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Discusion

1 Homologias y reorganizaciones cromosomicas.

El uso combinado de las técnicas de citogenética clasica e hibridacion in situ fluorescente
(FISH) ha permitido: (1) la caracterizacion citogenética de las especies de Primates estudiadas en el
presente trabajo, (2) establecer las homologias cromosomicas entre sus cariotipos y el cariotipo
humano, (3) determinar las reorganizaciones que explican las homologias descritas y (4) identificar
las bandas cromosdmicas implicadas en las reorganizaciones evolutivas.

La utilizacion de sondas de pintado cromosémico de todos los cromosomas humanos ha
complementado los estudios citogenéticos previos que se basaban unicamente en la comparacion
del patron de bandas G. Esto ha permitido corroborar las homologias cromosémicas entre las
especies estudiadas y redefinir reorganizaciones intercromosomicas que eran dificiles de determinar
con las técnicas de citogenética clasica. La posterior aplicacion de clones de BACs y YACs
especificos de bandas cromosdmicas humanas ha permitido aumentar la resolucion del estudio
comparativo entre las diferentes especies hasta el nivel de banda cromosdmica.

Con el empleo de las técnicas de hibridacion in situ ha sido posible delimitar con mayor

precision reorganizaciones intra e intercromosomicas. En general, se han corroborado aquellas que
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ya habian sido deducidas mediante la comparacion del patron de bandas G, se han redefinido
reorganizaciones cromosomicas descritas y en otros casos ha ayudado a detectar reorganizaciones
no descritas anteriormente.

Las homologias cromosomicas descritas entre las diferentes especies de Primates comparadas
en este trabajo estan representadas en la Tabla 5.1. Al establecer las reorganizaciones que explican
las homologias cromosémicas, se han tenido en cuenta los cariotipos ancestrales de los Primates, de
los Catarrhini y de los Platyrrhini, descritos en la Introduccion (seccion 1.4). El cariotipo de C.
nigrivittatus se ha numerado en funcion de las homologias con el cariotipo de C. apella, basadas en
la comparacién de los patrones de bandas G y en los resultados de la Zoo-FISH con sondas de

pintado cromosdmico para todos los cromosomas humanos.

Tabla 5.1: Homologias cromosomicas entre los cromosomas humanos y las especies de Primates
estudiadas en este trabajo.

M. sphinx M. fascicularis  H. sapiens C. apella C. nigrivittatus
1 1 1 14/22/23 14/22/23

2 2 7/21 Ipdistal/15/11qdistal 1pdistal/15/11qdistal
3 3 3 18/11/20 18/11/20
4 4 4 2 2

5 5 5 1q+1pprox 1q+1pprox
6 6 6 3 3

7 7 14/15 6/24 6/24*

8 8 8 Tp/8 Tp/8

9 9 2p+q prox 5q 5q

10 10 10 4q/26 4q/26

11 11 11 16 16

12 12 12 12 12%*

13 13 20/22 10/25 10/25

14 14 9 19 19

15 15 2q distal 13 13

16 16 13 17 17

17 17 17 21 21

18 18 18 7q 7q

19 19 19 9 9

20 20 16 4p/5p 4p/5p

X X X X X

Y Y Y Y Y

*: El cariotipo de C. nigrivittatus posee un cromosoma (CNI12/24) que es el resultado de una fusion derivada
de los cromosomas homologos al 12 y 24 de C. apella.
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1.1 Reorganizaciones cromosomicas.

1.1.1 Tribu Papionini.

Entre las especies estudidas que pertenecen a la Tribu Papionini (M. fascicularis, M. sphinx y
M. arctoides) y el cariotipo humano, las reorganizaciones intercromosdmicas detectadas han sido:
tres translocaciones en las que estan implicados los cromosomas humanos 7/21 (el cromosoma 2 de
las especies de Papionini), 14/15 (el cromosoma 7 de las especies de Papionini) y 20/22 (el
cromosoma 13 de las especies de Papionini). Estudios previos de comparacion de bandas G en
Cercopithecidos habian detectado dos de estas reorganizaciones, las que implican a los cromosomas
humanos 14, 15, 20 y 22 (Clemente y col., 1990a; Borrell, 1995). Sin embargo, la fusion de los
cromosomas humanos 7 y 21 s6lo se detecto en los estudios de pintado cromosémico comparativo,
primero en Macaca fuscata (Wienberg y col., 1992) y posteriormente en Macaca fascicularis
(Ruiz-Herrera y col., 2002a).

Por lo que respecta a las reorganizaciones intracromosomicas, la comparacion de bandas G y
la aplicacion de sondas de pintado cromosoémico de todos los cromosomas humanos ha permitido
establecer las siguientes reorganizaciones: 6 inversiones pericéntricas (cromosomas 1, 2, 11, 14, 18,
13 de las especies de Papionini), 1 inversion paracéntrica (cromosoma 10 de las especies de
Papionini) y 4 activaciones/inactivaciones de centromeros (cromosomas 3, 4, 6 y 16 de las especies
de Papionini). Algunas de estas reorganizaciones ya habian sido descritas en otras especies de la F.
Cercopithecidae en estudios citogenéticos comparativos anteriores, como son las detectadas en los
cromosomas 1, 10y 11 (Clemente y col., 1990a; Borrell, 1995).

Con la posterior aplicacion de una bateria de 19 clones de BACs/YACs especificos para
diversas bandas cromosdmicas de los cromosomas humanos HSA1 (RP11-161A11: 1p42.2, RP11-
55M23: 1p32, RP11-125P20: 1p22, RP11-4J2: 1925, RP11- 45F21: 1q32 y RP11-155C15: 1q41),
HSAS (P11-88L18: 5pl14, P11-19F12: 5p13, RP11-62D9: 5q13.3 y P11-4E2: 5q31), HSA7 (42C19:
7p22, S1-220D8: 7p13, GS1-6E1: 7pl12, TB-20D2: 7q22 y S1-259E18: 7q32), HSA12 (RP11-
666F17: 12p11 y RP11-1022B3: 12q14) y HSA18 (P11-90B5: 18q12.2 y P11-15C15: 18g21.3) se
han confirmado la mayoria de las reorganizaciones cromosomicas descritas mediante la
comparacion de los patrones de bandas G y la Zoo-FISH, se han redefinido algunas de las
reoganizaciones ya descritas y se han detectado otras que no fue posible identificar mediante la
comparacion de bandas G y los resultados del pintado cromosémico comparativo. Las
reorganizaciones detectadas con la aplicacion de las sondas especificas de banda han sido dos: una

inversion paracéntrica en los cromosomas de M. fascicularis, M. sphinx y M. arctoides homologos
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al cromosoma 1 humano, y un cambio de posicion de centromero en los cromosomas homologos al
cromosoma 18 humano, la cual ya habia sido planteada por Miiller y col. (2001), descartandose la
inversion pericéntrica descrita (Ruiz-Herrera y col., 2002a).

Los resultados obtenidos en este trabajo experimental nos indican que la comparacion del
patrén de bandas G entre diferentes especies sigue siendo un método imprescindible y fiable en
cualquier analisis citogenético comparativo, ya que la mayor parte de las reorganizaciones que
habian sido descritas anteriormente han sido confirmadas. Ahora bien, la aplicacion de las nuevas
metodologias que aporta la citogenética molecular (la aplicacion de diferentes tipos de sondas) ha
demostrado ser de gran utilidad cuando las reorganizaciones son demasiado complejas para poder
analizarlas utilizando exclusivamente las técnicas de citogenética clasica.

