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INTRODUCCION. 

LA CELULI~. Se considera que la célula es la unidad elemen

tul morfofisiolÓgica y de reproducción de los seres vi vos y 

es a partir de ese nivel de organización cuando se puede h,!! 

blar con µropiedad del fenómeno de la vida (Brachet, 1961). 

Sin embargo para que esto sea real, la célula debe ser ubi

cada en el espacio y en el tiempo. En el espacjo porque las 

células están dentro de un medio ambiente con el cual están 

interactuando siempre y en el tiempo porque sus caracterís

ticaa estructurales y funcionaJ.es se están modificando en 

cada momento (Carrel., 1931). 

Entre las células existen muchas características seme~ 

jantes, tales son: metabolismo, crecimiento, movimiento, 

excitabilidad y reproducción. Pero tamlü.én existen muchas 

diferencias de modo que se les ha dividido en procariontes 

y e\wariontes. Son procariontes aquellas cuyo material gené

tico se encuentra libre en el citoplasma que lo contenga, en 

tanto que son eucariontes aquellas cuyo material genético se 

encuentra rodeado por una envoltura formada por una doble 

membrana. Entre estos dos tipos de células existen otras di

ferencias tales como tamaño, ausencia o presencia de mitocon 

drías, cloroplastos y centríolos, entre otras (Avers,¡983; 

Tribe, et al. 1931). 

A continuación se mencionarán las principales estructuras 

de las células eucariontes, aunque debe reconocerse que algu

nas de estas también las poseen las procariontes. Se omitirán 

a las células procariontes porque a pesar de que estas tienen 

un.cromoaoma este es diferente respecto de los que se encuen-
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tran en las eucariontes 1 es de estos Últimos de los que tra

tará el presente trabajo. 

La c~lula eucarionte posee un.a meabrana plasmática que 

la rodea, que es selectivwnente permeable y está constitu!d& 

por una bicapa lipídica y proteínas. De acuerdo con el aode

lo de mosaico fluido eaos elementoe se mueven (SiJl8er r lieo,! 

son, 1972). 

En ru interior existe u.na diversidad de estructuras for

madas por membranas. El retículo endoplásmico (RE)es una de 

esas estructuras; al mic.roscopio electrónico se observan ca

vidades, vesículae y canales, que tienen por f.unci6n alma.ce

nar, procesar 1 transportar materiales. En a:tgu.nas regiones 

del RE se pueden encontrar unidos los riboaomas. Estas regio

nes conetitu_yen el denominado retículo endoplásmico rugoso. 

A las zon&B libres de ribosomas se les conoce como retículo 

endop1'8aiqo liso. 

Los ribosoaas son organitos que paeden encontrarse libree 

en el citoplasma o asocia.dos al RE 1 están constitU.Ídos por 

ABl'r 7 proteínas. Sus precursores provienen de nucl&olo, el 

cual será mencionado posterioraente. s~ funci6n es sintetizar 

proteínaa a parUr de la información de los AIUta que prone

nen del interior del núcleo (ATera, 1983). 

Una estructura formada por membranas lisas 1 que por esa 

ras6n alganos inyestigadores la han considerado coao una ai

ferenciaci6n 4o1 retículo endoplásmico liso es el aparato de 

Golgi. Este se obeerva como un apilaaita.tb de ~•ces, con ve

sículas cerca de sus bordes laterales r algunas de sus regio

nes están asociada• ya •ea con la envoltura nuclear o oon el 

retículo endoplásmico. Es importante en los procesos de modi-



3 

ficación química de las proteínas destinadas a la exporta

ción , así como en la secreci6n de éstas. Otra de las es

tructuras producidas y- empaquetadas en las membranas del a

parato de Golgi es el lisosoma. 

il lisosou es un recipiente que contiene enzimas d.i.ges

tiYaa 1 que partici,a COllJO u.na wúdaul de de{IJl'&daci6n intra

celul.ar de aaterie.Lea propio• ie la célula o AJeaos a ésta 

(.lYere, 1983). 

A través de tocia su Tida la c'lula, lleva a cabo infi

nidad de funcioaes, pero éstas eólo pueden ser realizadas me

diante el oonsuao de energÍa. La energ:!a es auainistra.da por 

laa ldtocondrillll ~ los cloroplastoa. Las mitocondrias son or

ganitoe fo:naados por dos membra.nae, de fonaa diversa aunque 

la típica es OV&l 7' l!IU principal función es proVe~r con··~ner

g:Ía a la c!Slula. La energÍa se obtiene de un coapuesto 11,.... 

do J.fP 1 es producto de la fosforilación oxidativa (D,ys9n~ -

1977). En las c&lul.aa vegetales además de ai tooondrias,,.., exis

ten cloroplastos que también producen energía, pero mediante 

un proceso denoainado foaforilaciÓn fotaaintética. tanto ai

tocondri as coao cloroplastos poseen AllS 7 eon autorreprodu

cibles (D,rson, 19771 Goodeno\J8h y Lertne, 1970). 

Existe en el in'ter·ior de la célula un citoesqueleto, qe 

está constitUÍdo por los microtúbulol!I, los microt'ilam~ntos, 

los filamentos denoainados intenaedios, dado que su ditÚletro 

•• aitláa entre el de loa preeedentem 1 la red aicrotrabecular; 

que participa en el desplazaaiento celular y en el transporte 

intracelular de aacroaoléculae, vee!culas T croaoeoaas (Porter 

1 !ucker, 1981; Brablt.nder, 1983). 

in la .ayoría de lM cél'1l.as euoariont .. tl orgmnito mae 
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prominente es el núcleo. Se encuentra delimitado por la en

voltura nuclear y en ella se pueden localizar poros cuya fun

ci6n es poco clara, aunque pr·obablemente sirven para comuni

car el citoplasma con el interior nuclear. Adentro del núcleo 

s~ localiza la cromatina, que está compuesta por ADN, proteí

nas y una pequeña cantidad de ARN.; organizada en estructuras 

repetitivas cuyas unidades reciben el nombre de nucleosomas 

(Kornberg y Klug, 1931). 

En el ADN nuclear se encuentra codificada la mayor parte 

de la información genética de la célula, el resto se encuen

tra en el ADN de las mitocondrias y cloroplastos. 

Dentro del núcleo se puede observar una estructura ca.

rente de membrana llamada nucleolo, compuesto por cromatina, 

numerosos gránulos de ARMr 7 proteínas; que interviene en la 

fo.mación de los ribosomaa (I>yson, 1977; Avers, 1983). 

OIOLO CELUIJAR. Las células eucariontes tienen en su vida dos 

alternativas, una es que ya no se dividan 7 que desarrollen 

una actividad muy especializada o bién, la otra alternativa 

es que se dividan y originen c&1ulas potencialmente iguales 

a la progenitora. Cuando las c'1ula.s siguen el camino de la 

divisi6n tienen que crecer, dup1icar la información gen6tica 

y dividirse. A los dos primeros aoontecimientos se les ubica 

dentro del ciclo de generación celular, en el periodo llamado 

interfase, que es esencial para que pueda ocurrir el tercero, 

llamado mitosis o división celu.1ar C•aaia, 1974; Kitchison, 

19''1). 

La interfase y la mitosis constituyen el ciclo celular y 

ambas se han subdividido en varias etapas o fases con el fin 

de facilitar el estudio de la vida celular. Durante la mayor 
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parte de lainterfase la cromatina se encuentra en forma de 

fibras y empieza a espiralizarse, tendiendo a organizarse en 

cromosomas, hasta los Ú1timos momentos de la fase G2• La in

terfase se ha subdividido en las etapas G
1

, S y G2(Hanawalt, 

197 4; lazi.a, 197 4). 

En la etapa G1 la célula se prepara para duplicar el ADN 

por lo que se sintetizan las enzimas necesarias para este pro

ceso;: cinasas, ADN pol.imerasas y algunas de las proteínas 

croaatínica.a. Es probable que taabién se sinteticen y se for

aen algunos organ.itos celul.ares. En esta etapa se puede apre

ciar un incremento en la masa celular (Wazia, 1974; Bradbury 

..!.!...!:!:.• 1981; Bostock y Sumner, 1978). 

Bu. la etapa S se sintetizan el ADll y lamayoría de las 

histonas que constitu.yen la cromatina, que posteriormente 

conformará a los cromosomas. A<¡aÍ es necesario sefialar que 1a 

síntesis del ADN empleado para reparar el ADN da.fiado puede 

lle\l'aX'Se a cabo en otras fases (Bostock y Sumner, 1978; 

Brad.bury et al. 1981). --
Bn la etapa G2 se realizan los Últimos preparativos ne

ceaa.rtos para que lac&1ula entre en divisi6n, habiéndose de

tectado la síntesis de algunas proteínas. Una vez que ha ter-

11inado G2 se inicia 1a mitosis (Bradbury et al. 1981; Mazia, 

1974). 

La mitosis es un proceso detectable al microscopio y que 

se ha di 'rl di do en varias fases, dependiendo ~atas, del alarga

lli.ento, forma y disposición de los cromosomas en la célula. 

Las fases son profase, aetafase, anafe.se y telofase. Algunos 

autores por conveniencia, las han aubdividido de tal manera 

que la profase puede constar de prof'ase teaprana, aedia y tar-
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día; las otras fases pueden ser igualmente subdivididas (Gar

ber, 1975; Stebbings y Hyams, 1383). 

En profase la cromatina se organiza para dar lugar a los 

cromosomas, estos se compactan empezando desde muy largos y 

delgados hasta llegar a moderadamente acortados y con mayor 

grosor. La envoltura nuclear y el nucléolo se disocian disper

sándose en la célula. Se forma el hu.so acromático y los micro

túbulos que lo constituyen. unen a centrómeros con centrío

los (Bostock y Sumner, 1978; Garber, 1975; Sáez y Cardoso, 

1978). 

En metafase los cromosomas están conecta~os por medio 

de los centrómeros a los microtúbulos del huso acromático, 

luego se van alineando en el centro de la célula hasta formar 

la placa ecuatorial (Bostock y Sumner, 1978; Sáez y Cardoso, 

1978). 

En anafase las cromátidas hermanas que forman cada cro

mosoma, se van separa.ndo por el centrómero para dirigirse ca.

da una de ellas a un polo (Garber, 1975; Boatock y Sumner, 

1978). 

