
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Posteriormente, un segundo nivel de organizacion de orden superior lo constituye
la "fibra de 30nm" compuesta por grupos de nucleosomas empaquetados uno
sobre otros adoptando disposiciones regulares gracias a la accion de la histona
H1.

Finalmente continua el incremento del empaquetamiento del ADN hasta obtener
los cromosomas que observamos en la metafase, el cual es el maximo nivel de
condensacion del ADN.

La cromatina se puede encontrar en tres formas:

Heterocromatina, es una forma inactiva, condensada, localizada sobre todo en la
periferia del nucleo, se replica en fase S tardia, y se tifie fuertemente con las
coloraciones. La heterocromatina puede ser de dos tipos diferentes:

-la constitutiva, idéntica para todas las células del organismo y que carece de
informacion genética, incluye a los teldbmeros y centrdmeros del cromosoma que
no expresan su ADN.

-la facultativa, diferente en los distintos tipos celulares, contiene informacién
sobre todos aquellos genes que no se expresan o que pueden expresarse en
algun momento (genes tejido especifico). Incluye al corpusculo de Barr, que
corresponde al cromosoma X inactivo de la hembra de mamiferos.

Eucromatina, representa la forma activa, con menor condensacion, esta
diseminada por el resto del nucleo, se replica en fase S temprana, y se tifie
débilmente con coloracion especifica del ADN. Es aqui donde se encuentran la

mayoria de los genes activos (genes housekeeping) (Alberts, et al, 1996).

MODIFICACIONES EPIGENETICAS

La cromatina juega un rol regulador fundamental en la expresion génica. Los
distintos estados de compactacion pueden asociarse (aunque no univocamente) al
grado de transcripcion que exhiben los genes que se encuentran en esas zonas.
La cromatina es, en principio, fuertemente represiva para la transcripcién, ya que
la asociacion del ADN con las distintas proteinas dificulta el procesamiento de las
distintas ARN polimerasas. Por lo tanto, existe una variada cantidad de proteinas

remodeladoras de la cromatina y modificadoras de histonas.
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Existe actualmente lo que se conoce como "cddigo de histonas". Las distintas
histonas pueden sufrir modificaciones post-traduccionales, como ser la metilacion,
acetilacion, fosforilacion, generalmente dada en residuos lisina o arginina. La
acetilacién esta asociada con activacion de la transcripcion, ya que al acetilarse
una lisina, disminuye la carga positiva global de la histona por lo cual tiene una
menor afinidad por el ADN (que esta cargado negativamente). En consecuencia, el
ADN se encuentra unido menos fuertemente lo que permite el acceso de la
maquinaria transcripcional. Por el contrario, la metilacién esta asociada con la
represion transcripcional y una union ADN-histona mas fuerte (si bien no siempre
esto se cumple). Por ejemplo, en la levadura S. pombe, la metilacién en el residuo
de lisina 9 de la histona 3 esta asociado con represion de la transcripcidon en la
heterocromatina, mientras que la metilacion en el residuo de lisina 4 promueve la
expresion de genes.

Las enzimas que llevan a cabo las funciones de modificaciones de histonas son
las acetilasas y desacetilasas de histonas, y las metilasas y desmetilasas de
histonas, que forman distintas familias cuyos integrantes se encargan de modificar
un residuo en particular de la larga cola de las histonas.

Ademas de las modificaciones de las histonas, existen también maquinarias
remodeladoras de la cromatina, como por ejemplo SAGA (complejo histona acetil
tranferasa), que se encargan de reposicionar nucleosomas, ya sea
desplazandolos, rotandolos, o incluso desensamblandolos parcialmente, retirando
algunas de las histonas constituyentes del nucleosoma y luego volviéndolos a
colocar. En general las maquinarias remodeladoras de la cromatina son
esenciales para el proceso de transcripcidn en eucariotas, ya que permiten el
acceso y procesividad de las polimerasas.

Otra forma de marcaciéon de la cromatina como "inactiva" puede darse a nivel de la
metilacién del ADN, en citosinas que pertenezcan a dinucle6tidos CpG. En general
la metilacién del ADN y de la cromatina son procesos sinérgicos, ya que, por
ejemplo, al metilarse el ADN, existen enzimas metiladoras de histonas que pueden
reconocer citosinas metiladas, y metilan histonas proximas. Del mismo modo,

enzimas que metilan el ADN pueden reconocer histonas metiladas, y asi seguir
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con la metilacion a nivel de ADN.Todas estas modificaciones forman parte de una

familia de modificaciones epigenéticas (Alberts, et al., 1996).

CROMOSOMA X INACTIVO

El cromosoma X tiene una baja proporcién de genes si lo comparamos con otros
cromosomas. Esta compuesto por muchos segmentos de ADN repetitivo que no
codifica para ninguna proteina o su funcidn no es conocida. Solo el 1,7% del
cromosoma codifica para proteinas funcionales. Durante el desarrollo embrionario
de hembras, mas precisamente en las células del macizo celular interno (estadio
de blastocito), uno de los dos cromosomas X se inactiva de forma azarosa y
permanente en las células somaticas. A este fenbmeno se le da el nombre de
inactivacién del cromosoma X y crea los corpusculos de Barr. La inactivacion de
uno de los cromosomas en hembras, asegura que soélo uno de los cromosomas X
pueda desempefiar sus funciones, realizandose la compensacion de dosis con
respecto al macho. Como se nombr6é anteriormente el X inactivo presenta

heterocromatina facultativa (Thompson, 2004).

ALTERACIONES CROMOSOMICAS

Las alteraciones cromosdmicas, tanto espontaneas como inducidas por agentes
clastogénicos constituyen alteraciones del numero cromosdémico de la especie
(alteraciones cromosoémicas numéricas) o de la estructura de uno o mas

cromosomas (alteraciones cromosomicas estructurales) (Savage, 1976).