Con las técnicas empleadas en este trabajo experimental se han detectado un gran nimero de
reorganizaciones cromosomicas, pero probablemente muchas mas permanecen cripticas todavia.
Este es el caso de los cromosomas homologos al 3, 6 6 7 humanos, por citar algunos ejemplos. En
estos casos, la aplicacion de una bateria de BACs 6 YACs que permita analizar un mayor nimero
de bandas cromosomicas probablemente aportara mas informacion acerca de las reorganizaciones
cromosOmicas que no han podido ser detectadas hasta el momento, y al mismo tiempo ayudaré a

definir, con mayor precision, los puntos de rotura evolutivos implicados en las reorganizaciones.

1.1.2 Género Cebus.

El uso combinado de la comparacion del patron de bandas G y la Zoo-FISH con sondas de
pintado cromosoémico de todos los cromosomas humanos en los cariotipos de C. apella y C.
nigrivittatus, ha permitido: (1) establecer las homologias cromosdmicas entre estas dos especies, las
cuales difieren en numero diploide (2n=54 y 2n=52 respectivamente), y (2) delimitar, aunque no de
manera definitiva, las regiones homologas a los cromosomas humanos que eran dificiles de asignar
basandonos exclusivamente en la comparacion del patron de bandas G. Este ha sido el caso de los
fragmentos cromosomicos homoélogos a los cromosomas humanos 3 y 7 que estan asociados a otros
cromosomas humanos (21 y 5 respectivamente). Dichos fragmentos cromosémicos han resultado
ser tan pequefos que no pudieron ser detectados mediante la comparacion de bandas G. Las
asociaciones cromosomicas 3/21 y 5/7 detectadas en C. capucinus (Richard y col., 1996), C. apella
(Garcia y col., 2000) y C. nigrivittatus (Garcia y col., 2002) son consideradas como caracteristicas

del cariotipo ancestral de los Platyrrhini (Neusser y col., 2001).
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Los cariotipos de C. apella y C. nigrivittatus se diferencian a través de varias
reorganizaciones: una fusion derivada de los cromosomas homologos a CAP12 y CAP24, y tres
inversiones en los cromosomas homologos a CAP6, CAP8 y CAP10 (Garcia y col., 2002).
Recientemente se ha propuesto el cariotipo ancestral para el género Cebus (Garcia y col., 2002), el
cual estaria compuesto por los siguientes cromosomas: CAP/CNI1-5, CAP6 6 CNI6, CAP/CNI7,
CNI8, CAP/CNI9, CNI10, CAP/CNI11-26 y CAP/CNIX (2n=54).

Las reorganizaciones cromosdmicas necesarias para homologar los cariotipos de estas dos
especies de Cebus con el cariotipo humano son, mayoritariamente, inversiones, seguidas de
fusiones/fisiones, translocaciones y cambios en la posicion de centromeros. En los cariotipos de
ambas especies de Cebus se encuentran representadas las asociaciones cromosdmicas siguientes:
3/21, 5/7, 2/16, 8/18, 10/16 y 14/15. Tal como se habia descrito anteriormente en trabajos
citogenéticos basados exclusivamente en la comparacion de patrones de bandas R y bandas G
(Dutrillaux y Courturier 1981; Clemente y col., 1990b), los ultimos estudios de pintado
cromosomico comparativo (Garcia, 2001; Neusser y col., 2001) han corroborado que el cariotipo
ancestral de los Platyrrhini se encuentra representado en C. apella (a excepcion de la inversion

pericéntrica que interrumpe la asociacion 14/15 y la transforma en 14/15/14).

1.2 Bandas cromosomicas implicadas en reorganizaciones cromosomicas evolutivas.

El estudio comparativo (siempre basandonos en los resultados obtenidos de la comparacion de
bandas G y la hibridaciéon in situ fluorescente) entre los cariotipos de la especie humana, M.
fascicularis, M. sphinx, M. arctoides, C. apella y C. nigrivittatus, ha permitido determinar las
bandas cromosomicas implicadas en las reorganizaciones evolutivas en cada una de las especies. El
caso de los cromosomas homologos al cromosoma 3 humano ha sido una excepcion. La evolucion
de dicho cromosoma es especialmente compleja ya que ha sufrido un gran numero de
reorganizaciones intracromosémicas desde el ancestro de los Primates (Miiller y col., 2000). Por
esta razén se han establecido las homologias cromosomicas, pero no se han podido determinar ni
las reorganizaciones cromosomicas ni las bandas implicadas en ellas. De esta forma, no hay que
descartar que con la aplicacion de posteriores estudios citogenéticos que permitan aumentar el
grado de resolucion, se detecte un mayor niimero de reorganizaciones intra-cromosomicas en las
especies estudiadas.

Con las técnicas de analisis empleadas en este estudio, las bandas cromosdémicas implicadas
en puntos de rotura evolutivos descritas en las diferentes especies de Primates no-humanos

estudiadas han sido:
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1) Tribu Papionini: M. fascicularis, M. sphinx y M. arctoides: 27 bandas cromosomicas
implicadas en cambios evolutivos (Tabla 5.2). Las tres especies poseen el mismo cariotipo
asi que se ha unificado la denominacién de las bandas cromosdmicas.

2) Género Cebus: C. apella y C. nigrivittatus: 33 bandas cromosdmicas implicadas en cambios
evolutivos descritas (Tabla 5.3). La denominacion de las bandas cromosdmicas es la misma

para las dos especies.

Tal como se habia descrito anteriormente (Clemente y col., 1987) y como confirman nuestros
resultados, las reorganizaciones cromosémicas evolutivas no ocurren al azar, sino que tienden a
concentrarse en un numero determinado de bandas cromosdmicas en las diferentes especies de
Primates analizadas. En los cariotipos de las especies de la Tribu Papionini existen bandas
cromsomicas que son puntos de fision cuando se comparan con diferentes especies de Platyrrhini,
como son C. apella y Ateles belzebuth hybridus e incluso con otras especies de Catarrhini
(Cercopithecus aethiops y Homo sapiens) (Tabla 5.2). Este es el caso de las bandas cromosomicas
de las especies de Papionini 1p22, 1922, 4q31, 5931 y 6ql6, entre otras. Lo mismo ocurre en los
cariotipos de las especies de Cebus estudiadas, donde existen bandas cromosémicas con una

tendencia a acumular reorganizaciones cromosomicas (Tabla 5.3).
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Tabla 5.2: Bandas cromosémicas de las especies de la Tribu
Papionini implicadas en reorganizaciones evolutivas.

Bandas cromosomicas

Reorganizaciénes evolutivas

1p31*° inv paracéntrica HSA1
1p21° inv paracéntrica HSA1
1p22° fision CAP22/23+LLA25/26
1p12° inv pericéntrica HSA1
1q14*° inv pericéntrica HSA1
1q22%° fision LLA9/28+ABH2/4
1q32°° centromero CNIc7
2p13° fusion HSA7/21
2q18*° inv pericéntrica HSA7
2q22° fision CAE21/28
2q24° fision LLA11/16
4p21° centromero HSA4
4q23*° fision ABH2/9
4q31° fision LLA14/24+ABH2/15
5q31 fision LLA3/11+ABHS5/9
6q16 fision ABH7/10+CAE13/17
8pl14*° inv pericéntrica CAP8/ABH1
8q22* inv pericéntrica GGO
9ql12* centromero LLA2
10q12° inv paracéntrica HSA10
10q14®° inv paracéntrica HSA10
11p12° inv pericéntrica HSA11
11ql12 inv pericéntrica HSA11
11923* inv pericéntrica ABH11
14q22%° inv pericéntrica HSA9
13p12° fusion HSA20/22
13g23*° inv pericéntrica HSA22

? bandas cromosOmicas que expresan lugares fragiles en, al menos, una

de las tres especies.

