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SUMMARY

BALB and C57 mice imbreed strains were analysed by means of in vivo cytogenetic
techniques in order to determins the frequemey of chromosoma aberrations not induced
by any eclastogen.

Results ars summarized in tablas I, IT, IIT and IV. Statistically significant differences
between the two strains were found in the frequency of metaphases with at least one
aberrant chromosome, the frequeney of several ‘‘chromatid type’’ aberrations (breaks
and gaps), the frequency of cells with less than 40 chromosomes, the mitotie index and
the frequency of meiotie univalens.

The high incidence of chromosome aberrations in C57 strain may be explained in
several ways: a) DNA replication errors in C57 strain; b) DNA repair mechanisms alte-
rations in C57 strain; ¢) The existence of some ecausal agent in the C57 strain, mainly
viruses, that can induce chromosome abnormalities.

These findings are analysed taking into account that chromosome aberrations play a
fundamental rols in the evolution of karyotypes. The knowledge of the phenomena involved
in the production of spontaneous macromutations could contribute to the understanding of
several eytotaxonomic problems.

INTRODUCCION

El material genético estd sujeto a variaciones de distinto tipo. En los te-
jidos en proliferacién, algunas de estas variaciones pueden detectarse como
aberraciones cromosémicas. Las causas de éstas pueden ser intrinsecas, debi-
do a errores en el proceso de duplicacién semiconservativa del ADN y/o ex-
trinsecas, a causa de la accién de agentes clastogénicos presentes en el medio
ambiente en que el tejido debe proliferar, concomitantemente con fallas en los
mecanismos de reparacién de dichas lesiones,

(*) El presente trabajo fue subwvencionado por el Consejo Nacional de Investigacio-
nes Cientificas y Técnicas (CONICET) y por la Comision de Investigaciones Cientificas
de la Provincia de Buenos Alres (CIC).
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La frecuencia de aberraciones cromosémicas espontdneas en individuos
normales y no tratados especificamente con ningtin agente clastogénico tiene
un valor que constituye el “plateau” de referencia cuando se realizan estudios
de induceién de lesiones cromosémicas. Sin embargo, este valor puede variar
debido a las causas mencionadas anteriormente.

Las modificaciones que se producen en la estructura cromosémica, por
cualquier causa y que son o pueden ser transmitidas a la descendencia de ma-
nera estable, deben considerarse como macromutaciones en relacién a las mi-
cromutaciones o mutaciones de punto que se producen a nivel molecular. Ae-
tualmente en algunos mamiferos se reconoce como mucho més importante a las
macromutaciones en los procesos de especiacion debido a que la diferencia
entre distintas especies se puede producir por modificaciones de tipo roberso-
niano que, por efecto de posicién de los genes, producen modificaciones nota-
bles a nivel fenotipico. En general, las aberraciones cromosémicas se estudian
como consecuencia de la aceion de alglin agente clastogénico y no como un fe-
némeno espontineo sujeto a todo tipo de variables biolégicas.

El presente trabajo sintetiza el estudio sobre la frecuencia de aberraciones
cromosémicas no inducidas especificamente por mutégenos en dos capas endo-
criadas de ratén, BALB y €57, del bioterio del Instituto Multidisciplinario de
Biologia Celular (IM.B.L.C.E.); analiza las posibles causas de las diferencias
encontradas y constituye un ejemplo més de la variabilidad que puede existir
entre individuos de una misma especle, en este caso respecto a la frecuencia
de aberraciones eromosémicas.

MATERIAL Y METODOS

Se estudiaron ratones de las cepas endoeriadas BALB y €57 criadas en
el bioterio del IMBICE, El estudio se realizé sobre 5 machos de cada cepa, de
la misma edad (2-3 meses) y sometidos a las mismas condiciones de cria en el
mismo local. Los estudios se hicieron mediante téenicas in vivo. Tres horas an-
tes de su sacrificio los animales se inyectaron intraperitonealmente eon una
dosis de 0,5 p/gr peso vivo de colehicina, siendo sacrificados a la misma hora.
Material proveniente de la médula 6sea de fémures y de testiculos se recogio
y se lavé por centrifugacién en solucién de Hanks (pm 7,0). Luego se realizé
el tratamiento hipoténico eon eloruro de potasio 0,07TM a 37°C durante 20 mi-
nutos para células de testiculo y 40 minutos para células de médula dsea. La
fijacién se hizo con alcohol metilico: dcido acético 3:1. Los preparados se hi-
cieron sobre portas helados secindoselos al aire (Rothfels y Siminoviteh, 1958).