Alteraciones estructurales

Las alteraciones estructurales constituyen modificaciones espontdneas o
inducidas en la estructura cromosémica. Pueden ser clasificadas en cuatro tipos
basicos: delecciones y duplicaciones (que respectivamente disminuyen o
incrementan la cantidad de material genético del cromosoma involucrado);
inversiones (que generan un cambio de sentido en el orden lineal de los genes de
una region del cromosoma) y translocaciones (que originan el traslado de un

segmento de material genético dentro del mismo o hacia otro cromosoma).
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Las alteraciones en los cromosomas que surgen durante el periodo G1 de la
interfase, o sea cuando el cromosoma aun no ha sido replicado, se denominan
alteraciones tipo cromosoma (cuando afectan ambas cromatidas) (Fig. 1). Se
denominan, en cambio, alteraciones de tipo cromatida (cuando involucra una sola
cromatida) a aquellas que se producen en cromosomas ya replicados, es decir
que se encuentran en el periodo G2 del ciclo celular (Fig. 2).

(Savage 1976, 1991,1993).

Alteraciones tipo cromosoma

Lesidon acromatica o gap

Corresponde a una regién cromosomica de escasa coloracion con lo que puede
ser confundida como una fractura cromosomica. Se clasifica como gap toda lesiéon
menor cuyo ancho sea menor que el de la cromatida.

Fractura cromosdmica o deleccion terminal

Se origina por la produccion de una fractura en un brazo cromosémico. Esta lesion
inicial se duplica como consecuencia del proceso de replicacion del ADN (fase S)
y en la mitosis subsiguiente se observa un cromosoma duplicado de tamaio

inferior al normal y un fragmento acéntrico doble.

TIPO CROMOSOMA

Lesi6n acromatica o gap ’E
1

Fractura cromosomica o
deleceidn terminal J

Figura 1. Clasificacion de alteraciones tipo cromosoma segun Savage (1976).



Alteraciones tipo croméatida

Lesidn acromatica o gap

Corresponde a una regién de cromatida con escasa coloracién y que
ocasionalmente puede ser confundida con una fractura de cromatida.

Deleccién simple o fractura de cromatida

Se origina por la produccién de una fractura en una sola cromatida generando un

fragmento acéntrico.

TIPO CROMATIDA

: i
Gap de cromatida F
|

Fractura cromatida i
|

Fragmento alineado

Figura 2. Clasificacion de las alteraciones tipo cromatida segun Savage (1976).

Extraido de tesis doctoral de la Dra. M. V. Di Tomasso (2007).

AGENTES CLASTOGENICOS

Son agentes capaces de producir aberraciones cromosomicas. Se los suele
incorporar a cultivos celulares para inducir estas aberraciones. Su accion difiere a
lo largo de las diferentes fases del ciclo celular (G1, S, G2) y concentraciones, ya
sea en forma cuantitativa o cualitativa.

En este trabajo se utilizaron dos agentes clastogénicos S-dependientes: afidicolina
y 5-azacitidina.

Afidicolina (APC)
La afidicolina es un tetraciclido diterpenoide aislado del hongo Cephalosporium

Aphidicola. Compite a nivel de dCTP con la ADN polimerasa «, inhibiendo su



funcién en la replicacion del ADN, esto permite identificar regiones ricas en
citocinas (Krokan et al., 1981).

Sheaff et al. (1991) basandose en sus resultados sugiere que la afidicolina no
podria ser vista como un analogo de nucleétidos o de dCTP, sin embargo la falta
de un grupo fosfato tendria estructuralmente, un parecido a los nucledsidos. Oguro
et al., (1979) demuestran que el sitio de union de dCTP es diferente a los sitios de
union de los otros dNTPs. Proponen dos alternativas para los sitios de union de la
afidicolina a la enzima. La primera es que esta se podria unir al sitio de dCTP e
inhibir completamente la actividad de la ADN polimerasa a y la segunda es que la
afidicolina se podria unir a otro sitio que no sea el catalitico de la enzima y
competir solo con dCTP, pero es un mecanismo aun no comprendido. La union de
la afidicolina a la ADN polimerasa a por uno u otro modelo podria causar un
cambio conformacional no comprendido que inhibe directamente la reaccién del
homopolimero. Se sugiere que la uniéon de la afidicolina estaria en una regién
hidrofobica de la enzima ya que ésta es un componente no polar (Oguro et al.,
1979).

Este agente, potencia sitios de inestabilidad del genoma mas predispuestos a
sufrir aberraciones cromosomicas. Se utiliza como marcador para estudios de
homologia cromosdmica en regiones dinamicas de la cromatina (Sutherland vy
Hecht, 1985).

5-azacitidina (5-aza-C)

La 5-aza-C actua como inhibidor en la condensacion de la heterocromatina
(constitutiva y facultativa), involucrado en el silenciamiento de la cromatina durante
el ciclo celular. Es un analogo de citocinas, el cual presenta un nitrégeno en lugar
del carbono 5 del anillo de pirimidina, esto impide que sea metilada por la ADN-
metiltransferasa y detiene la funcion de esta enzima. La metilacion de citocinas es
parte de un proceso epigenético que provoca la condensacién del ADN (Haaf,
1995; Haaf y Schmid, 2000; Pintado y Morén, 2002).
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ABORDAJE A ESTUDIOS DE LA CROMATINA POR AGENTES
CLASTOGENICOS

De acuerdo a estudios realizados previamente en bovinos, hemos seleccionado
inductores S-dependientes para realizar un primer abordaje al estudio de la
cromatina de los ovinos Criollos Uruguayos. Los inductores utilizados en esta
pasantia fueron: la afidicolina (APC) como inhibidor de la ADN polimerasa o en la
replicacion de los eucariotas, y la 5-azacitidina (5-AZA-C) como agente de
descondensacion de la cromatina en regiones de ADN hipometiladas (Tellechea et
al., 2004; Artigas et al., 2008).

Estudios anteriores con inductores clastogénicos en animales de la familia

Bovidae en general y bovinos en particular revelan los siguientes resultados:

Estudios de induccién con APC en la translocacion rob (1;29), han permitido
identificar un lugar de inestabilidad en el brazo corto en posicion 0,45 frente a una
concentracion de 0,30uM, durante un ciclo celular (Artigas et al., 2007). Tellechea
et al. (2004), analizaron posible homologia en la region proximal al centromero por
acciéon de la APC en la rob(1;29) y BTA1, encontrando regiones de inestabilidad
diferencial de la cromatina, que establecen heterocigosidad en la regién analizada.
Rodriguez et al. (2001) identificaron cinco sitos fragiles en el cromosoma X,
usando en forma indistinta concentraciones de afidicolina de 0,15uM y 0,30uM.
Frente a este inductor, se propone analizar su expresion sobre cromosomas
metafasicos del ovino en concentraciones similares a las utilizadas en humanos y
boévidos (0,30uM) (Di Tommaso, 1998; Rodriguez et al.,, 2002; Nicodemo et al.,
2008).