®. bandas cromosémicas de M. fascicularis que contienen secuencias

teloméricas intersticiales.

Abreviaturas: ABH (Ateles belzebuth hybridus), CAP (Cebus apella),
LLA (Lagothrix lagothricha), CAE (Cercopithecus aethiops), CNIc
(Cercopithecus nictitans), GGO (Gorilla gorilla), HSA (Homo

sapiens), inv: inversion.
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Tabla 5.3: Bandas cromosomicas de las especies de Cebus implicadas en
reorganizaciones evolutivas.

Bandas cromosémicas Reorganizaciones evolutivas
1pl4 *° fision HSA5/7
1ql2 inv paracéntrica MFAS
1936° inv paracéntrica MFAS
2q13* fision LLA14/24+ABH2/15
2q24*° fision ABH 2/9
2q32*° centromero HSA4
3q22.1%° fision ABH7/10+CAE13/17
4q12 inv paracéntrica HSA10
4q32° inv paracéntrica HSA10
5ql13* inv pericéntrica HSA2
5q15®° centromero LLA2
6pl3*° inv pericéntrica HSA14/15+CAP6
6ql6*® inv pericéntrica CAP6
6923*° fusion/fision HSA14/15
Tpl4° inv paracéntrica HSAS
Tpl2 inv paracéntrica HSAS
7q14* inv pericéntrica HSA18
8qll inv pericéntrica HSAS8
8ql14™° inv pericéntrica GGO
10q12° inv pericéntrica HSA20
12q22° inv pericéntrica HSA12+fision ABH2/16
13q24° fision ABH3/14
14q13° fision LLA9/28+ABH2/4
15q22*° inv paracéntrica HSA7
15q24%° fision CAE21/28
15g32%° fision LLA11/16
16q13*° inv pericéntrica MFA11
16q24° inv pericéntrica ABH11
16q26° inv pericéntrica HSA11
17¢23*° centromero MFA16
19ql16 inv pericéntrica HSA9
19q21° inv pericéntrica PTR9
21ql6 inv pericéntrica HSA17

% bandas cromosomicas que expresan lugares fragiles en, al menos, una de las

dos especies.
®. bandas cromosémicas de C. apella que contienen secuencias teloméricas

intersticiales.

Abreviaturas: ABH (Ateles belzebuth hybridus), CAP (Cebus apella), LLA
(Lagothrix lagothricha), CAE (Cercopithecus aethiops), GGO (Gorilla gorilla),
HSA (Homo sapiens), MFA (Macaca fascicularis), PTR (Pan troglodytes), inv:
inversion.
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2 Implicaciones evolutivas de los lugares fragiles y las secuencias teloméricas
intersticiales.

La actual hipdtesis que considera a los lugares fragiles (caracteristicas estructurales de los
cromosomas de los mamiferos) y a las secuencias teloméricas intersticiales (STIs) como regiones
cromosOmicas inestables donde pueden producirse reorganizaciones estructurales y/o
amplificaciones génicas, nos llevd al planteamiento de nuestra hipdtesis de trabajo. ;Existe una
relacion entre ambos fendmenos y los cambios cromosomicos ocurridos durante la evolucion
cariotipica de las especies?

Para poder determinar el posible papel que han desempefiado (o estdn desempefiando) los
lugares fragiles y las secuencias telomericas intersticiales en el proceso de evolucion cariotipica en

el caso particular de los Primates, en este trabajo se han establecido:

(D) La distribucion de los lugares fragiles inducidos por afidicolina en los cariotipos de M.
fascicularis, M. sphinx, C. apella 'y C. nigrivittatus.
(2) La distribucion de las secuencias teloméricas intersticiales en los cariotipos de M.

fascicularis y C. apella.

La localizacion de los lugares fragiles en las diferentes especies de Primates no-humanos se ha
comparado con la descrita en el cariotipo humano (Human Gene Mapping, 1991), con la finalidad
de determinar si dichas regiones se han conservado a lo largo del proceso evolutivo. Del mismo
modo, la distribucidn de las STIs se ha comparado con la descrita en el cariotipo humano (Azzalin y
col.,, 1997). Al mismo tiempo, se han relacionado ambos fendmenos con los puntos de rotura
evolutivos descritos en los cariotipos de cada una de las especies comparadas con tal de estudiar la

contribucion evolutiva de los lugares fragiles y de las secuencias teloméricas intersticiales.

2.1 Conservacion en la localizacion de lugares frdagiles en los cariotipos de los Primates y sus
implicaciones evolutivas.

El estudio sobre la conservacion de los lugares fragiles entre diferentes especies de Primates
se basa en la comparacion de bandas G y en los resultados obtenidos de la aplicacion de la técnica
de hibridacién in situ fluorescente con sondas de pintado cromoséomico y sondas clonadas

especificas de banda (BACs y YACs).
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2.1.1 Lugares fragiles conservados en los Primates.

Los lugares fragiles inducidos por afidicolina en cada una de las especies de Primates
estudiadas en este trabajo han sido:
M. fascicularis: 95 lugares fragiles.
M. sphinx: 50 lugares fragiles.
C. apella: 53 lugares fragiles.

C. nigrivittatus: 16 lugares fragiles.

Considerando que los lugares fragiles humanos inducidos por afidicolina descritos en la
literatura son 76 (Human Gene Mapping, 1991; Sutherland y Richards, 1999), el estudio
comparativo de la localizacion de dichas regiones muestra que el porcentaje de conservacion entre
los lugares fragiles de cada una de las especies estudiadas y el cariotipo humano se mantienen
dentro del rango 37%-45%. En M. fascicularis el 37,89% de los lugares fragiles se conservan en el
cariotipo humano. En el caso de M. sphinx, el grado de conservacion es del 42%, mientras que en C.
apella 'y C. nigrivittatus, se trata del 45,28% y del 37,50% respectivamente.

Comparando globalmente la localizacion de los lugares fragiles inducidos por afidicolina en
las especies de Catarrhini y Platyrrhini estudiadas en este trabajo (M. fascicularis, M. sphinx, C.
apella y C. nigrivittatus) y teniendo en cuenta el estudio de Smeets y Van de Klundert (1990)
realizado en Hominidos (. sapiens, P. troglodytes, G. gorilla y P. pygmaeus), podemos considerar
que mas del 60% de los lugares fragiles humanos inducidos por el mismo agente inductor, la
afidicolina (Human Gene Mapping, 1991), se conservan en los cromosomas homologos de, al
menos, una de estas especies de Primates. En particular, hay tres lugares fragiles (HSA4q31,
HSA7q32.3 y HSA16q22.1) que se conservan en las ocho especies comparadas. Cabe destacar que
entre estos loci, el lugar fragil HSA7q32.3 también se conserva en el cromosoma homologo del
raton (Djalali y col., 1987).

Entre las cuatro especies de Hominidos y las dos especies de la Tribu Papionini estudiadas
bajo la induccion de la afidicolina, se conservan 6 (7,89%) lugares fragiles humanos (HSA1p22;
HSA4q31; HSA7q32.3; HSA16q22.1; HSAXp22.1; HSAXq22.1); entre Hominidos y M.
fascicularis se conservan 8 (10,53%) de los lugares fragiles humanos (HSA1p22; HSA4q31;
HSA7p13; HSA7q32.3; HSA16q22.1; HSA16q23.2; HSAXp22.1; HSAXq22.1); y entre
Hominidos, los lugares fragiles conservados (17) representan el 22,37% de los lugares fragiles

humanos (Smeets y Van de Klundert, 1990).

