TR TREIL MDD []

A._.

%

>

WN‘&EEL'}@%

og‘,;§ %L -

UM Wy Quuu

7

TESIS CON

FACULTAD DE CIENCIAS
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA

IMPLEMENTACION DE UNA TECNICA DE
ANALISIS CITOGENETICO PARA EL
ESTUDIO DE CETACEOS DE VIDA

i) )
¥ L1BRE
(=] ed
e g PR
lt!.C'-;TvL"}?M'.?i» TTE I SANPEN
MECCIGN O

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:
B I O L O G o

P R E S E N T A:
MAURICIO ORTEGA GIRON

MEXICO D, F, 1996

FALLA DE ORIGEN

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



%’3”3‘5‘;}?5

VNIVERZDAD NACJONAL
AVENMA DI
Mixico

M. en C. Virginia Abrin Batule

Jele de la Divisién de Estudios Profesionales de fa
Facultad de Ciencias

Presente

Comunicamos a usted que hemos revisado el trabajo de Tesis:

" IMPLEMENTACION DE UNA TECNICA DE ANALISTS CITOGENETICO PARA EL ESTUDIO DE
CETACEQS DE VIDA LIBRE "

realizado por ORTEGA GIRON MAURICIO

con nimero de cuenta g127482-0 . pasante de la cairera de  gyopo6ra

Dicho trabajo cuenta con nuestro vole aprobatorio.

Atcntamente
Director de Tesis
Propiciario DR. LUIS MEDRANO GONZALEZ
Propleiasio DRA. PATRICIA RAMOS MORALES
Propictario BIOL, CARLOS ESQUIVEL MACTAS

2]
. ', / et
Supiente BIOL. JULIO PRIETO SAGREDO Ll
Suplente M. en C. RUTRXTGLEND DRERA C%nrt
5

me alde Bl b

CD{)\‘;‘: .
/ b o RUY PRSI



AGRADECIMIENTOS

“La gratitud os noble recompensa de las almas generosas”
William Shakespeare

La realizacidn de este trahajp ha sido posible gracias u la colaboracién de
compuiteras del grupo de Mamfferos Marinos; a estudiantes de la materia optativa de
Mamiferos Marinos y de las Biologius de Campo y profesores de la Facultad de Ciencias; ala
comuidud de pescadores de Punta de Mita, Nayaris; ol personal del Servicio de Gendtica del
Hospital General de México, y a uno que otro faldn de areja que siempre fiie bien recibido.

Dijo Madume Deshoulieres que el agradecimiento esid siempre en boca de todos y su
sentida ex lo que menos se cumple. Quiero agradecer a todus y cada una de las personas que
de alguma manera contribuyeron para que este trabajo legara a feliz términe. Como es bien
subido, cady ver que unv agradece, quedan nombres olvidados por wa v utra razén, asf que,
en vergonzosa anticipacion a las accidentadas y obligadas omisiones: agradezca mucho la
aytdu de todus aquellos cuyos nombres no aparecen en esta seccion: posiblemente escapen en
este momento de mi mente, pero jamds lo hardn de mi memoria,

GRACIAS

Adridn Pérez, del servicio de Genética del Hospital General de México, me la he pasado
pensando céno poder decir GRACIAS  sin que suene vaclo. Creo que si lubiera nds
personas como (1, que dexinteresadamente avudaste o que esto que tieles en 1us manos
saliera avante, se lograrian muchisimas cosas tanto en la Ciencin, como ¢n otras
diciplinas. Este trabajo gue alora lees es posible en gran parte gracias a 1i.

A mis sinodules -y maestros- en este trabajo: Luis Medrano, Patricia Ramos, Carlos Esquivel,
Julio Pricto y Cecilia Vanegas por su orientacidn, sus comentarios y observacionvs,
Luis: gracias por esus correcciontes -jhasta gue por finl- : Miss: gracias por fijarse en
esos detalles; Charlie: gracias por tu honradez, minuciosidad y rapidez con la que
revisaste tantos borradores.

Al “doc” Anelio Aguayo, por sus “mentiras™, su confianza, por habermie entusiasmado hasta
este grado y por no haberme aceptado en su laboratovio cuando se lo pedf (Ah! y
porque los pollitos siguan diciendo pio-plo.

A mis padres ju que no adivinan por qué? Bueno, ademds de TODQ, por haberme ensefudo
a luchar y por st apoyo y entrega que siempre han manifiestada con hechos y no con
liagrimas ni con palabras.




Al Dr. José Luis Soldrzana de * Adantis Convimar ™ por toda su aymda, orentaciin y por esas
luargas asoleadus.