La telofase se caracteriza porque las cromátidas han lle

gado a los polos y empiezan a desenrollarse hasta llegar al 

estado de fibras de cromatina. Se -reestructuran la envoltura 

nuclear y el nucléolo. Se observa e1 "cinturón" de divisi6n 

que constriñe al citoplasma hasta dividirlo y da origen a dos 

c~lulas hijas concluyendo así un ciclo celular (Bostock 7 

Sumner, 1973; Sáez y Cardoso, 1978). 

Dentro de este marco de información cabe mencionar que 

la estruct-..Lra cromosómica está ca:nbia.nd<> constantemente a tra-
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vés del ciclo celular, lo cual se ha demostrado mediante ex

perimentos de fusión de células en metafase con células en 

otras fases del ciclo celular y provoca entre otros un fenó

meno llamado condensación cromosómica prematura (Mazia, 1974; 

Rao, 1977¡ Yani.shevsky y Carra.no, 1975). 

LOS CROMO~MAS. Ya antes se hablaba de los cromosomas, ubi

cándolos dentro de algunos momentos de la vida celular. Ta:m

bi~n se mencionaron algunas características de la célula 

por considerar que para comprender la estructura, funciona

miento e importancia de los cromosomas, éstos deben ser si

tuados dentro de un contexto de estructura y función celu1ar. 

A continuación se comentan algunas generalidades sobre 

1a forma y estructu.r,a de los cromosomas. 

Los cromosomas, coso y& se ha señala.do en párrafo& ante

riores, sólo son visibles durante la mitosis 1 en la inter

fase e.parentemente pierden su individualidad, sin embargo 

aun estando como fibras de cromatina la mantienen, lo cual. 

ha. sido con.firma.do por diversos trabajos. A esta caracterís

tica se le llama individualidad de los cromosomas (Hienz, 

1975). 

Otros aspectos desde hace mucho tiempo conocidos, son 

que todos los organismos poseen un número cromosómico esta

blecido y que sus cromosomas poseen un tamaño y una forma 

constantes. Estos principios generales tienen sus excepcio

nes y éstas se mencionarán posteriormente (Hienz, 1975¡ Sáez 

y Cardoso, 1978). 

El número cromos6mico no guarda relación alguna con el 

nivel de organización de cada individuo, así por ejemplo, 
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la mosca de la fr~ta (DrosoRhila melano&!ster) posee 8 cromo

somas, el sapo (~!:el!) .22 cromosomas, el hombre (!:!2!!!2 
saoiens) tiene 46, el caracol romano (Helix pomatia) con 54, 

la mariposa española (Lysand!! nivescens) 380 cromosomas, etc. 

(Robles, 1971; Hienz, 1975). 

Aunque las especies cercanas a veces presentan un núme

ro cromosómico parecido, esto no indíca grado de afinidad ya 

que especies muy leja.nas pueden presentar un número cromosó

mi~o parecido, ejemplo: el perro (Canis familiaris) y la ga

llina (Gallus domesticus)cada u.na de las cuales tiene 78 cro

mosomas (la gallina puede tener 77 o 78 cromosomas) y a veces 

especies muy cercanas pueden presentar un número muy diferen

te, ejemplo: el ciervo de <:!hin.a (Muntiacus reevesi)posee 46 

cromosomas y el ciervo de India {Muntiacu~ m_untjac)presenta 

6 cromosomas en hembras y 7 en ma·ohos (Bengtason, 1980; Hi enz, 

1975; Robles, 1971). 

En cuanto a forma y tamano'existen varias excepciones, 

una de ellas ocurre en los cromosomas que determinan el sexo. 

En general un sexo tiene un par de cromosomas homólogos y el 

otro un par de cromosomas heterólogos (Hienz. 1975; Sáez y 

Cardos o, 1978). 

En la mayoría de los vertebrados y en muchos insectos 

el sexo femenino está determinado por un par de cromosomas 

"X" y el sexo masculino por un cromosoma "X" y uno "Y". En 

las aves el sexo masculino está determinf:ldo por un par de 

cromosomas homólo~os, a diferencia del sexo femenino que es

tá determinado por un par de heterólogos. En otros organismos 

el cromosoma "Y" no aparece, por lo que un sexo presenta una 

cifra impar en el juego cromosómico diploide, mi entras que el 



otro sexo presenta un par cromos6mico sexual homólogo y su 

número diploide es par (Hi.enz, 1975). 

9 

Otras excepciones a la forma y tamaño en los cromosomas 

de los organismos de una misma especie ª'· tán incluidas en lo 

que ee denomina polimorfismo cromosómico. El cromosoma poli

mórfico es el que puede variar en forma y tamafto y cu.yo or

ganismo portador presenta fenotipo y descendencia normriles. 

Como ejemplo de estos polimorfismos se puede citar uno detec

tado en la rata negra (Rattu.s rattus) en el cromosoma No 1 en 

donde este puede ser acrocéntrico o submetacéntrico (Yosida, 

1976). Otro caso muy conocido es el que se presenta en el 

cromosoma "Y" humano en donde éste puede variar tanto en ta

maño como en forma (Makino, ~ .!'11:.· 1963; Lubs, 1970). 

Cuando los cromosomas son estudiados en metafase S'J pue

den observar en ellos diversas regiones que se distirguen por 

su forma. A lo largo del cromosoma se pueden apreciar estre

chamientos o constricciones. La constricción más evidente se 

llama centrómero o constricción primaria. Est~ une a las dos 

cromátidaa hermanas que constituyen a cada cromosoma y en vir

tud de la posici6n del centrómero cada cromátida puede subdi

vidirse en dos brazos. En el centrómero existe una zona cono

cida como cinetocoro y es ahÍ donde se acoplan las fibras del 

huso acromático que permitirán que cada una de las cr.omátidas 

se desplace hacia un polo {Sáez y Cardoso, 1978), Fig. la. 

Según la posición del centrómero y el tama.fio de los bra

zos, los cromosomas se llamarán metacéntricos cuando el cen

tr6mero está en la mitad y sus brazos son iguales; serán sub

metacéntricos cuando el centrómero esté desplazado ligera.men

te hacia un extremo divldiendo a las cromá·tidas en dos brazos 
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desiguales y serán acrocéntricoa cuando el centr6mero este 

desplazado hacia la posición terminal, observándose enton

ces un brazo largo y otro muy corto que en oce.siones no se 

ve al microscopio Óptico (Garber, 1975), Fig.2. 

También pueden apreciarse ocasionalmente algunas cons

tricciones secundarias. Cuando existen son generalmente cons

tantes en su posición y tamáiio y se len asocia con el organi

zador del nucléolo, Pig. l a. Esta región del organizador nu

cleolar se puede localizar por medio de técnicas de hibrida

ción "in aitu" utilizando ARNr, marcado con radioisótopos y 

con otras técnicas que luego se mencionarán (Sáez y Cardoso, 

1978). 

Existen otras estructuras en los cromosomas llamados sa

télites. Estos son de forma redonda que parecen estar separa

dos de los cromosomas, pero que se encuentran Wlidos a ellos 

por medio de un tallo (Hienz, 1975), Pig. 1 b. 

Las regiones terminales de loa cromosaunas se llaman teló

meros; presentan una característica llamada polaridad, que 

impide que otros segmentos cromosómicos puedan unirse al cro

mosoma directamente, Figs. 1 a y 1 b. 

La descripción anterior está basada en las observaciones 

realizadas con el microscopio Óptico. Con el microscopio elec

tr6nico también se han hecho observaciones en cromosomas y en 

ellos se pueden apreciar en ocasiones madejas o manojos de 

fibras con regiones alternadas de mayor y menor condensaci6n. 

En algunas regiones, sobre todo en los telómeros, con frecuen

cia se •en asas formadas por las fibras de cromatina. En gene

ral se puede pl:ntear que las fibras están dirigidas hacia to

dos los sentidos (Burkholder, 1975; Comings, 197:.i. Algunos 
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au.t1n·eo como Xu y Wu. (1903), _¡.lar1tean. que en microscopía elec

trónica de transmisión (MET) put:!den observarse 1 as principalc s 

bandas G en cromosomaa metafásicos ~ue no hairecibido ningÚn 

tratamiento específico para este tipo de bandas. Por otro la

do Harrison et 81· (1983) han observado en microscopio electrÓ·

nico de barrido a los cromosomas que no h!'l.ll recibido ningÚn 

tratamiento para bandas G y estos preeentan en la superficie 

algunas indentaciones, q~e se ven incrementadas en núme1".> en 

los cromosomas que han sido tratados para obtener bandas. Es 

atractivo pensar que tales indentaciones quizás correspondan 

a las bandas que Xu y Wu ( 1983) han detectado en l't1ET. 

COMPOSICION QUIMICA DE LOS CROMOSOMAS. Están constituÍdos por 

cromatina, la cu~ a su vez consiste principalmente da ADN, 

histonas, proteínas no histónicas y pequeñas cantidades de 

ARN (Bradbury et al. 1981). 

El ADN se presenta como wia doble cadena helicoidaJ , con 

bases complementarias aparea.das en el centro de la dohle héli

ce. LaJ base son1 adenina, citosina, guanina y timina. 

Las histonas son proteínas básicas que se pueden clasifi

car en 5 tiposs Hl, H2A~3 y H4. Son responsables de las es

tructuras repetitivas básicas de la cromatina llamadas nucleo

somas. El nucleosoma está conformado por un complejo octamé~i

CQ de histonas, en el cual están parúicipando dos de cada una 

de las siguientes moléculas: H2A, H2B, H3 y H4. A tal octáme

ro el ADN le da dos giros completos y la molécula de Hl actúa 

l.igando el lado del ADN que entra. al nucleosoma con el la.do 

que sale (Kornberg y Klug, 1981). Las histonas pueden modifi

carse químicamente después de la síntesis, por fosforilación, 

acetilnción y me ti lución en algunos si ti os es pe óÍfícos. Estas 
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modificaciones estan involucradas en transiciones de confor

maci6n de la cromatina (Bostock y Sumner, 1978; Bradbury et 

al. 1981; Stein et al. 1975). 

Las proteínas no histonas también desempeñan un papel 

importante en las transiciones de conformación de la croma

tina y quizás están involucradas en la estructura de la cro

matina t~·anscripcionalmente activa {Bradbury et al. lJal; 

Stein, .!ll El.b· 19~5). En el cromosoma metafásico las proteína2 

no histonas constituyen una estructura centrcl o medular, quct:: 

está en toda su longitud y le proporciona. sostén (Paulson y 

Laemmli, 1977; Satya-Prakash, et al. 1980). 

