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> Resumen — En este trabajo se estudiaron los cromosomas B en dos especies de la
subfamilia Leptysminae: Cornops frenatum cannae Roberts y Carbonell y Stenopola bohlsii
Giglio Tos, colectados, en el Dpto. Monteros, Tucuman. En el genoma eucarionte (animales -
vegetales), se encontraron elementos accesorios como los cromosomas B, también llamados
cromosomas supernumerarios. La presencia de este tipo de cromosomas en Ortopteros, es
un hecho frecuente. El analisis citogenético reveld6 un complemento cromosémico diploide
2n=23 [d]. Al analizar las células en division meidtica, se presentaron diferencias intrafolicu-
lares relacionadas con el nimero cromosdmico, cromosomas rezagados, anomalias durante
la segregacion de los cromosomas y presencia de espermatidas anormales. La observacién
de estos resultados nos permitié evaluar la incidencia de los cromosomas accesorios en esta
divisién celular. Existen evidencias que estos elementos genéticos extra estan involucrados en
desoérdenes citologicos y fisiolégicos determinantes de cambios endofenotipicos y no exofeno-
tipicos. Se debe destacar que este trabajo representa el primer aporte citogenético de estas
especies, resaltando ademéas que Cornops frenatum cannae es endémica en la provincia de
Tucuman.

Palabras clave: Cromosomas B, citogenética, meiosis, Cornops frenatum cannae, Steno-
pola bohlsii.

> Abstract — “B-chromosomes and their incidence on the meiotic division in two species
belonging to the Leptysminae subfamily (Orthoptera: Acrididae)”. Here we present a study on
B-chromosomes in two species of the Leptysminae subfamily: Cornops frenatum cannae
Roberts and Carbonell and Stenopola bohlsii Giglio Tos, collected in Monteros, Tucuman.
Accessory elements such as B chromosomes, also called supernumerary chromosomes, may
be present in the eucaryotic genome (animals - plants). The presence of this type of chromo-
somes Is frequent in orthopterans. Conventional cytogenetic techniques were used in order to
describe the karyotype and male meiosis of C. frenatum cannae and S. bohlsii. The cytogene-
tic analysis revealed a karyological formula of 2n=23 (J). When analyzing the cells during the
meiotic division, some intrafollicular differences related to B chromosome number appeared,
such as lagging chromosomes, anomalies during chromosome segregation and the presence
of abnormal spermatids. Observation of these results allowed us to evaluate the incidence of
accesory chromosomes in cell division. There is evidence that these extra genetic elements
are involved in cytologic as well as in physiological disorders that determine endophenotypic
rather than exophenotypic changes. It is worth noting that this paper represents the first
cytogenetic contribution for these species, and also that Cornops frenatum cannae is endem-
ic in the province of Tucuman.

Keywords: Chromosomes B, cytogenetics, meiosis, Cornops frenatum cannae, Stenopola
bohlsii.
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INTRODUCCION

Los cromosomas B son elementos extra
del juego de cromosomas autosémicos en el
genoma eucariota. Se encontraron en el 15
% de una amplia variedad de plantas y ani-
males, en estado polimorfico y/o politipico
(Bakkali et al. 1999). Por estas caracteristi-
cas en el complemento cromosémico son ele-
mentos supernumerarios 0 accesorios y no
vitales.

Aunque los cromosomas B generalmente
no expresan genes mayores, pueden afectar
caracteristicas cuantitativas en las especies
portadoras, asociadas al vigor, desarrollo,
fertilidad y fecundidad (Camacho et al.
2000). Sin embargo, en muchas especies los
cromosomas B han expresado genes activos
de ARNr mediante el uso de técnicas de im-
pregnacién argéntica no siempre detectadas
por estudios de hibridacién fluorescente in
situ (FISH) (Cabrero y Camacho, 2008;
Teruel et al., 2009a)