148



Discusion

Estos porcentajes de conservacion entre los lugares fragiles humanos y los de los Hominidos
no-humanos son mucho menores que los encontrados entre H. sapiens y las especies estudiadas en
este trabajo (M. fascicularis, M. sphinx, C. apella y C. nigrivittatus) bajo las mismas condiciones
experimentales. Los lugares fragiles no suelen expresarse en el 100% de las metafases analizadas y
el grado de expresion depende de las condiciones de cultivo utilizadas, del individuo y del tipo
celular estudiado. En este sentido, es necesario incidir en la importancia de diferentes factores a la
hora de analizar la expresion de lugares fragiles entre diferentes especies:

1) Numero de metafases analizadas. Al aumentar el nimero de metafases analizadas puede

aumentar el numero de lugares fragiles detectados.

2) Numero de especimenes estudiados. Dada la existéncia de una variabilidad de expresion
de los lugares fragiles entre diferentes individuos de una misma especie, al aumentar el
numero de espécimenes analizados aumentara el nimero de lugares fragiles detectados.

3) Tipo de tejido analizado. Estudios realizados en raton evidencian la existéncia de una
variabilidad en la expresion de lugares fragiles en funcion del tejido y tipo celular
analizado. El estudio comparativo realizado por Elder y Robinson (1989) muestran
diferencias entre la expresion de lugares fragiles inducidos por afidicolina en cultivos de
linfocitos provenintes de bazo y la expresion bajo la accién del mismo agente inductor en
cultivos de fibroblastos.

Al mismo tiempo, para poder homologar los resultados obtenidos es necesario unificar las

metodologias de estudio de la expresion de los lugares fragiles y su anélisis en cuanto a parametros
estudiados y al andlisis estadistico utilizado, con tal de permitir que los resultados obtenidos en

diferentes estudios sean comparables entre si.

La aplicacion de sondas clonadas especificas de banda (BACs y YACs) ha confirmado, en la
gran mayoria de los casos, las homologias anteriormente descritas mediante la comparacion de
bandas G. Las sondas especificas de bandas cromosémicas humanas que contienen lugares fragiles
hibridan, y por tanto se conservan, con los lugares fragiles homologos de los cariotipos de M.
fascicularis, M. sphinx y M. arctoides. Este ha sido el caso de los lugares fragiles humanos FRA1B
(1p32), FRAID (1p22), FRA1H (1g42), FRA3B (3p14.2), FRASA (5p13), FRA5C (5q31), FRASE
(5p14), FRA7D (7p13), FRA7F (7q22), FRA7H (7q32), FRA18A (18q12.2) y FRAXB (Xp22).
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2.1.2 Lugares fragiles y puntos de rotura evolutivos.

Una vez definidas las bandas cromosdmicas implicadas en reorganizaciones evolutivas
(apartado 1.2) y la localizacion de los lugares fragiles, podemos afirmar que:
1) En el caso de las especies pertenecientes a la Tribu Papionini, el 62,96% (17 de 27) de los
puntos evolutivos estan situados en bandas cromosémicas que expresan un lugar fragil
(Tabla 5.2).
2) Por lo que respecta a las especies del género Cebus estudidas, el 75,75% (25 de 33) de los
puntos evolutivos estan situados en bandas cromosomicas que expresan un lugar fragil

(Tabla 5.3).

Estos datos indican que existen regiones o bandas cromosomicas de los cariotipos de los
Primates en las que se tienden a concentrar ciertas reorganizaciones evolutivas.

Si lo analizamos desde el punto de vista de la fragilidad cromosdmica, vemos que un alto
porcentaje de los lugares fragiles descritos en cada una de las especies de Primates estan localizados
en bandas cromosomicas implicadas en reorganizaciones evolutivas: el 15,79% de los lugares
fragiles de M. fascicularis, el 22% de los lugares fragiles de M. sphinx y el 41,51% de los lugares
fragiles de C. apella.

En el caso del cariotipo humano, mas del 30% (26) de los lugares fragiles inducidos por
afidicolina estan localizados en bandas cromosdmicas humanas implicadas en puntos de rotura
evolutivos. De éstos, 10 lugares fragiles estan localizados en bandas cromosoémicas que coinciden
con limites de hibridacion de las sondas de pintado cromosdémico de las especies de Platyrrhini L.
lagothricha, A. belzebuth hybridus, y diversas especies de cercopitecidos y hominidos. Es el caso de
los lugares fragiles humanos localizados en las bandas cromosdémicas: HSA1p22, HSA1q25,
HSA2q13, HSA2q31, HSA4q27, HSA4q31, HSA5q31, HSA6q13, HSA7q22 y HSA7q32.3, los
cuales corresponden a puntos de fusion/fision cromosOdmica. Otros lugares fragiles humanos
inducidos por afidicolina estan localizados en puntos de inversiones o en centromeros ancestrales.

Los primeros estudios donde se relacionaban los lugares fragiles con el proceso de evolucion
cariotipica en Primates (Miro y col., 1987; Clemente y col., 1987; 1990a), sugerian que algunos
lugares fragiles humanos se correspondian con puntos de rotura implicados en reorganizaciones
evolutivas, como puntos de fusion, inversiones, translocaciones, etc. Contemporaneamente, Smeets
y Van de Klundert (1990) estudiaron la expresion de lugares fragiles inducidos por afidicolina en

gorila, chimpancé y orangutan, pero en este caso, no encontraron una clara relacion entre estos
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puntos y cambios cromosomicos evolutivos. Probablemente, esta diferencia en cuanto a las
relaciones encontradas entre los lugares fragiles y las reoganizaciones cromosOmicas entre los
diferentes estudios, sea debida a los diferentes métodos de analisis utilizados.

Al ampliar el nimero de especies de Primates en las que se estudia la expresion de lugares
fragiles y al aumentar el estudio incorporando los datos de los analisis comparativos de patrones de
bandas G y pintado cromosomico con los cromosomas humanos en Platyrrhini y Catarrhini, los
resultados obtenidos reflejan: (1) la existencia de un alto grado de conservacion en la localizacion
de los lugares fragiles entre las especies comparadas y, al mismo tiempo, (2) una clara relacién

entre la localizacion de estos loci y los puntos de rotura evolutivos.

2.2 Distribucion de las secuencias teloméricas intersticiales en los cariotipos de los Primates y
sus implicaciones evolutivas.

La hipotesis sobre el origen evolutivo de las secuencias teloméricas ha ido desarrollandose y
complementandose desde principios de los afios 90 con nuevos estudios donde se incluyen cada vez
un mayor niumero de especies. En el momento de iniciar este trabajo experimental y a pesar de que
habian pasado mas de 10 afios desde la primera descripcion de las secuencias teloméricas
intersticiales (Moyzis y col., 1988; Meyne y col., 1990), los estudios realizados en Primates se
limitaban a los prosimios (Meyne y col., 1990; Garagna y col., 1997; Go y col., 2000) y al hombre
(Azzalin y col., 1997). Dentro de este escenario, nos propusimos profundizar en el estudio de las
secuencias teloméricas intersticiales en las especies de Primates que habiamos comenzado a
caracterizar citogenéticamente en nuestro grupo de trabajo y de las cuales conociamos los procesos
evolutivos que se habian producido. El conocimiento de las reorganizaciones evolutivas que
relacionan los cariotipos de las especies nos ha permitido explicar, dentro del contexto evolutivo, la
posicion de muchas de las secuencias teloméricas intersticiales descritas en los cariotipos de M.
fascicularis, C. apella 'y el propio H. sapiens.