I1a cromatina se ha clasificado en eucromatina y hetero

croma.tina. La heterocrometina. puede ser constitutiva o facul-· 

tativa. La eucromatina. es un tipo de cromatina que a través 

del ciclo celular cambia su estado de condenaaci6n; en inter

fase se encuentra en estado fibrilar, se condensa a medida cp;;f 

avanza el ciclo hasta quedar totalmente conJensada fo!ITlllando 

los cromosomas en la mitosis. Cuando la mitosis llega a telo

fase la cromatina empieza a desconder.sarae y vuelve al estad'o 

fibrilar típico de interfase (Bianchi, 1978; Sáez y Cardoso, 

1978). 

En contraste con ese comportamj.e:-1to a.leimas regir·nes de 

la cromatina generalmente están condensadas, a este tipo de 

material se le llame heterocromatina, siendo facultativa aq~e

lla que resulta de la inacti vaci6n del cromosoma"X" y la cor.s

ti tuti va es la que se enc\:entra. er: regiones específicas de l ns 

crom(isornas co::r10 centrómercs, telómeros y otras (Bia:nchi, 1J73). 

BAllOAS OROMOSOL:ICAS. Hasta aquí tcdo lo citado corresponde a 
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la estructura y forma de los cromos~mas que no ha.n rec:.b:i.do 

nineún tipo de tratEt::.ie;:.~o para su observación. Estos datos 

cor·responden a Ja p~·:..:r.era etapa de la fü to genética m )derna, 

se consideran comprendidos en dicha etapa los siguientes acon

tecimientos: la Bflicaci6n de la colchicina a cultivos de c'

lulas con el 1bjoto de inhibir la for:nación del huso acromá

tico y detem,r 1a mitosis en metafase, la aplicación del cho

quP. hipotónico con el fin de romper las células y obtener 

cromosomas dispersos y el empleo de cultivo de tejidos. En 

la Citoeenética humana se puede mencionar además la correcta 

C'-lantifi cación del número normal de 46 cromosomas y la apli

cación de las lectinas como estinulantes de la división en 

los linfoc::. ":os (Hienzto 1975; Kelly, 1980). 

La segunda etapa comien7..a con el descubrimiento de las 

bandas en cromosomas humanos realizados por Caspersson, ~ ,!!. 

en 1970, ql~icnes emplea.ron el fluorocromo quinacrina. Desde 

entonces se ha avanzado rápidamente en el conocimiento de la 

morfología~ ultraestru.ctura y funcionamiento de los cromoso-

mas. 

En seg1.lida se indicarán las zonas y estructuras más re

leva:-,tes de los cromosomas que se pueden apreciar ctmndu son 

tratadof; de diferente m~:1era. 

BMlDAS g. Fueron lns primerac bandas obtenidas mediante el 

trr:!tamiento de los cromosomos con mostaza de quinacrina ( eaa.. 
persson, et úl.IJ70). G~acia~ u este método se pudieron iden

tific;,r por p:·imera vr."2 lo.: pares homólogo.:; de los grupos cro

mo2Ómico:c; : ,B,-:: 1 J,C.,? :1 '.}~ lo·_. inconvenientes del método son 

q U( 1 "' :: b: c:1 l. :> ! e "?e po:·eeen h.>.o pu•~.J de~ un tiempo :'el re.ti V~imente 

corto y al hecho de ~~?lPa~se micro~cop{a ic flucreccencia 
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de la cual no se dispone en todos los laboratorios. Se piensa 

que l&s bandas ap2recen debido a que en esas regiones hay ADN 

repetitivo rico en adenina y timina y que probablemente está 

intimElllente unido a proteínas d<:; carácter básico (Caspersson, 

et al. 1970; Co.mings ~ 1975). 

BANDAS G. Este tipo de bandas es anál.ogG a las bandcs Q con 

algunas diferencias, pero p~ra fines pr~cticos tiene una uti

lidad semejante. Para obtenerlas existen muchas posibilidade2: 

por tratamientos en&i.máticos, empleando tripsina y pronasc. 

( Derr, 1977; Seabright, 1971); tratamientos con soluciones 

salinas a temperaturas variables aunque generalmente son cerca

nas a 6oºc, empleando un tiempo prolongndo (Bhasin y ?oerster, 

1972; Chaudhuri, ~· 1371) y en Último término se pueden 

señalar t~cnicas basadas en tratamientos con urea o con solu

ciones a pH elevado {Patil 1 et al. 1971). Todas estas técnicas 

requieren de una tinción con Giemsa a.unque ésta puede ser sus

ti tu.ida por otros colorantes. Se han planteado varias hipóte~ 

sis sobre el mec8lti.smo de aparición de estas be.ndss, quizás la 

mas aceptada es la que propone que las bandas G se presentan 

debido a la estructura básica de los cromosomEts, formada por 

la ubicación de los cromómeros y que unicamente requiere resal

tarse con los tratamientos. Los cromómeros parecen representar 

centros de condensación de la cromatina situados a lo largo · 

del cromosoma. Se llegó a la citada hipótesis a partir de di

versos reportes tales como en los que se ín,iica que las bandas 

G aparecen en cromosomr:.s que no han recibido ningún t!''t·:mic:r

to o en los que el tratamiento ha sido li¡!ero, también fue im

portante la información proveniente de los cromosomas en G2, 

obtenida mediante estudios realizados tanto en microsc:ipÍa Óp-
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tica como en ~icr~ec~p{a electr5nica; así mismo la idea se 

vió muy a~oya~a cua~do se cooprobÓ que el patrón de bandas G 

correspondía al patr5n de cro:né:neros de los cromosomas meió

tic~s (Comings, 1373). 

BANDA3 F. Estas bar¡das se obtienen por medio de Wl tratamien

to con una solución salina y tiñendo con Feulgen. El patrón 

de bandas es similar auniue no idéntico a los patrones de 

bandas G y Q, en este se puede apreciar algunas diferencias 

situadas en las regiones teloméricas y en ciertas zonas de 

heterocr0matina· (Rodman, 1974). 

BANDAS R. Las técnicas para obtenerlas son menos numerosas 

que las empleadas ~ra obtener bandas G. Estas bandas se ob

tienen principalmente después de tratar los cromosomas con 

soluciones salinas a eleva.das temperaturas y de teñir con 

Giem2a o naranja de acridina. Su localización es opuesta a 
• la co~respondiente a las bandas G y Q y generalmente resal-

ta a los telómeros. Por esta Última característica es consi

derada muy Útil puesto que permite recon~cer alteraciones 

peque~as en las zonas terminales de los cromosomas. En la for

mación de estas bandas está inv~lucrado ADN rico en gi..w.nina y 

citosina (Dutrillau.x, 1977 • Cornings, 1973). 

BANDAS T. Representan una fracción ::le las bandas R, precisa

me:-ite la porción terulinal de las cromátidas, la cual es la 

:n::.is resistente al trataraie::i:;(' térmico. Se pueden. obtener pa

trone;:; -le ba:::ias inte1'medios en-: re R y T, mediante trata1üen

to::i graduales y :::e lo¡:jran utili :an;io cumo técnica base, la 

c.11::l€:2rla para ba~:d:c;s R (Dutrillaux, 1)7}; :~cheres, 1374). 

BA.íDAS C • Se ho.:1. iescrito :rl··:;~-,)s métud'.)S p2ra obte:1erlas, 
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en los que se utilizan soluciones de hidróxido de sodio, hi

dr6xido de bario, formamida, u.rea; general.mente a temperatu

ras altas y seguidos por una tinción con Giemsa (Arrighi y 

Hsu, 1971; Merrick, et 9.l. 1973; Ozkinay y Mitelrnan, 1979; 

Soheres, 1974). Estas bandas se localizan en los sitios don~ 

de se encuentra en mayor cantidad la heterocromatina consti

tutiva; las regiones centromér:icas y algunas pericentroméri

cas de los brazos le.rgos de los cromosomas 1, 9, 16 y Y. Se 

suponía que la.producción de estas bandas se debía a una des

natu.ralización y renaturalizaci6n de ADN aHarnente repetí ti

vo. Sin embargo existen datos qae seftalan que esta suposición 

es incorrecta, puesto que no todas las bandas e contienen ADN 

repetitivo y además se ha comprobado que las técnicas de ban

das e tienen por consecuencia l.a extracci6n de hasta el 50i~ 

de AllN cromosómico, especÍfiCWD11te el que se encuentra en 

las bandas claras; en tanto que retienen el ADN de las ban

das obscuras. A pesar de estos datos existen otros en los que 

se obtienen bandas C con tripsina. la cual solo actúa. sobre 

proteínas. Por consiguiente el mecanismo de formaci.6n de es

tas bandas no es conocido (Comings, 1978). 

BAMDAS Cd. Son poco utilizadas y se pueden obtener tratando 

los cromosomas con soluciones salinas a temperaturas el.evadas. 

Corresponden a estructuras de for:na discoidal ubicadas en la 

zona centromérica y son sitios donde se unen los microtúbu

los del huso acromático. Se sospecha que aparecen debido a un 

complejo ADN-proteína resistente al calor (Eiberg, 1974 a). 

BANJAS N. Estas bandas se pueden obtener tratando a los cro

mosomas con áci:lo tricloroacético o c,m ácido clorhídrico y 

tiñendo con algunas sustancias argénticas y alternativamente 
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con Giemsa. Indican las regiones organi~adoro.s del nucléolo 

lo cual ha sido verificado mediante hibridaci6n "in si tu" 

con ARN 18S y ARN 238 marcado con tritio (Howell 1 Black, 

1978; Matsui y Sasaki, 1373). 

METODOS DINAMICOS DE BANDEO. A las técnicas antes citadas 

que emplean básicamente cromosomas fijados, se pueden añadir 

varios procedimientos que se funda.mentan en la dinámica ce

lular y que consisten en introducir en cultivos celQlares un. 

marcador específico del ADN, el que en fase S se incorporará 

a las nuevas cadenas de ADN y por consiguiente los cromoso

mas aparecerán marcados. 