En cuanto al inductor 5-aza-C, Danielak-Czech y Slota (2004) encontraron
alteraciones en BTA1925 y en 4 regiones del BTAX, correspondiendo todas a
regiones bandas G-, al inducir células linfocitarias con 5-aza-C (50ug/ml, 6hrs).
Sin embargo, estos autores encontraron que la expresion de fragilidad
cromosomica en el cariotipo del ovino, sometidos a la misma concentracion y

tiempo, resulté menor.
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Llambi y Nufez (2007) describieron fragilidad cromosdmica en el cromosoma X (2
regiones) y varios autosomas (16 regiones) a concentraciones menores y durante
dos ciclos celulares (4,92uM, 48 hrs).

Artigas et al.,, (2007) utilizaron altas concentraciones de 5-aza-C (1mM),
accionando al final de la fase G2. Los autores observaron descondensacion en la
region paracéntrica y en regiones bandas G+ de la rob1;29 y del cromosoma
BTA1, identificandose mas de 10 regiones de cromatina despiralizada en los 58
cromosomas autosémicos. El efecto de la 5-aza-C, incluyé regiones
pericentroméricas, teloméricas e intersticiales, observandose regiones
condensadas, que no fueron alteradas por el inductor. EI dafio provocado por el
inductor en el cromosoma X inactivo de la hembra, se utiliz6 como control de la
induccién sobre heterocromatina facultativa (Haaf, 1995; Haaf & Smith, 2000),
obteniéndose en el resto del material regiones con respuesta similar, sefialando
heterocromatina facultativa con genes tejido especifico (Holmquist y Ashley,
2006).

Artigas et al. (2007) basandose en las variables de concentracién y tiempo,
discuten que a bajas concentraciones del inductor y en etapas previas al periodo
G2 de la interfase, el efecto despiralizante de la heterocromatina se minimizaria,
proponiendo que la desmetilacion actuaria en regiones preferentemente ricas en

secuencias génicas “housekeeping” (bandas G-).

FAMILIA BOVIDAE

El genoma de los mamiferos contiene alrededor de 3 Gigabases, distribuidas en la
especie Bos taurus en 29+XY grupos sinténicos, 26+XY en Ovis aries y 29+XY en
Capra hyrcus; tres especies domésticas pertenecientes a la familia Bovidae.

A nivel de evolucién cariotipica, dentro de la familia Bovidae (bovinos, ovinos,
cabras) se ha demostrado que los procesos de fusidn/fision juegan un papel
fundamental en la especiacibn cromosomica, estableciéndose un numero
fundamental (NF) entre 56 y 58, en relacion a sus brazos cromosomicos.
Numerosos autores han aceptado al cariotipo de la cabra como el cariotipo

“primitivo”, por estar constituido por 30 pares de cromosomas acrocéntricos,
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excepto el Y (pequefio metacéntrico), lo cual daria a entender, que los cariotipos
de las demas especies de bdévidos, habrian derivado de este cariotipo por medio

de fusiones céntricas (Eldridge, 1985).

OVIS ARIES

La oveja (Ovis aries) es un mamifero ungulado rumiante domeéstico. Se origino a
partir de la domesticacion del muflon (Ovis musimon) en Oriente Préximo hacia el
IX siglo A. C. con el objeto de aprovechar su piel, lana, carne y la leche de las

hembras. Tienen una longevidad de 18-20 afnos.

Ovino Criollo

El ovino Criollo es la unica raza local del Uruguay que deriva de los primeros
animales introducidos desde Europa en el siglo XVII. Corresponde al tipo de
ovinos de lana basta, variaciones en la coloracion de capa, asi como en la
pigmentacion de mucosas y pezufias. Mide en promedio unos 60 cm de altura a la
cruz. Se considera que es una raza longeva, prolifica y de temperamento activo
apta para vivir en terrenos donde la poca abundancia de alimento obliga al
pastoreo continuo.

Existen varias majadas en el Uruguay, habiéndose censado 660 animales en 9
establecimientos diferentes.

(Mernies et al. 2008)

La majada del Parque Nacional de San Miguel, departamento de Rocha, cuenta
con una poblacion de 250 ovinos Criollos, con el propésito de educacion e
investigacion, el zooldgico de Villa Dolores de Montevideo cuenta con 11 ovinos

Criollos, con igual propdsito.

Cariotipo y homeologia

El cariotipo del ovino esta formado por 54 cromosomas, caracterizado por 3 pares
de grandes cromosomas submetacéntricos, siendo el resto de los autosomas,
acrocéntricos. Los cromosomas sexuales corresponden a un X acrocéntrico (el

mas largo) y un pequefio cromosoma Y metaceéntrico (Fig. 3).
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Los 3 pares de submetacéntricos han sido determinados, como el resultado de
fusiones céntricas de 6 pares de cromosomas acrocéntricos encontrados en la
cabra, la cual posee todos sus cromosomas acrocéntricos, excepto el Y que es un
pequefio metacéntrico. Segun Internacional System for Chromosome
Nomenclature of Domestic Bovids ISCNDB (2000), Oar1 estaria formado por CHI1
y CHI3, Oar2 por CHIZ y CHI8, y Oar3 por CHI4 y CHI19. También existe una
homeologia con Bos taurus, donde Oar1 estaria formado por BTA1 y BTA3, Oar2
por BTA2 y BTAS8, y Oar3 por BTAS5 y BTA11.

