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ABSTRACT
Bioethics is a relatively new discipline that consists of the systematic analysis of the human conduct with regard to medicine and biology. Its 

aims are to safeguard humans and their health, as well as to protect the environment and nature in general, following high principles and values. 
Scientific research involving humans is regulated by bioethical guidelines whose characteristics vary internationally and nationally. These guidelines 
are in general compulsory, namely, they must be observed. In this work, the main documents on bioethics universally accepted are briefly discussed, 
as well as others pertaining to the national scene.

Key words: Bioethics, research, human beings. 

RESUMEN
La bioética es una disciplina relativamente nueva que se ocupa del estudio sistemático de la conducta humana en el ámbito de la medicina y 

de la biología en general. Persigue el cuidado y bienestar del ser humano, del medio ambiente y de la naturaleza toda, a la luz de principios y de 
valores. Cuando las investigaciones científicas involucran a seres humanos, las regulaciones bioéticas que rigen los procedimientos presentan caracte-
rísticas particulares tanto en el orden internacional como en el nacional. Estas normativas son por lo general vinculantes, es decir de cumplimiento 
obligatorio. En el presente trabajo se reseñan los principales documentos bioéticos universalmente aceptados y también aquellos otros que son de 
alcance nacional.

Palabras clave: Bioética, investigación, seres humanos.
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El término Bioética fue acuñado en 1971 por el médi-
co Van Rensselaer Potter. Con ello quedó formalmente  
inaugurada un área referida a la aplicación de principios y 
normas éticas en medicina y en biología. Este amplio mar-
co conceptual supone aristas en común con el derecho, la 
filosofía, la sociología, el estudio del medio ambiente, y -no 
pocas veces- el solapamiento con aspectos que se refieren a 
cuestiones de fe. Pero -reiteramos- no sólo comprende las 
debidas consideraciones y respeto al ser humano en cual-
quier circunstancia, sino también el respeto y responsabili-
dad sobre la naturaleza toda, en su presente y en su futuro. 
El Diccionario de la Real Academia Española define el 
vocablo “bioética” como la disciplina científica que estudia los 
aspectos éticos de la medicina y la biología en general, así como las 
relaciones del hombre con los restantes seres vivos (Real Acade-
mia Española, 1992). La Enciclopedia de Bioética, por su 
parte, considera a esta nueva disciplina como el estudio sis-
temático de la conducta humana en el ámbito de las ciencias de la 
vida y del cuidado de la salud, examinada a la luz de los valores y 
de los principios (Reich, 1982). En el terreno de la investiga-
ción científica, atañen a la esfera de la bioética los asuntos 
relativos a la excelencia y prudencia en la elaboración de 
los protocolos de trabajo, en el diseño de los proyectos que 
deben incluir las estimaciones estadísticas según los grados 
de certeza pretendidos, los criterios de selección de mues-
tras y la definición del tamaño de las mismas, las formas de 
su obtención y archivo, como así también lo concerniente 
a la interpretación  de los resultados y a la destrucción de 
tejidos biológicos cuando de material humano se trata. Los 
requisitos incluyen la necesidad de respetar las pautas éticas 
internacionales, nacionales y de jurisdicciones menores, así 
como las permanentes actualizaciones de los documentos 
respectivos, que obligan al investigador y a quienes pa-
trocinan las investigaciones, y que adquieren un carácter 
particularísimo cuando el ser humano es el sujeto de estu-
dio, aún cuando -como señalamos- las incumbencias de la 
bioética van más allá de las investigaciones con seres hu-
manos. En realidad, la necesidad de regular jurídicamente 
las normas éticas en una sociedad, implica en si misma un 
contrasentido. En efecto: las normas legales constituyen  
marcos de referencia, vinculantes y obligatorios, para una 
adecuada convivencia en sociedad; pero no dejan de ser 
condiciones  “de mínima”. En tanto que las normas éti-
cas deberían constituir una referencia “de máxima” para 
el mayor bienestar de la persona. He aquí el meollo de la 
cuestión. Lo jurídico se establece por consenso, lo ético 
nunca debería definirse por consenso, sino por principios 

o valores. Por otra parte, si profundizamos la reflexión po-
dremos fácilmente advertir que el riesgo de no cumplir 
con la ley es la sanción, en tanto que el de no respetar las 
convicciones éticas agrega -a la eventual sanción- el peso 
individual de la conciencia traicionada y el juicio social de 
la comunidad. Algunas de las primeras normas bioéticas 
tuvieron su origen como reacción a crímenes, cometidas 
en nombre de la investigación médica, cuando comenza-
ron a despertarse conciencias sobre la necesidad de regular 
conductas. Ejemplo de ello es el Código de Nüremberg 
publicado el 20 de agosto de 1947, luego de finalizados los 
juicios al término de la Segunda Guerra Mundial. A par-
tir de entonces, la convocatoria a una serie de reuniones, 
convenciones y equipos de trabajo, y sus respectivas  con-
clusiones, nos permiten reconocer protagonismos que han 
hecho posible la formulación de normas que deben regir 
para el cuidado del ser humano y de la naturaleza. 

REGULACIONES BIOÉTICAS 
INTERNACIONALES

Código de Nüremberg
En el año 1947, y a consecuencia de las atrocidades 

cometidas por el régimen nazi en los campos de concen-
tración durante la Segunda Guerra Mundial, el Tribunal 
Internacional de Nüremberg elaboró el llamado Código 
de Nüremberg. Este documento es hoy reconocido uni-
versalmente como el punto de partida de la necesidad de 
una conciencia ética, y de la urgencia de establecer pautas 
y regulaciones a tal fin, para cualquier procedimiento mé-
dico o experimental sobre seres humanos. En él se señalan 
diez cuestiones fundamentales:

1) El consentimiento voluntario del sujeto, en liber-
tad, y con capacidad legal para otorgarlo; con ausencia de 
coacción y la previa comprensión de riesgos y beneficios 
implícitos.

2) El experimento debe tener como finalidad la obten-
ción de resultados que supongan un bien para la sociedad 
y que no sean asequibles mediante otros procedimientos.

3) La investigación debe basarse en resultados previos 
obtenidos mediante estudios en animales y con el conoci-
miento anticipado del problema a investigar.

4) Se debe evitar todo sufrimiento o daño físico o 
mental innecesario.

5) La proporción entre riesgos y beneficios será siempre 
favorable a estos últimos.

6) Para la realización del experimento se deben tomar 
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las medidas necesarias y disponer de las instalaciones ade-
cuadas para proteger al sujeto implicado.

7) No debe realizarse experimento alguno cuando 
hay una razón  a priori para suponer que puede ocurrir la 
muerte o una lesión irreparable.

8) Los investigadores deben ser personas cualificadas.
9) Durante el curso de la investigación el sujeto huma-

no debe disponer de la libertad para retirarse en cualquier 
momento, si considera que ha llegado a un estado físico o 
mental en que le parece imposible continuar en él.

 10) El investigador pondrá fin al experimento, en cual-
quier momento, si cree fundadamente que puede dar lugar 
a lesión, incapacidad o muerte del sujeto experimental.

Declaración de Helsinki
En el año 1964, la Asociación Médica Mundial (AMM) 

promulgó la llamada Declaración de Helsinki, como un cuer-
po de principios éticos que deben regir en las investigacio-
nes con seres humanos. Estos principios fueron adoptados 
por la 18ª Asamblea Médica Mundial, reunida en Helsinki. 
A partir de la fecha de su promulgación ha sido sometida 
a numerosas  revisiones y enmiendas: en la 29ª Asamblea 
Médica Mundial, Tokio, Japón, Octubre 1975; en la 35ª 
Asamblea Médica Mundial, Venecia, Italia, Octubre 1983; 
en la 41ª Asamblea Médica Mundial, Hong Kong, Sep-
tiembre 1989; en la 48ª Asamblea General, Somerset West, 
Sudáfrica, Octubre 1996; en la 52ª Asamblea General, 
Edimburgo, Escocia, Octubre 2000; en la Asamblea Gene-
ral, Washington, EUA, 2002, en que se incluyó una Nota 
de Clarificación del Párrafo 29; otra Nota de Clarificación 
del Párrafo 30, agregada por la Asamblea General, Tokio 
2004; y la última enmienda se llevó a cabo en la 59ª Asam-
blea General, Seúl, Corea, Octubre 2008.  Actualmente 
está en consideración una nueva revisión a ser definida en 
el año 2014. La Declaración de Helsinki se fundamenta 
en los diez puntos del Código de Nüremberg y a ellos les 
suma la Declaración de Ginebra (1948); ésta última cons-
tituye un estatuto de deberes éticos para los médicos. La 
Declaración de Helsinki incluye treinta y cinco artículos, 
y una introducción. En ellos se formulan principios para 
toda investigación médica y también principios aplicables 
cuando la investigación médica se combina con la aten-
ción médica. Este documento consigna, como principio 
básico, el del respeto del sujeto y su derecho a tomar deci-
siones adecuadamente informadas.

Está organizada en tres ítems:
1) Introducción: se refiere, en forma general, a los prin-

cipios éticos que deben orientar a los médicos y a otras 
personas que realizan investigaciones en seres humanos; se 
trata de cuidar la salud del ser humano y -cuando se lle-
van a cabo investigaciones- éstas deben ser realizadas por 
personas científicamente cualificadas, que son las genui-
nas responsables del individuo sujeto a investigación. En 
esta introducción se establece claramente la prioridad del 
bienestar de los seres humanos aún antes que el bien de la 
sociedad y de la ciencia.

2) Principios básicos para toda investigación médica: formula 
el deber de proteger la vida y la dignidad del ser humano, 
como así también su intimidad. Se refiere al cuidado del 
medio ambiente; a la necesidad de protocolizar cualquier 
investigación, método o proyecto, que debe ser elaborado 
teniendo en cuenta una cuidadosa evaluación de riesgos y 
beneficios; la expectativa justificada de un beneficio para la 
población; y la necesidad de un adecuado consentimiento 
previo del sujeto participante que siempre intervendrá vo-
luntariamente.

3) Principios aplicables cuando la investigación médica se com-
bina con la atención médica: durante y después de la investi-
gación, los sujetos han de contar con los mejores méto-
dos preventivos, diagnósticos y terapéuticos disponibles; si 
no existieran disponibles, cualquier procedimiento nuevo 
debe de contar con el consentimiento informado del pa-
ciente.

Informe Belmont
En 1972 el mundo tomó conocimiento del llamado 

“estudio Tuskegee” llevado a cabo en Estados Unidos (en 
el valle de Tuskegee, en Alabama) entre los años 1932 y 
1972. En esta investigación se dejó cruelmente librados a 
su suerte a cuatrocientos hombres de raza negra, de clase 
socio-económica baja, enfermos de sífilis, porque así lo es-
tablecían los requerimientos del diseño de la investigación 
que los incluía. Esto ocurrió a pesar de disponer de anti-
bióticos para su tratamiento (la penicilina ya era el antibió-
tico de elección para la sífilis desde 1947). Como respuesta 
a la difusión pública de esta atrocidad, el Departamento 
de Salud, Educación y Bienestar de los Estados Unidos 
elaboró y dio a publicidad, en el año 1979,  el llamado 
Informe Belmont en el que establecía los Principios Éticos y 
pautas para la protección de los seres humanos en la investigación. 
Este informe constituyó la iniciativa inicial en la formula-
ción de los principios de autonomía, beneficencia y justicia o 
equidad. Además, por primera vez, se establecían claramente 
las diferencias entre práctica médica e investigación. Este 
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importante documento incluye tres puntos.
En el primer punto: Límites entre la práctica y la inves-

tigación, señala que, si bien eventualmente puede resultar 
difícil distinguir entre la investigación y la práctica ya que 
frecuentemente ocurren simultáneamente, el objetivo de la 
práctica médica o del comportamiento es el de establecer 
diagnósticos y dar tratamiento preventivo o terapéutico a 
ciertos individuos. El término “investigación” -en tanto- 
se refiere a una actividad diseñada para probar una hipóte-
sis, obtener conclusiones, y por lo tanto, desarrollar o con-
tribuir a un conocimiento general más amplio. La práctica 
asistencial médica debe ser controlada por los comités de 
ética de la práctica médica; en tanto que la investigación lo 
será por los comités de ética de la investigación. También 
señala este informe que ambas actividades pueden reali-
zarse simultáneamente, sin que ello signifique confusión 
con respecto a la revisión requerida para cada actividad; y 
añade a continuación: la regla general es que si existe algún 
elemento de investigación en una actividad, esa actividad 
debe ser sometida a revisión para la protección de los seres 
humanos. Por nuestra parte nos parece importante señalar 
que, en lo que se refiere a este primer punto del Informe 
Belmont, es precisamente en el área de la Genética Médica 
donde frecuentemente se ejecutan simultáneamente prác-
ticas e investigación médica. Aquí se señala claramente que 
ambas actividades simultáneas no son incompatibles en 
tanto y en cuanto los aspectos correspondientes a investi-
gación sean protocolizados y aprobados por el o los comi-
tés correspondientes. El segundo punto: Principios éticos bá-
sicos, define cada uno de los tres principios fundamentales 
a ser tenidos en cuenta en investigaciones que involucran a 
sujetos humanos: se trata de los principios de respeto a las 
personas, de beneficencia y de justicia. El principio de Res-
peto o Autonomía incluye dos requisitos morales diferentes: 
el de reconocer la autonomía de aquellos que la tienen y 
el de proteger la autonomía de quienes no la tienen. En 
todos los casos debe existir voluntariedad e información 
previa. Según el principio de Beneficencia, no es suficiente 
con respetar la autonomía de las personas y no hacerles 
daño, sino que es requisito indispensable hacer esfuerzos 
para asegurar su bienestar. En este informe se consigna que 
el término beneficencia se refiere a menudo a actos de bon-
dad o caridad que van más allá de la estricta obligación. En 
esta declaración, la beneficencia se entiende en un sentido 
más amplio, como una obligación. Con respecto al prin-
cipio de Justicia, el documento comienza interrogándose 
sobre un punto trascendente: ¿La justicia se refiere a la justa 

distribución o a lo que es merecido? Hace, asimismo, una 
reflexión con respecto a la manera en que la gente debe 
ser tratada “igualmente”. Comenta además que existen al-
gunos criterios como experiencia, edad, nivel de privación, 
competencia, mérito y posición, que podrían ser válidos 
para una distribución no igualitaria; y que existen diver-
sas formulaciones -en general ampliamente aceptadas-para 
una justa manera de repartir los beneficios y las obligacio-
nes. El tercer punto del Informe se refiere a las Aplicaciones 
y específicamente al Consentimiento Informado (CI), la 
valoración de riesgos y beneficios, y la selección de suje-
tos. El Consentimiento Informado requiere: información, 
comprensión y voluntariedad. Con respecto a los riesgos 
expresa la necesidad de evitar ambigüedades; por su parte 
los beneficios se definen como un valor positivo para la 
salud o para el bienestar. De modo que la “valoración ries-
gos/beneficios” incluye las probabilidades y la magnitud de 
daños posibles y los beneficios anticipados. Con respecto a 
la selección de sujetos, expresa que así como el principio 
de Respeto se expresa en el Consentimiento Informado, 
es decir, en la libre voluntariedad; y el de Beneficencia en 
la evaluación de riesgos/beneficios, el principio de Justi-
cia debe ser el rector moral de una equitativa selección 
de los sujetos para una investigación. Además, completa el 
concepto señalando que la justicia debe considerarse a dos 
niveles: el individual y el social; y se explaya sobre esta idea.