Obviamente todos estos métodos dinámicos son consecuencia 

del conocimiento de la célula y sus constituyentes, así como 

de loa mecanismos involucrados en su funcionamiento • 

• 
El primero de dichos métodos fue la autorradiografía, 

utilizándose para ello timidina tritiada. Esto fue estableci

do por Taylor y col&boradores al final de la década de los 50 

(Taylor, 1958; idem, ~- 1957). Poco después se emple6 la 

5-bromo-desoxiQridina (BrdU) que es un en álogo de la timidin.a., 

con el objeto de marcar los cromosomas de algunos mamíferos 

(Djordjevic y Sayba.1ski, 1960; Hro_ y Somners, 1961). Este Úl

timo m6todo ha sido muy empleado en los ~ltimos 15 aHos pues

to que con él se pueden obtener bandas R, Q e intermedias en

tre ambas (Dutrillaux, 1977). Además de poder observarse ban

das de buena calidad, también se puede evi.denciar un fen·5meno 

conoci de como intercambio de cromátidas hem.anas, gracias al 

cual se ha.n eGtudiadc los efectos muta.génicos de a1¿;unas sus

tancias y agentes fÍSicr .. :o (Nicholas, et al. 137~; \'lolff, 1977). 
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El ciclo celular ta:nbién se h&. legrado estudiar empleando 

5-BrdU (Leonard y ~ecat, 1979; Morimoto y Wolff, 1380). 

Existen al~unos otros métodos de menor uso; entre estos 

se pueden citar los q·.le emplean actinomicina D, ciclohexim.ida 

y heparL1a que irducen bandas que se aplican antes de ini.ci.ar 

la cosecha (de 2 a 4 horas). Este Último grupo no es propl.e

ment e dinámico y se le puede llamar de re nera general como 

"Metodología de inducción de bandas en cromosomas prefijados" 

(Hsu, ~· 1J7J; Rpnne, 1977; Simeonova y Tchacarov, 1990). 

IMPOIITAiICIA Y UTILIDAD DE LOS Mf..'TODOS DE BANDEO. Cuando se 

comparan los primeros intentos de clasificación de loe cromo

somas humanos basados en tamaño, posici.Ón de centrómero y re

lación de brazos (Book, il...21• 1960} con los actuales sistemas 

de clasificación que también consideran tamaño y posición de 

centrómero, pero que sobre todo se fundamentan en los patro

nes de ban~as de los pares individuales {ISCN, 1979); queda 

sr>laraentE' aceptar que se ha avanzado mucho en este aspecto .. 

La utilidad de los di versos mét::.:dos de bandeo cromosómieo, 

es evidente cuando se considera que por medio de estos se han 

podido detectar anorma.1idades cromosómicas, en casi todos los 

cromosomas del cari ot:. po humano, así como en muchas de sus 

ba:idas, pudiéndose establecer correlaciones importantes e in

teresar.tes entre fen.otipos y cariotipoc anormales (Kajii, et 

al. 1980; Lewandow.:-sky y Yunis, 1375; !llattei, ~· 1981). 

De igu21 modo la utilidad de los procedimientos de ban

deo es recc:-i:'C~da eE o tras t1reas del corwci miE:-J "', si e!1 fo un 

fuerte apoy0 no so lo pnra o"} ci tcnse:1eti sta c1.Íni co, sir-o q_ue 

tamoién s·::·r< :le 1Jtill·Jai a lo:-' gc!1e::i.stas celular y :.nolec·..i.1ar 
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que intentan aclarar los mecanismos de regulación génica en 

eucarion·tes, así como establecer mapas genéticos (Creagan 

y Ruddle, 1977; Ruddle y Kucherlapati, 1974). 

Los oncólogos y virÓlogos ta.~bién han usado lus técnicas 

de bandeo cromosómico en sus intentos por identificar los me

canismos que originan diversos tipos de cánce~ (Cairns, 1981; 

Croce y Uopro'M!ki, 1978). Asimismo las han aplicado los evo

lucionistas que establecen las probables trayectorias que han 

seguido las especies, a través del tiempo y el espacio y que 

constmiyen sus relaciones filogenéticas (Dutrillaux, 1977; 

Egozcue, 197'l). 

Ea deseable que esas técnicas tan Útiles estuvieran al 

alcance de CQalquier persona que tuviera la necesidad de em

plearlas. Sin embargo, esto no es así, ya que a pesar de que 

existen muchas técnicas descritas para obtener los diversos 

patrones de bandas, estas no sor1 siempre reproducibles o son 

muy lentas, como ejemplo las que emplean soluciones salinas 

caliemtes o son rápidas como las enzimáticas, pero en ellas 

algunos segundos de más o de menos en el tratamiento, pue·den 

producir bandas de mala calidad, por ello inútiles. Los tiem

pos del tratamiento son variables dependiendo de la marca de 

la enzima y de la edad de ésta, requiriéndose además, que las 

diluciones empleadas sean de elaboración reciente. Com:_::lica 

aún más la situación el hecho de que muchas veces esas técni

cas no pueden emplearse porque se carece de elementos nece

sarios como el microscopio de fluorescencia y algunos reacti-

VOSM 

Pensando en esta problemática que para algunos expertos 
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puede ser insignificante, pero que, para quienes empezamos 

a trabajar en ;;::: te ca:nro, representa W1 reto metodiolÓgico en 

el que se necesita vencer, se decidió realizar un trabajo que 

aportara una alternativa práctica. Por tal motivo se analiza

roG muchos de los reportes sobre bandas G citadreen la lite

ratura y se escogieron dos de las técnicas mas sencillas y 

baratas; la de Patil, ~ (1971} y la de Sánchez, et al. 

(1373). 

La técnica de Patil et al. (1971) se basa en la tinción 

de las preparaciones con una solución que consiste de 2.ml de 

fosfato de sodio di básico dodecahidratado ( Na
2

HPO 
4 

.12 u
2
o) o.i4M 

2w ~ 611t11S&.r36 ml de H2o ajustada a pff 9 con ácido cítrico 

(e
3
c

6
H

5
o

7
.H

2
0) o con hidr6xido de sodio {NaOH). El tiempo de 

tinción que recomiendan es de 5 minutos, RWlque también seña

lan que obtienen bundas con tiempos que van de 4 a 10 minutos. 

Esta técn:i.ca es el reeul tado de una serie de experime11tos en 

donde se aplicaron so J. ucicnes colorantes que tenían un pH de 

5 a 12 y Únicamente el pH 9 fue eficaz en la producción de 

las bandas denominadas por .::llos G9, pero que equí valen a 

la.s bandas G obte:.-üdas med~ ante otros tratruni ento!?. También 

se probaron s luciones cuya molaridad varió desde 0.003 M 

hasta 0.14 r y obsc:rvuron que és~o no produjo ningÚn cambio 

c~alitativo, si~ c~bargo mencionan que el tiempo de ti~ción 

se i:icrementó de 5 a JO mirv.i.tos, sin acla:·ar a que concen

traciÓ:1 fH" ncce2dr~0 este aumento. Pla!1tean que la incuba

c1ó:-, de l~ :--; ¡H'cpa:uci'..ln•:::- en la solución fo fosfatos a pH 9 

d:.<rante 2 a 3J mirntJ~ ;_:ntes de la tir:ción, no altera el pa

trÓ:1 Je b;:rda2. !:;n rclé.c.ién con el gra¡lo de co:-itracci 6n de 

102 cromosoma::~ .:.:-dicnn que e:::~c ec :crn~Jrtante, ya que en me-
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tafase temprana solo observan un patrón cromomérico discreto 

y la identificación de los homólogos les parece difícil. En 

cromosomas de metafase tardía, parece que obtienen resnltados 

poco satisfactorios ya que la identificaci6n de homólogos t~

bién les presenta dificultades~ Los mejores resultados los ob

tienen en metafase media en preparaciones de buena calidad. 

La técnica antes descrita, según a.lgunos autores como 

Grace y Bain, (1972) y experiencia nuestra, no es reproducible 

bajo las condiciones señaladas por Fatil .tt.!fb.•(1971). No obs

tonte es pertinente señalar que existen varios reportes en 

los que se indica la obtención de bandas mediante tratamientos 

con soluciones a pH alcalino, entre estos se encllentra el tra

bajo de Meisner ,!!.L~(l974), quienes emplearon un tratamien

to que consistió en una solución isotónica de KCl o un buffer 

de fosfa.tos a pH 9.2 durante 10 a 30 minutos, a temperatura 

ambiente, para obtener bandas Gº No tndican otras particulari

dades del procedimiento. Otros autores también han aplicado el 

factor pH alcalino, pero solo como una parte de un procedimien

to co:nplejo que requiere de otros pasos para obtener bandas G 

{Georgian, et al. 1974; Drets y Shaw, 1971). 

Existen otras técnicas en laa que se aplica el principio 

de pH alcalino para obtener otro tipo de bandas, entre estas 

se encuentran las reportadas por Bobrow, et a:i.(1972) y Gagné 

y Labergé (1972), quienes emplean una solución con pH cercano 

a 11 para obtener una tinción específica e.el cromosoma Ii.urnan~ 

No 9. 

Por otro lndo, la t6cnicn descrita nor sánchez et al.(1J73) . -
se fundamenta e:i. teilir las prep'1raciones de cromosomas con 
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Giemsa diluÍda 1:100 en buffer de fJsfatos 0.13 1 a pH 6.7 

durante 20 minuto3 o bien con Wright diluido l :4 en el mismo 

buf'fer, dura~te 1 a 2 minutos. Con estos procedimientos ob

tienen bardas en preparaciones recién elaboradas, ¡;ero la ca

lidad es mt:jor en preparaciones que se ha.'1 guardado du.rante 

tres o más dÍa.s. 

ll consi ie;rar los re ::-ortes citados, relacionados con la 

producción de bandas mediante el empleo de solucione~ con pH 

elevado, se pensó en que exisitía. la posi.bilidad de obtener 

una técnica para bandas G aplicando este mismo principio y 

que en caso de obtenerse, ésta podría optimizarse si se com

binaran el factor pH elevado con una dilución de coiorante se

mejante a la empleada por Sánchez ~(1973). 

Coroo las técnicas mencionadas fueron aplicadas en cromo

somas humanos obtenidos de linfocitos, nosotros ta~bién rea1i-. . 
za;.. 1mos los ensayos en ellos hasta conseguir buenas bandas. 

Posteriormente se intenté probar su eficacia en cromosomas 

de otros organismos. Lo ideal sería que las pruebas se llevaran 

a cabo en organismos de varias especies, pero considerando que 

un trabajo de esta naturaleza llevaría m~cho tiP.mpo, del cual 

no se '.iispone, entonces solo se ensayó en cromosomas de pez 

(Tilania hornorum). Se escogió este r;ez porque en pri.ncipio se 

pretend(a. probar la eficacia de la técnica y me parece que u:sar 

un orgarrismo u otro para este fin particular, es lo mismo. Otra 

razón ee porque se tuvo acceso a 1rarios intli vid-...ws de es ta es

pecie, los '.pe al igua.1 que otrDs de este mismo g(hero pero de 

er~;iecic diferente ('rilan1a mossambicus), posee:i un número 

cromos1mlcc 119loide de 44 y 3~s c~r1~ti~os ap~rentemente Ron 

it:;J.8..les. Por lo tanto aquí existe ~1n F'')b}l:'ma taxonómico inte-



resante, a cuya soluci6n se puede hacer una aportaoi6n, en 

caso de que la técnica fuese aplicable. 