Los genomas portadores de cromosomas
B exhiben mecanismos de resistencia a la
transmision, lo que demuestra, una compe-
tencia genética entre los cromosomas auto-
sémicos y los accesorios. Los modelos pro-
puestos que justifican la permanencia de es-
tos cromosomas supernumerarios en las po-
blaciones naturales son varios. Uno de ellos,
el parasitico, propone un equilibrio entre
los mecanismos de transmisién y los efectos
perjudiciales que producen (Ostergren, 1945;
Nur, 1966; Jones, 1985). Camacho et al.
(1997), no plantea un equilibrio, sino la
existencia de genes supresores en el comple-
mento cromosomico, capaces de neutralizar
los mecanismos de transmision, generando
diversas formas de cromosomas B (polimor-
fismos de cromosomas B). El modelo heteré-
tico propone un balance entre ntimero - efec-
tos. Efectos benéficos con bajo numero de
cromosomas B o efectos perjudiciales con el
incremento del nimero de cromosomas B
(White, 1973). Sin embargo, la permanen-
cia de los cromosomas en las poblaciones no
puede ser explicado satisfactoriamente por
los modelos parasitico ni heterédtico (Zima
et al., 2003)
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A pesar de la descripcion temprana de
los cromosomas accesorios (Wilson, 1907),
su origen es aun desconocido. Ellos podrian
haberse originado por cruzamientos interes-
pecificos (Camacho et al., 2000; Perfectti y
Werren, 2001; Jones y Houben, 2003) o bien
intraespecificos (Houben et al., 1996; Puer-
tas, 2002; Camacho, 2005). Se sugiere por
el origen intraespecifico, que los cromoso-
mas B estan compuestos en su mayoria por
secuencias compartidas con la de los cromo-
somas autosémicos (A). Para el caso, repre-
sentarian un subproducto de los cromoso-
mas A generados durante la evolucién, pero
a su vez hace improbable la ocurrencia de
secuencias propias exclusivas en este tipo de
cromosomas. Si bien ellos pudieron haber
derivado de los cromosomas A, luego siguie-
ron su propio camino evolutivo (Beukeboom,
1994).

Numerosos estudios moleculares mues-
tran que los cromosomas B son frecuente-
mente portadores de secuencias de ADN alta-
mente repetidas, con una amplia variedad de
tipos y numeros, transcripcionalmente inac-
tivas (Zeyl y Green, 1992; Franks et al.,
1996). Secuencias presentes en el ADN ribo-
sémico, centromérico, telomérico, en los ele-
mentos genéticos transponibles y ademas se-
cuencias de genes estructurales que codifican
proteinas (Graphodatsky et al., 2005; Teruel
et al., 2010).

La subfamilia Leptysminae (Acrididae:
Orthoptera) se encuentra ampliamente dis-
tribuida en la regién Neotropical. En el pre-
sente trabajo se estudiaron citogenéticamen-
te las especies Cornops frenatum cannae Ro-
berts y Carbonell y Stenopola bohlsi Giglio-
Tos, pertenecientes a esta subfamilia. La pri-
mera de las dos especies es ademas endémi-
ca en la provincia de Tucuman (Turk et al.,
2000).

Los Acrididos muestran una notable uni-
formidad cariotipica con un niimero cromo-
sémico diploide 2n=23(J") y un sistema de
determinacién del sexo X0:XX (J:Q)
(Hewitt, 1979; Confalonieri y Bidau, 1986;
Colombo, 1997). En la subfamilia Leptysmi-
nae se cita la ocurrencia de cariotipos deri-
vados no frecuentes, con reduccién del niime-
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ro cromosémico debido a fusiones céntricas
de cromosomas autosomicos (Mesa et al.,
1982; Bidau y Hasson, 1984; Loreto y Sou-
za, 2000).

En este trabajo analizamos el polimorfis-
mo numérico de los cromosomas B en Cor-
nops frenatum cannae y Stenopola bohlsii, y
los efectos endofenotipicos sobre el com-
portamiento meidtico.