Ademas de estos tres pares de submetacéntricos normales, se han descrito seis
translocaciones Robertsonianas. Primero fueron descritas las t1 (6; 24), t2 (9; 10)
y 13 (7; 25) (Bruere et al., 1976, 1979, 1981); en 1994 Pearce describio la t4 (5; 8)
y t5 (8; 22); en 1995 Murthy describio la t (6; 26); y en 2003 la t (8; 11) fue descrita
por Chaves (Popescu et al., 1999; Chaves et al., 2003). Este tipo de aberracion
cromosomica, no causa problemas de fertilidad en ovinos, puesto que no se
generarian gametos desbalanceados (Bruere et al., 1981). En cambio en bovinos
la translocacion mas frecuente, la rob (1;29), reduce la fertilidad generando
gametos desbalanceados que causan mortalidad embrionaria (Gustavsson 1969).
Estas diferencias comportamentales de los reordenamientos mencionados, hacen
pensar en distintos ordenamientos génicos (o microrearreglos) dentro de los
cromosomas homeologos, como es el caso del BTA1 con Oar1q.

Por otra parte, segun la tabla de homeologia entre bovidos de ISCNDB 2000, el
OARX es homeodlogo al BTAX, sin embargo el cariotipo muestra que BTAX es un

submetacéntrico, mientras que OARX es un acrocéntrico con pequefios brazos p.
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Figura 3. Ideograma del Ovino bandeo G (izquierda) y R (derecha). (Di Berardino et al., 2001).

HIPOTESIS
Los cromosomas de ovinos Criollos hembras responden a la acciéon de agentes

clastogénicos en regiones especificas del genoma.

OBJETIVOS

Estudiar como primer abordaje, los cromosomas del ovino enfocado a la expresion
de dos inductores: APC y 5-aza-C.

Describir los niveles de dafo inducido por 5-aza-C (1,5mM y 3mM) al final de la
fase G2.
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Detectar regiones con respuesta a la acciéon de APC (0,35uM) en un ciclo celular y
5-aza-C (1,5mM y 3mM) al final de la fase G2, principalmente en bibraqueados y

cromosoma X.

Materiales y métodos

Animales Experimentales

Los estudios citogenéticos fueron realizados sobre 2 ovinos Criollos hembras,
pertenecientes a dos poblacion diferentes. Un individuo perteneciente a la
poblacién del Parque Nacional de San Miguel, en el departamento de Rocha, y el
otro perteneciente a la poblacion del Zoologico Villa Dolores de Montevideo.

Se escogieron ovinos Criollos provenientes de estas localidades y no de

establecimientos de produccién, para minimizar efectos de la seleccion artificial.

Extraccion de muestra sanguinea

Se tomo6 una muestra sanguinea por animal, la primera fue tomada el 14/04/2008
de la poblacion del Zooldgico, la segunda fue tomada el 05/08/2008 de la
poblacién de San Miguel.

En ambos casos se procedié de la misma manera. Previo a la extraccion en el
campo, en el laboratorio se prepard, una jeringa con heparina sodica (5.000 Ul)
para evitar la coagulacion sanguinea; una nevera portatil con hielo para conservar
la muestra; lapiz y cinta para rotularla y alcohol yodado.

Veterinarios y estudiantes de veterinaria, realizaron la extraccion de la muestra
sanguinea. Fueron extraidos aproximadamente 10mL de sangre periférica de la
vena yugular, con jeringa estéril heparinizada en condiciones asépticas. La jeringa
con la muestra fue rotulada (fecha e identificacion del animal) y colocada de
inmediato en la nevera. El mismo dia fue trasladada al laboratorio donde se

ingreso el cultivo.
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Cultivo linfocitario

En los cultivos también se actu6 de la misma manera para las dos muestras. En la
camara de flujo laminar, la muestra fue traspasada de la jeringa a varios tubos de
cultivo estériles, ubicados en una gradilla y rotulados segun el disefio de las tablas
1y 2. Cada tubo contenia 5mL de medio completo y se le agregaron 6 a 10 gotas
de sangre por tubo. Se los tapd con tapones de silicona y sellé con parafilm.
Luego fueron agitados suavemente, y de alli se los ubico junto con la gradilla en
bano Maria (Memmert) a 38,5°C (temperatura corporal normal del ovino) por 72
horas.

El medio completo se prepar6 de la siguiente manera: 100mL de RPMI 1640+ L-
glutamina (GIBCO 11875, Invitrogen), 15mL de suero fetal bovino (GIBCO), 2,5mL
de fitohemaglutinina (Phytoaemogglutinin M form, Biological industries Kibbutz Beil
Haemek, Israel) como mitégeno y 2,5mL de Penicilina-Estreptomicina (10.000
U/mL) (GIBCO) como antibiético.

30 minutos antes del procesamiento de cultivo, se agregd 50uL (10pg/mL) de
colchicina por tubo. En un tubo control de la primera muestra se agregd 15
minutos antes, para comprobar que esta variable no producia cambios

significativos en ovinos.

Tabla 1. Disefio del primer cultivo linfocitario, la muestra sanguinea fue extraida de un ovino Criollo

hembra del Zooldgico Villa Dolores.

tubo Induccién t. colchicina
8 control 15’
23 control 30°
6 AP C(0,35UMm) 30°

12 5-aza-C(1,5mM) 30°
13 5-aza-C(1,5mM) 30°
18 5-aza-C (3mM) 30’
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Tabla 2. Disefio del segundo cultivo linfocitario, la muestra sanguinea fue extraida de un ovino

Criollo hembra del Parque Nacional San Miguel.

tubo Induccién t. colchicina
1 control 30°
11 control 30°
3 AP C(0,35U™) 30°
6 5-aza-C(1,5mM) 30°
9 5-aza-C(3mM) 30°

A las 24 horas se resuspendieron todos los tubos manualmente, para uniformizar
el contenido de nutrientes. Al mismo tiempo se controlo el estado del cultivo, sobre
caracteristicas como color y presencia de coagulos, siendo el color indicador del

pH del medio.

Inducciéon con APC

24 horas antes del levantado del cultivo, se indujeron los tubos con APC
(aphidicolin Sigma AO781-1MG). En los tubos candidatos a APC (0,35uM) se
agregaron 5,8uL de solucién madre APC (300uM)*" previo a la resuspensioén del
cultivo. Ese mismo dia se resuspendieron los demas tubos. Y se volvio a controlar

color y coagulacion.