OBJETIVOS. 
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l.- Establecer una técnica de bandas G que sea eencilla, rá

pida, poco costosa 7 ZUJ' reproducible. 

2.- Que sea aplicable en diversos campos de la Citogenética. 



MATERIALES Y METCDOS. 

Se trabajó con cro~osomas de humanos y de peces. 

HUMANO. Los cromosomas humanos se obtuvieron de cultivos de 

linfocitos realizados de aeuerdo a la técnica propuesta por 

Arakaki y Sparkes, (1963) modificada. 

En tubos de ensaye de 9 ml marca Pyrex No 9820 se vertie

ron: l ml de medio Me Coy 5 a modificado, 3 gotas de fitohe

maglutinina M y 1 gota de anübiÓticos. Las substancias son 

de la marca •Hcrolab y las dos Últimas se añadieron con u.na 

aguja 20X2S mm (l"). Se agregaron a cada tubo 6 gotas de san

gre periférica completa sin aguja, la cual fue extra.ida en con

diciones estériles con jeringa heparinizada. 

Los tubos se incubaron a 37 ºe, con una inclinaci6n de 

aproximadame!'lte 20° durante 71 horas, al término de este pe

riodo se i.r1i ció la cosecha agregando -9. cada tubo, 3 gotas de 

colchicina marca Merck a una concentración de 4)1.&lml y se re

incuba.ron durante 40 minutos a 37°c. Luego se centrifugaron a 

1000 rpm durante 8 minut0s. Se desechó el sobrenadante empleaa

do pipetas Pasteur con bulbo, dejando aproXimad0.1'iiente 0.5 ml. 

Se añadio a cada tubo 5 ml de solución de KCl 0.075 M a 37ºc, 
se resuspendiÓ el botón celular y, se dejó en incubación du

rante 15 minutos. Posteriormente se centrifugó bajo las con

diciones ya citadas, se desechó el sobrenadante y se agregó 

al precipite.do 5 ml de fijador formado por ácido acético y me

tanol 1: 31 resu•cpendiendo .'{ manteniendo a temperatura ambien

te d'...lrante l:i minLltos; volviendo a centrifugar y lavnr con fi

jador hanta qu~ el botón quedó de color bl~nquecino. 

Se euard6 el material co2echa'J.o en refrj.e:eración a 5ºc 
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durante 24 horas y se hicieron preparaciones mediante la téc

nica de goteo, soplado 7 secadas a la flama o al aire. 

Las preparaciones f'l.leron teñidas con Giemsa diluido 1:20 

en cada una de las soluciones de loe en.11a7os A y B. 

AI. SolueioM3 de fosf'at;o de eocti.o dibállico dodecahidratado 

(Na2HP04.12H20> a las concentraciones 0.01 M, 0.1 M y 

0.2 ll con p1f 3 a 1.2,. dursnte 3, 5, 10, 15, 20 y 30 minu-

tos a teJrJ.peratu.ra d.e 18 a 20°c. El pH se ajusió 

por medio de ácido cítrico (H
3
c6H5o7

.n2o) o con hidróxi

do de sodio (Na.OH). Con estos ens"'°ºª se pretendió re

producir el trabajo de Patil et al.(1971). Tabla I. 

AII. Solución que contiene 0.02 g de fosfato de potasio mono

básico (.Kli2P0
4
), 0.073 g ~e fosfato de sodio dibáslco 

{Na
2
HP0

4
), 0.3 g de cloruro de potasio (KCl), 8.o g de 

cloruro de sodio (NaCl) y 2.0 g de glucosa (c6~2o6 )por 
litro de agua destiiada; con 0.2 g de EDTA (Na2o10

H
14

N2o8• 

H20), con pH 8 a 12 durante 5, 7, 10, 12, 15 y 20 mina 

una temperatura entre 18 y 2oºc.E1 pH se ajustó como en AI.~ 

AIII.Soluciones des Borato de sodio (Na
2

B
4

07"10H
2
o); Tris (hi

droximetil) aminometano; Borato de sodio (Na2B
4
o
7

.10H20) 

mas fosfato de sodio (Na2HPo
4

.12a2o); Borato de sodio 

(Na2B
4
o
7

.10H20) + EDrA (Na2c10H14N208.2H20); Trio (hidro

ximetil) aminometano + Fosfato de sodio (Na2HPo
4 

.12H20) ; 

Tris (hidroximetil) aminometano + EIJrA (Na
2
c10H

14
N

2
o

8
.2H

2
0). 

Todos a 0.1 M con pH 3 a 12, durante 5, 10, 15 y 20 min 
o a una temperatura de 18 a 20 C. Tnblas IIIA y IIIB. 

Las soluciones de Boratos se ajustaron con ácido Bórico 

{H
3
Bo

3
) o con Hidróxido de sodio (NaOH}. 

:*Tabla II. 
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Tabla l. 

TINCIONES INDICADAS E~·! AI Y if;_l}.~ERO DE REPETICIONES 

H n. O 01 M . o l JI • O 2 M . 
1 2R 2R 2R 

4 2R 2R 2R 

5 2R 2R 2R 2R 

6 2R 2R 2R 2R 

7 2R 2R 2R 2R 

8 2R 2R 2R 2R 3R 3R 3R "\R 3R '\R u¡ 2R 2R 2R 

9 3R 1R llR ilR 1R 3R iR 1R 1R 1R lR 3R '.\R 'l.R 

10 3R 3R 3R 3R 3R '\R 1R 1R 1R lR 1B 3R 3R 3R 

11 2R 2R 2R 2R 

12 2R 2R 2R 2R 

3 5 10 15 3 ? 10 15 20 30 3 5 10 15 
tiempo (min) 

2R= dos repeticiones 3R= tres repeticiones 

Tabla II. 

TINCIONES INDICADAS EN AII Y NUMERO DE REPE1'ICIONES 

nH Sol. AII con ED'?A 

8 2R 2R 2R 
q 3R_ 3R 3R 3R 3R '\R 

10 2R 2R 2R 2R 2R 2R 

11 2R 2R 2R 

12 2R 2R 2R 

5 7 10 12 15 20 

?fl= dos repeticiones 

3n~ tres repeticicnes 

Sol. AII sin EDTA 

2R 2R 2R 

3R 3R 3R 3R 3R 3R 
2R 2R 2R 2R 2R 2R 

2R 2R 2R 

2R 2R 2R 

5 7 10 12 15 20 
tiempo (min) 
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Tabla III A. 

TINCIONES INDICADAS EN AIII Y NUMERO DE REPETICIONES 

nH Tris 0.1 JI 

8 2R 2R 21! 

_j_ 3B 3R 3R 3R 

10 3R 3R 3R 3R 

11 2R 2R 2R 

12 2B 2R 2R 
5 10 15 20 

2R= dos repeticiones 

3R= tres repeticiones 

fabla III B. 

Tris+lfa. BPQ¡ .lll .!r· s + EMA 0-1 M 

3R >Jl :rn 'lR ':\R u ·u '\R 

~R m ~R ':\R 3R '\F '\l '\R 

5 l.O l.5 20 5 10 15 20 
tieinpo (min) 

TINCIONES INDICADAS EN AIII Y NDMERO DE REPETICIONES 

pF! Na B O O 1 1 ·::r ·4 .• . Na B O +Na HPO '? it '7 '?' 40lt 

-ª 2R 2R 2R 

-2 3R 3R 3R 3R 3R 3R 3R 3R 

10 3R 3R 3R 3R 1D 1'2D .,D ,1> 

11 2R 2R 2R 

12 2R 2R 2R 

5 10 15 20 5 10 15 20 

2R= dos repeticiones 

3R= tres repeticiones 

Na B O + EIYr A O 1Jl ,. '11. '7 . 

3R 3R 3R 3R 
3R 3R 3R 3R 

5 10 15 20 

tiempo (min) 
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Las soluciones de Tris se ajustaron con acido clorhÍdri

co (HCl) o con hidróxido de sodio {NaOH). 

B. Con la solución AII con EIYrA a pH 9 y a 18-20°c se tiñe

ron dos grupos de preparaciones, unas secadas al aire y 

otras a la flama durante 5, 10 y 15 minutos.Tabla IV. 

C. Se probaron diluciones de Giemsa con la solución citada 

en AII con BDrA; estas fueron desde 1:10 hasta 1:100 con 

pH 6.7 y pH 9, durante 3, 5, 10, 15 y 20 minutos. Tabla V. 

~· Los cromosomas de pez se obtuvieron del epitelio bran

quial siguiénd~se el procedimiento utilizado por Me Phai.l y 

Jones (1966) y modificado por Uribe-Alcocer (1983); el cu.al 

consistió en inyectar intraperitonealmente al pez l ml de 

solución de r.loruro de calcio (CaCl) al ii, manteniéndolo 

vivo; 2 horas después se le inyectó 1 m1 de colchicina al 

0.1 '!t, intramuscularmente en los paquetes anterodoz-sales. 
' Posteriormente se le sacrificó mediante descerebración y se 

le extrajeron los arcos branquiales, que fueron colocados en 

una caja de petri que contenía c.loruro de potasio (KCl) al 

0.075 M, ahí se rasparon suavemente las branquias con el fin 

de obtener células, usándose ¡f;lra ello un bisturí. Con una 

pipeta Pasteur se transfirió la solución que contenía laa 

células a un tubo de centrífuga y'se centrifug6 a 800 rpm 

durante 5 min , se tiró el sobrenadante y se fij6 con metanol 

y ácido acético 3 :l. Nuevamente f!e centrifug6 bajo las mis·

mas condiciones, se tiró el sobrenadante y se agreg6 fijador; 

se homogeneizó pipeteando, se volvió a centrifugar, se desech6 

el sobrena·lante y ~~e conservó el bot'5n celular. Con ese mate

rial se hicieron preparaciones mediante goteo y fueron seca

das a la fla:1: ~ .• 



Tabla. IV. 