A lay autorrdudes de “Reino Aventura™ por todus lus facilichides otorgadas.

Ala Dra. Mabel Cerrilla por esus breves, amabilisinas, instructivas y reveladoras charlas con
gulletitas.

A Murlene Avevedn, por sus gentiles coscorranes y manuzas; sn sutil, recurrente, refinudo,
wanica, elocucate, v mguiavélica mewdolagia de técnicas y procedimientos que
evitaran la sobrepoblucidn de técnicas, muestras y de tonus de muwestras en este
escrito. Tambicn por su amistad y su incondicional disposicidn para la revision y
correceidn de estilo de este trabajo.

A b comunidad de pescadares de Punta de Mita, Nay, en especial o Justino, Margarita y ses
hijos; a Marcial, a don Chente y a José Angel -¢l Picudo-. Porque sin ustedes, sin sus
risay, su trabajo, su ayuda y todo el carifio cor el que nox tratan, toda esta hilera de
bislogos que ha  desfilado desde 1982 seguirla caminando sin rumbo en la playa,
mirando el horizonte si hallar nada y haciendo desfiguros en las pangay. Ismael
Casillas (q.e.p.d.) Nadie que haya tenido oportunidad de navegar y aprender contigo
seria capaz de no recortocer y agradecer tu trabajo, 1w humor y tu ayuda.

4 tados los que e estuvieron apayundo a seguir trabajando (mi equipo personal de porristas)
Gaby Cabrera, Vicky Lora, Paulina De Labra, la famosivima Jackie, Sitvia Hambleion
-gracias por esos articulos-, mi madrina, Carmelita Basurto, Chelita (q.e.pd) y
demds amigos, compafieros y alumpos.

A tdos aquellos quicnes por solidaridad, compasion y hasta ignorancia me permitieron
utilizar su equipo de computaciin -Miguel Angel Martinez: ;Gracias!-

4 la pequeia Gabricla Cabrera por sus contados, pero siempre alinados comentarios  este
trahdjo; por todo aquello que las palubras no son capaces de expresdr; por esa sonrisa
Y “por coincidic - y coincidir-

A Leda, del Servicio de Gendtica del Hospital General de México, por n funtdstica memoria,




Propagar el umor a los animales,

ofrecerles el respeto y la proteceion que merecen,
es In dnlca forma que tenemos de justificar

el impacto que ocaslonamos en las poblaciones
de mamiferos marinos:

ésta es la primera condlcidn para saber vivir.

Modificado de Amiel, Clemenceau y Howard 11af!



CONTENIDO

indice

fndice de figuras

I. RESUMEN

11, INTRODUCCION

Estructura del genoma de los mamiferos

Generalidades de Citogenética

Polimorfismos croinosdmicos

Téenicas de bandeo

Técnicas de bandeo selectivas

Citogenética de los cetdecos

Estudios citogenéticos en los cetidceos

Métodos de recolecta y Procesamiento de tejidos de piel de cetdceos

en vida libre, Biopsias

Equipo para la toma de biopsias

La piel de los cetdceos

Problemas que enfrentan los estudios citogenéticos en los ceticeos.
Procesamiento de la muestra

Planteamiento de Ia Investigacion

Obijctivos

il

Vi

22
36

37
38
45

47
50

52




MATERIALES Y METODOS

Obtencitn de cromosomas a partir de linfocitos humanos de sangre
periférica

Bundas -G.
Bandas -C.

Ensavas con mucestras de animales en cautiveria

Obtencion de cromosomas a partir de muestras de sangre
Cultivo de fibrablastos a partir de biopsias obtenidas de cetaccos

en cautiverio

Colecta y procesamiento de muestras de piel de cetdceos en vida tibre,
Procesantiento en el campo y cultive en el laboratorio
Pracesamiento de las mucestras

Ensayos citogenéticos por procedimientos directos

IV. RESULTADOS

Cultivo de linfacitos humanos. Obtencion,tincion y handeo de

cromosomas

Ensayos citogenéticos con muestras de cetéceos en cautiverio.