MATERIALES Y METODOS

Los ejemplares machos adultos utilizados
en este estudio de Cornops frenatum cannae
y Stenopola bohlsii fueron colectados en
Monteros, provincia de Tucuman (S 27°
07°28.23” W 65°29°43.56”, 368 msnm.)

Stenopola bohlsii se halla estrechamente
asociada con diferentes especies del estrato
arbustivo donde se refugia, durante todo su
ciclo de vida. Es el unico Leptysminae estu-
diado en la provincia que hace uso del ar-
bustal (Turk y Aquino, 2009). La distribu-
cién altitudinal de esta especie se encuentra
entre 350 a 1500 msnm.

Cornops frenatum cannae es endémica en
la provincia de Tucuméan mostrando prefe-
rencia y un alto grado de asociacion con
Canna edulis y C. glauca especialmente en
primavera y verano, época de oviposicién y
ciclo ninfal. Constituyen poblaciones muy
densas en el centro y sur de Tucuman, lle-
gando solamente a los 800 msnm. En el la-
boratorio se extrajeron testiculos de 20
(veinte) individuos de cada especie que se
fijaron y conservaron en la heladera. La fija-
cion se realizd en la mezcla etanol-acido
acético glacial en la proporcién 3:1.

La division meidtica se analizé en células
provenientes de los foliculos testiculares pro-
cesados por las técnicas convencionales de
squash. La tincion se realizo por el método
de Feulgen para ADN, con una hidrolisis pre-
via durante 25’ a 65°C con HCL 1 N (acido
hidroclérico)

Las preparaciones microscopicas transito-
rias se montaron en acido acético al 45 % y
para las definitivas se emple6 un medio neu-
tro. La morfologia de los cromosomas se
describi6 usando la nomenclatura de Levan
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et al. (1964). La observacion se realizé con
un microscopio Zeiss Axiolab, mientras que
las microfotografias se obtuvieron con una
camara digital MOTICAM 1000.

RESULTADOS

Las poblaciones naturales de Cornops fre-
natum cannae y Stenopola bohlsii estan re-
presentadas por individuos con un cariotipo
normal en los machos (&) 2n=23, cromoso-
mas acrocéntricos y un mecanismo de deter-
minacién del sexo del tipo X0:XX (J:Q). El
cromosoma sexual X es de tamafio mediano,
portador de heteropicnosis fuertemente posi-
tiva durante las primeras etapas de la Profa-
se I. Esta condicion se revierte en la segunda
mitad de la Profase I por lo que cromosomas
autosémicos y sexuales exhiben similar gra-
do de tincién y condensacion.

En las poblaciones naturales de ambas
especies, varios ejemplares fueron portado-
res de cromosomas B. Entre células de los
foliculos testiculares se observaron notables
polimorfismos numéricos, mientras que
otras, carecian de estos elementos genéticos
extra. Ellos son mas pequefios que el cromo-
soma sexual X, pero exhibieron el mismo
grado de tincién. En las dos poblaciones, los
cromosomas B permanecen como univalen-
tes durante la meiosis.

Cornops frenatum cannae

Entre las células meidticas de un foliculo
en esta especie, se observaron notables dife-
rencias relacionadas con el comportamiento
de los cromosomas durante la division. Ade-
mas, presentaron un numero variable de cro-
mosomas extra (0 a 3) es decir, fueron mo-
saicos para los cromosomas B.

Durante el cigotene en algunas células,
se identifico la temprana condensacién del
cromosoma sexual X y los cromosomas B,
los cuales exhibieron idéntico comporta-
miento y grado de heteropicnosis (Fig. 1).
La condensacion de estos cromosomas es cla-
ramente diferente a la condensacién de los
cromosomas del resto del complemento de
la linea germinal. Esta caracteristica los
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hace facilmente distinguible de los bivalentes
autosomicos. Sin embargo en otros nticleos
en la misma etapa, se noto6 la condensacion
sélo del cromosoma sexual X (Fig. 2).