Los estudios realizados en los Iémures (Meyne y col., 1990; Garagna y col., 1997; Go y col.,
2000) describieron grandes bloques teloméricos pericentroméricos de diferente intensidad en la
mayoria de los cromosomas metacéntricos y acrocéntricos. La localizacion de dichas secuencias
coincidia con regiones de heterocromatina constitutiva, sugiriendo que el ADN satélite y las
repeticiones teloméricas (TTAGGG)n se localizaban en la misma region, a la vez que los
mecanismos de amplificacion de dichas secuencias explicarian los diferentes patrones observados
en las especies de 1émures. En nuestro estudio, y coincidiendo con Azzalin y col. (1997) no se han

detectado secuencias teloméricas en regiones de heterocromatina constitutiva, ni en regiones
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terminales ni en regiones intersticiales, centroméricas o no-centroméricas (Ruiz-Herrera y col.,
2002b; Ruiz-Herrera y col., enviado). Una posible explicacion a esta diferencia en el patron de
hibridacién con la sonda telomérica podria ser el hecho de que en los Primates la heterocromatina
constitutiva es muy heterogénea (Garcia y col., 2003).

Tal como queda reflejado en el apartado de resultados, la distribucion de las secuencias
teloméricas intersticiales (STIs) en el cariotipo humano (103 /oci; Azzalin y col., 1997), en M.
fascicularis (90 loci; Ruiz-Herrera y col., 2002b) y en C. apella (55 loci; Ruiz-Herrera y col.,
enviado) es similar, se tratan de pequefias sefiales de hibridacion en ambas cromatides distribuidas
en diferentes cromosomas. El estudio comparativo de la localizacion de ITSs en las tres especies,

indica que, al menos, 9 ITSs se localizan en bandas cromosémicas homologas.

Teniendo en cuenta el cariotipo ancestral de los Primates descrito a finales de la ultima década
(Miiller y col., 1997; O’Brien y Stanyon, 1999), muchas de las secuencias teloméricas descritas en
los cariotipos de H. sapiens, M. fascicularis y C. apella se pueden explicar dentro de un contexto
evolutivo. De este modo, las secuencias teloméricas intersticiales descritas en este trabajo
experimental pueden considerarse, segun los casos:

1) El resultado de reorganizaciones evolutivas, como son fusiones de cromosomas
ancestrales y reorganizaciones intracromosOmicas (internalizaciones de teldémeros
funcionales).

2) Regiones inestables donde pueden producirse, de forma preferente, reorganizaciones
cromosomicas (fisiones y/o inversiones). De esta forma, las secuencias teloméricas
intersticiales actuarian como “reservas” para la formacion de nuevos telomeros,

estabilizando nuevas reorganizaciones.

2.3 Relacion entre los lugares fragiles, las secuencias teloméricas intersticiales y los puntos
de rotura evolutivos.

Las secuencias teloméricas intersticiales, al ser consideradas regiones de inestabilidad
cromosdmicas donde pueden producirse reorganizaciones evolutivas, podrian estar relacionadas con
los lugares fragiles.

Nuestros resultados indican que en los cariotipos de H. sapiens, M. fascicularis y C. apella
existe una coincidencia entre la localizacion de secuencias teloméricas intersticiales y los lugares

fragiles.
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1) M. fascicularis: el 51,14% de las secuencias teloméricas intersticiales se localizan en

bandas cromosomicas que expresan lugares fragiles.

2) C. apella: el 49,09% de las secuencias teloméricas intersticiales se localizan en bandas

cromosoOmicas que expresan lugares fragiles.

Estos resultados apoyan los estudios previos que consideran la hipdtesis en la cual las
secuencias teloméricas intersticiales coinciden con regiones de inestabilidad genomica, como
pueden ser los lugares fragiles (Farr y col., 1991; Musio y col., 1996). Lo que todavia queda por
discutir es si las secuencias teloméricas intersticiales son la causa o la consecuencia de dicha
inestabilidad. En este sentido, estudios en humano (Azzalin y col., 2001) y en hamster chino
(Faravelli y col., 2002) sugieren que la presencia de secuencias teldémericas en regiones internas de
los cromosomas es el indicador de que en dichas regiones se han producido roturas cromosdmicas

que han sido reparadas por la telomerasa mediante la adicion de secuencias teloméricas.

Recopilando todos los resultados obtenidos en este trabajo experimental y los analisis
citogenéticos comparativos en Primates descritos en la literatura, podemos establecer una clara
relacion entre lugares fragiles, secuencias teloméricas intersticiales y la evolucion cariotipica dentro
de este grupo taxondémico. A continuacion mostramos los ejemplos mas significativos, teniendo en
cuenta el cariotipo ancestral de los Primates (Miiller y col., 1999) y las homologias cromosomicas

descritas en este trabajo (aparatado resultados).

2.3.1 Cromosoma humano 1 (HSA1).

En el cariotipo ancestral de los Primates, el cromosoma 1 humano estd representado en dos
cromosomas diferentes (la y 1b) (Figura 5.1). En las especies de la Tribu Papionini asi como en
otras especies de la F. Cercopithecidae, los dos cromosomas ancestrales se habrian fusionado para
formar uno solo. Dichas especies habrian mantenido la forma ancestral de los Catarrhini, por lo que
€s necesario una inversion paracéntrica y otra pericéntrica (también descrita en otras especies de
cercopitecidos y hominidos) para llegar a la forma actual del cromosoma 1 humano (HSA1). Las
cuatro bandas cromosomicas implicadas en las inversiones (MFA1p31, MFA1p21, MFAlpl2 y
MFA1ql4) contienen secuencias teloméricas intersticiales y dos de ellas (MFA1ql4 y MFA1pl2)

expresan lugares fragiles.
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Figura 5.1: Representacion de los idiogramas de los cromosomas de M. fascicularis
(MFA) y C. apella (CAP) homologos al 1 humano (HSA). Las cabezas de flecha indican
bandas cromosomicas que expresan lugares fragiles y los circulos rojos indican las STIs
relacionadas con cambios evolutivos. Las bandas cromosdmicas en rojo solo contienen
STIs y no expresan lugares fragiles. Fis: fision, inv: inversion, LLA: L. lagothricha.

En algunos Platyrrhini, como es el caso de C. apella, el cromosoma ancestral 1a se habria
mantenido intacto (CAP14), mientras que la forma 1b se habria fisionado para producir dos
cromosomas diferentes (CAP22 y CAP23). En otras especies de Platyrrhini, como L. lagothricha,
los dos cromosomas ancestrales la y 1b se habrian fisionado para producir cuatro cromosomas
diferentes homodlogos al cromosoma 1 humano (1a: LLA9 y LLA2S, 1b: LLA26 y LLA25).

Las secuencias teloméricas localizadas en las bandas homologas HSA1q31 y MFAl1p21
corresponderian con el punto de fisiéon de los cromosomas CAP22/23 y LLA25/26. En humano, la
banda HSA1qg31 también expresa un lugar fragil. Las bandas cromosémicas homoélogas de C.
apella, M. fascicularis y H. sapiens correspondientes al punto de fision para los cromosomas LLA9
y LLA28 expresan lugares fragiles en las tres especies (CAP14q13, MFA1q22 y HSA1p22) y en M.

fascicularis y H. sapiens contienen secuencias teloméricas intersticiales.
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2.3.2 Cromosoma humano 2 (HSA2).

En el cariotipo ancestral de los Primates, el cromosoma 2 humano est4 representado en dos
cromosomas diferentes (2a y 2b) (Figura 5.2) que se mantienen independientes en las dos grandes
ramas de los Simios (Catarrhini y Platyrrhini). En el linaje humano estos cromosomas aparecen
fusionados formando el cromosoma 2 humano, por lo que se trata de una fusidon cromosdémica
telomero-telomero reciente. Las secuencias teloméricas intersticiales localizadas en la banda
cromosémica HSA2q13, correspondiente al punto de la fusion, se han clonado demostrandose que
se tratan de dos bloques de secuencias teloméricas orientadas de forma opuesta (Ijdo y col., 1991).