Muestras de sangre

Colecta de muestras de piet

Colecta y procesamiento de muestras de piet de cetdceos en vida libre
Sistema de toma de biopsias ___

Efccto de la toma de fa muestsa en los cetaceos en vida libre

Procesamiento de las muestras de piel colectadas

Ensayos citogenéticos par procedimientos directos

53

54
56
56
57
57

60

62

65
67

7

i

74

74
75

77

78




V. DISCUSION

V1. CONCLUSIONES

Apéndices

Apéndice 1. Especics de cetdceos de las que se ha descrito cariotipo

Apéndice 2. Preparacion de los reactivos

VII. REFERENCIAS

80

97

100
100
102

105




iNDICE DE FIGURAS Y CAPITULOS EN ESTE TRABAJO

CAPITULO

PAG

FIGURA Y PIE DE FIGURA

Generalidades de

Citogenética

14

Figura 1. Esquema que muestra los tipos de cromosomas de
acuerdo con ¢l LS.CN. (1988), 4] cromosomas
metacéntricos; b) cromosomas submetacéntricos; ¢)
cromosomas acrocéntricos en donde se aprecian las
estructuras terminales de los brazas p, denominadas
satélites (Wolstenhalime, 1992).

) E‘itogene’ticu de

los ceticeos

29

Figura 2. ideograma de Balaenoptera pliysalus. Se indica ¢l
cromosomia X. La escala de tamaio corresponde al
porcentaje con referencia al tamafio de todo cof
conjunto complemento, es decir, la suma de} tamado
de todos los cromosomas en el ideograma es 100%.

30

Figura 3. Ideograma de Balaena mysticetus

)]

Figura 4. Cariotipos en bandas -C de la orca, Qreinus orca
y, en bandas -G de! del{in moteado, Stenelln clymene
(8). Las diferencias entre los cariotipos de estas
especies  son  evidentes, principalmente en  los
cromosomas telocéntricos. En el cariotipo de la orca
este grupo sc indica con * puesto que este grupo es
artificinl (Amason ef ul., 1980).

32

Figura 8. 1deograma de Stenella clymene

33

Figura 6. Ideograma de Physeter catododon

34

Figura 7. ideograma de Mesoplodon europaeus

39

Figura 8, Ballesta que ilusira el sistema de muestreo de piel
de cetdceos de vida libre empleada por Lambertsen
(1987). Se aprecia el mecanismo de recuperacion de
las flechas consistente en una Hnea de nylon.

40

Figura 9. Dardo empleado por Winn et al,, {(1973). Se
aprecia el mecanismo de retencion de la muestra.

40

Yigura 10, Dardo empleado por Lamberisen, (1987). Se
aprecia ¢! dispositiva de refencion de la inuestra.

41

Figura 11. Discflo del dardo para la toma de biopsias de pie!
reportado por Weinrich er o/, (1991). Se aprecia el
mecunismo para la retencion de muestra .

43

Figura 12, Dardo y flecha cinpleados por Mathews ¢r al.,|
1988, se aprecia el flotador que ayuda en la
recuperacion de In flecha,

1A%



4

Fpura 13.Flecha y dardo diseiados en la Facultad de
Ciencias (Medrano, 1993). Se aprecian el flotador
para la recuperacion de fa muestra y el mecanismo
para la retencion de la misma.

46

Fipura 14, Corte de piel del delfin moteado, Stenella
attenuata tefido por ln técnica de Masson por la cual
se abservan las fibras de coldgeno en color abscuro.

METODO

58

Figura 15. Esquema que indica las zonas de muestreo de
sangre en la orca

Figura 16, Toma de muestra de sangre de 1a orca Aerko,
macho de la especie Orcinus orca

61

Figura. 17, Toma de muestra de piel de fa orea Keiko. Se
aprecia una de las dreas de infeccion por Paprloma
de la que se obtuvo pief para obtencién de
_prepataciones Cromosomicas.

63

Figura 18, Disefio de la campana de acrilico empleada para
¢l procesamiento de las biopsias de piel de cetdceos.

64

Figura. 19, Esquema que indica la zona de impacto del 'dardo
durante la toma de biopsias de piel en grandes
cetdceos como la ballena jorobada, M, novacangline

66

Figura 20, Ballesta empleada para la toma de biopsias de
piel de cetdceos en vida libre (Medrano, 1993;
Fotografia: Carlos Esquivel).

70

Figura 21. Método empleado en ¢l procesamiento de las
muestras de piel en ¢l campo para la obtencion de
preparaciones cromosdmicas por técnica directa.

RESULTADOS

Figura 22, Cariolipo humano de un control sano. Técnica de
tincion normal. Se indican los cromosomas sexuales.
La detenminacién de éstos se realizo basdndose en el
cariotipo realizado en bandas -C, puesto que el
cromosoma sexual Y no se pudo localizar sino hasta
aplicar dicha técnica

7

Figura 23 .Cariotipo humano de un control sano. Técnica de
tincion en bandas -G. Se indican los cromosomas
sexuales X v Y,

n

Figura 24, Cariotipo humano del mismo control sano en
técnica de tincion en bandas -C. Se indican los
cromosomas sexuales asf como los polimorfismos en
los cromosomas 15ph+ y Yqh+. Estos politmorfisnios
fueron evidentes con la aplicacion de esta técnica.