En diplotene/diacinesis, los cromosomas
exhibieron asociaciones no quiasmaticas por
los telémeros de diversos tipos: entre bivalen-
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tes autosémicos; bivalentes autosémicos y
cromosomas B; entre univalentes B, pero
nunca observamos las asociaciones de cro-
mosomas B y sexual X (Fig. 3). Asimismo
los bivalentes autosémicos en esta etapa,
normalmente exhiben uno o dos quiasmas
con localizacién terminal, subterminal o in-

Meiosis en Cornops frenatum cannae (Figs. 1 a 9, escala 10 pm). 1) Cigotene con temprana
condensacion del cromosomas B [ y cromosoma sexual X [J. 2) Cigotene sin cromosomas
B. La flecha indica el cromosoma sexual X. 3) Diacinesis: las flechas indican las asociaciones
teloméricas entre los cromosomas. Las puntas de flecha indican los cromosomas B. 4) Diaci-
nesis con evidentes quiasmas terminales y subterminales (flechas). 5 y 6) Metafase |. Bivalen-
tes autosdmicos y univalentes cromosomas B. Las puntas de flecha indican cromosomas B. 7)
Anafase | con cromosoma rezagados. 8) Anafase Il con cromosomas rezagados (flechas) y se-
gregacioén irregular de las masas cromatinicas. 9) Micro espermatidas (m), macro espermati-

das (M) y esperméatidas normales (N].
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tersticial (Fig. 4). También se observaron en
células sin cromosomas B, diacinesis sin
asociaciones, bivalentes con igual heteropic-
nosis y un cromosoma sexual X claramente
identificado por su tincién diferencial. Ade-
mas durante la diacinesis, los bivalentes au-
tosomicos cambian su afinidad por la tin-
cién, de manera que en metafase I la isopic-
nosis es marcada entre los componentes del
complemento cromosémico.

Los cromosomas B fueron identificados
en ntimero variable, uno, dos o tres, en Me-
tafase I (Figs. 5y 6). En Anafase I los auto-
somas se dirigen hacia los polos después de
la divisién reduccional, pero se hace eviden-
te la ocurrencia de cromosomas rezagados
(Fig. 7). En anafase II suceden serias defi-
ciencias durante la segregacién. En los polos
se observan cromosomas rezagados y dife-
rencias cuantitativas de las masas cromatini-
cas (Fig. 8).
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En los ejemplares que exhibieron células
con cromosomas B, se identificaron esper-
matidas anémalas ademas de las espermati-
das regulares. Las irregularidades en Telofa-
se Il incidieron en la formacién de macroes-
permatidas y microespermatidas (Fig. 9).

Las células meidticas de machos sin cro-
mosomas B, mostraron un comportamiento
completamente normal.

Stenopola bohlsii

Las células intrafoliculares procedentes de
la poblacién de Stenopola bohlsii mostraron
cromosomas B en numero variable y un
comportamiento meidtico similar al observa-
do en Cornops frenatum cannae. En las pri-
meras etapas de la profase I identificamos la
condensacién temprana del cromosoma
sexual X y los cromosomas B, exhibiendo
ambos igual comportamiento (Fig. 10).

Meiosis en Stenopola bohlsii (Figs. 10 a 14,

escala 10 pm).

10) Heteropicnosis positiva de

cromosomas B [ y sexual X [J en cigotene. 11) Metafases | regular. 12) Bivalentes fuer-
temente asociados en Metafase |. La flecha indica el cromosoma sexual X y las puntas de
flechas blancas los cromosomas B. 13) Anafase |. Se observa puente y cromosomas reza-
gados (punta de flecha). 14) La flecha blanca muestra el fragmento acéntrico.
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Asimismo los cromosomas B se identifica-
ron con dificultad en metafase I. Los cromo-
somas del complemento tienden a aglutinar-
se, pero es notable la disposicion de los cro-
mosomas B y el cromosoma sexual X duran-
te esta etapa. Ambos elementos genéticos se
ubicaron por fuera de la masa cromatinica
diferenciandose ligeramente de los cromoso-
mas autosomicos. En la metafase I que no
exhibieron los elementos extra, los cromoso-
mas del complemento mostraron un com-
portamiento normal (Fig. 11). En Stenopola
bohlsii, los cromosomas B también se pre-
sentaron en ntimero variable, encontrandose
un numero maximo de tres (Fig. 12).