TINC!ONES INDICADAS EN B Y NUMERO DE REPETICION'ES 
Secadas al Secadas a la 
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¡lf ªt re flama ; Im )R ( 3RJI ~)! J Jli 1 lR 1 3R= tres repeticiones 

5 10 15 5 10 15 

'?abla 'f. 

TINCIONES INDICADAS ER O Y NlllliERO DE REPETICIONES 
Dilución Diluci6n Dilución 

: o 1:40 

2R 

n · R 

j 5 10 3 5 10 15 3 5 10 15 20 

Dilución Diluci6n Dilución 

:~~1: li!: rn 1 : 1 :11 : 1:r:1 =1 :11~ 1~H: 1 :: rn 
3 5 lD 15 20 

2R= dos repeticioneG 

3R• tres repeticiones 

Tabla VI. 

3 '5 10 15 20 3 5 10 15 20 
tiempo (min) 

!INCIONES INDICADAS EN EL MftODO P.&RA. PECDS Y NUHRO DE 

REPMIOIONES 

pH 
Dilución 1 :20 

3 6 9 12 15 20 
tiempo (min' 

lP= una preparación 

2R= dos repeticiones 
3R= tres repeticiones 
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Con las preparaciones se hicieron dos g:iupos: un grupo 

fue teñido con Giemsa diluida l :20 en la soluci Ón AII con 

EMA a pH 7 y el otro gru.po se tiñó con la m ·.sma solución a 

pH 9, durante un tiempo entre 3 y 20 mina wa temperatura 

entre 18 y 2oºc. 'l'abla VI. 

El pll de todas las soluciones se midi6 1:on un potenció

metro marca Corning (Scientifi.c Instrumente) modelo 5, ajus

tándose al pH deseado ir.mediatamente antes d~ usarse. 

Las preparaciones fueron examinadas con un fotomicrosco

pio Carl Zeiss, modelo l. Se observaron en las preparaciones 

buenas aproximadamente 50 mitosis qu~ se encontraban desde 

profase hasta metafase tardía. 

Las microfotografías se tomaron con la cámara integrada 

en el fotomicroscopio, usando película Techrlical pan film de 

Kodak, Asa 100. 

El revelado se hizo con Dektol durante 6 min , luego se 

pas6 al fijador Kodak durante 4 min y se ]J1 Y6 durante 30 min 

en flujo constante de agua. El negativo se f1ecó durante 24 ho

ras a temperatura ambiente. 

Las impresiones se hicieron en papel K tdabromide F-3, em

pleando una amplificadora marca Leitz Pocomit Ic. Se revela

ron con Dekto1 durante 1 o 2 min , se fijarl)n durante 4 min 

con fijador Kodak y se lavaron durante 30 m:Ln en un flujo conc

tante de agua. Para secarlas se emple6 una :3ecadora marca 

Arkay, Corp. 

Los cromosomas humanos obtenidos en la impresiones foto

gráficas se recortaron y con ellos se constr:-uyeron cariotipos 



31 

siguiendo las indicaciones del siztema internacional de no

menclatura en Citogenética humana (ISCN) de 1978. 
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RESULTADOS. 

Se reVisaron experimentalmente los pasos seguidos por 

Patil .et al. t 1971) probándose así el primer grupo de solu

ciones (AI) señalado en la metodología, obteniéndose los si

gi.úentes resultados (Tabla VII): 

Con las soluc.iones a pH 3 y pH 4 se observó una tir.ción 

rosa pálido homogPnea. Con pH de 5 a B la tinción es semejan

te a la conven:!ional que se realiza con pH 7; esto es, una 

coloración homogénea y consistente (Fig. 3). En las prepara

ciones teñidas con Giemsa a pH 9, se observa una. diferencia

ción de los crom6meros en profase y prometafase, en tanto en 

meta.:f'ase media se observó cierta desnaturalización awique in

definida y en metafase avanzada se presenta una tinción ho

mogénea. Esto ocurre con tiempos de 5, 10 y 15 minutos, con 

los tiempos restantes la coloración es homogénea. No se apre

ció ningún efecto de las concentraciones sobre la calidad de 

lo observado y el tiempo solo modifica la intensidad de 1a 

coloraci6n. 

Es pertinente sefial.a~ que en preparaciones no tratadas 

7 teñidas con Giemsa con pH 6.7 a 7.6 se observan los crom6-

meros en cromosomas profásicos aunque no tan cla1'!Ds como con 

la tinción con Giemsa a pFI 9. Con pH 10 se obtuvo cierta des

naturalización en algunos cromosomas. Con pH 11 y 12 ae ob

servó una tinción homogénea variando la intensidad aegÚn el 

tiempo de tratamiento. 

Los datos de los reportes que señalan los efectos del pH 

alcalino en los cromosomas, fueron parcialmente apoyados por 

los datos obtenidos a partir de las tinciones con Giemsa a 
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Tabla VII. 

RESULTADO DE LAS TIIiCIO~'ES CON LAS SOLUCIONES Al. 

p H O 01 M . o 111 . O 2 M . 
3 TH TH TH 

4 TH TH 'l:'H 

5 TH TH TH TH 

6 TH TH TH TH 

7 TH TH TH TH 

8 TH TH TH 'ríl TH TH TH TH TH TH TH TH TH 'TH 

9 TH BI BI BI T:i BI BI BI TH TH TH BI BI DI 

10 TH TH Ti! TH T:¡ TH DO DC TH '.fü TH TH DC DC 

11 T;.I r:n TU TH 

12 TH TH TH TH 

3 5 10 15 

TH"' tinciórt homogénea 
BI= bandas ~ncipientes 

3 5 10 15 20 30 3 5 10 15 

tiempo (mi.n) 

DC= desnaturalización cromosómioa 

Tabla VIII. 

RESULTADO DE LAS TINCIO~ES CON LAS SOLUCIONES AII • 

p H S 1 AII o . ~on 
. ,.,IYI' A .t:. 

8 TH TH TH 

9 nr CB CB CB 'rH TH 

1.0 TH ~e 1' II I':l 

ll ~H ..., :: ·r!r - .. 
12 'P!l ~¡¡ 1np 

.:. .t 
·--

5 7 10 12 b 20 

S~L 

TH 

BI CB 

'I'~~ n:; 

T;.~ 

'ri! 

AII sin EDTA 

T:1_. TH -
CB CB mu 

L •• TH 

DC DC TH TH 

·m ~s 

T:i l'H 

10 12 15 2·') 
tiempo (min) 

TH= t1n~i6n hcmog6nea RI=ba~jas inci~inntes 
DC= Jesnnt~rali~aci6n cr~mos6mic~ 
CB::;: C0!'1 ba.:JD~' 



Fig. 3. Cromosomas humanos en metafase teñidos homogeneamente. 
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pH 9. Ante tales indicios se continuó probando la solución 

AII (Tabla VIII). Con esta solución a pH 8 la coloración de 

los cromosomas fue homogénea y consistente, parecida a la 

tinción con pH 7. Los tiempos cambian solamente la intensi

dad de la coloración. Empleando pH 9 durante 5 minutos se 

observó una tinciÓn débil y homogénea aunque en aproximada

mente el 25~ de profases, prometa.fases y metafasea se insi

nu6 un patr6u de bandas. El patrón de bandas se hizo muy 

evidente con 7, 10 y 12 minutos en un 70~ de las profases, 

prometafases y metafases .. Aunque las mejores bandas se ob

servaron en prometarases y metafases medias (Pigs. 4, 5, 6), 

en metafase tardía se observó desnaturalización. Con 15 y 

20 minutos la tinción fue homog~nea y no se diferencia.ron 

las bandas. El incluir en la solución EDTA o no, parece no 

afectar la calidad de las bandas. Con. pH 10 se provoca des

naturalizt\OiÓn cromos6mica con los tiempos de 7, 10 y 12 mi

nutos. Cuando lo. tinción se hizo con soluciones a pH 11 y 12 

se obse1,v6 una coloración homogénea con una intensidud va

riable ~ue dependió del tiempo. 

Con las Roluciones de AIII (Tabla IX A y B), tanto de 

boratos como de Tris a pH 3 se obtuvo una coloración homogé

nea, en cambio cuando se emplearon soluciones de boratos a 

pH ] se logr6 bandear un porcentaje muy bajo de mitosis, 

aproxim<1damente el io,.;. La cali :!ad de las ba:1ias fue de re5,,.¡-

lar a .:m!.a, a difere:>cia de cuan.L ."le usar)n la!3 soluciones 

Je T'ris con pH 9, e1 porcent¡-,.je Je :ni tesis ha.u ieada aume::tó 

a¡n·oxima·fo.:.;0.::c R.l L>.~ y lJ. ~:a~ i.J::.:J de las bandas fue ligera-

r::J.1.t·~ '-lcjor, ü"J.l'!·F· ::::i :f.·:.ü:!·)s f.".'2l1é!r:_,_les se :)Uede plantear 

que la call lc;.d f·..1.e i!'18.~!:pt'lble. ~'..ls :ni~ a::i 3 re:::ta:-.tes no oa"1-
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Tabla IX A. 

RESULTADO DE LAS 'rINCIONES CON LAS SOLUCIONES AIII 

pH Tris O l M . Tria+ffa HPO O 1.11 Tris+EIJI'A O l.M 2 4 . . 
8 '?H TH TH 

9 CB CB CB TH OB CB TH 'fH CB CB CB 

10 !H DO TH TH TH 'l'H TH TH TH 'rH TH 'TH 

11 l'H TH TH 

12 '.l!H TH TH 

5 10 15 20 5 10 15 20 5 10 15 20 
tiempo (min) 

TH= tinción hoaogénea 
DCm desnaturalización oromosóm.i.ca 
dB= con banda.e 

Tabla IX B. 

RESUL!ADO DE LAS !INCIONES CON LAS SOLUCIONES A.III 

ph Na B O O.U 2 '4' 7 Na B O +Na HPO O lit Na B O +EDTA O.lll 2 4 7 2 4 . 
2 4 7 

8 TH TH TH 

g BI OB TH TH 

10 TH TH TH TH 

ll TH TH TH 

12 TH TH TH 

5 10 15 20 

TH= tinci6n homogénea 
BI= bandas incipientes 
CB= con bandas 

BI CB TH TH CB CB TH TH 

TH fH TH Tff TH TH TH TH 

5 10 15 20 5 10 15 20 
tiempo (min) 
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deadas se ti?íeron ho:nogénea.mente. Las soluciones con pH 10 

a 12, tanto con boratos como cjn Tris, aparentemente no pro

vocaron efecto al¿u .• "'lo en los cromosomas y simplemente los ti

ñeron homogéneamente con intensidades variables que depen

dieron del tiempo. 