I

Figura 28, Cariotipo de Keiko, macho de la especic Orcinus
orca.

\Y




75

Figura 26. Eficiencia de la colecta, medida como ¢l
porcentaje de muestras obtenidas por impacto en
funcidn de la distancia empleando una ballesta de 23
kg de empuje.

i

Figura 27, Porcentaje de respuestas observables de ballenas
jorobadas ante impactos de flecha para colectar
biopsias en funcion de la distancia.

L

Figura 28. Registro del trifico de embarcaciones y su
relacion con la actividad en superficic de ballenas
jorabadas en la hoca norte de Bahia de Banderas,
Nay. el dia 20 de enero de 1993. La figura indica
cdimo los animales varian su conducta en superficie
cuando hay mayor trdfico de embarcaciones en o
zona (Medrano er of,, 1996).

7

Figura 29. Cariotipo de Ia ballena jorobada, M.
novaeangliae. Las condiciones de la preparacion
impidieron que se pudiera ordenar el cariotipo.

DISCUSION

95

Figura. 30, Dispositivo para procesar biopsias empleado por
Mathews et al., 1988.

Vi




RESUMEN

Se realizaron ensayos de cultivos de células y obtencion de cromosomas a
partir de sangre y piel de humanos, asi como en cetdceos en cautiverio con el objeto
de desarrollar una técnica aplicable al estudio de cetdceos en vida libre. La colecta
de muestras en el campo se realizd mediante un sistema de dardo de ficit fabricacion
para obtener biopsias de piel de ceticeos en vida libre y aplicable en pequefos
cetdceos. Se informa aqui la experiencia obtenida en su uso y aplicaciones en
estudios citogenéticos, asi como las condiciones de trabajo en el canpo y su
influencia en los resultados. El analisis del empleo de este sistema de dardo,
principalmente con ballenas jorobadas (Megaptera novaeangliae), indica que la
obtencion de tejidos no dafa a los animales y altera poco su conducta, ademds, es
util en la colecta de tejidos para estudios basados en el cultivo de células, El
procesamicnto de la muestra en el campo debe ser lo méds aséptico posible. Las
condiciones del trabajo en el campo, ¢l transporte y la forma de extraccion de las
células influyen en la viabilidad y afectan el indice mitdtico de éstas, lo que hace que
este tipo de estudios sean dificiles de realizar, Se lograron preparaciones
cromosomicas por una téenica directa en las que no hubo indicio alguno de
contaminacidn. De éstas se obtuvo una inetafase analizable. Estos resultados, aunque
satisfactorios, requieren de mds desarrollo técnico antes de considerarse aplicables al
estudio de cetdceos de vida libre. El trabajo y los resultados con muestras de sangre
sientan una base de estudios citogenéticos aplicables a las poblaciones de lobos

marinos y otras especies de pinnipedos.

Vi



INTRODUCCION

La conscrvacion y ¢l aprovechamiento de los ceticeos es uno de los temas gue
mayor controversia ha causado en las ultimos afios, Aln sin mencionar ¢l cuestionamiento
élico que implica sacrificar a estos animales, es necesario tener un conocimiento amplio
sobre las poblaciones de cetdceos, su dindmica y los factores bioldgicos que las afectan
antes de juzgar la explotacion de estos mamiferos.

Los cetéceos pasan toda su vida en el mar, viajan grandes distancias y viven en un
medio en el que ¢l desplazaiento y las condiciones del clima hacen diffcil su
identificacion individual. La conservacion de estas especies requiere de un entendimiento
muy completo sobre su estructura social, comportamicnto reproductivo, patrones de
migracion y nimero total de la poblacion (Aguayo er al, 1982; Gaskin, 1982, Amos e¢f al.,
1991y 1992).

La dificultad que implica trabajar con estos animales en su medio ocasiond que los
primeros estudios sobre ellos estuvicran basados en las capturas realizadas por diferentes
pesquerias, particularmente, la de la industria ballenera. De estos dato8, se obtuvo une
estimacién de los tamafios de poblacion de las especies comerciales.

Otra forma de estudiar a Jos cetdceos en su medio es la de las estimaciones basadas
en Jos censos (conteo directo) y en la adaptacion de modelos poblacionales que fueron
aplicados a otros grupos de vertcbrados. En este método, el censo se puede aplicar ya sea
haciendo un conteo directo del nimero total de individuos de la poblacion, que de acuerdo

con Gaskin (1982} es practicamente imposible de aplicar en las poblaciones de cetdceos; 0




bicn, coutando un nimero representativo de 1a misma en un espacio y ticimpo definidos, y
extrapolando ¢l valor para estimar el pimero total de la poblacion. En este sistema existe
una discrepancia entre los nimeras absolutos v la abundancia relativa de las especics en
diferentes areas (Radway, 1980).