En dicha banda cromosdmica se expresa ademas un lugar fragil.

MFA CAP HSA

1 il

“1 ™0

Ancestro de los Primates
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ABH6

ABH14
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Figure 5.2: Representacion de los idiogramas de los cromosomas de M. fascicularis
(MFA) y C. apella (CAP) homologos al 2 humano (HSA). Las cabezas de flecha
indican bandas cromosémicas que expresan lugares fragiles y los circulos rojos
representan las STIs relacionadas con cambios evolutivos. Fus: fusion, inv: inversion.
Las lineas oblicuas indican las regiones heterocromaticas.
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En C. apella, los cromosomas homoélogos a HSA2 son CAP5q y CAP13. Para homologar
CAP5q con la region homologa del cromosoma HSA2 (2pter-2ql3) es necesaria una inversion
pericéntrica. Una de las bandas implicadas en la inversion (CAP5q13) expresa un lugar fragil. El
cromosoma HSA2 esta representado en el cariotipo de A. belzebuth hybridus en tres cromosomas
(2pter-2q13=ABH6, 2q13-2q31=ABH14 y 2q31-2qter=ABH3. La banda cromosdémica humana
correspondiente al punto de fision para los cromosomas ABH3 y ABH14 expresa un lugar fragil
(HSA2q31). Dicho lugar fragil también se expresa en la banda cromosémica homologa de C. apella
(CAP13q24).

Entre los cromosomas de M. fascicularis y C. apella homdlogos a la region 2pter-2q13 del
cromosoma humano 2, se conservan tres lugares fragiles (MFA9q24, MFA9q26 y MFA9q12).
Entre la region 2q13-2qter del cromosoma HSA2 y su cromosoma homologo en el cariotipo de M.
fascicularis se conservan dos lugares fragiles (HSA2q33 y HSA2q37.3). El primero de ellos
también se expresa en el cariotipo del raton (Djalali et al., 1987), mientras que el segundo se
expresa también en los grandes monos (chimpanzé, gorila y orangutan) (Smeets y Van de Klundert,

1990).

2.3.3 Cromosoma humano 4 (HSA4).

En el cariotipo ancestral de los Primates el cromosoma homoélogo al 4 humano esta
representado en un solo cromosoma, el cual se mantiene en el cariotipo ancestral de los Platyrrhini
y Catarrhini (Figura 5.3). En algunas especies de Platyrrhini, este cromosoma se fisiona en dos
cromosomas, como es el caso de L. lagothricha (LLA14 y LLA24), o en tres cromosomas, como 4.
belzebuth hybridus (ABH2, ABH9 y ABH15). Los puntos de fision localizados en el cariotipo
humano (HSA4q27 y HSA4q31) y en el de M. fascicularis (MFA4q23 y MFA4q31) expresan
lugares fragiles, conservados también en C. apella (CAP2q24 y CAP2ql3). En M. fascicularis,
dichas bandas cromosémicas contienen secuencias teloméricas intersticiales, mientras que en C.
apella solo una de ellas (CAP2q24) contiene secuencias teloméricas intersticiales.

Las bandas cromosomicas de M. fascicularis y C. apella que corresponden con el centrémero de
HSAA4, expresan lugares fragiles en ambas especies (MFA4p21 y CAP2q32) y contienen secuencias

teloméricas intersticiales.
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Figura 5.3: Representacion de los idiogramas de los cromosomas de M. fascicularis
(MFA) y C. apella (CAP) homologos al 4 humano (HSA). Las cabezas de flecha
indican bandas cromosomicas que expresan lugares fragiles y los circulos rojos, las
STIs relacionadas con cambios evolutivos. LLA: L. lagothricha, ABH: A. belzebuth
hybridus.

2.3.4 Cromosoma humano 5 (HSAS).

La situacion del cromosoma humano 5 es equivalente que HSA4, con la diferencia de que en el
cariotipo ancestral de los Platyrrhini el cromosoma homoélogo al cromosoma humano 5 esta
fusionado a un fragmento del cromosoma 7 humano (Figura 5.4). En el punto de fusion del
cariotipo de C. apella (CAP1pl4) se expresa un lugar fragil y se localizan secuencias teloméricas
intersticiales. Ademas es necesaria una inversion paracéntrica para homologar el cromosoma CAP1
con HSAS. En los puntos de inversion (CAP1ql1 y CAP1q34) se localizan secuencias teloméricas

intersticiales.
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Figura 5.4: Representacion de los idiogramas de los cromosomas de M. fascicularis
(MFA) y C. apella (CAP) homologos al 5 humano (HSA). Las cabezas de flecha indican
bandas cromosémicas que expresan lugares fragiles y los circulos rojos, las STIs
relacionadas con cambios evolutivos. Fus: fusion, inv: inversion, LLA: L. lagothricha,
ABH: A. belzebuth hybridus.

En las especies de Platyrrhini L. lagothricha y A. belzebuth hybridus, el cromosoma 5
ancestral se fisiona en dos cromosomas (LLA3/LLA11 y ABH5/ABHOY, respectivamente). El punto
de fision en el cariotipo humano (HSA5q31.1) expresa un lugar fragil y cuando se homologa con el
cromosoma homoélogo en M. fascicularis, se corresponde con una banda cromosdmica que expresa
un lugar fragil (MFAS5q31). Ente estas dos especies, H. sapiens y M. fascicularis, se conservan dos
lugares fragiles mas (HSAS5Sp14 y HSASp13). Entre M. fascicularis y C. apella se conserva un lugar
fragil en las bandas cromosomicas homologas, MFA5ql7 y CAP1q32, que ademas contiene

secuencias teloméricas intersticiales en M. fascicularis (MFAS5q17).
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2.3.5 Cromosoma humano 7 (HSA7).

En el cariotipo ancestral de los Primates, el cromosoma homdlogo a HSA7 se mantiene como
un Unico cromosoma, con una morfologia cromosémica similar a las encontradas en C. apella y M.
fascicularis (Figura 5.5). En C. apella, dicha morfologia se habria conservado sin ninguna
reorganizacion desde el ancestro de los Platyrrhini, mientras que en M. fascicularis se habria
producido una fusioén con el cromosoma homologo al HSA21. En el punto de fusion (MFA2p13) se

han detectado secuencias teloméricas intersticiales.

MFA CAP HSA
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Figura 5.5: Representacion de los idiogramas de los cromosomas de M. fascicularis
(MFA) y C. apella (CAP) homologos al 7 humano (HSA), donde el fragmento del
cromosoma 7 humano asociado al 5 en C. apella no esta representado. Las cabezas
de flecha indican bandas cromosdmicas que expresan lugares fragiles y los circulos
rojos, las STIs relacionadas con cambios evolutivos. Fus: fusion, inv: inversion.

La forma cromosdémica de HSA7 se explica a través de una inversion pericéntrica desde el
cromosoma ancestral. En los cromosomas CAP15 y MFA2 el punto de inversion (CAP15q22 y
MFA2q18) expresan un lugar fragil y contiene secuencias teloméricas intersticiales en C. apella.

Las secuencias teloméricas localizadas en la banda HSA7ql1 representarian el telomero, ahora no
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funcional, que habria pasado a regiones internas del cromosoma después de la inversion
pericéntrica.