Induccion con 5-aza-C

Dos horas antes del levantado del cultivo, se indujeron los tubos con 5-aza-C a
concentraciones de 1mM y 3mM. En los tubos correspondientes a induccion con
5-aza-C (1mM), se agregaron 122uL de solucién madre y en los candidatos a 5-

aza-C (3mM) se agregaron 366pL de solucion madre 5-aza-C (10mg/mL)*2.

Procesamiento del cultivo linfocitario
A las 72 horas de cultivo y luego de haber dejado actuar la colchicina por los
ultimos 15 o 30 minutos, se comenz6 con su procesamiento de la siguiente

manera:
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Se resuspendieron los tubos de cultivo y se pasoé su contenido a tubos cénicos de
centrifuga. Los tubos de descarte se dejaron en agua corriente con hipoclorito, y
los tapones de silicona en agua corriente con detergente neutro.

Se centrifugaron los tubos a 800 rpm, durante 10 minutos, y se elimin6 el
sobrenadante con pipeta Pasteur de punta fina, dejando 1/2cm sobre el pellet
celular.

Luego se incorporé de 5 - 6ml de soluciéon salina hipoténica (KCL 0,075M)*® a
38,5°C (temperatura del cultivo) sobre las paredes, resuspendiendo lentamente
con pipeta Pasteur de punta fina, y dejandolo actuar durante 20 minutos. Por cada
tubo, se utilizé una pipeta, y se descarté en un recipiente con agua corriente e
hipoclorito.

Se detuvo la hipotonia con 6 gotas de solucién fijadora Carnoy (3:1 metanol-
acético) conservada en freezer por 10 minutos. Pudiendo asi ademas de detener
la accion de la solucién hipotdnica, producir una fijacion uniforme.

Luego se comenzo el lavado, centrifugando a 800rpm durante 10 minutos, se
descart6 el sobrenadante, se agregd solucién 3:1 hasta poco menos de la mitad
del tubo, se lo resuspendié y se dejé actuar el fijador durante 15 minutos. El
lavado se repitid 2 veces para obtener un sobrenadante traslucido y pellet limpio.
Finalmente para la fijacion de linfocitos, se descarto el sobrenadante translucido,
se agrego fijador 3:1 y se resuspendio, se lo deja actuar durante 30 minutos.
Terminado con el procesamiento del cultivo, se sellan los tubos con tapon de
goma y parafilm, todos estos ya con su correspondiente rétulo, y se los ingresa a

heladera (4°C) para su conservacion.

Elaboracién de preparados

Se colocaron portaobjetos prelimpios en copplin con metanol 70% en el freezer
para evitar la evaporacion del metanol.

Para cada tubo candidato a analizar se lo centrifugé a 800rpm por 10 minutos, se
descartd6 sobrenadante, se le adicioné fijador 3:1 (metanol: acido acético) en
cantidades dependientes de la concentracibn de material deseada, y se lo

resuspendio con pipeta Pasteur. Se tomd una pequefa porcion de la suspension
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celular con la pipeta y se dejo caer de dos a tres gotas desde una altura de 30 a
50 cm sobre el portaobjetos recién retirado del copplin con metanol. Se tomé el
portaobjetos con una pinza desde el extremo de la etiqueta, y se lo acerco a la
llama del mechero lo necesario como para que el metanol se encienda y en
seguida se lo retird, cuando la llama sobre el porta se consumidé junto con el

metanol. Se dejé secar el portaobjeto a temperatura ambiente y se rotuld.

Tincién cromosomica con colorante Giemsa

En un copplin de 50ml se incorpord 46.5ml de agua corriente o ddH,O, 1,5 de
metanol, 1,5 de tampén fosfato Sorensen (ph 6,8)** y 1.5ml de solucién Giemsa
madre*°. Se ingresaron las preparaciones secas, y se las dejé durante 10 minutos.
Transcurrido este tiempo se retiraron y se enjuagaron bajo chorro de agua
corriente, el chorro debe caer sobre la etiqueta y correr por el resto del
portaobjeto. Luego se dejan secar a temperatura ambiente o en estufa. En el caso
de que se quiera destefiir, se las sumerge en copplin con 3:1 (metanol: acido
acético) hasta que se haya eliminado todo el colorante. Si a las preparaciones se
les habia adicionado aceite durante su observacién es necesario el tratamiento en

un copplin con Xilol durante 24 horas a temperatura ambiente.

Observacion al microscopio

Como una manera de evaluar la calidad del cultivo se calculd el indice mitotico*®
para los tubos control.

Se observaron y se capturaron imagenes de metafases de los preparados,
utilizando un microscopio Optico Olympus (BX60) con aumento 100X y un

Software digitalizador de imagenes (FlashBus FBG, version 4.2).

Andlisis de metafases
Se usaron las imagenes para cuantificar, clasificar y analizar las metafases.
Para los tubos control, se buscé capturar mas de 50 metafases completas, y se

indicd cuantas de éstas presentaron lesiones espontaneas.
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Para los tubos inducidos con APC (0,35uM) se capturaron mas de 50 metafases
completas, contabilizandose metafases con lesiones, y lesiones segun ubicacion
en el cromosoma (Fig. 4).

Para los tubos inducidos con 5-aza-C se capturaron mas de 50 metafases entre
completas y cuasi-completas. Estas fueron clasificadas segun el nivel de dafo
inducido por el agente sobre los cromosomas: nivel 0 (no se observa dafio), nivel 1
(poco dafo, los cromosomas permanecen integros), nivel 2 (cromosomas
despiralizados, identificables), nivel 3 (cromosomas altamente despiralizados, no
identificables) (Figs. 5, 6 y 7). Se identificd el OARX despiralizado, como control de

que la 5-aza-C esté actuando sobre heterocromatina facultativa (Fig. 8).
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Resultados

Ambos animales analizados presentaron un cariotipo normal (2n=26, XX) de
acuerdo con el patron ovino (Di Berardino et al., 2001).

Se observo respuesta de los dos inductores utilizados, en ambos cultivos, como se
observa en las figuras 4 a 7. En la induccién con APC (0,35uM) se observaron
lesiones en bibraqueados, monobraqueados y el cromosoma X (Fig. 4). En la
induccion con 5-aza-C (1,5mM y 3mM) se distinguieron tres niveles de dafio sobre
las metafases (Figs. 5, 6 y 7). Ademas, en esta induccion se observo el
cromosoma X despiralizado (Fig. 8).
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Figura 4. Lesiones en metafases de ovino Criollo hembra inducidas con APC (0,35uM). A- se
observan lesiones en acrocéntricos autosémicos y bibraqueados. B- Se observan lesiones en

OARX'y en acrocéntrico autosémico.
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Figura 5. Induccion con 5-aza-C. Nivel 1 de dafio cromosoémico.