Conferencia Internacional de Armonización
En el año 1996 se llevó a cabo la Conferencia Internacio-

nal de Armonización (CIARM) sobre Requerimientos Técnicos 
para el Registro de Productos Farmacéuticos para uso en Hu-
manos. Constituyen los Lineamientos para la Buena Prác-
tica Clínica (BPC), desarrollados por el Grupo Experto de 
Trabajo de la Conferencia Internacional de Armonización, 
con representantes de la Unión Europea, Japón y EUA. 

Convenio sobre los Derechos Humanos y la Biomedicina
En 1997 se elaboró y dio a publicidad, en la ciudad 

de Oviedo, España, el Convenio sobre los Derechos Huma-
nos y la Biomedicina, aprobado y suscrito por representantes 
de veinte países, miembros del Consejo de Europa. Tam-
bién se lo conoce como Declaración de Oviedo. Consta de 
doce capítulos y treinta y un artículos e incorpora, en su 
capítulo IV, aspectos relativos al Genoma Humano y las 
intervenciones sobre el mismo. En el artículo primero es-
pecífica que las partes -es decir los Estados- que suscriban 
el Convenio protegerán la dignidad de todo ser humano. 
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(Importa reflexionar respecto del significado del término 
“dignidad”, sobre el que posiblemente no todo el mundo 
opine lo mismo.)

Declaración Universal sobre el Genoma Humano y los De-
rechos Humanos
Pocos meses después, en noviembre de 1997, la Confe-

rencia General de UNESCO proclamó la Declaración Univer-
sal sobre el Genoma Humano y los Derechos Humanos, sobre la 
base de la Declaración Universal de Derechos Humanos del 10 
de diciembre de 1948 y otros pactos internacionales.

Guías Operacionales para Comités de Ética que Evalúan In-
vestigación Biomédica
En el año 2000 la Organización Mundial de la Salud 

(OMS) elaboró y dio a conocer un documento denomi-
nado Guías Operacionales para Comités de Ética que Evalúan 
Investigación Biomédica. Se trata de un documento que es-
tablece un sistema de revisión ética con el objeto de pro-
pender a la protección de los potenciales participantes en 
investigaciones biomédicas y -asimismo- a contribuir a la 
más alta calidad posible en la ciencia y la ética de la in-
vestigación. Estas Guías complementan las leyes, reglas y 
prácticas existentes, y apuntan a servir de base a los pro-
cedimientos que los Comités de Ética deben llevar a cabo, 
según sus funciones. Establecen un estándar internacional 
que asegure la calidad en la revisión de los aspectos éticos 
de las investigaciones biomédicas. Además, las Guías, defi-
nen la constitución de los Comités de Ética, los requisitos 
para sus miembros, para las revisiones, decisiones, segui-
miento, documentación y archivo de las actuaciones.

Pautas Éticas Internacionales para la Investigación Biomédica 
en Seres Humanos
Preparadas por el Consejo de Organizaciones Internacio-

nales de las Ciencias Médicas (CIOMS) en colaboración con 
la Organización Mundial de la Salud, se establecieron en el 
año 2002 las Pautas Éticas Internacionales para la Investiga-
ción Biomédica en Seres Humanos. Este importante y extenso 
documento incluye veintiuna pautas y seis apéndices. Sin 
embargo, a nuestros fines debemos señalar que en él no se 
abordan algunas áreas de la investigación biomédica como 
las relacionadas con la genética humana, o la investigación 
en productos de la concepción como embriones, fetos y 
tejidos fetales.

Surveying and Evaluating Ethical Reviews Practices
Dos años después de la publicación de las Guías Opera-

cionales para Comités de Ética que Evalúan Investigación 
Biomédica, la Organización Mundial de la Salud, elaboró 
este nuevo documento que complementa el anterior. El 
texto de Surveying and Evaluating Ethical Review Practices fue 
publicado en el año 2002.

Handbook of Good Clinical Research Practice
Ese mismo año -2002- también la Organización Mundial 

de la Salud dio a publicidad un nuevo documento: Hand-
book of Good Clinical Research Practice, con el propósito de 
complementar otro del año 1995: Guidelines for good clinical 
practice (GCP) for trials on pharmaceutical products. Se refiere 
a las disposiciones requeridas a las autoridades regulatorias, 
a los patrocinadores y a los investigadores, que realizan in-
vestigación clínica con patrocinio de la industria o de los 
gobiernos.

Declaración Internacional sobre los Datos Genéticos Humanos
En octubre de 2003 la Conferencia General de UNESCO 

proclamó la Declaración Internacional sobre los Datos Gené-
ticos Humanos, documento en el cual elaboró un minu-
cioso recorrido por los diversos aspectos en que el manejo 
de datos genéticos debe ser realizado de acuerdo a pautas 
bioéticas concretas.

Documento de las Américas
En marzo de 2005 se celebró, en la República Domini-

cana, la IV Conferencia Panamericana para la Armonización de 
la Reglamentación Farmacéutica. Allí se elaboró el Documen-
to sobre Buenas Prácticas Clínicas, también conocido como 
Documento de las Américas, con la participación de repre-
sentantes de Argentina, Brasil, Chile, Costa Rica, Cuba, 
México, EUA y Venezuela. Consta de nueve capítulos y 
cinco anexos en los que se consignan normas para Ética de 
la Investigación.

Declaración Universal sobre Bioética y Derechos Humanos
En octubre de 2005, la Conferencia General de UNESCO 

proclamó por aclamación, en su 33° Reunión en París, la 
Declaración Universal sobre Bioética y Derechos Humanos. Esta 
Declaración se refiere a las cuestiones éticas relacionadas 
con la medicina, las ciencias de la vida y las tecnologías 
conexas aplicadas a los seres humanos, teniendo en cuenta 



BIOÉTICA E INVESTIGACIÓN          

Journal of Basic & Applied Genetics | 2013 | Volume 24 | Issue 1 | Article 1

10

sus dimensiones sociales, jurídicas y ambientales.

Guidelines for the Clinical Translation of Stem Cells
En el año 2008, la International Society for Stem Cells Re-

search (ISSCR), integrada por un grupo multidisciplinario 
de miembros de trece países, elaboró y publicó un do-
cumento denominado Guidelines for the Clinical Translation 
of Stem Cells, con el propósito de recomendar -desde los 
aspectos científicos, clínicos, regulatorios, éticos y sociales- 
el traslado responsable de investigación básica con células 
estaminales, hacia investigación clínica y eventualmente al 
tratamiento de pacientes. Los elementos de investigación a 
los que se refiere este documento son: productos de origen 
embrionario humano u otro tipo de células pluripotentes 
y, específicamente, las aplicaciones de células estaminales 
tanto adultas como embrionarias, y células hematopoyé-
ticas o de otro tipo, más allá de los estándares habituales. 
Enfoca sus recomendaciones hacia tres aspectos específi-
cos: el procesamiento celular, los estudios preclínicos y la 

investigación clínica.

Comité de Ética. Procedimientos Normalizados de Trabajo 
para Presentar Propuestas de Investigación
La Organización Panamericana de la Salud (OPS) elaboró, 

en el año 2009, este documento denominado: Comité de 
Ética. Procedimientos Normalizados de Trabajo para Presentar 
Propuestas de Investigación, en el que se refiere a aspectos 
específicos de las propuestas de investigación. Habla del 
proceso de presentación de las mismas, de su evaluación, de 
la supervisión y seguimiento; de las consideraciones espe-
ciales para poblaciones vulnerables; de las características de 
los miembros integrantes de comités de ética y de algunos 
modelos de formularios como, por ejemplo, el del consen-

timiento informado, entre otros puntos.

International Ethical Guidelines for Epidemiological Studies
Este documento, preparado y dado a publicidad por la 

Organización Mundial de la Salud y el Consejo Internacional 
de Organizaciones de Ciencias Médicas en el año 2009, se re-
fiere específicamente a los aspectos éticos en investigación 
epidemiológica. Consta de veinticuatro ítems exhaustiva-
mente comentados y cinco apéndices. El punto vigésimo   
cuarto se refiere al uso de muestras biológicas archivadas y 

de los datos relacionados con las mismas.

REGULACIONES BIOÉTICAS EN LA 
REPÚBLICA ARGENTINA: LEYES, 
RESOLUCIONES Y DISPOSICIONES

En el orden nacional, la República Argentina ha  
adherido a los documentos internacionales que regulan 
las nuevas tecnologías en investigaciones que involucran a 
seres humanos, según consta en la Resolución 1480/ 2011 
del Ministerio de Salud de la Nación.

Resolución 1480/2011 del Ministerio de Salud de la 
Nación. Guía para Investigaciones con Seres Humanos
Se trata de una Resolución que modifica y amplía la 

anterior 1490/07 (Guía de las Buenas Prácticas de Inves-
tigación Clínica en Seres Humanos. Anexo I), mediante 
la cual se establecen las pautas éticas y operativas que de-
ben regir, dentro del ámbito nacional, cuando se realizan 
investigaciones con seres humanos. Se basa en las últimas 
versiones actualizadas de los siguientes documentos inter-
nacionales: la Declaración de Helsinki (AMM, 2008), las 
Pautas Éticas Internacionales para la Investigación Bio-
médica en Seres Humanos (CIOMS, 2002), la Internation-
al Ethics Guidelines for Epidemiological Studies (CIOMS, 
2009), la Guidelines for the Clinical Translation of Stem 
Cells (ISSCR, 2008), las Guías Operativas para Comités de 
Ética que Evalúan Investigación Biomédica (OMS, 2000), 
el documento Surveying and Evaluating Ethical Review 
Practices (OMS, 2002 a), los Lineamientos para la Bue-
na Práctica Clínica (ICH, 1996), el Handbook for Good 
Clinical Research Practice (OMS, 2002 b), el Documen-
to de las Américas sobre Buenas Prácticas Clínicas (OPS, 
2005), el documento Comité de Ética. Procedimientos 
Normalizados de Trabajo (OPS, 2009), la Declaración 
Universal sobre el Genoma Humano y los Derechos Hu-
manos (UNESCO, 1997), la Declaración Internacional so-
bre los Datos Genéticos Humanos (UNESCO, 2003), y la 
Declaración Internacional sobre Bioética y Derechos Hu-
manos (UNESCO, 2005). Se trata de principios y normas 
a los que la República Argentina ha adherido y son, por lo 
tanto, de cumplimiento obligatorio.

 
Ley 3301/09. Legislatura de la Ciudad Autónoma de Bue-
nos Aires. Protección de Derechos de Sujetos de Investigación 
en Salud
Esta Ley, que rige en el ámbito de la Ciudad Autónoma 
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de Buenos Aires (CABA), adopta como principios genera-
les de las investigaciones con seres humanos las siguientes 
regulaciones: la Declaración de Helsinki (versión 2008), 
las Pautas Éticas Internacionales para la Investigación Bio-
médica en Seres Humanos (CIOMS, 2002), la Declaración 
Universal sobre Bioética y Derechos Humanos (UNESCO, 
2005), el Documento de las Américas sobre Buenas Prác-
ticas Clínicas (OPS, 2005), las Guías Operacionales para 
Comités de Ética que Evalúan Investigación Biomédica 
(OMS, 2000), la Declaración Universal sobre el Genoma 
Humano y los Derechos Humanos (UNESCO,  1997), la 
Declaración Internacional sobre los Datos Genéticos Hu-
manos (UNESCO, 2003) y la Guía de las Buenas Prácticas 
de Investigación Clínica en Seres Humanos, ANEXO I 
de la Resolución 1490/2007 del Ministerio de Salud de 
la Nación.

En este documento se establece la creación de un 
Comité Central de Ética en Investigaciones (CEC) que 
deberá llevar -entre otras funciones- el registro y eva- 
luación de los Comités de Ética en Investigaciones, tanto 
de carácter público como privado, en el ámbito de la Ciu-
dad. Cabe acotar que el CEC de la CABA tiene facultad 
para acreditar o no acreditar a los Comités de Ética en 
Investigaciones, y a cada uno de sus miembros integrantes, 
según los antecedentes, la idoneidad y los conocimientos 
que éstos demuestren poseer, para el ejercicio de su tarea 
en la evaluación de protocolos y seguimiento del curso de 
los trabajos de investigación.

Ley 11044/09 y Decreto Reglamentario 3385. Departa-
mento de Salud, Ministerio de Salud de la Provincia de Bue-
nos Aires
Esta Ley, de aplicación en los sub-sectores públicos, en 

Obras Sociales y Privadas, de la Provincia de Buenos Ai-
res, establece las normas que rigen para las investigaciones 
que involucran a seres humanos, incluyendo los eventuales 
efectos nocivos del medio ambiente sobre las personas, y 
los métodos y técnicas de aplicación en la atención de la 
salud humana.

En esta normativa se especifica que, en la Provincia 
de Buenos Aires, las investigaciones que involucren a se-
res humanos deben ajustarse a los principios éticos uni-
versalmente proclamados. Señala sus fundamentos en las 
pautas exigidas por las Guías de Buena Práctica Clínica y 
su Armonización Internacional, en el Código de Nürem-
berg, en la Declaración Helsinki, en las recomendaciones 
del Consejo de las Organizaciones Internacionales de las 

Ciencias Médicas y de la Organización Mundial de la Sa-
lud, en el    Documento de las Américas de la Organiza-
ción Panamericana de la Salud, en la Declaración Univer-
sal sobre el Genoma Humano y los Derechos Humanos y 
en la Declaración Internacional sobre los Datos Genéticos 
Humanos de UNESCO,  en las Reglas Éticas para la Inves-
tigación en Países Subdesarrollados del Nuffield Council 
on Bioethics (Gran Bretaña, 2002),  y por las normas que 
las sustituyan o actualicen.

Disposición ANMAT (Administración Nacional de Medi-
camentos, Alimentos y Tecnología Médica) N° 6677/2010
Se refiere a: “…Apruébase el Régimen de Buena Práctica 

Clínica para Estudios de Farmacología Clínica”. 

Disposición ANMAT  N° 6550/2010
Se refiere a: “…Constancia fehaciente de la comunicación 

efectuada ante la máxima autoridad Sanitaria Jurisdiccional, se-
gún el lugar donde se encuentren el/los centros sanitarios propues-
tos, de la tramitación ante la ANMAT del pedido de la autoriza-
ción para la realización  de un ensayo clínico”. 

Disposición ANMAT N° 4457/2010
Se refiere a: “…Solicitud de autorización para la inscripción 

en el Registro de Productores y Productos de Tecnología médica”.

Disposición ANMAT N° 5330/1997 (con las modifi-
caciones de las Disposición ANMAT Nº 690/2005 y 
2124/2005)
Se refiere a: “…Apruébase el nuevo texto ordenado del Régi-

men de Buenas Prácticas de Investigación en Estudios de Farma-
cología Clínica. Modificación de la Disposición Nº 4854/1996”.