La anafase I mostrd notables deficien-
cias. En ellas, se identificaron puentes cro-
matinicos, cromosomas rezagados y frag-
mentos cromosémicos. Los cromosomas re-
zagados durante la segregacion, en ocasio-
nes formaron puentes cromatinicos entre los
homodlogos y también mantuvieron conexio-
nes con la masa polar (Fig. 13). Si los puen-
tes no se resuelven adecuadamente se gene-
ran los fragmentos cromosémicos acéntricos
como los observados en esta especie (Fig.
14).

A pesar de las irregularidades observadas
en la division meidtica de Stenopola bohlsii,
no se detectaron espermatidas anémalas.

En cuanto a las células meidticas de ma-
chos sin cromosomas B, éstas mostraron un
comportamiento completamente normal.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Acrididae es la familia de ortopteros que,
por su amplia distribucion y el numero de
especies descriptas, han sido objeto de pro-
fundos estudios citogenéticos por numerosos
investigadores, aportando en forma notable
al conocimiento del taxén. No obstante la
informacién que se genera continuamente, la
variacion genética intraespecifica y las dife-
rencias interespecificas son campos poco
explorados.

La subfamilia Leptysminae presenta un
cariotipo basico 2n=23, X0 (J) (Mesa et
al., 1982; Confalonieri y Bidau; 1986; Loreto
y Souza, 2000) pero también se destacan al-
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teraciones cariotipicas causadas por fusiones
céntricas autosémicas y responsables de es-
tas desviaciones (Mesa et al., 1982; Bidau y
Hasson, 1984).

Las especies investigadas en este trabajo
de la subfamilia Leptysminae, Cornops fre-
natum cannae y Stenopola bohlsii presentan
marcadas similitudes en cuanto al numero y
morfologia de los cromosomas con otras es-
pecies de la subfamilia. El cariotipo basico
de ambas especies concuerda ademas con el
aportado para la familia Acrididae, 2n=23,
X0 (&). Ambas poblaciones analizadas son
portadoras de cromosomas B, en ntumero
variable de cero a tres.

Los cromosomas B son cromosomas extra
presentes en algunos individuos de las espe-
cies eucariotas portadoras. La mayoria son
heterocromaticos compuestos por secuencias
de ADN altamente repetido, genéticamente
inerte y probablemente derivan del genoma
de la célula huésped (Camacho et al., 2000)

Este tipo de cromosomas también fue des-
cripto en otros Leptysminae (Bidau y Has-
son, 1984; Confalonieri y Bidau, 1986; Co-
lombo, 1989, 1997). Tienen un comporta-
miento picndtico similar al que presentan
los cromosomas sexuales X. La variaciéon
numérica intraindividual es inter e intrafoli-
cular.

El polimorfismo numérico de los cromo-
somas B se atribuye a la inestabilidad mité-
tica por la no disyuncién durante la divisién
en las células embrionarias, lo que genera
un mecanismo de transmisién premeiotico
en los machos (Cabrero et al., 1984; Viseras
et al., 1990; Pardo et al., 1994, 1995).

Aunque no se conozcan datos certeros
sobre la incidencia de los cromosomas B en
las especies estudiadas Cornops frenatum
cannae y Stenopola bohlsii, se deben admitir
ciertas irregularidades durante la division
meidtica tal como, cromosomas rezagados,
puentes cromatinicos durante la segregacion
de los cromosomas, identificacion de seg-
mentos acéntricos, macroespermatidas y
microespermatidas.