Figura 6. Induccion con 5-aza-C. Nivel 2 de dafio cromosémico.

Figura 7. Induccion con 5-aza-C. Nivel 3 de dafio cromosomico.
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Figura 8. Cromosomas OARX despiralizados por accion de 5-aza-C. La primera imagen de OARX
pertenece a un tubo inducido a 3mM, las otras tres fueron inducidas a 1,5mM. Cada OARX de las

imagenes pertenece a una metafase distinta.

Primer cultivo linfocitario, ovino criollo hembra del Zooldqgico.

Los tubos de este cultivo no mostraron cambios de pH. Se encontré6 material en
sus preparados, el indice mitético del control con 15" de colchicina (tubo 8) fue de
2,8 y el indice mitético del control con 30° de colchicina (tubo 23) fue de 2,5.
Alcanzé con observar solo un preparado por tubo para obtener la cantidad de

metafases deseadas (mayor o igual a 50).

Controles y APC (0,35uM).

Tanto para el control con 15 minutos de colchicinado, como para el de 30 minutos,
el numero de metafases completas encontradas y cantidad de lesiones
espontaneas fue casi el mismo, encontrandose 3 y 2 lesiones espontaneas en 57
y 58 metafases respectivamente (tabla 4).

En ambos controles una de las escasas lesiones espontaneas se observo sobre el

cromosoma 1, pero en distinta region como muestra la figura 9.

Tabla 4. Lesiones en metafases de controles e induccion con APC (0,35uM). Se indica nimero y
porcentaje de metafases con lesiones, cantidad de lesiones totales y por tipo cromosémico
(bibraqueados, monobraqueados autosémicos y OarX). Para los controles se indica entre

paréntesis en cual bibraqueado se observé la lesion.

lesiones
tubo N N c/lesién| totales| enB | enM en X
CONTROL(15 col) 57 3(5,3%) 3 1(Oarl) 2 0
CONTROL(30°col) 58 2(3,4%) 2 1(Oarl) 1 0
APC(0,35uM) 91 71(78%) 151 53 88 10

N - n° metafases completas, B - bibraqueados, M - monobraqueados autosémicos, X — cromosoma X.
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Figura 9. Lesiones espontaneas en controles sobre el OAR1. A- 15’ colchicina, lesién en regién

subtelomérica, B- 30’ colchicina, lesion en region intersticial.

Los resultados de APC (0,35uM), muestran un alto porcentaje de metafases que
presentan al menos una lesién (78%) respecto al porcentaje indicado para los
controles (5,3% y 3,4%). Se observaron 151 lesiones distribuidas en 71 metafases
(tabla 4), de las cuales 53 se ubicaron en cromosomas bibraqueados, 88 en
monobraqueados autosémicos y 10 en el cromosoma X, ocupando el 35,1%,
58,3% y 6,6% respectivamente (tabla 5).

En bibraqueados la mayoria se encontraron en region intersticial y subtelomérica.
En la tabla 5 también aparecen clasificadas las lesiones por region para los
monobraqueados, aunque no es un dato confiable a ser analizado, ya que éstos
son mas pequefos y es menos exacta la separacion de las tres regiones. Este
procedimiento seria util solo en cromosomas largos, como si lo son los
bibraqueados y el X. En OARX se distinguen lesiones sobre la region intersticial
(6) y subtelomérica (4) (tabla 5, Fig. 10).

Tabla 5. Lesiones por tipo de cromosoma y regidon cromosomica, induccién con APC (0,35uM).

EN BIBRA: %
pericéntrica 9
intersticial 23
subtelomérica 21
total| 53 35,1
*EN MONOB:
pericéntrica 11
intersticial 49
LESIONES subtelomérica 28
total 88 58,3
EN X:
pericéntrica 0
intersticial 6
subtelomérica 4
total 10 6,6
O 151 * monobraqueados autosémicos
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Figura 10. Lesiones en OARX de linfocitos inducidos con APC (0,35uM). Se observan las 10

D E

lesiones descritas para la induccion, 6 en region intersticial y 4 en region subtelomérica. Cada

OARX de las imagenes pertenece a una metafase distinta.

De 53 lesiones en bibraqueados, solo 17 pudimos asegurar que se encontraban
en el OAR1, 10 lesiones quedaron en duda ya que la diferencia en tamafio entre el
OAR1 y el resto de los bibraqueados no era notoria en determinadas metafases.
De todas maneras podemos observar que las lesiones se distribuyen en las tres

regiones del OAR1, con mayor frecuencia en la regién intersticial (tabla 6).

Tabla 6. Lesiones en OAR1. Se ven representadas 17 lesiones que son las mas confiables en

pertenecer al OAR1.

region [lesiones OAR1 %
peric 2 11,8
inter 10 58,8
subtel 5 29,4

5-aza-C (1,5mM) y 5-aza-C (3mM).

En el mismo preparado se encontraron metafases sin respuesta a 5-aza-C (nivel
0), y metafases con los tres niveles de dano. Los resultados de las tabla 7 y 8
marcan que el porcentaje de metafases dafiadas (sumando los 3 niveles) es
mayor con 1,5mM que con 3mM (47,1% y 43,1% respectivamente), esto no es lo
esperable, pero sin embargo esta diferencia es pequefia (4%) y si nos fijamos en
los niveles de daino, claramente vemos mayor porcentaje de metafases con mayor
nivel de dafio en 3mM (5,1% para 1,5mM vy 11,2% para 3mM).