ADDENDUM
Existen, además de las reseñadas, normativas provincia-

les y de jurisdicciones menores, cuyo cumplimiento es de 
carácter obligatorio. Por otra parte, es necesario conocer 
que la legislación señalada precedentemente no agota el 
marco regulatorio en bioética. Otros aspectos, como  por 
ejemplo los concernientes al manejo de los animales de la-
boratorio, o las disposiciones relativas a la producción, pa-
tentamiento y comercialización de organismos genéticamente 
modificados (OGM) y su importancia para la salud humana y 
para el medio ambiente, han sido objeto de otras regulaciones 
cuyo tratamiento excedería los límites del presente trabajo.
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ABSTRACT
Mal de Río Cuarto (MRC) is the most important disease of maize. It is endemic in certain areas of Argentina, and produced by a vector 

identified as Mal de Río Cuarto virus (MRCV), genus Fijivirus, Family Reoviridae. Initial studies showed that resistance to MRCV is an oligogenic 
trait with moderate to low heritability, governed by nuclear genes with dominant and additive effects. Genotypes usually have unpredictable 
responses because this viral disease, which occurs unsystematically, has a marked genotype-environment interaction. QTL mapping for MRCV 
reaction allowed the determination of number and individual effects of the loci involved and the estimation of interactions among these genes and 
with the environment. Results obtained with different mapping populations, genetic backgrounds and methods of statistical analysis indicate that 
QTLs are located in the same regions where loci of resistance to other pathogens are grouped into clusters. QTLs for reaction to MRCV are located 
in chromosomes 1, 3, 4, 6, 8, and 10, and account for 6–42 % of the phenotypic variation depending on populations, environments and methods of 
analysis. In particular, QTLs of bins 1.02/3, 8.02/3 and 10.02/4 could be considered promising for detecting candidate genes related to this viral 
disease. Additional studies will allow their use in breeding, germplasm conservation and genomic analysis.

Key words: Molecular markers, quantitative trait loci, viral disease, MRCV.

RESUMEN
La enfermedad más importante del maíz en la Argentina es el Mal de Río Cuarto (MRC). Producida por el virus identificado como Mal de 

Río Cuarto virus (MRCV) género Fijivirus, Familia Reoviridae, es una enfermedad endémica de la región central de Argentina. Estudios iniciales 
mostraron que la resistencia al MRCV es un carácter oligogénico de moderada a baja heredabilidad, regido por genes nucleares con efectos aditivos 
y dominantes. Los genotipos usualmente tienen respuestas impredecibles porque esta enfermedad virósica, que se presenta de manera no sistemática, 
manifiesta una marcada interacción genotipo-ambiente. El mapeo de QTL para la reacción al MRCV permitió determinar el número y el efecto 
individual de loci involucrados y estimar las interacciones entre estos genes y de ellos con el ambiente. Los resultados obtenidos con diferentes 
poblaciones de mapeo, fondos genéticos y métodos de análisis estadísticos indican que los QTL identificados en la mayoría de los ambientes de 
evaluación se ubican en las mismas regiones cromosómicas en las que se han detectado loci de resistencia a otros patógenos agrupados en racimo 
(cluster). Los QTL para reacción a MRCV están ubicados en los cromosomas 1, 3, 4, 6, 8 y 10, los cuales explican entre 6 y 42 % de la variación 
fenotípica según las poblaciones, los ambientes y los métodos de análisis. En particular, los QTL de los bins 1.02/3, 8.02/3 y 10.02/4 podrían con-
siderarse promisorios para detectar genes candidatos relacionados con esta enfermedad virósica. Estudios adicionales permitirán su utilización en 
mejoramiento genético, conservación de germoplasma y análisis genómico.

Palabras clave: Marcadores moleculares, loci de caracteres cuantitativos, enfermedad viral, MRCV.
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El inminente cambio climático favorecerá la propaga-
ción y el aumento poblacional de los insectos vectores de 
virus que causan enfermedades en plantas, por lo que en 
el futuro, éstas podrían incrementarse (Hogenhout et al., 
2008). En los últimos años en las regiones templadas los 
inviernos han sido más cálidos y coincidentemente varios 
cultivos han presentado mayores problemas asociados con 
enfermedades transmitidas por insectos vectores. En un 
clima cada vez más inestable, la acumulación y la combi-
nación de genes de resistencia que provienen de diversas 
fuentes de germoplasma brindarán soluciones de mayor 
durabilidad a los problemas de resistencia a enfermedades 
(Lucas, 2010).

La patología más importante del maíz en Argentina, de-
bido a su severidad, incidencia y creciente difusión del área 
afectada, es el Mal de Río Cuarto (MRC) (Redinbaugh 
y Pratt, 2009). El Mal de Río Cuarto virus (MRCV) como 
agente causal pertenece al género Fijivirus, Familia Reo-
viridae (Distéfano et al., 2002) y su transmisión natural se 
realiza por medio del insecto vector Delphacodes kusche-
li (Ornaghi et al., 1993) en forma persistente, circulativa 
y propagativa. El síntoma característico y distintivo del 
MRC lo constituye la proliferación de tejidos o enaciones 
sobre las nervaduras en el envés de las hojas (March et al., 
1995). En años de gran intensidad se han registrado lotes 
con pérdidas en los rendimientos superiores a 70 % (Ro-
driguez Pardina et al., 1998).

Los progresos en el mejoramiento para lograr genoti-
pos resistentes a la acción del MRCV mediante el uso de 
métodos tradicionales pueden ser lentos y costosos debi-
do al fuerte efecto ambiental y a la escasa disponibilidad 
de fuentes de resistencia. Estudios iniciales sobre genética 
cuantitativa básica, muestran que la resistencia a MRC no 
está influenciada por herencia extracromosómica y que los 
efectos genéticos son de tipo aditivo y de dominancia par-
cial (Presello et al., 1995; Di Renzo et al., 2002; Di Renzo 
et al., 2004; Kreff et al., 2006). Resultados obtenidos con 
una generación temprana F

2:3 
(Di Renzo et al., 2002; Kreff 

et al., 2006) y con líneas endocriadas recombinantes (RIL) 
derivadas de varias generaciones de autofecundación F

2:6
 

(Bonamico et al., 2012) revelaron que la resistencia a MRC 
es un carácter de herencia oligogénica de moderada a baja 
heredabilidad. Cuando se utilizó una generación temprana 
F

2:3 
evaluada fenotípicamente bajo condiciones de transmi-

sión natural en Bulnes 1999, Sampacho 1999 y Sampacho 
2000, el valor de heredabilidad estimado a través de am-
bientes fue de 0,44 (Di Renzo et al., 2002). En cambio, en 

la población de RIL evaluada bajo condiciones semejantes 
en Río Cuarto en 2005 y 2006, y en Sampacho en 2004 
y 2005, los valores de heredabilidad a través de los cuatro 
ambientes fluctuaron entre 0,20 y 0,27 según la variable 
utilizada. La intensidad de la reacción a MRCV también 
se expresó en términos de BLUPs (Best Linear Unbiaset Pre-
diction) en el contexto de los modelos mixtos (Bonamico 
et al., 2012).

Si bien la enfermedad se presenta de manera no sis-
temática ya que para su desarrollo requiere de la interac-
ción entre un vector competente, un patógeno virulento, 
un hospedante susceptible y un ambiente favorable (Re-
dinbaugh y Pratt, 2009; Lucas, 2010), los genotipos mostra-
ron una respuesta impredecible evidenciada por la signifi-
cativa interacción genotipo-ambiente y la baja correlación 
entre datos provenientes de diferentes ambientes.

En general en las descendencias provenientes de cru-
zamientos biparentales se observó que algunos genotipos 
presentaron mayor reacción al MRCV que el padre sus-
ceptible y otros menor que el tolerante. Es posible que esta 
moderada segregación transgresiva se deba tanto a efectos 
genéticos como a efectos ambientales o a errores experi-
mentales (Di Renzo et al., 2002; Bonamico et al., 2012).

Estudios posteriores, en los que además del fenotipo re-
lacionado con la reacción al MRCV se utilizaron polimor-
fismos moleculares, permitieron ubicar regiones cromosó-
micas responsables de la expresión de loci involucrados en 
la resistencia a MRCV.

Una forma básica y preliminar de mapeo de QTL para 
reacción a MRCV consistió en comparar las medias de los 
genotipos moleculares provenientes de descendencias de 
cruzamientos biparentales. Utilizando los genotipos de los 
marcadores para definir los niveles del factor tratamiento, 
se realizaron análisis de la varianza (ANOVA) para cada 
marcador individual y se probó la asociación marcador-
carácter mediante pruebas F (Di Renzo et al., 2004; Fari-
celli, 2004). El análisis de la varianza permitió identificar 
marcadores SSR ubicados en los cromosomas 1, 3, 4, 6, 8 y 
10  asociados significativamente (p<0.05) con la variación 
observada en la reacción al MRCV.

Una limitante del ANOVA consiste en que tanto un 
QTL muy ligado con un efecto moderado como un QTL 
débilmente ligado con un efecto mayor producen efectos 
similares en la asociación marcador-carácter. Las limitacio-
nes del análisis de marcadores individuales son superadas 
mediante la utilización de la información provista por ma-
pas de ligamiento. El mapeo de QTL mediante modelos 
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estadísticos adecuados busca determinar el número y el 
efecto individual de los loci que regulan caracteres comple-
jos y estimar las interacciones entre estos genes y de ellos 
con el ambiente (Xu, 2010). La estrategia predominante 
para la construcción de mapas de ligamiento en plantas ha 
sido la utilización de poblaciones de mapeo previamente 
diseñadas y, por lo tanto, de estructura genética conocida. 
Para el mapeo de QTL asociados a resistencia a MRC en 
maíz se analizaron poblaciones segregantes provenientes de 
cruzamientos biparentales (F

2
, RIL y NIL). Estas poblacio-

nes son ampliamente utilizadas para el mapeo de caracteres 
de interés en distintos programas de mejoramiento (Xu, 
2010).

Mediante la estrategia llamada mapeo por intervalo 
(IM) (Lander y Botstein, 1989) la presencia de un QTL es 
evaluada a intervalos regulares sobre el mapa de ligamien-
to. Los marcadores flanqueantes pueden ser utilizados para 
inferir probabilidades condicionales para los genotipos de 
los QTL dado los genotipos de los marcadores flanquean-
tes y la frecuencia de recombinación entre los QTL y los 
marcadores. Con este método de análisis y utilizando una 
población de RIL, fueron identificados dos QTL ubicados 
en el cromosoma 1 (bin 1.01) y 4 (bin 4.08), que explica-
ron entre 8 y 10 % de la variación fenotípica en la reac-
ción al MRCV (Bonamico et al., 2012). Mediante el IM y 
genotipado selectivo, utilizando una población de F

2:3
 con 

un fondo genético diferente al del estudio anteriormente 
mencionado, Borghi (2012) identificó tres QTL para resis-
tencia al MRCV, ubicados en el cromosoma 1 (bin 1.01 y 
1.07) y 10 (bin 10.04/5), que explicaron entre 28 y 42 % 
de la variación fenotípica.

Mejoras al mapeo por intervalo propuestas por Jansen 
y Stam (1994) y Zeng (1994) combinan la regresión múl-
tiple y el mapeo por intervalo simple. La estrategia lla-
mada mapeo por intervalo compuesto (CIM) mejora la 
precisión y el poder del análisis de los QTL introduciendo 
marcadores como cofactores (covariables) para contro-
lar la variación genética debido a la segregación de QTL 
en otras partes del genoma. Utilizando este método, Di 
Renzo et al. (2004) identificaron dos QTL ubicados en el 
cromosoma 1 (bin 1.03) y 8 (bin 8.03/4), que explicaron 
simultáneamente 36,2 % de la variación fenotípica en la 
reacción al MRCV. Mediante el método de mapeo por 
intervalo compuesto, Bonamico et al. (2012) informaron 
la existencia de cuatro QTL que explicaron entre 6 y 14 
% de la variación fenotípica en la reacción al MRCV, la 
cual se cuantificó por medio de las variables incidencia y 

severidad de enfermedad. Estos QTL, que se localizaron en 
los cromosomas 1 (bins 1.01 y 1.06), 4 (bin 4.08) y 10 (bin 
10.02), explicaron entre 6 y 14 % de la variación fenotípica 
observada. Resultados recientes obtenidos con una pobla-
ción F

2:3
, proveniente de un cruzamiento con fondo gené-

tico distinto al utilizado en los experimentos anteriores, y 
empleando también el CIM como metodología de análisis 
junto con genotipado selectivo, indicaron tres QTL para 
resistencia a MRC en los cromosomas 1 (bins 1.03 y 1.07) 
y 10 (bin 10.03/4), que explican entre 13 y 32 % de la va-
riación fenotípica (Borghi, 2012). Kreff (2009) trabajó con 
dos poblaciones segregantes provenientes de cruzamientos 
biparentales con fondos genéticos distintos a los utilizados 
por Bonamico et al. (2012) y Borghi (2012) y mediante 
el método de mapeo por intervalo compuesto identificó 
marcadores tipo SSR y SNP asociados significativamente 
con resistencia a MRC en los cromosomas 2 y 5.

En coincidencia con numerosos trabajos de mapeo de 
QTL para resistencia a virosis en plantas en los que los 
alelos favorables provienen de ambos progenitores (Carson 
et al., 2004; Li et al., 2008), nuestros resultados muestran 
que el progenitor susceptible aportó alelos favorables que 
aumentan la resistencia en muchos de los QTL identifica-
dos (Bonamico et al., 2012; Borghi, 2012; Di Renzo et al., 
2004), lo cual apoya el origen genético de los fenotipos 
transgresivos.

Otro método utilizado para ubicar regiones cromosó-
micas responsables de la expresión de loci involucrados en 
la resistencia a MRC, fue el análisis discriminante discre-
to (AD) (Zhang et al., 2005). La evaluación fenotípica se 
realizó en una población de RIL en seis ambientes per-
tenecientes a la zona central de la Argentina, en donde 
la enfermedad es endémica. Esta metodología de análisis 
permitió identificar marcadores SSR pertenecientes a los 
cromosomas 1, 2, 6 y 8 significativamente asociados con 
grado de severidad y otros caracteres relacionados a sínto-
mas de la enfermedad MRC (Bonamico et al., 2010).

Otra estrategia para el mapeo de QTL es el mapeo de 
asociación o desequilibrio de ligamiento (LD) que consiste 
en utilizar poblaciones que no provienen de cruzamientos 
específicos previamente diseñados, por lo que la estructura 
genética es desconocida (Flint-García et al., 2003). Me-
diante la aplicación de este método y el uso de una pobla-
ción de NIL de maíz, Kreff (2009) identificó marcadores 
asociados significativamente con resistencia a MRC en el 
cromosoma 2. Actualmente se están analizando, mediante 
mapeo por asociación, datos moleculares (SNP) y fenotí-
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picos relacionados con resistencia a MRC procedentes de 
una colección de líneas de introgresión de teosinte (Zea 
mays spp. parviglumis) cedida por la Dra. Flint-García (Dallo 
et al., 2012).