Entre HSA7 y MFA2 se conservan cuatro lugares fragiles (HSA7p13, HSA7p11.2, HSA7q22
y HSA7q32.3) y dos de ellos (HSA7q22 y HSA7q32.3) también se expresan como lugares fragiles
en las bandas homologas de C. apella (CAP15q24 y CAP15q32). En esta ultima especie, todos los
lugares fragiles detectados contienen secuencias teloméricas intersticiales, mientras que en el caso

de HSA7 y MFA2, s6lo uno de los lugares fragiles conservados contiene secuencias teloméricas.

2.3.6 Cromosoma humano 8 (HSAS).

En el cariotipo ancestral de los Primates el cromosoma homodlogo a HSA8 se mantiene como
un solo cromosoma cuya morfologia corresponderia a la que esta presente en el cariotipo humano y

en M. fascicularis (Figura 5.6).
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Figura 5.6: Representacion de los idiogramas de los cromosomas de M.
fascicularis (MFA) y C. apella (CAP) homologos al 8 humano (HSA). Las cabezas
de flecha indican bandas cromosomicas que expresan lugares fragiles y los circulos
rojos, las STIs relacionadas con cambios evolutivos. Inv: inversion.
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En C. apella el cromosoma HSAS estaria representado en dos cromosomas diferentes (CAP7
y CAPS) a través de una fision y dos inversiones, una pericéntrica y otra paracéntrica. En los puntos
de inversion CAP7p14 y CAP8q12, se localizan secuencias teloméricas intersticiales.

Entre las tres especies (H. sapiens, M. fascicularis y C. apella) se conservan dos lugares
fragiles en las bandas homologas correspondientes. Las dos bandas cromosémicas que expresan los
lugares fragiles en el cromosoma humano (HSA8q22 y HSA8q24.1) y en el cromosoma homdlogo

de C. apella (CAP8ql4 y CAP8ql16) contienen, ademas, secuencias teloméricas intersticiales.

2.3.7 Cromosoma humano 11 (HSA11).

El cromosoma ancestral homodlogo a HSA11 se mantiene como un solo cromosoma desde el

ancestro de los Primates hasta M. fascicularis y C. apella (Figura 5.7).
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Figura 5.7: Representacion de los idiogramas de los cromosomas de M. fascicularis
(MFA) v C. apella (CAP) homoélogos al 11 humano (HSA). Las cabezas de flecha
indican bandas cromosdmicas que expresan lugares fragiles y los circulos rojos, las STIs
relacionadas con cambios evolutivos. Inv: inversion.

Los cromosomas de estas dos especies se homologan con el humano a través de dos inversiones
pericentromeéricas diferentes. La inversion detectada en M. fascicularis también se ha descrito en

otras especies de la F. Cercopithecidae (Clemente y col., 1990a). En M. fascicularis, las dos bandas
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cromosOmicas implicadas en la inversion contienen secuencias teloméricas intersticiales y uno de
los puntos de inversion (MFA11p12) expresa un lugar fragil.

Entre las tres especies se conserva un lugar fragil (HSA11ql3, el cual se corresponde con
MFA1l1pl2 y CAP16q13). En humano y M. fascicularis dichas bandas cromosomicas contienen
secuencias teloméricas intersticiales. Entre M. fascicularis y C. apella también se conserva un lugar
fragil (MFA11q21 y CAP16qg23). Las dos bandas cromosomicas HSA11p21 y MFA11p13 expresan

lugares fragiles y corresponderian con centrémeros ancestrales.

2.3.8 Cromosoma humano 13 (HSA13).

El cromosoma homologo a HSA13 se mantiene como un solo cromosoma en las tres especies
(Figura 5.8), siendo necesario un cambio en la posicion del centroémero para homologar MFA16 con

CAP17 y HSA13.
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Figura 5.8: Reresentacion de los idiogramas de los cromosomas de M. fascicularis
(MFA) y C. apella (CAP) homologos al 13 humano (HSA). Las cabezas de flecha
indican bandas cromosomicas que expresan lugares fragiles y los circulos rojos, las
STIs relacionadas con cambios evolutivos. Las lineas oblicuas indican las regiones
heterocromaticas.
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Entre H. sapiens y M. fascicularis se conservan tres lugares fragiles. Dos de las tres bandas
cromosomicas que expresan lugares fragiles en MFA16, contienen secuencias teloméricas
intersticiales (MFA16p13 y MFA16ql13), mientras que en HSA13 sélo una de estas bandas
homologas contiene secuencias teloméricas (HSA13qg21.1). Por lo que respecta a C. apella, sblo el
lugar fragil humano 13932 se expresa como tal en esta especie en la banda cromosomica

CAP17q22. Dicha banda contiene secuencias teloméricas intersticiales.

2.3.9 Cromosoma humano 17 (HSA17).

Desde el cariotipo ancestral de los Primates, los cromosomas homologos al 17 humano se
mantienen como un solo cromosoma en las tres especies (Figura 5.9). En M. fascicularis y H.
sapiens, habrian mantenido la misma morfologia cromosdémica, mientras que el cromosoma

homologo en C. apella necesita una inversion pericéntrica para ser homologable.

MFA CAP HSA
17H 21H 17H
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17q14 17q23.1 =
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Figura 5.9: Representacion de los idiogramas de los cromosomas de M.
fascicularis (MFA) y C. apella (CAP) homoélogos al 17 humano (HSA). Las
cabezas de flecha indican bandas cromosdmicas que expresan lugares fragiles y los
circulos rojos, las STIs relacionadas con cambios evolutivos. Inv: inversion. Las
lineas oblicuas indican las regiones heterocromaticas
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Entre H. sapiens y M. fascicularis se conserva un lugar fragil (HSA17q23.1 y MFA17ql4)
que en el caso de M. fascicularis dicha banda cromosdmica contiene secuencias teloméricas

intersticiales.

2.3.10 Cromosoma humano 18 (HSA18).

En el cariotipo ancestral de los Primates y de los Catarrhini, el cromosoma homoélogo a HSA18
se habria mantenido como un solo cromosoma (Figura 5.10). En cambio, en el cariotipo ancestral
de los Platyrrhini, el cromosoma homoélogo al 18 humano estaria asociado a un fragmento del
cromosoma 8 humano (CAP7). Para homologar los cromosomas HSA18 y MFA18 es necesario un
cambio en la posicion del centromero. En cambio, el cromosoma CAP7 es homologo a los
cromosomas MFA18 y HSAI8 a través de una inversion pericéntrica. El punto de inversion

(CAP7ql4) expresa un lugar fragil.

MFA CAP HSA
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Figura 5.10: Representacion de los idiogramas de los cromosomas de M. fascicularis
(MFA) y C. apella (CAP) homdlogos al 18 humano (HSA). Las cabezas de flecha
indican bandas cromosémicas que expresan lugares fragiles y los circulos rojos, las
STIs relacionadas con cambios evolutivos. Inv: inversion.
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En los cromosomas HSA18 y CAP7, la banda cromosémica que corresponderia al centromero
de MFA (HSA18q21.3 y CAP7q24, respectivamente), expresa un lugar fragil y contiene secuencias

teloméricas intersticiales en las tres especies.

2.3.11 Cromosoma humano 20 (HSA20).

En el cariotipo ancestral de los Primates, el cromosoma homoélogo al 20 humano se habria
mantenido como un solo cromosoma (Figura 5.11), probablemente acrocéntrico, dada la similitud
entre las morfologias cromosdmicas encontradas en los cromosomas homoélogos de M. fascicularis
y varias especies del género Cebus (C. nigrivittatus, C. capucinus 'y C. albifrons). En el cariotipo
ancestral de los Catarrhini, el homologo al HSA20 estaria asociado al HSA22 a través de una fusion
telomero-telomero. En el punto de fusién en el cromosoma de M. fascicularis (MFA13pl2) se

localizan secuencias teloméricas intersticiales.