Se estudiaron 20 metafases mitéticas y 20 diacinesis/metafases 1 por cada
animal. El indice mitético se determiné por contaje de por lo menos 1000
células de la médula ésea de cada animal. La seleceién de las figuras a anali-
zar y de los campos para la determinacién del indice mitético se hizo me-
diante eriterios preestablecidos (Larramendy et al, 1977). Las aberraciones
cromosémicas se clasificaron en “tipo crométida” y “tipo eromosoma”, segfin
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Bukton y Evans (1973). El anélisis estadistico se llevé a cabo por medio de
la prueba de “t” de Student para diferencias entre proporciones.

RESULTADOS

El cuadro I resume las diferencias encontradas entre las cepas de ratén
con respecto al niimero de metafases eon y sin aberraciones eromosémicas. En
los ratones BALB, las metafases que llevan por lo menos una aberracién ero-
mosémica alcanzan al 8 %, mientras que en C57 este valor asciende al 40 %,
siendo las diferencias entre ambas cepas altamente significativas (p <0,001).

Las frecuencias de las distintas aberraciones eromosémicas encontradas se
sintetizan en el ecuadro II. Las aberraciones tipo cromosoma (fragmento acén-
trico, eromosoma diminuto e inversién perieéntrica) no muestran diferencias
significativas entre ambas cepas al comparar cada aberracién por separado;
en cambio, en las aberraciones tipo crométida, que son las mis frecuentes, apa-
recen diferencias altamente significativas en la comparacién con respecto a
fracturas y “gaps” monocrométicos e isocrométicos y diferencias no significa-
tivas en la comparacién de fracturas isocrométicas a intercambios asimétricos.
La comparacién entre los totales de aberraciones encontradas en ecada capa
revela asimismo la existencia de diferencias altamente significativas, con un
ineremento en la capa C57 del 566,66 < con respecto a BALB. Para dicho
caleulo se tuvo en cuenta el total de eromosomas analizados en cada grupo.

El anéalisis de la variacién del ntimero diploide en células de médula dsea
ge resume en el cuadro IIL La principal variacién numérica estd dada por la
disminucién en el ntimero diploide, io que incide en la frecuencia de células
con nimero cromosémico normal. En ambos casos, las diferencias entre las
‘dos cepas son altamente significativas (p <0,001). Del mismo modo el indice
mitético varia significativamente (p <0,001) de una cepa a otra, con una
disminuicién notable en C57.

En el cuadro IV se sintetiza el anélisis de la meiosis. En C57 se inere-
menta a valores altamente significativos el nfimero de univalentes, tanto au-
tosémicos (p <0,001) como gonosémicos (p <0,021) del mismo modo que la
frecuencia de anillos multivalentes (p <0,005). Consecuentemente existe una
disminucién en la frecuencia de bivalentes con una diferencia altamente signi-
ficativa con respecto a BALB (p <0,001).

DISCUSION

Los estudios sobre clastogénesis ponen en evidencia en muchas ocasiones
resultados contradictorios o no coneluyentes. Solamente en aquellos easos en
que la accién del agente clastogénico es muy severa, las diferencias con res-
pecto a los controles aparentemente normales tienen cierta contundencia. Por
este motivo algunos autores cuestionan los métodos empleados para testificar
la aceién de sustancias clastogénicas (Schinzel y Schmid, 1976; Léonard, 1975).
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Sin embargo, aparte de la consideracion que debe tenerse respecto a artefactos
de téenica y falencias metodoligicas, es necesario evaluar otros factores que
pueden ineidir en la produceion de aberraciones cromosémicas no inducidas
en un nivel significativamente distinto de la ausencia total de ellas.

Si consideramos la complejidad de los sistemas genéticos eucaridticos, es
indudable la existencia de una serie de factores que pueden indueir aberracio-
nes eromosémicas en el individuo o permitir la continuidad de lesiones eromo-
sémicas a través de por lo menos un eciclo celular.