En los procesos de captura y recaptura, se identifica a los animales mediante marcas
artificiales (dardos, discos numerados, espaguetis, radiomarcas), o naturales, como los
patrones de coloracion y las cicatrices. Se registra la incidencia del animal en un espacio y
tiempo determinado y se coleetan los datos iniciales al ser capturado éste. El empleo de
esta técnica permite estimar ¢l tamafio de Ja poblacion. No obstante, existen faclores que
limitan la inforinacion obtenida: tas marcas artificiales alteran ¢l comportamiento, pucilen
dafiar a los animales, y no siempre quedan fijas en ¢l individuo (Radway, 1980; Gaskin,
1982).

Uito de los métodos de marcaje captura y recaptura cs fa fotoidentificacion. Esta se
basa en el reconocimiento de marcas naturales que casi no ticnen variacion a través de los
aflos. La técnica es de gran utilidad para reconocer individuos de diversas especics
mediante ¢l uso de las diferencias en la pigmentacion, la morfologla, las cicatrices y Otras
marcas que se obscrvan en las partes visibles de los cetdceos comno las aletas dorsales,
pectorales, caudales y el rostro. En la baliena jorobada (Megaptera novacangliae), por
ejemplo, se ha demostrado que ta parte ventral de la aleta caudal presenta un patrén de
pigmentacidn especifico en cada animal y se ha empleado para identificarlos en ¢l mar

(Katona ¢ al.,1979; Alvarez,1987; Campos, 1989, Alvarez ¢t al,, 1991). La wlilizacion de
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esta téenica permite estimar cf tamaio poblacional ¢, incluso, conocer algunos aspectos
reproductivos a través de la identificacion de los sexos, basindose en los trabajos
fotopraficos sobre la anatomia de la regian reproductora ceportados por Glockner (1983) v
Golckner y Venus (1983), asi camo estudiar eventos y patranes conductuales (Baker ¢f al.,
1987a; Campos, 1989), abtencr informacion sobre los ovimientos migratorios de¢ los
cetdceos y sobre su permancncia en dreas particulares, definir pob!acioneé y estimar sus
tamaflos (Katona et al., 1979).

Cabe mencionar tambien las técnicas bivacusticas, si bien éstas no pertenecen a los
métodos de marcaje captura-recaptuea, son igualmente de reciente aplicacion en el estudio
de los cetdceos en su medio. Dichas técnicas se basan en la intensidad del sonido, la
distribucion de frecuencias, el patrdn de tiempo y fa ubicacion en el ¢spacio (Gales, 1966),
Existen especies que tienen un patrén de emision muy cvidente en sus llamados. Tales son
los cusos de la orca, Orcinus orca 'y de la ballena jorobada, A, novacanglive (Moore,
1988). Con esta informacion s¢ han realizado trabajos sobre identificacion de sonidos
emitidos por mamiferas marinos, asf comao investigacion acerca de las actividades de estos
animales asociadas con los sonidos (Steinberg, 1966); y mds recientemente, descripciones
de 1a ocurrencia temporal y rastreo de cetdceos (Thomas ef al., 1986, citado en Moore,
1988).

Los estudios realizados sobre ¢l comportamiento social y In biologia de las
poblaciones de cetaceos han tenido coma base Ia identificacion de) sexo de) individuo: sin

embargo, en el nar, resulla dificil determinarlo. La prucha més contundente es la
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inspeccion de 1a region genital y no es facil de realizar dada la continua movilidad de éstos,
por lo que la identificacion del sexo se limita a uma mera inferencia basada en ¢l
comportamiento de los individuos. En este aspecto, los estudios genéticos se presentan
como una aliernativa cn ¢l estudio de los cetdceos ya que pueden ser una base para obtener
un conocimiento mas amplio y preciso de las poblaciones de estos animales.