MFA CAP HSA
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Figura 5.11: Representacion de los idiogramas de los cromosomas de M. fascicularis
(MFA) y C. apella (CAP) homologos al 20 humano (HSA). Las cabezas de flecha
indican bandas cromosdmicas que expresan lugares fragiles y los circulos rojos, las
STIs relacionadas con cambios evolutivos. Fus: fusion, inv: inversion. Las lineas
oblicuas indican las regiones NOR.
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La morfologia presente en el cromosoma HSA20 se explica desde el cromosoma ancestral a
través de una inversion pericéntrica. En M. fascicularis, el punto de inversion (MFA13q23) expresa
un lugar fragil y contiene secuencias teloméricas intersticiales.

Para establecer las homologias entre los cromosomas 10 de C. apella (CAP10) y C. nigrivittatus
(CNI10) es necesaria una inversion pericéntrica y el punto de inversion en C. apella expresa un

lugar fragil (CAP10q12).

2.3.12 Consideraciones generales.

Sobre las implicaciones evolutivas de las secuencias teloméricas intersticiales y los lugares
fragiles, en los estudios comparativos realizados en este trabajo experimental hemos comprobado
que:

(1) En los cariotipos de las especies de la Tribu Papionini estudiadas, el 88,88% (24 de 27) de
las bandas cromosémicas implicadas en reorganizaciones evolutivas descritas expresan
lugares fragiles y/o contienen secuencias teloméricas intersticiales.

(2) En los cariotipos de las especies del Género Cebus estudiadas, el 81.81% (27 de 33) de las
bandas cromosdmicas implicadas en reorganizaciones evolutivas expresan lugares fragiles

y/o contienen secuencias teloméricas intersticiales.

Este alto porcentaje de coincidencia sugiere que en realidad existe una clara relacion entre los
puntos de rotura evolutivos, los lugares fragiles y las secuencias teloméricas intersticiales.
Evidentemente, no hay que descartar que este porcentaje pueda aumentar si se realiza un estudio
comparativo que incluya un nimero mayor de especies comparadas y emplee técnicas de estudio
que permitan aumentar la resolucion para la deteccion de reorganizaciones intracromosdmicas que

permanecen cripticas hasta el momento.
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Conclusiones

1. La aplicacion de las técnicas de citogenética cldsica y molecular de hibridacion in situ
fluorescente ha permitido determinar y comprobar las homologias cromosémicas entre las
especies de Primates estudiadas. Estas técnica también han permitido definir:

- Las reorganizaciones cromosomicas que explican las homologias cromosémicas detectadas.

- Los puntos de rotura evolutivos implicados en dichas reorganizaciones.

2. El analisis de los lugares fragiles inducidos por afidicolina mediante la aplicacién del sistema
estadistico FSM (version 995) ha permitido determinar 95 lugares fragiles en el cariotipo de
Macaca fascicularis, 50 lugares fragiles en el cariotipo de Mandrillus sphinx, 53 lugares fragiles

en el cariotipo de Cebus apella y 16 lugares fragiles en el cariotipo de Cebus nigrivittatus.

3. El estudio comparativo de la localizacion de los lugares fragiles muestra que el porcentaje de
conservacion entre las especies estudiadas (M. fascicularis, M. sphinx, C. apella y C.
nigrivittatus) y el cariotipo humano se mantiene entre el 37% y el 45%. Entre M. fascicularis y
M. sphinx existe un mayor grado de conservacion en la localizacién de los lugares fragiles

(80%) que entre C. apella y C. nigrivittatus (18,87%). Las diferencias pueden ser consecuencia
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de la variabilidad interespecifica e interindividual que caracteriza a la expresion de los lugares

fragiles y al diferente nimero de metafases estudiadas por espécimen y por especie.

Los puntos de rotura evolutivos no se distribuyen al azar a lo largo de los cromosomas. El
62,96% de los puntos de rotura evolutivos detectados en los cariotipos de las especies de la
Tribu Papionini (M. fascicularis y M. sphinx) estan localizados en bandas cromosdmicas que
expresan lugares fragiles. Por lo que respecta a las especies del género Cebus estudiadas (C.
apella y C. nigrivittatus) el 75,53% de los puntos de rotura evolutivos detectados estan situados

en bandas cromosdmicas que expresan lugares fragiles.

La aplicacion de la hibridacion in sifu fluorescente utilizando un polinucledtido sintético
(TTAGGG)n como sonda ha permitido describir la distribucion de las secuencias teloméricas
intersticiales en los cariotipos de M. fascicularis y C. apella. En M. fascicularis se han
detectado 90 /oci intracromosdmicos que hibridan con la sonda telomérica, mientras que en C.
apella se han detectado 55 loci intracromosomicos. El estudio comparativo entre las secuencias
teloméricas descritas en estas especies y en el cariotipo humano indica que entre estas tres

especies 9 bandas cromosdmicas homodlogas contienen secuencias teloméricas intersticiales.

En algunos casos, las secuencias teloméricas intersticiales descritas en los cariotipos de H.
sapiens, M. fascicularis y C. apella pueden interpretarse como el resultado de reorganizaciones
cromosOmicas evolutivas, como fusiones. Este es el caso de las secuencias teloméricas
detectadas en las bandas cromosémicas 2q13 del cariotipo humano, 2p13 y 13p12 del cariotipo

de M. fascicularis y 1p14 del cariotipo de C. apella.

Las secuencias teloméricas intersticiales también pueden interpretarse como regiones inestables
donde pueden producirse, de forma preferente, reorganizaciones cromosémicas, cOmo
inversiones y fisiones. El 51,14% de las secuencias teloméricas intersticiales detectadas en el
cariotipo de M. fascicularis se localizan en bandas cromosomicas que expresan lugares fragiles.
En el caso de C. apella, el 49,09% de las secuencias teloméricas detectadas se localizan en

bandas que expresan lugares fragiles.

Existe una clara relacion entre los puntos de rotura evolutivos, las bandas cromosdmicas que

expresan lugares fragiles y las secuencias teloméricas detectadas en las especies estudiadas,



Conclusiones

En las especies de la Tribu Papionini, el 88,88% de las bandas cromosdmicas implicadas en
reorganizaciones cromosomicas evolutivas detectadas expresan lugares fragiles y/o
contienen secuencias teloméricas intersticiales.

En las especies del género Cebus, el 81,81% de las bandas cromosomicas implicadas en
reorganizaciones cromosOmicas evolutivas detectadas expresan lugares fragiles y/o

contienen secuencias teloméricas intersticiales.
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Anexo 1

Macaca fascicularis (Catarrhini, F. Cercopithecidae)

Sur de Indochina
Burma

Indonesia

Filipinas

Islas Nicobar (India)

(Rowe, 1996)

Ejemplares Macaca fascicularis

Wi don
LI I [N | z:: 1
A
qw- ‘: . (

Cariotipo de Macaca fascicularis

193



Anexos

Anexo 2

Mandrillus sphinx (Catarrhini, F. Cercopithecidae)
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Anexo 3

Macaca arctoides (Catarrhini, F. Cercopithecidae)

Sur de China
Sudeste de Asia

(Rowe, 1996)

Ejemplar adulto de Macaca arctoides junto a su cria
(Rowe, 1996)
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Anexo 4

Cebus nigrivittatus (Platyrrhini, F. Cebidae)

Guayana francesa
Surinam
Venezuela

Brasil

Colombia
(Rowe, 1996)

Ejemplar C. nigrivittatus
(Rowe, 1996)
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Anexo 5

Cebus apella (Platyrrhini, F. Cebidae)

Zona norte y central de Sudamérica
(Rowe, 1996)
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