En ratén se ha sefialado la existencia de diferencias entre lineas endocria-
das v entre sexos respecto a Ja respuesta a la aecién de agentes mutagénicos
(Generoso v Russell, 1969). En seres humanos se encontraron variaciones in-
dividuales significativas en la frecuencia de intercambio de crométidas her-
manas (Lezana et al., 1977), lo que podria indicar diferencias en los procesos
de reparacién del ADN cromosémico.

Los resultados expuestos sefialan sin lugar a dudas la diferencia que exis-
te entre las lineas endoeriadas de ratén BALB y C57 con respecto a aberra-
ciones eromosémicas no induecidas. Lias causas de este fenémeno son induda-
blemente intrinsecas a cada cepa en nuestro bioterio debido a las condiciones
en que se realizé la observacién. Hipotéticamente se pueden considerar varias
posibilidades para explicar el fenémeno: a) Fallas en los mecanismos de re-
paracién del ADN en la cepa C57 debido a mutaciones que afectan las enzi-
mas involucradas en el proceso (nucleasas, ligasas y ADN polimerasas) (Lam-
bert et al., 1976); b) Fallas en los meeanismos de duplicacion del ADN (Lam-
bert et al., 1976) y ¢) Presencia de alg(in agente causal en el individuo. Los
animales superiores son simbiéticos con una eantidad de microorganismos; de
éstos, algunos virus son capaces de inducir dafio cromosémico (Stich y Yohn,
1970).

Respecto a la dltima hipétesis, existen evidencias indirectas significativas.
Basombrio (1973) encontré que los sarecomas induecidos por metil colantreno
en una cepa hibrida C57 x BALB contienen méas virus que los inducidos en
ratones BALB puros. La existencia de estos virus fue demostrada inyectando
extractos acelulares de los sarcomas en lauchas BALB, las que desarrollan
leucemias o linfomas.

Por otra parte, resalta de los resultados expuestos, la mayor frecuencia
de aberraciones de tipo cromética. Si existieran fallas en los mecanismos de re-
paracién, la frecuencia de aberraciones tipo cromosoma, “derivadas” de las de
tipo erométida, deberia ser mayor, euando en realidad no difiere significativa-
mente en C57 con respecto a BALB y con la ausencia de este tipo de lesion. Sin
embargo, es imposible descartar esta posibilidad sin efectuar un analisis mas
exhaustivo, més atin cuando la diferencia entre los indices mitéticos de am-
bas capas podria indicar que existe mortandad celular, una de cuyas causas
puede ser la existencia de alteraciones cromosémicas que impiden la viabilidad
de la célula portadora.
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Asimismo estos resultados pueden analizarse desde otros puntos de vista.
La modificacién del cariotipo es uno de los componentes del sistema evolutivo
de las especies a nivel cariolégico. En general todos los trabajos de citotaxono-
mia analizan las variaciones eromosdmicas intra e interespecificas a partir del
fenémeno coneluido, tratando de explicar los mecanismos por los cuales se
produjeron esas modificaciones. Tal es el caso de las grandes generalizaciones
de Matthey en Mus (Leggada) (Matthey, 1964) y de los trabajos de citoge-
nética de Akodon (Bianchi et al., 1971).

Resulta importante entonces desarrollar modelos experimentales que per-
mitan el estudio de las modificaciones cromosémicas con el conocimiento de los
factores intervinientes, Este trabajo demuestra de qué manera puede variar
la frecuencia de aberraciones cromosémicas no inducidas en dos cepas endo-
criadas de la misma especie, lo que puede servir de base al considerar las va-
riaciones cariolégicas intra e interespecificas en estudios de citotaxonomia.
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Cuadro II. — Incidencia de aberraciones cromosémicas en los cromosomas de médula
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Cuadro IIT. — Total de céulas heteroploides e indice mitStico en la médula Osea de
ratones BALB y V57
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Cuadro IV: Frecuencia de bivalentes, univalentes y multivalentes en diacinesis-meta-
fases I de ratones BALB y V57. Los nfimeros romanos precedidos por A (anillo) inii-
can el ntmero de cromosomas invoiucrados en dicha figura.
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