También se observoé mayor frecuencia de metafases en nivel 2 en la concentracion

de 1,5mM, sin gran diferencia, 19,4% contra 17%.
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Tabla 7. Niveles de dafio en induccion con 5-aza-C (1,5mM). N: n° de metafases completas e

incompletas.
N %
nivel 0 42 42,9
nivel 1 32 32,7
nivel 2 19 19,4
nivel 3 5 5,1
total 98

Tabla 8. Niveles de dafio en induccién con 5-aza-C (3mM). N: n° de metafases completas e

incompletas.
N %
nivel 0 130 46,9
nivel 1 69 24,9
nivel 2 47 17,0
nivel 3 31 11,2
total 277

Ambas concentraciones presentaron el OARX despiralizado. Las metafases donde
se logré identificar el OARX despiralizado presentaban un nivel de dafio entre 1y
2 (tabla 9).

Tabla 9. Numero de metafases donde se identificé el OARX despiralizado, separadas por niveles y

concentracion. N: n° de metafases completas e incompletas.

N X desp
1,5mM 3mM
nivel 1 9 2
nivel 2 3 12
total 12 14

Segundo cultivo linfocitario, ovino Criollo hembra de San Miguel.

Controles

Se realizaron 2 preparados por cada uno de los tubos controles (1 y 11), donde
solo se logré capturar 33 metafases completas y ninguna presento lesiones (tabla
10). El indice mitético del tubo 1 fue de 2,9 y el del tubo 11 fue de 1,2. Se

observaron dos lesiones espontaneas en monobraqueados autosémicos.
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Tabla 10. Lesiones en metafases de controles del segundo cultivo linfocitario.

lesiones
tubo N N c/lesién| totales| enB | enM enX
CONTROLES(30’ col) 33 0 0 0 0 0

N - n° metafases completas, B - bibraqueados, M - monobraqueados autosémicos, X — cromosoma X.

En el tubo inducido con APC (0,35uM) no se observé material por error en el

procedimiento de cultivo, y fue eliminado.

5-aza-C (1,5mM) y 5-aza-C (3mM).

Se realizaron 3 preparados del tubo 5-aza-C (1,5mM) y 2 preparados del tubo con
5-aza-C (3mM), y se capturaron mas de 50 metafases por tubo.

Segun los resultados presentados en las tablas 11 y 12, notamos que la 5-aza-C
en este segundo cultivo mostré menor dafio a menor concentracion, como era de
esperar. A una concentracion de 1,5mM no actuo en un 68,3% de las metafases
mientras que en 3mM no actud en el 47,4% de metafases. Las metafases en nivel
3 aumentaron al aumentar la concentracion (1,7% a 12,3%), para nivel 2 se

mantuvo el porcentaje (8,3 % y 8,2%) y para nivel 1 aumento (21,7% a 32,2%).

Tabla 11. Niveles de dafio en induccion con 5-aza-C (1,5mM). N: n° de metafases completas e

incompletas.
N %
nivel 0 41 68,3
nivel 1 13 21,7
nivel 2 5 8,3
nivel 3 1 1,7
total 60

Tabla 12. Niveles de dafio en induccion con 5-aza-C (3mM). N: n° de metafases completas e

incompletas.
N %
nivel 0 81 47,4
nivel 1 55 32,2
nivel 2 14 8,2
nivel 3 21 12,3
total 171
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Al igual que el primer cultivo, ambas concentraciones presentaron el OARX
despiralizado (tabla 13). Para 1,5mM se observd solo una metafases con el X
despiralizado, en un total de 60 y correspondia al nivel 1. Para 3mM se observaron

7 de 151 metafases con el X despiralizado distribuidas en niveles 1y 2.

Tabla 13. Metafases donde se identifico el OARX despiralizado, separadas por niveles y

concentracion. N: n° de metafases completas e incompletas.

N X desp
1,5mM 3mM
nivel 1 1 5
nivel 2 0 2
total 1 7
Discusion

El dafio inducido por los agentes clastogénicos utilizados (afidicolina, y 5-
azacitidina) sobre cromosomas de ovinos Criollos, permiti6 comenzar con las
primeras experiencias en este material de animal doméstico.

En el primer cultivo se realizé el colchicinado utilizando una variable en el tiempo
de 15’; se expusieron los tubos control a colchicina durante 15 y 30’ a
concentracion constante (10ug/mL). Los resultados demostraron diferencias no
apreciables confirmadas por el indice miético (2,8 y 2,5 respectivamente). Segun
este resultado, la accién de la colchicina no dependeria de este intervalo de
tiempo, permitiendo entonces trabajar un importante niumero de tubos en un
periodo de aproximadamente 15 minutos. Esto es apoyado en parte por Verma et
al. (1995) quien en sus técnicas de cultivo linfocitario para humanos describe
como preferencial un tratamiento de colchicinado entre 15 y 20 minutos.

En relacién a las inducciones con APC y 5-aza-C, los tubos controles presentaron
similar cantidad de lesiones espontaneas, 3 lesiones con 15’ y 2 lesiones con 30'.
La frecuencia de lesiones espontaneas en los controles fue muy baja para ambos
cultivos (tablas 4 y 10) por lo que las lesiones observadas en los tubos con

agentes clastogénicos serian lesiones inducidas, o probablemente algunas de
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ellas que se observan como espontaneas en controles, en este caso sean

potenciadas, como se demuestra en humanos (Sutherland, 1985).

Al inducir linfocitos de ovino Criollo con APC (0,35uM) durante las ultimas 24 horas
de cultivo, los resultados muestran un alto nivel de dafio (comparado con el
control), donde se observan lesiones en diferentes cromosomas y regiones
cromosomicas. El nivel de dafio no llega a afectar la integridad de los cromosomas
distinguiéndose claramente. Esta concentracién (0,35uM) podria ser la éptima o
estar cerca de ella, considerando que en humanos y bovinos la concentraciéon
usada es 0,30uM (Di Tommaso, 1998; Rodriguez et al., 2002), y que los efectos
en ovinos son menor que en bovinos a igual concentracion (Danielak-Czech vy
Slota, 2004).

Segun lo ya descrito por Sutherland y Hecht (1985) estas lesiones estarian
detectando sitios ricos en citocinas, por lo tanto encontramos un alto numero de
estos sitios en el ovino Criollo con APC (0,35uM). Se observa mayor frecuencia de
lesiones sobre monobraqueados autosdmicos que sobre bibraqueados, esto es
esperable ya que los primeros son 46 y los segundos 6 en una metafase completa;
de todos modos, la frecuencia de lesiones sobre bibraqueados no es baja (35,1%),
se debe a que estos cromosomas son los de mayor tamafo, aumentando asi la
probabilidad de que se encuentre una region sensible al inductor.