El andlisis genético con la aplicucion de técnicas como la del “DNA-fingerprints”
(Huellas digitales de DNA) ofrece una herramienta muy iinportanie en ¢l estudio de 1a
estruclura de las poblaciones de ccticeos (Amos v Hoelzel, 1990; Baker et al., 1991), y
contribuye tambien al conocimiento del impacto de las actividades humanas sobre estos
animales (Amos y Hoelzel, 1990; Colin, 1990). La aplicaciou de estas *“huellas digitales de
DNA” permite indentificar individuos con un alto grado de confiabilidad (Amos y Hoelzel,
1990), ya que detecta la varinbilidad genética a nivel de DNA. Este tipo de andlisis
gendtico estd basado en la identificacion de secuencias cortas muy repetidas llamadas
satélites o DNA altanente repetitivo (Jeffreys ef al.,, 1985). La aplicacion de este andlisis se
basa cn la oblencion de biopsias de picl o de distintos drganos. El procedimiento requiere
poca cantidad de tejido y su procesamiento es relativamente sencillo.

Hasta hace 25 afios los tejidos utlilizados en los andlisis genéticos provenfan, en su
mayoris, de animales cautivos, varados, o capturados por la industria ballenera; habian sido
cstudios mas bien descriptivos y s¢ habian utlilizado para evaluar sus relaciones
filogenélicas (Makino, 1948; Walen y Madin, 1965; Armason, 1969; 1972; 1974; Duffield

et al, 1971; Amason ef al,, 1978). Recientemente se han realizado trabajos que consisten




en la toma de biopsias de picl de cetdccos de vida libre para su andlisis genético y
biogulimico (Winn ¢r al., 1973, Amason ef al., 1985; Lambensen, 1987; Lambersen y
Dufficld, 1987; Lambertsen of af., 1988; Amos y Hoelzel, 1990, Mathews er o, 1988 y
Ruiz, 1988).

El trabajo reportado por Winn ef al. (1973) marca el inicio de los sistemas de
colecta de biopsias de picl de cetdceos en vida libre mediante un dardo con una punta
modificada. Con ¢l empleo de este tipe de sistemas se ha obtenido diversa informacidn
como la identificacion del sexo (Winn e al., 1973; Lambertsen y Duffield, 1987,
Lambertsen er ol., 1988; Baker et al., 1991), 1a identificacidn de individuos mediante
cariotipos (Lambertsen y Dufficid, 1987), ¢l anélisis de la variabilidad de marcadores
genéticos (Mathews ef al., 1988, Amos y Hoelzel, 1990; Lande, 1991, Baker et al., 1993) y
¢l anflisis de contenido de contaminantes (Taruski ef al., 1975, Medway, 1983). La
cantidad de tejido requerida para el estudio es pequefia y se ha observado que la toma de la
muestra no dafia a los animales ni afecta su conducta a largo plazo (Medway, [983; Aguilar
y Nadal, 1984; Lande, 1991; Weinrich ef al., 1991; Clapham y Matilla, 1993). Los tejidos
obtenidos de estas mucsiras se utilizan en analisis citogenélicos y moleculares que,
combinados con la fotoidentificacion, conforman una técnica de gran utilidad cn el estudio
de las poblaciones de cetdceos (Lambertsen e al., 1988; Amos er of,, 1992).

Un estudio més detallado sobre los mamiferos marinos leva al entendimiento de
los sisternas de apareamiento, los tamafios cfectivos de las poblaciones y las relaciones

entre estas (Cohn, 1990). En este ultimo aspecto, deben implementarse estudios genéticos
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para determinar las relaciones entre los grupos de una misma especic que viven cn
diferentes zonas. Si bien los estudios enfocadas a caracterizar la variabilidad molecular son
mejores pars este propdsito, en los ceticeos existe una variabilidad citogenética
intracspecifica considerable y la variacién del cariotipo ¢n los mamiferos estd intimamente
ligada a fos procesos de aislamiento reproductivo (Wilson et af,, 1974 y 1975; Jarrel,
1984), por lo que se necesita tambien el desarrollo de estudios citogenéticos para
comprender la diversidad de las especies de cetficeos que habitan en las aguas teritoriales
y la zona econdmica exclusiva de nuestro pals. Esto es lo que ha planteado la necesidad de

implementar un sistema de andlisis citogenético.
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Estructura del genoma de los mamiferos

Todos los seres vivos estan compuestos de células, y pueden clasificarse en funcion
de éstas. Las bacterias son pracariontes, organismos en los cuales normalmente hay un solo
compartimento celular, rodeado por una membrana o membranas que la aislan del medio
exterior. En los eucariontes cada célula se compone de un nucleo, que contiene ¢l material
genético y estd rodeado por un citoplasma que, a su vez, estd envuelto por la membrana
plasmatica que determina la periferia de la célula. Los organismos unicelulares -sean
procariotas o cucariotas- consisten en células individuales, capaces de sobrevivir y
reproducirse. Los organismos multicelulares -generalmente los eucariontes- existen en
virtud de la cooperacion entre muchas células, que pueden especializarse en diferentes
funciones para contribuir a la supervivencia del individuo.