Numerosas investigaciones describen la existencia de 
regiones cromosómicas en las que los loci de resistencia a 
patógenos se agrupan en cluster sobre algunos cromosomas 
en lugar de estar distribuidos al azar. Así, en el genoma 
del maíz, Wisser et al. (2006) informaron la presencia de 
dos clusters en los cromosomas 1 y 3, respectivamente; y 
de un cluster en cada uno de los cromosomas 2, 4, 5 y 
10. Redinbaugh y Pratt (2009) señalaron cuatro clusters en 
los cromosomas 1, 3, 6 y 10. Con anterioridad, McMu-
llen y Simcox (1995) mencionaron dos clusters de genes 
de resistencia a virus en los cromosomas 1 y 6. Para la 
reacción al MRCV los resultados obtenidos con diferen-
tes poblaciones de mapeo, diferentes fondos genéticos y 
métodos de análisis estadísticos, sugirieron que los QTL 
asociados con la resistencia a la enfermedad MRC en la 
mayoría de los ambientes de evaluación, están ubicados en 
los cromosomas 1, 3, 4, 6, 8 y 10 (Bonamico, 2010; Bo-
namico et al., 2012; Borghi, 2012; Di Renzo et al., 2004; 
Kreff et al., 2006), lo cual sugiere que las regiones cromo-
sómicas identificadas se hallan involucradas en la resistencia 
a otras enfermedades de maíz. Particularmente los QTL 
cuyas posiciones corresponden a los bins 1.02/3, 8.02/3 y 
10.02/4 y que fueron ampliamente identificados, podrían 

considerarse promisorios para la detección de genes candi-
datos relacionados con esta enfermedad virósica (Tabla 1).

El alto costo y la inestabilidad de los QTL frente a dis-
tintas condiciones ambientales han sido un obstáculo im-
portante para la adopción de la selección asistida por mar-
cadores (MAS) en el mejoramiento genético de algunas 
especies vegetales (Collard y Mackill, 2008 ). La reacción al 
MRCV está fuertemente afectada por el ambiente de cre-
cimiento. Bonamico et al. (2012) informaron que algunos 
QTL presentaron comportamiento inestable aunque la in-
teracción QTLxE contribuyó poco a la variabilidad total. 
La presencia de QTL específicos de ambiente, aunque no 
son los de mayor interés, pueden ser de valor para mejorar 
la productividad si se consideran características ambientales 
particulares (Paterson et al., 1991).

Los resultados obtenidos podrían contribuir al desarro-
llo de programas eficientes de mejoramiento genético para 
resistencia a MRC en maíz, especie vegetal de interés re-
gional y nacional. Las investigaciones realizadas han gene-
rado conocimientos teóricos y prácticos favorables para la 
comprensión de los mecanismos genéticos involucrados en 
la reacción a la infección del MRCV. Estudios adicionales 
permitirían utilizar estos QTL para aumentar la eficiencia 
de los programas de mejoramiento mediante la selección 
(MAS) y retrocruza (MAB) asistida por marcadores, como 
así también en la conservación de germoplasma y en téc-
nicas genómicas.

Tabla 1. Identificación de QTL y marcadores moleculares asociados con la reacción al virus Mal de Río Cuarto.
1ISE = Índice de severidad de enfermedad.
2SIM = Mapeo por intervalo simple; CIM= Mapeo por intervalo compuesto; ANOVA= Análisis de la varianza; AD= Análisis discriminante discreto.

Progenitor  Susceptible  

Progenitor  Resistente  
Población 
de Mapeo  

Carácter  
Loci de  Resistencia

 
Cromosoma (BIN )  Método de 

 Análisis2

 

Referencia
 Bibliográfica

 
Mo17

 
BLS14

 
F2:3

 
ISE

 
Dos QTL

 
1 (1.03), 8 (8.03-4) 

 
CIM

 
Di Renzo et al. (2004) 

 
    

Siete SSR
 

1 (1.03, 1.04), 
 8 (8.02, 8.06)

 

ANOVA
  

_ _ F2:3 Síntomas 
de MRC  

Cinco QTL  1 (1.02-03, 1.07-08), 
4 (4.05-7), 8 (8.02),  

10 (10.04-5) 

CIM  

_ _ RIL 

NIL 
GRADO  SSR  

SNP 2, 5 

2, 5  
CIM 

LD 
 

Mo17

 

BLS14

 

RIL

 

ISE

 

Siete QTL

 

1 (1.03, 1.06), 

 

4 (4.03, 4.05),

 

6 (6.02), 8 (8.03), 

 

10 (10.02)

 
SIM/CIM

  

Mo17

 

BLS14

 

RIL

 

Síntomas de 
MRC y

 

severidad

 
Ocho SSR

 
 

1 (1.02, 1.06), 2 (2.06),

 

6 (6.02), 8 (8.08)

 

AD

 
 

Mo17

 

BLS14

 

RIL

 

Incidencia y 
severidad

 

Cuatro QTL

 

1 (1.01, 1.06), 4 (4.08),

 

 10 (10.02)

 

SIM/CIM

 
 

B73

 

LP116

 

F2:3

 

ISE

 

Tres QTL

 

1 (1.03, 1.07), 

 

10 (10.04)

 

SIM/CIM

 

Kreff et al. (2006) 

Kreff (2009) 

Bonamico et al. (2010) 

Bonamico et al. (2010) 

Bonamico et al. (2012) 

Borghi (2012) 
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ABSTRACT
White clover (Trifolium repens L.) is a forage legume of high nutritive value. It is a very efficient species for nitrogen soil fixation through 

symbiosis. In Argentina, it has widely spread in humid and sub-humid regions. The aim of this work was to evaluate SSR molecular markers for 
genetic differentiation and identification of white clover cultivars. Relationships among cultivars were established and cultivars were grouped on 
the basis of molecular markers and morpho-agronomic characters . Twenty- four white clover cultivars and two red clover cultivars from different 
origins were evaluated. Fifteen SSR fluorescence markers were employed. PCR products were separated using ABI PRISM 3100 genetic analyzer. 
A total of 114 amplification products were obtained, with 99 % polymorphism. Average number of bands per SSR was 8.66. Cultivar similarity 
ranged from 15 % to 85 % , being Haifa and Zapicán the most similar. Cultivars from New Zealand were genetically more distant, with similarity 
values lower than 50 %. Correlation between morphological and genetic matrixes was significant (r= 0.48). All cultivars clustered in three groups, 
following a pattern which corresponded mainly to white clover leaflet type.

Key words: molecular markers, microsatellites, white clover, cultivars. 

RESUMEN
El trébol blanco (Trifolium repens L) es una leguminosa forrajera de gran valor nutritivo y muy eficiente en la incorporación de nitrógeno (N) 

al suelo mediante fijación simbiótica. En Argentina se ha difundido ampliamente en las regiones húmeda y subhúmeda. Los objetivos del presente 
trabajo fueron i) detectar la capacidad de marcadores moleculares microsatélites (SSR) para la diferenciación genética e identificación de cultivares 
de trébol blanco y ii) determinar la relación entre los agrupamientos de los cultivares basados en marcadores moleculares y caracteres agronómicos. 
Se analizaron 24 cultivares de trébol blanco y dos de trébol rojo de diversos orígenes. Se utilizaron 15 SSR marcados con fluorescencia. Los pro-
ductos de PCR fueron separados en analizador genético ABI PRISM 3100. Se obtuvieron un total de 114 productos de amplificación, con 99 % 
de polimorfismo. El promedio de bandas por SSR fue de 8,66. En el dendograma obtenido de la clasificación de los 24 cultivares de trébol blanco 
se observó que los cultivares se distribuyen entre un 15 % y 85 % de similitud. Los cultivares de origen neozelandés fueron genéticamente los más 
distantes, con valores de similitud inferiores a 50 %. La correlación de matrices morfológica y genética fue significativa (r= 0,48). Los 15 cultivares 
de trébol blanco se clasificaron en tres grupos, que correspondieron principalmente a los tipos de trébol según el tamaño de folíolo.

Palabras clave: marcadores moleculares, microsatélites,  trébol blanco, cultivares.
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INTRODUCCIÓN
El trébol blanco (Trifolium repens L.) es una leguminosa 

forrajera perenne que se utiliza como componente de las 
pasturas cultivadas en las regiones de clima templado de 
muchos países del mundo, y es la especie de mayor impor-
tancia agronómica entre las casi 300  especies del género 
Trifolium. Es nativa del Mediterráneo; en Argentina está 
naturalizada y se ha propagado ampliamente en la región 
pampeana húmeda y subhúmeda.

Es una especie de polinización cruzada, con un número 
cromosómico de 2n= 4x =32, de naturaleza alotetraploide, 
con herencia disómica (Voisey et al., 1994). Posee un me-
canismo de autoincompatibilidad gametofítica y por ello 
la autofecundación es infrecuente. El tamaño de 1C de su 
genoma es de 956 Mbp (Leitch y Bennet, 2004).

El mejoramiento de trébol blanco en el mundo data 
de alrededor de 100 años, con la liberación de un número 
de cultivares que ya supera los 300 y que se encuentran 
registrados en OECD (Caradus y Woodfield, 1997). De 
acuerdo a la información actual del Instituto Nacional de 
Semillas (INASE), en la Argentina se encuentran registra-
dos 33 cultivares de trébol blanco, de los cuales 16 son de 
origen nacional.

Las poblaciones de trébol blanco se clasifican de acuer-
do a la morfología. Específicamente el tamaño del folíolo 
ha permitido diferenciar distintos tipos denominados: pe-
queño, intermedio, grande y gigante o ladino. El cultivar 
El Lucero MAG, uno de los más difundidos por su amplia 
adaptación y utilizado durante décadas en las pasturas cul-
tivadas en Argentina, pertenece al tipo de folíolo grande 
(Scheneiter y Pagano, 1995).

En los programas tradicionales de mejoramiento ge-
nético los estudios de variabilidad de T. repens se han con-
centrado básicamente en caracteres morfofisiológicos y 
agronómicos (Pagano, 1995; Annicchiarico, 2003; Bouton 
et al., 2005; Zhang et al., 2008). Los atributos morfológicos 
han sido utilizados para la caracterización de germoplasma 
(Rosso y Pagano, 2001) y sobre la base de aspectos cuali-
tativos como manchas blancas, presencia de antocianinas 
y liberación de ácido cianhídrico (HCN), se han carac-
terizado cultivares de diferentes orígenes conservados en 
el Banco de Germoplasma de INTA (Rosso et al., 2001).

Sin embargo, en algunos casos, los caracteres morfofi-
siológicos no proporcionan una cuantificación adecuada 
de la variabilidad genética, la que puede ser sobrestimada 
debido a la plasticidad fenotípica (Novoplansky, 2002) ge-
neralmente presente en las especies forrajeras.

Históricamente, la descripción de cultivares y la pro-
tección de los derechos de propiedad se han basado en 
caracteres morfológicos, pero actualmente los marcadores 
moleculares son una herramienta importante para com-
plementar la caracterización fenotípica (Karp et al., 1997; 
Aman, 2002), ya que permiten estudiar de forma directa 
la variación presente en el ADN sin la influencia del am-
biente.

Los marcadores moleculares permiten la selección 
de caracteres basados en el genotipo y, en consecuencia, 
pueden acortar etapas en los programas de mejoramiento 
genético. Pueden ser utilizados en la selección temprana 
en fase de plántula, cuando caracteres como persistencia 
vegetativa o rendimiento de semilla no se expresan aún  
(Kölliker et al., 2001a).

Un importante número de marcadores de ADN fueron 
desarrollados en las últimas décadas, lo que permite evaluar 
con precisión la variación genética a nivel inter- e intra-
específico de esta especie. Entre ellos se pueden mencionar 
polimorfismos en la longitud de los fragmentos de res-
tricción (Restriction Fragment Length Polymorphism, RFLP) 
(Hughes et al., 1990), ADN polimórfico amplificado al azar 
(Random Amplified Polymorphic DNA, RAPD) (Gustine et 
al., 2002; Bortolini et al., 2006), polimorfismos en la longi-
tud de fragmentos amplificados (Amplified Fragment Length 
Polymorphisms, AFLP) (Kölliker et al., 2001b) e  intrase-
cuencias simples repetidas (Inter-Simple Sequence Repeats, 
ISSR) (Dalla Rizza et al., 2007).

De los marcadores moleculares disponibles en la ac-
tualidad, los microsatélites o secuencias simples repetidas 
(Simple Sequence Repeats, SSR) son secuencias cortas de 
ADN de 1 a 6 nucleótidos repetidos, ampliamente dis-
persas en los genomas eucariontes y altamente variables 
entre individuos. Los altos índices de heterocigosis para 
estos marcadores, su naturaleza codominante, y el hecho 
de que la técnica está basada en la reacción en cadena de 
la polimerasa (Polymerase Chain Reaction, PCR), hace que 
los SSR sean generalmente elegidos en programas de se-
lección asistida por marcadores moleculares, en estudios de 
mapeo genético y de diversidad.

En la última década se han desarrollado y caracteriza-
do exitosamente alrededor de 100 SSR en trébol blan-
co (Kölliker et al., 2001a). Sin embargo, Dolanská y Curn 
(2004) indicaron que los SSR desarrollados por Kölliker et 
al. (2001a) mostraron bajo polimorfismo en esta especie, 
mientras que George et al. (2006) detectaron un amplio 
polimorfismo para estos mismos marcadores. Una com-
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paración del mapa de localización de marcadores proce-
dentes de trébol blanco, trébol rojo y alfalfa reveló una 
posible macrocolinealidad entre las tres especies trifoliáceas 
(Zhang et al., 2007).

Los objetivos del presente trabajo fueron: i) detectar la 
capacidad de los marcadores SSR en la diferenciación ge-
nética e identificación de cultivares de trébol blanco, ii) 
determinar la relación entre los agrupamientos de cultiva-
res basados en marcadores moleculares y caracteres mor-
foagronómicos.

MATERIALES Y MÉTODOS
Los cultivares seleccionados para este estudio provienen 

de diversos orígenes del mundo  (Tabla 1) y son  conserva-
dos en forma de semilla en el Banco de Germoplasma de 
la EEA INTA Pergamino (BAP).

Además de los cultivares de trébol blanco, se incluye-
ron en el análisis dos cultivares de trébol rojo de diferente 
ciclo vegetativo: El Sureño MAG (Argentina) y Redland 
II (EUA).

Aproximadamente cuatro semanas después de la ger-
minación de las semillas, se cosecharon hojas jóvenes de 
30 plántulas de cada cultivar, y se compuso una muestra 
de aproximadamente 200 mg. Cada muestra fue liofilizada 
y molida en un homogeneizador de tejidos (Tissue lyser, 
Qiagen). Para la extracción de ADN genómico se siguió 
el protocolo de Puecher et al. (2001). El ADN fue disuelto 
en agua HPLC y la concentración final se estimó mediante 
gel de agarosa 0,8 % (p/v) por comparación de la intensi-
dad de fluorescencia de bromuro de etidio con concentra-
ciones conocidas del bacteriófago lambda DNA (Promega, 
Madison, WI).