Los cromosomas B estudiados en hem-
bras de Eyprepocnemis plorans inciden nega-
tivamente sobre la fertilidad de los huevos



Acta zoolbgica lilloana 57 (2): 1681-169, 2013

(Munoz et al., 1998; Zurita et al., 1998) y
la formacién de espermatidas anémalas en
los machos, pero no esta debidamente com-
probado si afectan significativamente la dis-
minucién de la fertilidad en los machos
(Suja y Rufas 1989; Teruel et al., 2009b).
Jones (1985) tempranamente sostiene que
los cromosomas B tienden a mostrar efectos
en detrimento de la fertilidad.

Sin embargo, en Dichroplus elongatus, la
presencia de los cromosomas B se correla-
ciona con la disminucién del tamaifio del
cuerpo y un aumento del potencial reproduc-
tivo en las hembras a causa del incremento
en el numero de ovariolas (Rosetti et al.,
2007).

En langostas, el efecto de los cromoso-
mas B sobre la espermiogénesis conduce a la
produccién simultanea de nticleos haploides
deficientes, micro y macroespermatidas, re-
conocidas facilmente por las caracteristicas
diferencias de tamafio (Suja et al., 1986;
Bidau, 1986).

Hace varias décadas, Nur (1969) sugirié
que la mayoria de las microespermatidas se
forman por eliminacién de los cromosomas
B durante la divisién. El empleo de sondas
especificas de ADN para cromosomas B y
autosomicos, permite analizar el contenido
de este tipo de espermatidas y comprobar la
existencia de ambos tipos de secuencias
(Chiavarino, 2000). Las microespermatidas
de Eyprepocnemis plorans son portadoras de
ADN autosémico pero asimismo, las esper-
matidas aparentemente normales, son aneu-
ploides para un cromosoma autoséomico
(Camacho et al., 2004).

La formacion de macroespermatidas pro-
bablemente estaria relacionado con el blo-
queo de la citocinesis por los cromosomas
autosémicos rezagados o los cromosomas B.
Ellos podrian inducir division citoplasmatica
desigual y/o fusion nuclear. Estos ntcleos
andémalos han sido observados atin ante la
presencia de cromosomas B y comporta-
miento meidtico regular.

Hewitt (1973) sostiene que los cromoso-
mas B afectarian en forma indirecta los pro-
cesos celulares mediante dafos en los meca-
nismos responsables de conservar la indivi-
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dualizacion de las espermatidas durante los
estadios meidticos. La alteracion de estos
mecanismos genera macroespermatidas de-
bido a la fusion nuclear (Suja et al., 1986).

La observacién de los puentes cromatini-
cos entre los nticleos y los fragmentos libres
observados durante la primera division meio-
tica, en los ejemplares analizados de Steno-
pola bohlsii, demuestra la posible influencia
de los cromosomas B durante la segrega-
cién. Los fragmentos acéntricos en estos
ejemplares se generan por ruptura de los
puentes cromatinicos formados en la zona
medial cuando los cromosomas homologos
migran a los polos.

La permanencia de los cromosomas ex-
tras durante la divisién meidtica como uni-
valentes causa inestabilidad y complica la
segregacion, con probables efectos sobre la
citocinesis. Este comportamiento no se pre-
senta en aquellas especies donde los cromo-
somas B forman bivalentes (Rebollo et al.,
1998; Camacho et al., 2004).

Las irregularidades que se presentan du-
rante la divisiéon meidtica y conducen a la
formacion de espermatidas andmalas, al
parecer no afectan la fertilidad del macho
en los Acrididos. Bajo estas condiciones, los
machos producen exceso de esperma a los
fines de asegurar la fecundacién de la puesta
por la hembra (Lopez-Leodn et al., 1994). En
los ejemplares de las especies de Cornops
frenatum cannae y Stenopola bohlsii que no
eran portadoras de cromosomas B, la
division meidtica es regular.

Los polimorfismos para los cromosomas
B en estas poblaciones representan una he-
rramienta util para comprender los mecanis-
mos evolutivos a nivel cromosémico. Asimis-
mo la aplicacién de técnicas moleculares
pondria en evidencia aspectos relacionados
con el origen y evolucion que experimentan
estos cromosomas.
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