En relación con el efecto de la soluci6n .l.II a pH 9 so

bre las preparaciones de cromosomas qu.e f".leron seca.das al ai

re o a la flama (ensayo B), aparentemente no exi. stieron dife

rencias entre ambos gr\lpos, en la cantidad de mitosis ban

deadas ni en la calidad de las bandas ('l'abla X). 

Las pruebas con diversas diluciones del Giemsa en la so

luci6n Al! a pH 6.7 no mostraron banda.a en los cromosomas. 

Los datos obtenidos solo acíialan que se pueden obtener tin

ciones aceptables con diluclones de 1:10 a 1:70 en tiempos 

relativamente cortos que oscilan de 3 a 20 minutos. A diferen

cia de las•tinciones débiles obtenidas con diluciones m~o

res que además necesitaron maa tiempo. Las diluciones en AII, 

1:20 y 1:40 a pH 9 inducen buenas bandas en tiempo de 5 y 10 

minutos, ccm otros tiempos .la tinoión es homogénea. tfon las 

otras diluciones no se pudieron obtener buenas bandas (Ta-

bla XI). 

Las preparaciones de cromosomas de pez teñidas con Giem

sa, diluí da en solución AII a pH 7, adquirieron una colora

ción homogénea (Fig, 7). En las preparaciones de cromosomas 

de pez que- se tiñeror. con Giemsa diluÍda. en solución AII a 

pH 9, se observó que co:-1 3, 6 y j minutos se teñían uniforme

mente y no se observaron bandas; con 12 y 15 minutos se logró 

inducir cierto Grado 1e desnaturalización en algunas meta.fa-



Tabla X. 

RESULTADO DEL ENSAYO B 

H Secadas al 
P. aire 

S~cadas a la 
flema 

5 10 15 5 10 15 
Uempo (min) 

'fabla XI. 

TH= tinción homogénea 
CB= oen blm4aa 

RESULTADO DE LAS TINCIONES CON LAS SOLUCIONES O 

plr 

6.7 
9 

Diluci6n 
1:10 

TH TH TH 

tu CB CB 

Diluci6n 
1:20 

TH TH TH 

TH CB OB 

'I'H 

'ftl 

3 5 10 15 

TH TH 

TH CB 

Dilución 
1:40 

TH Tf:l TH 

CB Tll TH 

3 5 10 15 20 

37 

pH 

3 5 10 

Diluci6n 
1160 

Dilución 
1:80 

Dilución 
11100 

6.7 TH TH TH 'fH TH TH 'fH TH TH TH !!H !H lfli TH 
g TH TH OB BI TH TH 'fH BI BI !H ~H TH TH TH 

TI 

'!'1 

3 5 10 15 20 3 5 10 15 20 3 5 10 15 20 
tiempo (min) 

TH; tinción homogénea 
BI= bandas incipientes 
CB= con bandas 

Tabla XII. 

RESULTADO DE LAS TINCIONES EN LOS CROMOSC*AS DE PECES 

plf Dilución 1:20 

7 TH TH TH TH -
a TH 'l'H TH DC DC Tff 

3 6 9 12 15 20 
tiempo (min) 

TH= tinción homogénea 
DC= desnaturalización cromosómica 
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ses y en algunos cromosomas se pudo apreciar una tinci6n 

intensa en algunas zonas que al parecer son de heterocroma

tina, Fig. 8. Con 20 minutos de tinción no se logr6 dife

renciar bandas (Tabla XII). De acuerdo con los datos aquí 

expuestos, 1.a técnica establecida para cromosomas humanos 

no es aplicable a cromosomas de pez. sin embargo bajo otras 

condiciones podría ser empleada. 

t 
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DISOUSIOM. 

Los resultados obtenidos indican que la técnica de 

Patil,et al.(1971)-ensayos Al- no es f¿cilmente reproduci

ble, lo cual no significa que el principio de pH elevado 

sea i:acapaz de resaltar las bandas cromosÓnúca.s, ya que 

este mismo principio es apoyado fuerte93nte por otros tra

bajos, como los de Bobrow,et al.. (1972) y Gagné y Laber~, 

(1972) quienes emplearon w:ia solución de Giemsa a pH alca

lino, aproximadamente llt para obtener una tinci6n especí

fica en el cromosoma 9 de humano y lograr diferenciar zo-

nas en otros cromosoeas. Estos reportes fueron apoyados pos

teriormente por Wyandt1 _!l...!1,. ( 1976). Existen mas trabajos 

en donde uno de los pasos para obtener banda.a G consiste en 

tr&tar a los cromosomas con pH alcalino, aunque este paso 

va acompañado por otros tratamientos (Drets y Shaw, 1971; 

Georgi.an, et al.. 1914; Meisner, et al. 1974). También Eiberg 

(l974a) reporta haber incubado loe cromosomas en la solu

ci6n salina balanceada {BSS) de Earle a pH 8.5 o 9, a 85°C, 

durante 45 minutos con el objeto de obtener bandas Cd. fal. 

cantidad de informaci6n no hace mas que apoyar la posibili

dad de que el factor pH al.calino sea capaz de inducir la apa

rici6n de bandas en los cromoso~as. Sin embargo existen mu

chos datos que no fueron proporcionados por los autores ta

les como el tiempo de tratamiento hipotónico, el tiempo que 

los cromosomas permanecieron en el fijador y la edad de las 

preparac:i .. 011es y sin estos la reproducción de la técnica re

sulta difícil. Estos detalles en aleunos artículos son emi

tidos parcial o totalmente ya que algunos autcrcs simplemen

te no los toman en cuenta (Drets y Shaw, 1971; Alfi,~. 
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1971; Bobrow ~-1972; Chaudhuri, 1971). Sin embargo 

otroe autores si los ha!l considerado importantes (Hatami

Monasah, 1374; Eiberg, 1974a y b; Meisner !l_!!.1974). 

Por considerar las gra.~des posibilidades que tiene el 

factor pH elevado pa1!B inducir la manifestaci6n de las bar.i

das T reconsiderando algunos detalles importantes que no 

fueron proporcionado por los autores se trabajó con1"tra

tamientoa señalados en la metodologÍa y cu.ros resultados 

ya se han citado. 

En cuanto a la información proporcionada por el tra

tamiento con las ~oluciones .A.I a pH menor de 9 coincidi

mos con Patil et al. (197l)t ya que tampoco observaron al--
gún patrón de bandasJa un pH superior a 10 al igual que 

ellos tampoco se obtuvieron bandas, sin embargo a pff 9, a 

pesar de que no se obtuvo un patr6n de bandas definido, si 
• 

se logra insinuarlo, por lo que se intent6 resaltarlo con 

alguna solución diferente y debido a esto se probó la so1U:

ci6n AII que ne utiliza frecuentemente para diluir tripsina. 

No se intentó probar concentraciones ya que las ensa

yadas en AI no indicaron diferencias en los resultados, lo 

cuai apoyó los datos de Patil ~.(1971). 

Con la solución AII a pH 8 no se observó ningÚn patrón 

de baní!as,a p2 10 a l.? sólo se observó ocasionalmente daño 

cromos6mico, en este aspecto tambi~n se coincidi6 con lo re

~ortado por Pntil ~~· (1371) y con Gagné y Labergé (1972). 

Al unar pH 9 3e logró Jbt•rner un patrón de bar..das con-

ci·,tente, entre los ti•.'rr.r;oc' :le 5 a 12 minutos. Con ,._,~:tl)s da-

to~ se apoya nuevamP~:tE a Patil ~· (1J71) y se coincide 
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con Gagné y Labergé, (1972) en que el pR es uno de los pun

tos críticos ya que puede o no resaltar ~lgunas bandas cro

mosómicas. Al igual que Bobrow ~.(1972), consideramos 

que los tiempos pueden ser determinados empírica.mente, aun

~ue comunmente estos se encuentran alrededor de 10 minutos. 

Se probó el EIJrA 7a que se pensó en la posibilidad de 

que esa sustancia al eliminar la actividad de los iones de 

calcio facilitaría el proceso de bandeo, te.1 y como lo se

ffala Coai.ngs, (1978). Sin embargo no se viÓ una diferencia 

clara entre la calidad de las bandas ob"tenidaa con. las so

luciones que contenían EDfA 1 las obtenidas sin ésta, por 

lo tanto esta apreciación debe tomarse con reserva. 

A pesar de que la soluci6n AII resultó ser buena para 

la obtención de bandas G, esta tiene el inconveniente de no 

mantener el pH 9 constante sino que tiende a bajarlo. Esto 

resulta natural ya que las soluciones amortiguadora de foS

fatos tienen su intervalo de funcionamiento entre pH 7.2 y 

7.6. Por lo tanto es necesario guardar en refrigeración la 

eoluoi6n y corregir el pH cada vez que se vaya a uaal". otra 

posibilidad es congelar inm~diatamente la soluci6n y cada 

vez que se use, descongelar a temperaturas menores de 37°c, 
porque de este modo se logra mantener conatante el pH de 9. 

Esto Último es resultado de las observaciones hechas duran

te el desarrollo del trabajo. Se pudo apreciar que la calidad 

de las bandas disminuyó cuando se usaron soluciones v:iej~s 

awique no es poE>ible precisar que la disminuci6n en la cali

dad hubiera sido consecuencia de la solución empleada y no 

de otroP factores. Por esta duda es recomendable usar solu

ciones recién preparadas; esto también es sugerido por Gagné 
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y Labergé (1972), sin embargo no es mencionado por otroo au

tores como Patil ~· (1971) • Bobrow .!ll..J:!..!.• (1972), Wyandt 

et al. (1976). 

Pretendiendo buscar una alternatiYa para esta situación, 

se probaron ctras sol•ciones que mantuvieran constante el 

p!f 9 T estas fueron las del grupo ~III. Se inici6 esta parte 

probwido primero las soluciones de Tris y Boratos sin fosfa

tos 7 sin EDTA, pero se observaron resultados no satisfacto

rios, por lo que se decidió hacer otras soluciones que tuv.ie

ron por baee Tris o Boratos, pero eoapleaenta.das con fosfatos, 

La incorporaci6n de fosfatos se decidió ya que los auto

res que usan Giemsa generalmente la diluyen en soluciones de 

fosfatos y por otro lado Cominga (1975ly 1978) ha señalado 

que loe colorantes tiazina como el azu-re A, B y e, azul de 

metileno y tionina, los cuales son componentes del Giemaa, 

interaccionan ionicamente con los grupos fosfato del ADN y 

que el máximo de interacciones ocurre cuando existe una mola

ridad semejante entre el colorante y los grupos fosfatos del 

ADN. 