Quince pares de cebadores genómicos (Kölliker et al., 
2001a) fueron marcados con un fluorocromo en su extre-
mo 5´ (FAM; HEX (Alpha DNA) o NED (Applied Biosys-
tems) y utilizados para las reacciones de PCR (Tabla 2).

La amplificación por PCR se realizó en un volumen 
final de 20ml compuesto por: 75ng/ml ADN, 1X PCR bu-
ffer Invitrogen, 2,5mM de Cl

2
Mg, 0,125mM de cada uno de 

los cebadores SSR, 0,15mM de dNTP, 0,5 U de la enzima 
Taq ADN polimerasa, utilizando un termociclador Mas-
tercycler Epgradient S, Eppendorf. El ciclado fue de 10 min a 
94°C, seguidos de 30 ciclos de 1 min para desnaturalizar el 
ADN a 94° C, 30 s para la hibridación de los cebadores a 
55° C, 1 min a 72° C bajando 1° C hasta llegar a los 45° 
C para la amplificación, y un paso de extensión final de 10 

min a 72° C.
Los productos de amplificación fueron sembrados en 

geles de agarosa Metaphor 2%, utilizando 1X orange green 
buffer, en TBE 1X, con bromuro de etidio (0,5 g/l). La co-
rrida electroforética se realizó a 50 V durante 40 min. Para 
estimar los tamaños de los productos amplificados se uti-
lizó el marcador de peso molecular de 100 pb (Invitrogen).

Los productos de amplificación fueron separados en el 
analizador genético ABI PRISM 3100, de Applied Biosys-
tems. Mediante el software GeneMapper se analizaron los 
picos correspondientes a los distintos alelos, utilizan-
do  GeneScan 500 (-250) ROX (Perkin-Elmer Applied 
Biosystems, Foster City, CA) como estándar de peso.

Se utilizaron caracteres morfoagronómicos de 15 culti-
vares obtenidos de la base de datos del BAP, que se habían 
originado en un ensayo previo realizado en la EEA Perga-
mino (Rosso et al., 2001). Los caracteres evaluados fueron: 
número de hojas a inicio de estolonización, vigor de plán-
tula, fecha de inicio de estolonización primaria (días desde 
germinación), fecha de inicio de estolonización secundaria 
(días desde germinación), número de estolones primarios 
antes del trasplante, longitud total de estolones primarios 
(cm), número de estolones secundarios antes del trasplante, 
longitud total de estolones secundarios (cm), diámetro del 
estolón en invernáculo (mm), mancha blanca (Brewbaker 
y Carnahan, 1956), longitud del pecíolo (mm), longitud 
del folíolo (mm), ancho del folíolo (mm), longitud del es-
tolón a campo (cm), diámetro del estolón a campo (mm), 
diámetro de la planta (cm), número de inflorescencia/esto-
lón, número de folíolos/estolón, tamaño del folíolo, forma 
como la relación largo/ancho y total de inflorescencias/
m².

 
Análisis estadístico
El trébol blanco es un tetraploide con cuatro juegos de 

cromosomas y por lo tanto, puede tener hasta cuatro ale-
los diferentes en un determinado locus. Debido a esto, las 
bandas polimórficas SSR de cada muestra fueron evaluadas 
como dosis únicas.

Los alelos de cada SSR fueron transformados en datos 
de presencia (1) y ausencia (0) e incorporados a una ma-
triz binaria con filas (cultivares) y columnas (tamaños de 
los alelos). Dicha matriz se utilizó para calcular los valores 
de similitud genética mediante el índice de Dice y para 
determinar la relación se aplicó el método de asociación 
UPGMA (Unweighted Pair Group Method using an arithme-
tic Average). La agrupación resultante se graficó como un 
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dendrograma. El coeficiente de correlación cofenética fue 
calculado por comparación entre la matriz de distancia ge-
nética original y la matriz cofenética.

Para la comparación de las matrices morfológicas y 
moleculares de los 15 cultivares evaluados en el campo, se 
utilizó el Test de Mantel (Mantel, 1967). Para la agrupación 
de cultivares en base a los 21 caracteres morfoagronómicos, 
se  aplicó el índice de distancia euclídea y UPGMA. El 
agrupamiento fue representado gráficamente mediante un 
dendograma.

Los programas estadísticos utilizados en los distin-
tos análisis de este trabajo fueron: INFOGEN/P versión 
2006i.1 (Balzarini et al., 2003) y NTSYS pc versión 2.0 
(Rohlf, 1998). Se utilizó el programa estadístico Winboot 
(Yap y Nelson, 1996) para obtener en porcentaje la proba-
bilidad de ocurrencia de agrupamiento.

RESULTADOS
Los resultados corresponden por una parte al análisis 

molecular de 24 cultivares de trébol blanco y dos cultivares 
de trébol rojo y por otra al análisis molecular y morfológi-
co de los 15 cultivares de trébol blanco.

 Análisis molecular de 24 cultivares de trébol blanco
Se obtuvieron un total de 114 alelos, con un porcentaje 

de bandas polimórficas de 99,24 % con 14 SSR, ya que el  
cebador B01B05 no presentó bandas definidas. El prome-
dio de bandas por SSR fue de 8,66.

Los cultivares se agruparon entre 14 % y 83 % de simi-
litud. Los cultivares más similares fueron Zapicán y Haifa, 
obtenidos respectivamente en Uruguay y Australia, a partir 
de  poblaciones aparentemente de distinto origen, pero 
que comparten caracteres de alta cianogénesis y tamaño de 
planta. Los cultivares más distantes fueron de origen neo-
zelandés, con una similitud menor a 50 %. En este grupo 
se determinó que los más cercanos fueron G. Sustain y G. 
Demand. El cultivar G. Prestige mostró una gran separa-
ción del resto de los cultivares, tal como ocurrió con los 
cultivares de trébol rojo.

Se observó que los dos cultivares de trébol rojo, Re-
dland y El Sureño MAG se unieron en un grupo pero en 
un nivel de similitud menor de 50 %. Los valores de pro-
babilidad de agrupamiento fueron elevados en términos 
generales, confirmando así la consistencia de los agrupa-
mientos observados en el dendograma (Figura 1). La co-

rrelación cofenética fue de 0,959.

Análisis morfológico y molecular en 15 cultivares de trébol blanco
El análisis estadístico de los datos moleculares se realizó 

sobre los 15 cultivares para los que se contaba con datos 
morfológicos previos (Rosso et al., 2001). Los resultados 
de la clasificación de los cultivares basados en los caracteres 
antes indicados se muestran por medio del dendograma 
correspondiente de la Figura 2. Se puede observar que los 
cultivares se dividieron en dos grupos, diferenciándose se-
gún el tipo foliar (foliolos grandes o pequeños).

Cuando los 15 cultivares fueron agrupados median-
te la información proveniente de los marcadores SSR, se 
mantuvo una tendencia de agrupamiento de acuerdo a los 
tipos foliares, aunque no fue tan discriminatoria como el 
agrupamiento basado en la morfología. La correlación en-
tre matrices fue significativa con un valor intermedio (r= 
0,48).

DISCUSIÓN
En el análisis molecular, el tamaño del fragmento de los 

SSR amplificados osciló en un rango de 82 a 270 pb, en 
coincidencia con lo informado por George et al. (2006), 
quienes obtuvieron un rango de 89 a 308 pb utilizando 
los mismos cebadores. De los 15 cebadores probados en el 
presente trabajo, solamente B01B05 no fue utilizado para 
el análisis, debido a que no hubo amplificación ni en geles 
de agarosa methaphor ni en las corridas en el analizador 
genético, en contraste con los resultados reportados por 
George et al. (2006).

Los loci SSR que amplificaron en trébol blanco, T. re-
pens, también lo hicieron en trébol rojo, T. pratense, con-
firmando la potencialidad de amplificación cruzada de es-
tos marcadores. Además, pudo determinarse que cinco de 
estos SSR presentaron amplificación en alfalfa, Medicago 
sativa (datos no mostrados).

Kölliker et al. (2001b) diseñaron cebadores y los anali-
zaron con distintas especies de Trifolium. En siete genotipos 
de T. repens provenientes de los cultivares Dusi, Haifa y 
Prop y las líneas I5J y I4R, dichos investigadores encontra-
ron un promedio de 4,8 fragmentos amplificados por SSR. 
Si realizamos la comparación con nuestros, resultados, el 
promedio de 8,66 fragmentos amplificados que obtuvimos 
por SSR representa aproximadamente el doble del valor 
obtenido por Kölliker et al. (2001a). No obstante, se debe 
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considerar que en el presente trabajo se utilizaron con-
juntos (bulks) de ADN de 25 a 30 genotipos por cultivar 
y que, finalmente, se analizaron 24 cultivares en los que 
estaban incluidos los tres cultivares estudiados por Kölliker 
et al. (2001a). Los conjuntos podrían explicar el aumento 
en la cantidad de fragmentos amplificados en el presente 
estudio. En el mismo sentido se podría explicar el alto gra-
do de polimorfismo (99 %) que detectamos al considerar 
los 14 SSR y todos los cultivares, en comparación con lo 
informado por Kölliker et al. (2001a) en los siete genotipos 
de trébol blanco: 88 % de polimorfismo pero utilizando un 
número mayor de SSR. George et al. (2006) hallaron un 
alto grado de polimorfismo con los mismos 15 SSR (datos 
no informados) utilizados en el presente trabajo.

Estudios realizados en el IGEAF INTA en otras forra-
jeras alógamas han mostrado altos porcentajes de polimor-
fismos. Por ejemplo  en el análisis molecular de más de una 
centena de introducciones de festuca alta se encontraron 
valores cercanos a 100 % de polimorfismo (Cuyeu et al., 
2010). Campos de Quiroz y Ortega-Klose (2001) también 
han expresado que las plantas forrajeras alógamas presentan 
un elevado nivel de diversidad genética y que la misma 
puede ser eficientemente determinada mediante este tipo 
de marcadores genéticos.

Los resultados de la correlación cofenética mostraron la 
existencia de un buen ajuste entre la matriz de similitud y 
el agrupamiento posterior. En la Figura 1 se observa que 
los 24 cultivares de T. repens se agruparon entre un 14 y 
83 % de similitud, mientras que Bortolini et al. (2006), al 
evaluar 78 introducciones de 50 países, conservadas por el 
USDA, encontraron que los materiales se agruparon en-
tre un 18 y 58 % de similitud mediante RAPD. El mayor 
rango de distribución de los agrupamientos de los 24 cul-
tivares podría deberse a la aplicación del conjunto de SSR 
polimórficos según mencionan otros autores (George et 
al., 2006). En este análisis se observó que los cultivares con 
mayor similitud fueron Zapicán (Uruguay) y Haifa (Aus-
tralia), mientras que los cultivares que más se separaron 
fueron los de origen neozelandés. El cv. Grassland Prestige 

presentó el nivel más alto de divergencia respecto de los 
restantes cultivares, similarmente a lo obtenido por George 
et al. (2006).

En el estudio morfológico realizado con 15 cultivares 
de trébol blanco (Figura 2) se observó que los mismos 
formaron tres grupos bien definidos, que corresponden 
principalmente a los tipos de trébol según tamaño de fo-
líolo. Además, ello fue consistente con la información bi-
bliográfica sobre los cultivares utilizados en este estudio 
(Caradus et al., 1989; Caradus y Woodfield, 1997). Así, se 
conformaron grupos de acuerdo a tamaño de folíolo, a 
saber:  grandes a gigantes (el más numeroso) con ocho cul-
tivares; pequeños (Nora y S184); y  medianos, que incluyó 
a los restantes cultivares. Esto concuerda con la bibliografía 
en la que se indica que los caracteres foliares son los de 
mayor incidencia en la clasificación de materiales de la es-
pecie. Estos caracteres están asociados al tamaño de planta 
y a la adaptación a distintas condiciones ambientales. En la 
clasificación de los mismos cultivares basada en los datos 
moleculares se observó que, aunque no se formaron gru-
pos definidos como en la clasificación a partir de caracteres 
fenotípicos, hubo una tendencia en la distribución grupal 
de los cultivares de acuerdo al tamaño foliar. Así, el cultivar 
S184 que corresponde al tipo de folíolos más pequeños 
presentó el menor porcentaje de similitud, diferenciándose 
del resto, en tanto que los cultivares de folíolos grandes a 
gigantes tendieron a agruparse entre sí.

Por el contrario, otros autores como Gustine et al. 
(2002) detectaron agrupamientos conformados por pobla-
ciones de folíolos grandes y pequeños mediante RAPD. 
Es posible que las poblaciones analizadas por esos autores 
tuvieran mayor variabilidad intrapoblacional para el carác-
ter foliar, mientras que en los cultivares del presente trabajo 
es altamente probable que la selección de los genotipos 
paternos se haya realizado sobre un mismo tipo foliar. Esto 
explicaría la detección de correlación positiva entre las 
matrices morfológica y genética y, como consecuencia, la 
obtención de una clasificación similar con datos morfoló-
gicos y moleculares.
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Cultivar Origen Características 
S184 Reino Unido Folíolos muy pequeños y estolones delgados. Baja producción de ácido cianhídrico. 

Dubrava Rep. Checa Folíolo intermedio, escasa presencia de mancha foliar blanca. Floración tardía. 

Blanca Bélgica Folíolo mediano a grande, de floración intermedia y alto contenido de ácido cianhídrico. 

Dusi Sudáfrica Acianogenético. Raíces gruesas. Seleccionado sobre 78 cultivares en suelos ácidos y sequía. 

Haifa Australia Deriva de poblaciones israelitas. Hábito erecto. Cianogenético y mancha foliar blanca intensa. 

Sonja Suecia Folíolos intermedios a grandes. Cianogénesis baja. Floración intermedia y alta persistencia. 

Nora Suecia Foliolo pequeño, sin macula y acianogenético. Floración abundante. Tolerante a sequía. 

Grassland Prestige Nueva Zelanda Folíolos pequeños a mediano. 69 %  cianogénicas. Deriva de ecotipos neocelandeses. 

Estanzuela Zapican Uruguay Folíolos medianos a grandes. 90 %  cianogénicas. Floración temprana y profusa. 

Merwi Bélgica Folíolo intermedio. Cianogenético. Alta producción de semilla  y buena persistencia. 

El Lucero MAG Argentina Foliolos grandes. Amplia adaptación y productivo 

Lucero Plus INTA Argentina Deriva de El Lucero MAG. Se diferencia por ausencia de mácula blanca y mayor persistencia. 

Grassland Sustain Nueva Zelanda Folíolos medianos a grandes y de alta densidad de puntos de crecimiento. 

Espanso Italia Folíolos gigantes. Bajo a nulo contenido de ácido cianhídrico. Buena resistencia a sequía. 

Churinche Argentina Folíolos medianos a grandes y pecíolo largo. 73 %  cianogénicos. Resistente a sequía. 

California EE.UU. Folíolos grandes, baja concentración de ácido cianhídrico en solo el 10 % de las plantas.  

Bayucua Uruguay Seleccionado de población Argentina. 85 %  cianogenético. Alta densidad de floración. 

Grasland Demand Nueva Zelanda Hojas pequeñas a medianas y estolones finos. Deriva de ecotipos de N. Z. y del Mediterráneo. 