La informacion genética pasa de un organismo a otro y de una generacién a otra de
dos maneras: sexual y asexual. Por consiguiente, cada generacién recibe un conjunto de
genes, necesarios para la formacion de estructuras adicionales durante ¢l desarrollo de un
organismo y de otros genes que actuan como reguladores. Cada gen funciona controlando
la sintesis de una proteina determinada. Se sabe que un gen es [a unidad de la informacion
genética o la unidad de la herencia y que cada uno de éstos es una secuencia de dcido
desoxirribonucléico (DNA) que lleva la informacion para la formucion de un polipéptido
determinado. Los genes estan centenidos en cromosomas que, ademds de presentar un
nimero constante en cada una de las especies, presentan una estructura y una morfologin

definidas.




En las formas de vida elementales como las bacterias y los virus, los cromosomas
son elementos de organizacion simple. Par el contrario, los cromosomas de los cucariontes
son estructuras muy complejas (Bianchi, 1978). En las células diploides humanas, por
ejemplo, el DNA esta organizado en 23 pares de cromosomas. Los cromosamas en los
cucariontes estan compucstos principatmente de DNA, proteinas estructurales Hamadas
histonas, que son proteinas bdsicas ricas en arginina y lising, y de las que existen cinco
tipos: Hy, Hya, Hyp, H; y H, y proteinas no histonas. Las proteinas no histonas o acfdicas se
encuentran ¢ menor propoercion que las histonas (Wolstenholme, 1992).

A la asociacion de DNA con proteinas se le denomina cromatina. Dicha cromatina,
unidad estructural de los cromosomas, es Ja porcidn tefiible del micleo y se aprecia mejor
cuando los nicleos estan en interfase o en los cromosomas metafasicos. La cromatina se
pliega sobre si misma una y otra vez para dar la forma condensada y compilcm det
cromosoma. 1.os cromosomas son las unidades por medio de las cuales la informacién
genética pasa de una gencracion a olm a través de la divisién celular (Lewin, 1994). La
fibra de cromatina es, por tanto, una fibra de nucleoproteina en donde todos los
componentes, exceplo las histonas, varian en cantidades proporcionales al DNA (Komberg,
1974; Avers, 1983).

La cromatina se divide en dos tipos: cucromnatina, que se reficre a la cromatina o
segtnentos de cromosomas que presentan tincion uniforme en el proceso del ciclo celular, y
heterocromatin, que es aquélla que muestra un grado irregular de condensacion y tincion.

La heteropicnosis es la propiedad de la cromatina de mostrar vatiaciones en la intensidad




de tincion debidas a las alteraciones cn los grados de condensacion de los filamentos de
cromatina (Heitz, 1926).

La heterocromatina se divide principalmente en dos categorias: constitutiva y
facultativa (Brown, 1966). Ambas clases son de duplicacion tardia durante la Tase "S" del
ciclo celular y se les desconoce funcion genética alguna (Therman y Susman, 1993).
Bianchi (1978) informd no haber entcontrado diferencias en la estructura basica de cada una
de éstas al observarlas bajo el microscopio electrdnico. Sin embargo, la estructura det DNA
caracteristica de la heterocromating  constitutiva es distinta de aquélla del DNA
eucromdtico. La heterocromatina facultativa consiste basicamente en DNA cucrotndtico
que s¢ inactiva especificamente durante ciertas fases del desarrolle, como la inactivacion
del cromosoma X en las hembras de los mamiferos. La heterocromating consiitutiva, por su
parte, consiste en secuencias cortas de DNA altamente repetitivas que ho se transcriben y
que son evidentes en lus técnices de bandeo con Giemsa (Lawee y Hack, 1980). Es por eso
que las variaciones de este tipo de heterocromating en los cromosomas de los vertebrados
no se reflejan en el fenotipo (Jacky y Dill, 1980; Therman y Susman, 1993).

La heterocromatina constitutiva se halla preseute en diversas especies de mamiteros
con un patron especlfico y constante para cada cromosoma y especie (su y Arrighi, 1971).
Este tipo de heterocromatina se relaciona con procesos como la condensacion, distribucion
particular, inactividad génica y replicacion tardia. Tiende tambicn a asociarse con otras
regiones de heterocromatina. Estudios bioquimicos y moleculares demuestran que la

heterocromatina esta formada por secuencias cortas y repetidas miles de veces (Sanchez v
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(Sanchez y Yunis, 1974; Bianchi, 1978: Salamanca, 1983; 1990). Algunos autores como
Sanchez y Yunis (1974), denominan a estas secuencias  DNA-satélite o DNA altamente
repetitivo, consideranda estos dos términos como sindnimos. Existen estudios que
demuestran que cxisten diferencias entre ainbos: el DNA repetitivo consiste en secuencias
de nucleotidos de extensidn y composiciones diversas presentes en el genoma; mientras
que el DNA-satélite esta conformada por secuencias de DNA repetitivo que ticnen una
disposicion uniforme y que, al ser tratadas con determinadas técnicas de separacion de
DNA, forman bandas distinguibles del fragmento principal de DNA (Li y Graur, 1991).