Al considerar estos datos se pensó que los primeros re

sttl tados podrían mejorarse con la adición de fosfatos, lo 

cual en nuestros ensayos no reimltó··valioso. Cabe señalar que 

estas preparaciones eran de mala calidad, por lo qae quizás 

valga la pena intentar tra.baj~r con estas soluciones en pre

paraciones de mejor calidad. 

Con respecto de la parte B de ~' metodologÍa Pn donde 

se señala que se trabajó con dos grupos de preparaciones; uno 

con preparaciones secadas al aire y el otro con preparaciones 
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secadas a la flama, se debe aclarar que se hizo debido a que 

en algunos reportes se hace esta distinción en ta.~to en 

otros no. P.or ejefilplo Patil ~· (1971) y Bobro~ ~· 

(1972) utilizaron preparaciones secadas al aire y no indica

ron por qué mottvo lo hicieron; Kajii et al. ( 1972) y Georgian 

~· (1974) emplearon preparaciones secadas a la flama y 

tampoco señalaron razones. 

Existen algunos otros trabajos que no señalan que tipo 

de secado utilizaron {Gagné y Labergé, 1972; Meisner ~· 

1974)$ Sin embargo hay algunos autores que coinciden en que 

puede haber diferencias entre las preparaciones secadas de un 

modo u otro por lo que han empleado los dos tipos, entre ellos 

están Bhasin y Foerster, (1972} quienes omiten señalar si en

contraron diferencias entre los grupos por lo que se supone 

no las hubo. Por otro lado Vass y Sellyei, (1973) emplearon 

también los dos tipos de preparaciones y obtuvieron buenos 

resultados en ambos, au.rque señalan que emplearon tratamien

tos diferentes; 2X solución saiina de citrato {SSC) a 60°0, 

para las secadas al aire, mientras que la soluci6n para las 

preparaciones secadas a la flama fue 4XSSC a 6o0 c por lo que 

si hubo algwia diferencia. Entre los dos grupos de preparacio-· 

nes que se usaron en el presente ~rabajo no se encontraron di

ferencias claras ya que hubo buenas ba!ldas en los dos trata

mi entos. 

En la parte C de la met::>::lología se intentó reproducir una 

vez m~s la técnica de Sánchez ~· (1073) lo c~al no fue po

sible; sin embargo trunbi~n s~ prete~l!a c~c~ntrar una diluci6n 

que per:nitiera optimizar ls. técnica. Lo que .=::e p~0:ie señalar 

de esta parte es qae solo se lo,~;ra:::on '.Jbten'-"r dn+:cs que permi-
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tirán aprovechar mejor el colorante, ya que estos señalan 

que se pueden obtener tanto tinciones convencionales como 

bandas de buena calidad, c~n diluciones de 1:10 a 1:60, en 

ti e:npos relati vame:1te cortos que oscilan ie 3 a 20 minutos; 

con diluciones mayores la tinción es débil y el tiempo nece-

sario es considerable~ente mayor. 

Con respecto de los tratamientos a los cromosomas de 

pez se puede mencionar que la técnica aplicada a estos cro

mosomas es prometedora ya que se logró cierto grado de des

naturalización cromosÓmica así como la dtferenciación de al

gunas regiones aparentemente heterocromáticas en varias me

tafases, lo cual quizás es un indicio de la formación de ban

das. Las bandas no se pudieron obtener debido probablemente 

a que los cromosomas de pez son demasiado pequeños si se com

paran con los cromosomas humanos, este es un deta:l.le que pu

diera justificar la carencia de reprodueibilidad de la téc
nica. Por lo tanto es recomendable emplear cromosomas prom&

tafásicos o de meta.fases iniciales cuando se pretenda obtener 

banias en ci:·omosomas ya que en metafase terminal son peque-

?íos. 

Para terminar la discusión sólo deseamos señalar que se 

hizo un Último ensayo en el oual se confro.ntaron la técnica 

de Patil, ~· (1971) descrita en la introducción con la 

técnica mo:lificada po1· nosotros ya presentada que nos propor

cionó buenos resul t;ados ( AII, e:'1 e:;ta ocasión con EDTA). Se 

emplearon pr~paraciones elaboradas con material reci~~ cose

-::hlldo y ccm mate!'ial 0.'..IC ,·e hcibÍa rd'ri~e:;A.do a sºc durante 

24 horas; se <teca "C'" a la flnri1a • .:::e ti:'ier:in dura."1te , , 7 y 10 

minutos. Los !'PS'..tl:o.tl:::s in·L·~an fp,e con lo. t~r:nica d1~ Patil, 
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.!l.!,! .. (1971) se produce desnataral.izaci6n cromos6mica en más 
del 50% de las mitosis y solo en pocas mitosis se pueden apre

ciar bandas incipientes. Con 10 minutos la mayoría de las mi

tosis están tenidaH homogéneamente pero con menor intensidad. 

En cambio la técnica que hemos propuesto produce bandas de 

buena calidad en aproximadamente el 75~ Je las mitosis con 

los tiempos de 7 y 10 minutos. Con 5 minutos el número de mi

tosis bandeada disminuye hasta aproximadBDlente el 607' y las 

bandas son de menor calidad que con '1 y 10 lftinutos. Con la 

técnica de Patil, et al. (1971) los cromosomas profásicos 7 

prometsfásicos no presentan bandas y en matafase tardta se 

produce desnaturalización oromos6mica; con nuestra modifica-

ci6n s! se observan bandas en todos ellos y en metafaae tar-

d.Ía los cromosomas se mantienen en mejor estado. En cuanto a 

estos Últimos resultados y considerando todos lOll anteriores 

se puede plantear que el plt 9 no es el único factor que está 

interviniendo en la inducci6n de las bandas, aunque sí es im

portante. Es posible que la composición de la soluci6n y su 

tonicidad sean los factores que compleme~tan al pR para produ

cir ese tipo de bandas; que ta.l vez son inducidas debido· a la 

eliminaci6n de alguna o varias proteínas no histonas. Se plan

tea este posible mecanismo ya que se ha determinado que ciertos 

procedimientos empleados para obtener bandas G (SSO, urea, NaCl

urea y tripsina) eliminan varias proteínas no histonas (Burkhol

der y Duczek, 1982)~ Estos mismos autores también han plantea-

do la posibilidad ñe quE solo sea extraída totalmente una de 

estas proteínas. 

La razón por u: cual nosotros pensamos en un efecto simi

lar por parte de 12 técnica de Giemsa a pH 9 es la siguiente: 
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si consideramos que les cromc2omas son estructuras compues

tas por ADN y una mezcla de proteínas y que en un momento 

dado se ajustare el pH de la mezcla de proteínas hasta el 

pH isoeléctrico de uno de su~ cooponentes, entonces la mayor 

parte de las proteínas precipitarían, esto es qu~ permane

cerían en su confonnación nativa, quedando por consiguiente 

en el cror.10soma., mientras que se solubilizaría.n la.(s) proteí

na (s) cuyo pH i:;oeléctrico se hallara por encima o por deba

jo de aqu~l. 

Ahora bién, cu.a::.do se aplica la técnica eon Giemsa a 

pH 9. quizás pri~ero ocurra la extracción de la(s) no histo

na(s) de los cromosoman, luego como consecuencia de el1o tal 

vez se presente ll.n rearreglo de las fibras de cromatina y al 

mismo tiempo qu~ suceden esos eventos las moléculas de1 colo

rante se están adhiriendo al cromosoma, por Último se l.avará 

de la preparación el resto de colorante junto con las no his

to~as solubilizadas. 

Después del anterior planteamiento puede surgir 1.a si

~~iente pregunta ¿Por qué no producen bandas todas las solucio

nes a pH 9 con que ee diluye el colorante Giemsa? La respues

ta que ~e puede plantear al ser consecuente con las exp1ica. 

cione:s anteriores, es que para una: proteína determinada? en 

este caso la(s) causante{s) de la inducción de bandas, el pH 

isoeléctrico variará segÚn '."ea la composición iÓnica de] me. 

dio puesto ciue l~ prote{nas pueden unirse a ciertos aniones 

o ~atienes (Lehninger, 1932). 

:le ccnP::'..ceraron pl>.r·a cc~tas sup.csicicner; solo a las pro

teínas no hi~tonn- ye q~~ exi1te~ evid~~cins de que :Ps histo-

t ' . 
nas no es ar. :n't;::lucrarlas e:: el fenóme~o q_•.rn p·nriuce lai:; ban-

das G (Comin"~ ~ ~yp1 1·~~ o .. ' ....... , 1?7.~). 
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COMENTARIOS. 

A manera de comentarios podemos mencionar que la técnica 

que se ha modificado y que nos ha proporcionado buenos resul

tados P.s sencilla, barata y requiere poca inversión de tiempo1 
por lo tanto se puede considerar como una e.lternati va. Noso

tros la estamos aplicando con resultados aceptables en la ela

boración de c&riotipos de hum.anos (Fig. 9). 

Consideramos que el principio de pH elevado es eficaz en 

la producci6n de bandas G, pero es necesario que se elija una 

soluci6n adecuada. Por consiguiente se recomienda a los inte

resados en la obtención de este tipo de bandas, pero en otros 

organismos, que lo tomen en cuenta. 

/ 
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CONCLUSIONES 

- Se puede concluir en este traoajo, al igual que en los re

portes de otros autores, que el pH elevad~ es capaz de in

ducir la s.pari ci Ón de bandas. 

- El pH 9 ~s iniispensable en la obtención de bandas G en las 

t'cnicas de bandeo con pH alcalino, pero deberá amplearse 

una soluci6n adecuada como la AII. 

- La técnica que aquí se recomienda puede ser reproducida con 

facilidad en crou:osomt!f: hu.11anos obtenidos de linfocitos. 

- En peces no se pudo reproducir la técnica que resultó efi

caz en humanos. Sin embargo la coloración intensa q\le ad

quirieron alguna.: ree;iones cromosórnicas, ¡n.c.J.i.:rru1. :i~p.t'<:sen

ta.r evidencias de que s.i es factible su aplicación. 

- La técnica podrá ser considerada como una alternativa ya 

que es sencilla y requier~ de una inversi6n pequeña en costo 

y tiempo. 
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