Susi Irlanda Seleccionado de un ecotipo iraní. Folíolos medianos a pequeño. 83 % cianogenético. 

Waverley Australia Folíolos grandes. Floración temprana. Cianogenético. Deriva de Haifa y Tamar. 

Grassland Pitau Nueva Zelanda Folíolos medianos a grandes, pocos estolones. Deriva de G. Huia y una población de España.  

Omega INTA Argentina Seleccionado sobre poblaciones de Oriente Medio. Ciclo reproductivo tardío. 

Simone Italia Desarrollado sobre ecotipos Italianos. Presenta foliolos medianos a grandes. 

Prop Nueva Zelanda Deriva de ecotipos naturalizados de Waikato. Hábito postrado. Floración temprana. 

Tabla 1. Cultivares de trébol blanco, orígenes y características.
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ABSTRACT
The relationship between anticoagulant rodenticides and the gene for vitamin K epoxide reductase has been extensively studied  The significance 

of mutations in Vkorc1 on the degree of response to anticoagulants is controversial. The implication of the VKORC1 function in pest control 
drives the attention to a wide range of factors that may be influencing the resistance to rodenticides, an issue that will be discussed in this article. 
Anticoagulants are used as rodenticides as well as to improve human health. The interactions between VKORC1 and CYP4F18 (cytochrome P450) 
are complex. It is likely that the coagulation response may be due to a diverse expression of the Vkorc1 gene and its interaction with the expression 
of Cyp4f18, and to the polymorphisms present in both genes. We analyzed the presence of polymorphisms (especially the presence of mutations 
that produce substitutions of Tyr139Cys and Leu128Ser) in Vkorc1 of the genome of Mus musculus belonging to local wild populations living in 
farms. The animals studied were from areas in which rodenticide anticoagulants (ej. bromadiolone) are commonly used as pest control. None of 
the studied mice showed any signs of anticoagulant resistance-related mutations in the Vkorc1 gene. This study will enable a proper selection of the 
rodenticide method for pest control in local areas.

Key words: Vitamin K epoxide reductase, rodenticides, rodents.

RESUMEN
La relación entre los rodenticidas anticoagulantes y el gen de la vitamina K epóxido reductasa se ha estudiado ampliamente. La influencia e 

importancia de las mutaciones enVkorc1 sobre la respuesta a los anticoagulantes es un tema polémico. La importancia de la función para el control 
de plagas de Vkorc1 conduce a centrar la atención en una amplia gama de factores que pueden influir en la resistencia a los rodenticidas. En este 
trabajo discutiremos este tema. Los anticoagulantes se utilizan tanto como rodenticidas como para mejorar la salud en humanos. Las interacciones 
entre VKORC1 y CYP4F18 (citocromo P450) son complejas. Es probable que la respuesta de coagulación se deba a una expresión diversa del gen 
Vkorc1 y su interacción con la expresión de Cyp4f18 y a los polimorfismos presentes en ambos genes. En este trabajo, se analizó la presencia de 
polimorfismos (especialmente la presencia de mutaciones que producen sustituciones de Tyr139Cys y Leu128Ser) en Vkorc1 del genoma de Mus 
musculus de animales de poblaciones silvestres locales que habitan en granjas. Los animales estudiados provinieron de áreas en las que se utilizan 
comúnmente rodenticidas anticoagulantes (ej. bromadiolona) como control de plagas. Ninguno de los ratones estudiados presentó las mutaciones 
descriptas en el gen Vkorc1 relacionadas con la resistencia a los anticoagulantes. Este estudio permitirá la elección adecuada del método rodenticida 
para el control de plagas en áreas locales.

Palabras clave: Vitamina K epóxido reductasa, rodenticidas, roedores.
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INTRODUCTION
Vitamin K epoxide reductase complex subunit 1 

(VKORC1) is a gene that codifies a transmembrane pro-
tein located in the endoplasmic reticulum, VKORC1. This 
protein was described in mammals (human, rat, mouse, 
dog and cow), fruit fly and zebra fish. It has three exons 
and, in the previously mentioned taxa, a similar amino acid 
sequence. Moreover, VKORC1  is homologous -and con-
served- in Mus musculus, humans and other taxa.

The Vkorc1 gene is located in Mus musculus chromo-
some 7 (7F3; 7 61.0 cM). Research on this gene is con-
tinuous and active because VKORC is a key protein for 
the metabolic pathway of vitamin K, for which there are 
several features that remain unknown.

The amino acids related to resistance to warfarin are 
Tyr139 and Leu128, because the changes observed in ani-
mals with resistance to this anticoagulant are the replace-
ment of tyrosine by cysteine, serine or phenylalanine and 
substitution of leucine by glutamic acid or serine (Pelz et 
al., 2005).

The key enzyme responsible for vitamin K metabo-
lism, vitamin K epoxide reductase complex subunit 1 
(VKORC1), was identified as the target of anticoagulants 
used as rodenticides in pest control (warfarin, bromadio-
lone, and other related compounds) by Li et al. (2004) and 
Rost et al. (2004). Inhibition of blood coagulation is the 
basic principle used as pest control around the world. It 
was first observed in 1958 that rodents were able to de-
velop resistance to anticoagulant rodenticides (Buckle et 
al., 1994). After identification of the Vkorc1 gene and mu-
tations related to warfarin resistance (Rost et al., 2004), it 
was confirmed that this is a genetic heritable condition 
and the Vkorc1 gene is the subject of mutations that confer 
resistance to anticoagulants (Rost et al., 2009). In rodents, 
three genomic sequence variants associated with loss of 
rodenticide efficacy are known. It is important to study 
the distribution and frequency of Vkorc1 sequence variants 
to achieve a better understanding of the mechanism of ac-
tion of anticoagulants and to improve performance on pest 
control. The first data about frequency and distribution of 
resistance-conferring sequence variants of Vkorc1 in house 
mice were found in 30 populations in Germany, Switzer-
land and the Azores (Pelz et al., 2012).

In this study, we analyzed the presence of mutations in 
Vkorc1 in wild populations of Mus musculus. We perfor-
med sequence analysis and mutation screening in geno-

mic DNA by PCR amplification of the three Vkorc1 gene 
exons. The three exons of 20 mice revealed high homo-
logy with the Vkorc1 gene. We did not find any significant 
polymorphism or mutations in any of the three exons.

MATERIALS AND METHODS
The animals studied were collected in the field from 

wild populations (Buenos Aires province) and they were 
treated following international rules for animal welfare. We 
used the recommendations from the Canadian Council 
of Animal Care Guide (resources on line). The locations 
of capture were Diego Gaynor (34º16’ S; 59º13’ W) and 
Capilla del Señor (34º17’ S; 59º06’ W), Buenos Aires Pro-
vince. Animals were trapped with Sherman traps during 
summer (January and February) and spring (September 
and October) 2011, using an experimental design similar 
to the reported by Guidobono et al. (2010). Traps were 
conditioned with a bait of oats and peanut butter and were 
distributed in the field near poultry farms. Mice falling in 
traps were mostly adults (20-35 g of body weight). They 
were classified as Mus musculus on the basis of morpholo-
gical phenotypes and geographic distribution. DNA was 
extracted from 20 specimens that were taken at random 
to analyze the presence of mutations in the Vkorc1 gene 
by PCR and sequencing. Genomic DNA was obtained 
from small pieces of hepatic tissue according to standard 
procedures. Briefly, the tissue was transferred into a po-
lypropylene microfuge tube containing 0.5 ml of DNA 
buffer and was mechanically disaggregated to obtain a cell 
suspension. After removal of the supernatant, the cell sus-
pension was incubated overnight at 50-55 °C with gentle 
shaking in DNA digestion buffer (with proteinase K, 0.5 
mg/ml final concentration). DNA extraction was carried 
out with neutralized phenol/chloroform/isoamyl alcohol 
(25:24:1). DNA was transferred to a new tube and preci-
pitated with 100 % ethanol at room temperature. A range 
of 20 to 50 µg DNA  was obtained per sample; dried DNA 
was resuspended in 100-200 µl TE buffer.

All PCR reactions were performed at the following 
cycling conditions: 94ºC for 3’, 25 cycles of 94 ºC for 30”, 
58 ºC for 30” and 72 ºC for 1’30”, followed by an exten-
sion time of 72 ºC for 10’. After that, the tubes were stored 
at 4 ºC until processing. Each PCR mixture contained 
PCR buffer minus Mg [1X], dNTP mixture [0.2 mM], 
MgCl

2
 [1.5mM]; primers F and R [0.5 µM each]; DNA 
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template 1µl; Taq DNA polymerase [1.5 units] (Taq DNA 
Polymerase, Recombinant - Invitrogen Cat Nº 11615-
010, as well as PCR buffer and MgCl

2
, were purchased 

from the local Invitrogen representative). The final volume 
was 20 µl completed with sterile deionized water. PCR 
products were analyzed by electrophoresis in agarose gels 
with a 100 bp DNA ladder (Invitrogen Cat Nº 15628-
019). After electrophoresis, the desired DNA bands were 
excised using a clean and sterile scalpel blade. Bands were 
visualized under UV transilluminator light and cut quickly 
(Figure 1). They were isolated in approximately 300 mg of 
agarose slices, that were transferred into 1.5 ml microcen-
trifuge tubes and  incubated at 4 ºC until derivation to the 
sequencing service.

Sequencing of PCR products was performed in an au-
tomatic sequencer, by the Sanger method, at the Unidad de 
Genómica of Instituto de Biotecnología del INTA (Argentina). 
Sense and antisense primers were purchased from Invi-
trogen. Nucleotide sequences of primers were (a) exon 
1: 5’ GACCAATCTTCCGGTAGGAG (forward primer), 
5’ CGACCCCAGACTCCAAAAT (reverse primer); (b) 
exon 2: 5’ TGGAGCTTCTTGCTAATCACT (forward 
primer), 5’ GGTGTCAATTGTCTGGGTCA (reverse 
primer); (c) exon 3: 5’ GAAGCACCTGCTGTCTGTCA 
(forward primer), 5’ GCCTTCTAGGAACCCACACA 
(reverse primer).

Sequences analysis of selected PCR products was per-
formed with the Nucleotide Database (NCBI) using the 
Basic Local Alignment Search Tool (Mega BLAST). The 
nomenclature followed to designate genes and proteins 
was from the International Committee on Standardized 
Genetic Nomenclature for Mice (Guidelines for Nomen-
clature of Genes, Genetic Markers, Alleles, and Mutations 
in Mouse and Rat; http://www.informatics.jax.org/mgi-
home/nomen/gene.shtml)

RESULTS
The PCR products (Figure 1) were sequenced. The 

Vkorc1 sequences for the three exons for wild type mice 
(n= 20) were compared with the NCBI Reference Se-
quence: NT_039433.8 corresponding to Mus musculus 
strain C57BL/6J chromosome 7 (Figure 2). Length of se-
quences ranged from 36 to 315 base pairs. A maximum 
of 6 gaps was found in 3 % of the sequences. Identities 
between the sequences for vitamin K epoxide reductase 

complex from Mus musculus strain C57BL/6J and the wild 
type ranged from 87 to 100 %. There was no mutation for 
the Vkorc1 sequence in any of 20 wild rodents analyzed. 
These analyses show that the Vkorc1 exons sequence is 
well conserved in wild mice from the Buenos Aires popu-
lations used in this study. Although the sequences obtained 
partially cover the Vkorc1 region, we consider them to be 
low-frequency single nucleotide polymorphisms (SNPs).

Figure 1. PCR products obtained from three representatives 
samples. Lines 1, 2 and 3 correspond to specimen 118 (exons 1, 2 
and 3 respectively). Lines 4, 5 and 6 belong to the three exons of 
specimen 119, and lines 7, 8 and 9 match the three exons of  specimen 
120. Each DNA band (*) was sliced out of the gel and then purified 
and sequenced. Exons 1 and 3 (DNA template from sample 120) were 
not amplified in this PCR experiment. In cases like these, in which 
PCR was negative, amplification was repeated in order to obtain the 
corresponding amplification fragments.
In the first line (A), molecular weight marker (Invitrogen; Cat. Nº 
15628-019) was placed; the indicated band (>) corresponds to 300 
base pairs.

Figure 2. Results from sequence alignment of Mus musculus, 
exon 3, reverse primer. BLAST alignment shows that the sequence 
corresponds to Mus musculus strain C57BL/6J chromosome 7 
genomic contig, MGSCv37, C57BL/6J MMCHR7_CTG11. Sequence 
ID reference: NT_039433.8. Number of matches: 1. Range covered 
in the genomic context (Map Viewer): 45641933 to 45642243. 
Alignment parameters for segment: identities 294/311 (95%) and 
gaps 0/311 (0 %). Features: the sequence corresponds to vitamin K 
epoxide reductase complex subunit 1 precursor.
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DISCUSSION
Anticoagulant drugs have been used as pesticides 

against rats and mice from city and farm populations for 
more than 60 years. Rodents die due to internal bleeding. 
The alleged cause is that the activated form of vitamin K 
cannot be produced because the enzyme that catalyzes the 
reduction has mutated in resistant individuals.

Tyr139Cys and Leu128Ser were the mutations com-
monly seen in populations of mice from Germany, Swit-
zerland and the Azores. It was found that less than 10 % 
of the individuals studied (n= 434) carried the wild-type 
genotype whereas more than 90 % of them presented mu-
tations. However, in some geographical areas, particularly 
in the Azores and Switzerland, the frequency of mutations 
was very low or non-existent (Pelz et al., 2012).

Recently it has been shown that resistance in sewer 
rats from Danish populations would not be associated 
with any mutation in the Vkorc1 gene (Heiberg, 2009). 
In humans, it is known that not only the VKORC1 gene 
is related to the response to anticoagulants; certain inte-
ractions between alleles of CYP2C9 and CYP4F2 with 
VKORC1 affect the response to anticoagulant treatment 
in patients with thromboembolic risk (Rettie et al., 2006; 
Kringen et al., 2011). The potential polymorphisms in the 
cytochrome P450 family related to resistance to anticoa-
gulants have not been studied in mice, but it is possible 
that not only genetic variants of Vkorc1 may be acting as 
factors that influence resistance. Warfarin, bromadiolone 
and 4-hydroxycoumarin are the active substances found in 
rodenticides and these drugs are inhibitors in the synthesis 
of vitamin K-dependent clotting factors and coagulation. 
The poisoning treatment used by rodenticides is the de-
livery of intravenous vitamin K, which acts as “antidote”. 
Given that vitamin K (forms K

1
 and K

2
) is found in vege-

tables, dairy products, meat  and eggs, and considering that 
mice are omnivores, they could be eating the antidote at 
the same time as the poison. Even if farmers are applying 
rodenticides, rodents could be avoiding the ingestion of 
the poison. If house mice have a good source of food, they 
may avoid taking the poison. We think that the wrong 
management of feeding in poultry farms may be causing 
an overestimation of resistance to rodenticides. The basis 
of the low efficacy of anticoagulants used for rodent pest 
control may be a combination of the Mus sp. genotype and 
an inappropriate management during the application of 
anticoagulants in areas where rodents are plague.
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ABSTRACT
In this work, we observed and evaluated C-banding patterns and meiotic behaviour of Hypsiboas pulchellus and H. cordobae. Twenty metaphasic 

cells per individual were analyzed, which were obtained from intestinal and testis cells using conventional and C-banding techniques. The two 
species presented 2n= 24 chromosomes. Pairs 1 and 8 to 12 were metacentric whereas pairs 2 to 7 were submetacentric. The centromeric region 
of all chromosomes was positively C-banded but the C-banding pattern varied between species. At meiosis, cells with 12 bivalents were observed. 
Bivalents usually presented two terminal chiasmata, although the largest pair presented only one terminal chiasma. The cytogenetic data reconfirms 
the diploid somatic chromosome number of H. pulchellus and H. cordobae, species that exhibited identical chromosome morphology. The remarkable 
similarities between the two species are an indication of the close relationship among members of the H. pulchellus group; however C-banding 
patterns of Hypsiboas species are distinct and may be also referred to as species-specific. Meiotic behavior is quite similar to the behaviour of  most 
frogs, which possess only one or two -usually terminal- chiasmata, resulting in the typical linear or ring appearance of  bivalents.