Se distinguieron sitios con lesiones en el cromosoma 1, facilmente distinguible por
ser el bibraqueado de mayor tamafo, éste mostré una alta frecuencia de lesiones
en region intersticial, indicando una zona rica en citocinas.

Pudimos identificar diez lesiones sobre OARX, distribuidas en regién intersticial y
subtelomérica, claramente representados en la figura 10. Este dato concuerda con
estudios realizados por Rodriguez et al., (2004) quienes describen cinco sitios X
fragiles en bovinos inducidos con APC (0,15uM y 0,30uM) ya que BTAX y OARX
son homeodlogos (Di Berardino et al., 2001). Ademas, Ponce de Ledn et al. (1996)
mediante técnica Zoo-Fish identifican homeologia entre el segmento
cromosémico Xp1.2-p1.4 bovino y el segmento Xq3.5-3.8 ovino, este ultimo

segmento esta ubicado en region intersticial-subtelomérica, coincidiendo con las
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lesiones observadas. También podria existir una homologia entre éstas lesiones y
los cuatro sitios X fragiles descritos por Nicodemo (2008) en Bufalo, quien trabajo
con APC (0,15uM).

Al inducir linfocitos de dos muestras sanguineas de ovinos Criollos pertenecientes
a localidades diferentes con 5-aza-C durante el final de G2 (2hrs.) a
concentraciones de 1,5mM y 3mM, se observaron cromosomas metafasicos
despiralizados. Dentro de un mismo preparado se observaron metafases con
distintos niveles de respuesta al inductor, desde ninguna despiralizacién hasta
metafases con cromosomas totalmente “pulverizados”.

Comparando ambos cultivos vemos que al aumentar la concentracion de 5-aza-C
de 1,5mM a 3mM, también aumenta el nivel de dafno provocado por el inductor,
observandose mayor despiralizacion de los cromosomas. Metafases con el nivel 2
de dafo, se encuentran con similares frecuencias entre las concentraciones, por lo
que no podemos seleccionar, una de estas concentraciones como mejor que la
otra con el criterio de obtener un mayor numero de metafases que presenten
despiralizaciones y a la vez integridad de los cromosomas. Esta selecciéon del nivel
Optimo de concentracion no es del todo confiable ya que son solo dos muestras y
pertenecientes a poblaciones distintas.

El dafio de este inductor demetilante, permite diferenciar regiones de
heterocromatina constitutiva y facultativa probablemente portadora de genes tejido
especifico, ya que induce despiralizacion en zonas de la heterocromatina que
serian silenciadas (compactadas) por metilacion de citosinas, un proceso
epigenético de regulacion de la trancripcion (Haaf y Schmid, 2000; Pintado y
Morén, 2002).

En ambos cultivos se logro identificar el cromosoma X inactivo despiralizado, bajo
induccion de 5-aza-C, a ambas concentraciones (1,5mM y 3mM), lo que estaria
sefalando una respuesta de la heterocomatina facultativa frente a este agente
(Fig.8). Metafases donde encontramos el OARX inactivo despiralizado, la 5-aza-C
estaria actuando a un nivel que afectaria la heterocromatina facultativa del resto
de los cromosomas (Haaf, 1995; Haaf & Smith, 2000).
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Estos resultados preliminares alientan a continuar con estudios citogenéticos y
moleculares. La accién de la APC (0,35uM) sobre los cromosomas demostré una
buena respuesta pudiéndose aplicar a trabajos futuros, probablemente un estudio
a nivel poblacional, para poder especificar si estas regiones inestables,
representan sitios fragiles, conjuntamente realizar un bandeo G para ubicar mas
precisamente las lesiones y asi poder comparar la homeologia, y ver que genes
podrian estar afectados. En cuanto a 5-aza-C en ambas concentraciones se
mostr6 un amplio rango de niveles de dafio, no pudiéndose optimizar una
concentracion sobre la otra, aunque en ambas se logro identificar el cromosoma X

inactivo del ovino despiralizado por primera vez.
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Anexo

*1 Calculos para obtener APC (0,35uM) en un tubo con 5mL de sangre, partiendo de una
solucion madre de APC (300uM).
[ -Vi=[ I Vs

V;=0,35uM . 5mL = 0,0058mL ~ 5,8uL
300uM

Solucion madre:

1mg APC + 10 ml EtOH= 0.3 mM= 300 uM

*2 Calculos para obtener 5-aza-C (1mM y 3mM) en un tubo con 5mL de sangre, partiendo

de una soluciéon madre de 5-aza-C (10mg/mL).

1 mol = PM 5-aza-C = 244,2mg/mL
TmM 0,2442mg/mL

[ -Vi=[ I Vs

V= 0,2442mg/mL . 5mL =0,1221mL ~ 122pL
10mg/mL

TmM___ 122uL

3,0mM___ 366 uL

*3 Preparacién choque hipoténico con KCI 0,075M: para 500mL de solucién son 2,78 gr
KCl'y 500mL de ddH,0.

*4 Tampén fosfato Sorensen (ph=6.8):

Se preparan por separado dos soluciones, primero se disuelven en 9,08 de KH,PO,
(fosfato de potasio) en 50.8ml de ddH,0O, luego se prepara 49,2ml de ddH,O con 11.8g
de NayH PO, (fosfato monosédico), esto para un volumen final de 100ml.

Finalmente se mezclan ambas soluciones, bien homogeneizadas, obteniendo asi el buffer
con el ph deseado (6.8).

Ambas soluciones deben conservarse en la heladera (4°C).
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*> Solucion de Giemsa madre:

Mezclar 1g de Giemsa en polvo con 66ml de metanol homogenizando adecuadamente,
luego lentamente se agregan 66ml de glicerol sin dejar de agitar la solucién. Una vez que
la mezcla se encuentra homogénea se lo ingresa a estufa a 40°C durante 24 horas. Ya
transcurrido este tiempo se lo filltra (con filtro de papel) dentro de la estufa a la misma

temperatura.

. n° metaf
*6 indice mitético= ¢la a,ses %100
n° total dentcleos
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