Key words: Karyotypes, C-banding, Meiosis, Hypsiboas pulchellus, Hypsiboas cordobae.

RESUMEN
Este trabajo describe el patrón de Bandas-C y comportamiento meiótico de Hypsiboas pulchellus e H. cordobae. Se analizaron 20 figuras meta-

fásicas por individuo, obtenidos de intestinos y testículos utilizando técnicas convencionales y de bandeo-C. Para ambas especies se determinó un 
número cromosómico de 2n= 24. Los pares 1 y 8 a 12 mostraron morfología metacéntrica, y los pares 2 a 7 mostraron morfología submetacéntrica. 
Para las dos especies se encontró el mismo patrón de heterocromatina constitutiva en la región centromérica de todos los pares, pero el patrón de 
bandeo varió entre ellas. En meiosis se observaron células con 12 bivalentes. Los bivalentes mostraron normalmente dos quiasmas, pero en el biva-
lente mayor también se observó un único quiasma terminal. Los datos citogenéticos reconfirman el número diploide de H. pulchellus e H. cordobae, y 
muestran una morfología de los cromosomas idéntica para ambas especies, siendo esta similitud un indicio de la estrecha relación entre las especies 
del grupo H. pulchellus; sin embargo los patrones de Bandas-C de las dos especies de Hypsiboas son distintos, pudiendo ser esto reflejo de un carácter 
especie-específico. El comportamiento meiótico es similar al encontrado en otras especies de anuros por diversos autores.

Palabras clave: Cariotipos, Bandas-C, Meiosis, Hypsiboas pulchellus, Hypsiboas cordobae.
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INTRODUCTION
The genus Hypsiboas Wagler (1830), which belongs to 

the Hylidae family, Hylinae subfamily and Cophomantini 
tribe, contains 84 species, most of them included in se-
ven species groups. One of these is the Hypsiboas pulchellus 
group, which currently contains 36 species (Faivovich et 
al., 2004; Faivovich et al., 2005; Frost, 2012; Köhler et al., 
2010; Lehr et al., 2010; Lehr et al., 2011). This group inclu-
des Hypsiboas pulchellus (Duméril and Bibron, 1841) and 
Hypsiboas cordobae (Barrio, 1965), which are the object of 
the present study.

H. pulchellus is a widely distributed amphibian, occur-
ring from Santa Catalina to Rio Grande do Sul in Bra-
zil and in Uruguay, and also in the Argentinian provinces 
of Misiones, Corrientes, Entre Ríos, Santa Fe, La Pampa, 
Chaco, Córdoba, Buenos Aires and northern Río Negro. 
Its sister species, H. cordobae, is also found in Argentina, in 
the hills of Córdoba and San Luis provinces (Barrio, 1962; 
1965; Cei, 1980; Gallardo, 1974; 1987; Basso and Basso, 
1987; Basso, 1990; Martori and Ávila, 1992; Bridarolli and 
di Tada, 1994; di Tada et al., 1996; Ávila et al., 1999; di Tada, 
1999; Langone and Lavilla, 2002; Faivovich et al., 2004; 
Kwet et al., 2004), but the exact limits of its range remain 
unknown, especially in the contact area with H. pulchellus 
(Barrio, 1965; Cei, 1980; Gallardo, 1987; Bridarolli and di 
Tada, 1994; Stuart, 2006).

These two species are similar in morphology and eco-
logical features, and have been cytogenetically analyzed 
by various authors (Morescalchi, 1973; King, 1990; Barale 
et al., 1991). Although the number of cytogenetic stud-
ies seems reasonable, the majority of them are reports of 
chromosome numbers and morphological phenotypes. 
Because chromosome studies may be of help to clarify 
phylogenetic and taxonomic relationships (Reyes Valdéz et 
al., 2000), in the present study we redescribe the karyo-
types H. pulchellus and H. cordobae with the aim of pro-
viding new data for the analysis of meiotic behavior and 
C-banding patterns. 

MATERIALS AND METHODS
Our sample of H. pulchellus comprises 18 males speci-

mens collected from different populations in Córdoba 
province: Río Cuarto (33º 06’ 40.78’’ S, 64º 18’ 16.88’’ 

W), Las Acequias (33º 15’ 26.16’’ S, 63º 55’ 15.10’’ W), 
Alejandro Roca (33º 21’ 06’’ S, 63º 42 ‘10’’ W). Thirty-
two males specimens of H. cordobae were collected from 
different populations in Córdoba and San Luis provinces: 
Achiras (33º 09’ 28.64’’ S, 64º 58’ 55.13’’ W), Las Guindas 
(32º 35’ 35.22’’ S, 64º 42’ 38.92’’ W), Pampa de Achala (31º 
49’ 41.8’’ S, 64º 51’ 44.9’’ W), Los Linderos (32º 00’ 54.05’’ 
S, 64º 56’ 42.97’’ W), Los Tabaquillos (32º 23’ 59.75’’ S, 
64º 55’ 33.69’’ W), La Carolina (32º 48’ 43.94’’ S, 66º 05’ 
48.15’’ W).

Chromosome preparations were obtained as described 
by Baraquet et al. (2011), and  by Schmid (1978), Schmid 
et al. (1979), Salas (2006) and Salas and Martino (2007).  
C-banding was done according to Sumner (1972).

Chromosomes were visualized using a Zeiss Axiophot-
Axiolab and photographed using Axiocam HRc Zeiss. We 
analyzed 20 metaphasic cells per individual. On the meta-
phases the total length of each chromosome and the length 
of the four arms were measured using image analysis by 
Adobe® Photoshop® 9.0.

Data were processed using Microsoft Excel® 2000. 
Length of p and q arms, centromeric index, arm ratio, rela-
tive chromosome length and relative arm length were cal-
culated using the following formulas:

Average length of arms p y q: q = (q1 + q2)/2           
 p = (p1 + p2)/2
Centromeric index (i): i = (length of the short arm of 
a chromosome (p) / total length of the chromosome 
(p + q) ) × 100
Arm ratio (r): r = q/p
Relative chromosome length (rl): rl = (total length of 
chromosome / ∑ of length of chromosomes of the 
haploid set) × 100
Relative arm length (rlq o rlp): rlq or rlp = (length of 
the arms (q o p) / ∑ of length of  chromosome of the 

haploid set) × 100

The data were processed to get the average for each 
species. The ideograms were carried out with these data, 
which was necessary because in the karyotypes the diffe-
rences between chromosomes are not observable to the 
naked eye. 

The chromosomes were classified according to Aiassa 
et al. (2001).
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RESULTS
All populations of H. cordobae and H. pulchellus had 2n= 

24 chromosomes with a fundamental number NF= 48 
(Figure 1). The twelve chromosome pairs can be classified 
into three groups. The chromosomes of pair 1 are large 
with a relative chromosome length of 16.20 % for H. cor-
dobae and 12.26 % for H. pulchellus. Pairs 2 to 6 comprise 
a group of medium chromosomes with a relative chromo-
some length between 12.45 % and 7.58 % for H. cordobae 
and 10.63 % and 8.79 % for H. pulchellus. The remaining 
six chromosome pairs comprise a group of small chromo-
somes with a relative chromosome length between 6.57 % 
and 4.04 % for H. cordobae and 8.03 % and 3.90 % for H. 
pulchellus (karyotype formula 1: 5: 6) (Table 1, Figures 1, 2).

The chromosome morphology was always metacentric 
or submetacentric in the two species studied. Pairs 1 and 
8-12 were metacentrics whereas the pairs 2-7 were sub-
metacentrics.

C-banding showed the same pattern of constitutive 
heterochromatin at the centromeric regions of all pairs in 
the H. pulchellus and H. cordobae.

In H. pulchellus pericentromeric heterochromatin in all 
pairs, except pair 8, was observed. C-banding in the inter-
stitial regions of the long arms of the pair 2 was observed. 
C-banded regions also appeared on the telomeric regions 
of the short arms of the pairs 1, 3, 5, 7 and 8, and in the 
long arms of the pairs 1-10 (Figure 3A y Table 2).

In H. cordobae revealed positively stained pericentro-
meric heterochromatin in the chromosomes of pairs 4, 5 
and 8-12. C-banding in the interstitial regions of the short 
arms of the pair 1 was observed (Figure 3B y Table 2).  

The meiotic analysis of males showed that the two spe-
cies studied had 12 bivalents at diakinesis and 12 chromo-
somes at metaphase II cells (Figure 4A-D). The bivalents 
generally had two terminal chiasmata (ring-shaped biva-
lents).

In H. cordobae in most of the cells analyzed (78.50 %) 
the larger bivalent had one terminal chiasma (Figure 4C). 
This meiotic configuration was observed in the six popu-
lations studied; however, in the population of Pampa de 
Achala many of the cells exhibit the twelve bivalents ring-
shaped (two terminal chiasmata). However, in H. pulchellus, 
most of the cells analyzed (69.23 %) exhibit all ring-shaped 
bivalents (Figure 4A) and only in Río Cuarto population 
the larger bivalent had one terminal chiasma in half of the 
cells (Table 3).

H. pulchellus H. cordobae  
P 

rl r i T rl r i T 

1 12.26 1.09 47.88 M 16.20 1.18 45.94 M 

2 10.63 1.52 39.72 SM 12.45 1.71 37.74 SM 

3 10.30 1.55 39.33 SM 11.33 2.14 33.26 SM 

4 10.30 2.89 25.89 SM 10.55 2.73 27.81 SM 

5 9.65 2.03 33.06 SM 9.54 2.59 31.81 SM 

6 8.79 2.78 24.45 SM 7.58 2.95 28.53 SM 

7 8.03 1.94 34.46 SM 6.57 1.94 35.08 SM 

8 7.70 1.43 41.25 M 5.99 1.51 40.15 M 

9 6.51 1.26 44.41 M 5.52 1.41 41.61 M 

10 6.18 1.27 44.15 M 5.31 1.40 43.54 M 

11 5.75 1.06 48.45 M 4.81 1.34 42.86 M 

12 3.90 1.10 47.62 M 4.04 1.24 44.97 M 

P: number of chromosome pairs; rl: chromosome relative length; r: 
arm ratio; i: centromeric index; T: Type, M: metacentric, SM:  
submetacentric. 

	
  

Table 1. Karyotype parameters for constructing H. pulchellus and H. 
Cordobae ideograms

 H. pulchellus  H. cordobae 
P C PC BIq Tp Tq  C PC BIp 

1 + +  + +  +  + 
2 + + +  +  +   
3 + +  + +  +   
4 + +   +  + +  
5 + +  + +  + +  
6 + +   +  +   
7 + +  + +  +   
8 +   + +  + +  
9 + +   +  + +  
10 + +   +  + +  
11 + +     + +  
12 + +     + +  

P: number of chromosome pairs; C: bands in centromeric regions; PC: bands in 
pericentromeric regions; BIp: bands in interstitial regions of short arms; BIq: bands 
in interstitial regions of long arms, Tp: bands in telomeric regions of short arms; Tq: 
bands in  telomeric regions of long arms. 

	
  

Table 2. Distribution of heterochromatin in H. pulchellus and H. 
cordobae. 
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Figure 2. Karyotypes of H. pulchellus (A) and H. cordobae (B). (Bar=10 μm).
Ideograms based on the parameters presented in Table 1: H. pulchellus (A) and H. cordobae (B). Black areas indicate C-bands.

Figure 3. C-banded karyotypes of H. pulchellus (A) and H. cordobae (B). (Bar=10 μm)

Figure 1. Karyotypes of H. pulchellus (A) and H. cordobae (B). (Bar=10 μm).
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Figure 4. Meiotic cells of Hypsiboas pulchellus (A, B) and H. cordobae 
(B, C). (A) 12 bivalents with two terminal chiasmata. (B) Metaphase 
II with n= 12. (C) 11 ring-shaped bivalents and one bivalent with a 
terminal chiasma (arrow). (D) Metaphase II with n= 12 (D). (Bar=10 
μm).

DISCUSSION
It is well known that most of Hylinae subfamily species 

have diploid chromosome numbers between 22 and 34 
but most of the species within the genus Hypsiboas have 
a diploid complement 2n= 24 (Morescalchi, 1973; King, 
1990).

Despite the differences in morphology and advertise-
ment call between H. pulchellus and H. cordobae (Barrio, 
1962; 1965; Cei, 1980; Basso and Basso, 1987; Gallardo, 
1987; Faivovich et al., 2004; Baraquet et al., 2007), these 
species show the same diploid number (2n= 24) and a 
conserved chromosomal morphology.

Moreover, a comparison of known karyotypes of spe-
cies of three of the five genus included in Cophomantini, 
Aplastodiscus, Bokermannohyla, and Hypsiboas corroborates 
the remarkable similarity among them (Catroli et al., 2011).

The diploid number of H. pulchellus and H. cordobae is 
largely in accordance with those previously described in 
the literature for these species (Bogart, 1973; Morescalchi, 
1973; Barale et al., 1991; Ananias, 1996) and was identical 
to other species of Hypsiboas pulchellus group (H. caingua, 
H. prasinus, H. joaquini, H. semiguttatus, H. marginatus, H. 
guentheri, H. bischoffi ) (Baldissera et al., 1993; Ananias et 
al., 2004; Raber et al., 2004), and Hypsiboas faber group 
(H. albomarginatus and H. faber) (Carvalho et al., 2009). In 

Hypsiboas the chromosome number and the morphology 
of the pairs is similar among species, with few or almost no 
differences among most of them. The only known species 
with a different chromosome number is H. albopunctatus 
with 2n= 22 (Gruber et al., 2007; Catroli et al., 2011).

About the chromosome morphology, metacentric or 
submetacentric for both species studied, our results are in 
agreement with King (1990). This author reported that 
Hypsiboas species with diploid complement 2n= 24 have 
metacentric or submetacentric karyotypes.

These results obtained here show that the two species 
have common features, however small differences in the 
chromosome size were observed.

The chromosome morphology of both species was 
similar to those reported by Barale et al. (1991) for H. cor-
dobae. However, the metacentric morphology of pair 2 
and subterminal morphology of pairs 4 and 6 reported by 
those authors is not observed for us in H. cordobae. For H. 
pulchellus, Ananias (1996) indicated submetacentric mor-
phology in the pairs 9 and 10, and acrocentric morphol-
ogy of the pair 6. However, our results did not show this 
structure.

According to Schmid et al. (1990), in the chromosomes 
of the Anura the centromeric/pericentromeric regions and 
telomeres are the preferential locations of heterochroma-
tin. H. cordobae and H. pulchellus show the anuran pattern of 
constitutive heterochromatin: at centromeric regions in all 
chromosome pairs and at pericentromeric regions in some 
of them. We observed that the most important distinction 
between H. pulchellus and H. cordobae karyotypes was in the 
C-banding pattern.

Also, the comparison of the C-banding patterns of the 
two species studied with those previously described for 
the Hypsiboas pulchellus group and related species reveal 
that there are some common C-bands in most of them. 
H. prasinus (Baldissera, et al. 1993; Ananias, 1996), H. joa-
quini (Ananias, 1996), H. guentheri and H. bischoffi (Raber et 
al., 2004), H. marginatus and H. semiguttatus (Ananias et al., 
2004) have a telomeric band in the long arm of chromo-
some 1 as in H. pulchellus. The C-banded chromosomes 
of H. pulchellus revealed heterochromatin at the pericen-
tromeric regions of all pairs (except the pair 8) as in H. 
guentheri and H. bischoffi (Raber et al., 2004). However, the 
telomeric heterochromatic band on the long arm of pair 
10 observed in H. pulchellus, H. guentheri and H. bischoffi 
(Raber et al., 2004), H. marginata and H. semiguttata (Ana-
nias et al., 2004), is not observed in H. cordobae.
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Chromosome banding is a very important tool in com-
parative cytogenetics (Baldissera et al., 1993). Interspecific 
comparisons of C-band patterns are a basic importance for 
cytotaxonomic studies (Schmid, 1978; Schmid et al., 1990; 
Baldissera et al., 1993). It has been shown that although 
many species of several amphibian genuses have a shared 
similarity in chromosome number and morphology, as we 
observed among the studied species, could be extensive 
differences in the position and amount of heterocromatin 
(Schmid, 1978; Schmid, et al., 1990).

Regarding to meiosis, at diakinesis in both species 
12 ring-shaped bivalents are observed, but frequently 
the larger bivalent present only one terminal chiasmata. 
These meiotic configurations have also been described by 
Baldissera et al. (1993) for four Brazilian Hyla species; by 
Martirosyan and Stepanyan (2007) for Hyla savignyi; and 
in diplotene cells of Hypsiboas albopunctatus (Gruber et al., 
2007). Also, Lourenço et al. (2003) observed in Paratelma-
tobius cardosoi (Leptodactylidae) that a high percentage of 
diakinesis showed the larger bivalent with only one termi-
nal chiasmata and open configuration, as observed in this 
study. These authors explain that this open configuration 
probably is the result of a terminal association of the long 
arms of pair 1. The two species studied are quite similar 
from most frogs, which possess only one or two, usually 
terminal, chiasmata, resulting in the typical linear or ring 
appearance of bivalents (Morescalchi, 1973).

The cytogenetic data obtained in this paper reconfirms 
the diploid number of H. pulchellus and H. cordobae and 
show identical chromosome morphology; however we 
find that these species differ slightly in the heterochroma-
tin pattern.

It has been noticed that most members of Cophoman-
tini, and specifically members of the H. pulchellus group 
(Ananias et al., 2004; Raber et al., 2004), share a similar 
chromosome morphology (Gruber et al., 2007; Catroli et 
al., 2011), and therefore, the remarkable similarities are no 
more than an indication of near relationship between H. 
cordobae and H. pulchellus. Even these similarities could be 
indication of a relationship between any member of the 
H. pulchellus group or with almost any other species of 
Hypsiboas, with the exception of some members of the H. 
albopunctatus group (Bogart, 1973; Gruber et al., 2007).

This work represents a significant contribution to rede-
scription of the karyotype of H. pulchellus and H. cordobae, 
and a contribution with new data of meiotic behavior and 
C-banding patterns, not made so far.

REFERENCES
Aiassa D., Gorla N., Ávila L., Martori R. (2001) Cariotipo 

de Liolaemus koslowskyi Etheridge, 1993. Nuevo número 
cromosómico para el género (2n = 36). Rev. Esp. Herp. 
15: 37-43.

Ananias F. (1996) Caracterizaçao cromossômica de espécies 
e subespécies de Hyla do grupo pulchella (Amphibia, 
Anura, Hylidae). Master thesis. State Univ. of Campinas 
(UNICAMP), SP, Brazil.

Ananias F., García P.C.A., Recco-Pimentel S.M. (2004) 
Conserved karyotypes in the Hyla pulchella species group 
(Anura, Hylidae). Hereditas 140: 42-48.

Ávila L.J., Morando M., Priotto J.M. (1999) Amphibia 
and Reptilia of the high grasslands of the Sierra de 
Comechingones, Córdoba, Argentina. B. Md. Herpetol. 
Soc. 35: 97-113.

Baldissera Junior F.A., Lopez de Oliveira P.S., Kasahara S. (1993) 
Cytogenetics of tour Brazilian Hyla species (Amphibia-
Anura) and description of a case with a supernumerary 
chromosome. Rev. Brasil. Genet. 16: 335-345.

Barale G.D, di Tada I.E., Lisanti J.A. (1991) Descripción del 
cariotipo y ubicación del organizador nucleolar en Hyla 
pulchella cordobae (Anura, Hylidae) de la Pampa de Achala. 
Rev. UNRC 11: 31-34.

Baraquet M., Salas N.E., di Tada I.E. (2007) Variación geográfica 
en el canto de advertencia de Hypsiboas pulchellus (Anura, 
Hylidae) en Argentina. Rev. Esp. Herp. 21:107-118.

Baraquet M., Valetti J.A., Salas N.E., Martino A.L. (2011) 
Redescription of the karyotype of five species of the 
family Bufonidae (Amphibia: Anura) from central area of 
Argentina. Biologia 66 (3): 543-547.

Barrio A. (1962) Los Hylidae de Punta Lara, Provincia de 
Buenos Aires. Observaciones sistemáticas, ecológicas y 
análisis espectrográfico del canto. Phycis 23: 129-142.

Barrio A. (1965) Las subespecies de Hyla pulchella Duméril & 
Bibron (Anura, Hylidae). Phycis 25: 115-128.



Journal of Basic & Applied Genetics | 2013 | Volume 24 | Issue 1 | Article 5

38CYTOGENETIC IN HYPSIBOAS PULCHELLUS AND H. CORDOBAE

Basso N.G. (1990) Estrategias adaptativas en una comunidad 
subtropical de anuro. Cuad. Herpetol.  Serie monografías 
Nº 1.

Basso N.G., Basso G. (1987) Análisis acústico del canto de 
Hyla pulchella pulchella (Duméril & Bibron, 1841) (Anura: 
Hylidae). An. Mus. Hist. Nat. Valparaiso 18: 109-114.

Bridarolli M.E., di Tada I.E. (1994) Biogeografía de los Anfibios 
Anuros de la Región Central de la República Argentina. 
Cuad. Herpetol. 8: 63-82.

Bogart J.P. (1973) Evolution of anuran karyotypes. In: Vial J.L. 
(Ed.) Evolutionary biology of anurans. Univ. Missouri 
Press, pp. 337-349.

Carvalho K.A, Garcia P.C.A., Recco-Pimentel S.M. (2009) 
Cytogenetic comparison of tree frogs of the genus 
Aplastodiscus and the Hypsiboas faber group (Anura, Hylidae). 
Genet. Mol. Res. 8 (4): 1498-1508.

Catroli G.F., Faivovich J., Haddad C.F.B, Kasahara S. (2011) 
Conserved Karyotypes in Cophomantini: Cytogenetic 
Analysis of 12 Species from 3 Species Groups of 
Bokermannohyla (Amphibia: Anura: Hylidae). J. Herpetol. 
45: 120-128.

Cei J.M. (1980) Amphibians of Argentina. Monit. Zool. Ital. 
(N.S.) 2: 1-609.

Di Tada I.E., Zavattieri M.V., Salas N.E., Martino A.L. (1996) 
Anfíbios Anuros de la provincia de Córdoba. In: di Tada 
I.E., Bucher E.H. (Eds.) Biodiversidad de la provincia de 
Córdoba. Volumen I. Fauna. U.N.R.C.,  pp. 191-215.

Di Tada I.E. (1999) Patrones de distribución de los anfibios 
anuros de la provincia de Córdoba. Tesis Doctoral, Facultad 
de Ciencias Exactas, Físicas y Naturales, U.N.C., Córdoba, 
Argentina.

Faivovich J., García P.C.A., Ananias F., Lanari L., Basso N.G., 
Wheeler W.C. (2004) A molecular perspective on the 
phylogeny of the Hyla pulchella species group (Anura, 
Hylidae). Mol. Phylogenet. Evol. 32: 938-950.

Faivovich J., Haddad C.F.B, García P.C.A., Frost D.R., 
Campbell J.A., Weeler W.C. (2005) Systematic review of 
the frog Family Hylidae, with special reference to Hylinae: 
Phylogenetic analysis and taxonomic revision. B. Am. Mus. 
Nat. Hist. 294: 1-240.

Frost D.R. (2012) Amphibian Species of the World: an 
online reference.  Version 5.6. Am. Mus. Nat. Hist., New 
York, USA. http://research.amnh.org/vz/herpetology/
amphibia/ (accessed October 2012).

Gallardo J.M. (1974) Anfibios de los alrededores de Buenos 
Aires. Editorial Universitaria de Buenos Aires, Buenos Aires.

Gallardo J.M. (1987) Anfibios Argentinos. Guía para su 
identificación. Biblioteca Mosaico, Lib. Agropecuaria, 
Buenos Aires 98: 81-82.

Gruber S.L., Haddad C.F.B., Kasahara S. (2007) Chromosome 
banding in three species of Hypsiboas (Hylidae, Hylinae), 
with special reference to a new case of B-chromosome in 
anuran frogs and to the reduction of the diploid number of 
2n = 24 to 2n = 22 in the genus. Genetica 130: 281-291.

King M. (1990) Animal Cytogenetics. Vol. 4: Chordata 2. 
Amphibia. Gerbrüder Borntraeger Berlin Stuttgart.

Köhler J., Koscinski D., Padial J.M., Chaparro J.C., Handford 
P., Lougheed S.C., De La Riva I. (2010) Systematics of 
Andean gladiator frogs of the Hypsiboas pulchellus species 
group (Anura, Hylidae). Zool. Scr. 39: 572-590.

Kwet A., Aquino L., Lavilla E., di Tada I. (2004)  Hypsiboas 
pulchellus. IUCN Red List de Threatened Species. Version 
2009.1. http://www.iucnredlist.org/ (accessed June 2009).

Langone J.A., Lavilla E.O. (2002) Comentarios nomenclatoriales 
sobre algunos taxa del grupo de Hyla pulchella (Anura: 
Hylidae). Cuad. Herpetol. 16: 73-78.

Lehr E., Faivovich J., Jungfer K.H. (2010) A new Andean 
species of the Hypsiboas pulchellus group: adults, calls and 
phylogenetic relationships. Herpetologica 66: 296-307.



Journal of Basic & Applied Genetics | 2013 | Volume 24 | Issue 1 | Article 5

39CYTOGENETIC IN HYPSIBOAS PULCHELLUS AND H. CORDOBAE

Lehr E., Faivovich J., Jungfer K.H. (2011) Description of the 
tadpoles of Hypsiboas aguilari and H. melanopleura (Anura: 
Hylidae: Hypsiboas pulchellus group). Salamandra 47: 30-35.

Lourenço L.B., Garcia P.C.A., Recco-Pimentel S.M. (2003) 
Cytogenetics of a new species of Paratelmatobius cardosoi 
group (Anura: Leptodactylidae), with the descriptionof an 
apparent case of pericentric inversion. Amphibia-Reptilia 
24: 47-5.

Martirosyan A., Stepanyan I. (2007) The karyotype of Hyla 
savignyi Audouin, 1827 (Amphibia: Anura) from Southern 
Armenia. Comp. Cytog. 1(2): 107-112.

Martori R., Ávila L.J. (1992) Confirmación de la Presencia 
de Hyla pulchella pulchella para la Provincia de Córdoba 
(Argentina). Bol. Asoc. Herp. Arg. 8: 4-5.

Morescalchi A. (1973) Amphibia. In: Chiarelli A.B, Campanna 
E. (Eds.) Cytotaxonomy and Vertebrate Evolution. 
Academics Press, London, United Kingdom, pp. 233-348.

Raber S.C., Carvalho K.A., Garcia P.C.A., Vinciprova 
G., Recco-Pimentel S.M. (2004) Chromosomal 
characterization of Hyla bischoffi and Hyla guentheri (Anura, 
Hylidae). Phyllomedusa 3: 43-49.

Reyes Valdés M.H., Martínez M.G., García Osuna H.T. 
(2000) Número cromosómico y apareamiento meiótico 
en Turbinicarpus valdezianus (Möller) Glass & Foster 
(Cactaceae). Acta Bot. Mex. 53: 17-25.

Salas N.E. (2006) Análisis cromosómico de Odontophrynus 
americanus, O. achalensis, O. cordobae y O. occidentalis (Anura: 
Leptodactylidae) de la provincia de Córdoba, Argentina. 
Rev. Esp. Herp. 20: 31-38.

Salas N.E., Martino A.L. (2007) Cariotipo de Odontophrynus 
cordobae Martino & Sinsch, 2002 (Anura Leptodactylidae). 
BAG, J. Basic Appl. Genet. 18: 1-5.

Schmid M. (1978) Chromosome banding in Amphibia I. 
Constitutive heterochromatin and nucleolus organizer 
regions in Bufo and Hyla. Chromosoma 66: 361-388.

Schmid M., Olert J., Klett C. (1979) Chromosome banding in 
Amphibia III. Sex chromosomes in Triturus. Chromosoma 
71: 29-55.

Schmid M., Steinlein C., Nanda I., Epplen J.T. (1990) 
Chromosome banding in Amphibia. In: Olmo E. (Ed.) 
Cytogenetics of Amphibians and Reptiles. Birkhäuser 
Verlag Berlin, pp. 21-45.

Stuart S. (2006) Hypsiboas cordobae. IUCN Red List de 
Threatened Species. Version 2009.1. http//www.
iucnredlist.org/ (accessed June 2009).

Sumner A.T. (1972) A simple technique for demonstrating 
centromeric heterochromatin. Exp. Cell. Res. 75: 304-306.

ACKNOWLEDGEMENTS
The first two authors thank the National Scientific and 

Technical Research Council (CONICET) for support. 
The Secretary of Science and Technology of National Uni-
versity of Río Cuarto (SECyT-UNRC) provided funds by 
Grant PPI 18C/225. We thank P. Grenat and J. Valetti for 
their help in the field and sample. Our study was authori-
zed by Córdoba Environmental Agency (A.C.A.S.E.). 