Dos de las caracteristicas principales del genoma de los cucarionies son: la
repeticion de sccuencias y la compartamentalizacion del genoma que estan conformadas
por secuencias especificas de nucledtidos. L.a mayor parte del genoma de los vertebrados de
sangre caliente es un mosaico de segmentos de DNA denominados isocoras que se
distinguen por su contenido de guanina y citosina, Esla compartamentalizacion en ¢l
genoma juega un papel importante ca la secuencia de bases en los genes y durante de la
evolucidn molecular (Bemardi of ol 1985, Bemardi y Bemardi, 1986). La proporcidn de
este tipo de DNA varia segin los taxa. En los mamiferos, por ejemplo, aproximmadamente
un 60% del DNA es repetitivo (Li y Graur, 1991).

L1 hablar del genomna, de su organizacion y evolucion genera cuestiones como su
tamado y los uecanismos que influyen en ¢l aumento o disminucion de éste: la
informacion genética que esta en el genoma; si consisie tnicamente en DNA génico o en

secuencias no génicas; si existe un patrdn de distribucion de las-secuencias repetitivas; si
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existe una funcion para estas sccuencias, y, finglmente, en cuanto a la composicion de
secuencias, si habrd heterogeneidad en la composicion entre las distintas regiones del
genoma. Se sabe que existe una cantidad constante de DNA en el genoma haploide. Fste
valor caracteristico Hamado tamudo del genoma o valor C varia de acuerdo con las
especies, tanto en los procariontes como en los cucariontes. El valor € en ¢stos ultimos es,
por lo general, mayor que en los procariontes, atinque en los organismas aminiolos -aves,
reptiles y mamiferos-, dicha variacion del valor C es reducida. La variacion interespecific:
en ¢l lamailo del genoma de los eucariontes no se reaciona con la complejidad de los
organismos nii con ¢} nimero de genes codificados por los mistnos  Se sabe por ejemplo,
que cxisten organismos unicelulares cuyo contenido de material genético es mucho mavor
que el de los mamileros. Esta incongruencia entre los valores C y el tamafio del penoma
que existe entre las distintas especies de animales ha dado lugar a la Yamada paradoja del
valor C (Li y Graur, 1991). Esta paradoja genera la necesidad de explicar porqué tantas
especies contiencn tan grandes cantidades de DNA y como es que las mantienen. Los
estudios conducidos a dilucidar esta aparente cantradiccion que existe en el genoma, dejan
a la fraccion no génica del DNA como tinica responsable de esta paradoja y, atinque ain no
existe alguna hipdlesis que la resuelva, se han elaborado diversas 1eorfas para explicar
posibles métodos de mantenimiento de la fraccidn na génica del genoma, estan entre otras:

1. Regulacion global de 1a expresion génica (Zuckerland, 1976 citado en Li y Graur,
1991).

2. Sin funcidn, DNA basira (Ohno, 1972 citado en Li y Graur, 1991),

3. DNA pardsito (Ostergren, 1945 citado en Liy Graur, 1991) 0 DNA egolsta (Orgel

y Crick, 1980; Dovlitle y Sapienza, 1980 citadas en iy Graur, 199}),
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4 DNA con funcion estmictoral, es decir, que sinve como  nucleoesqueleto
{Cavalicr-Smith, 1985),

[3sta Iraccion, que consiste de DNA que no contiene informacion genética constituye desde
un 30 hasta cast ¢} 90% de! genoma (Cavalier-Smith, 1985).

El DNA de las células humanas contiene 3 x 107 pares de bases y aliededor de
50,000 genes, puesto que no toda el DNA representa genes (Gomez-Eichelmann, 1987). El
analisis cromosamico se realiza durante ta profase tardia o durante la metafase, en que cada
cramosoina consta de dos cromatides que s¢ mantienen unidas por una constriceion
primaria tambien Namada centromero. Se Hama cariotipo a la manera o forma en la que se
clasifican los cromosomas de un individuo, y la representacion esquemdtica de éstos y de

sus regiones se denomina idcograma.

Generalidudes de citogenética

La citogenética cstudia el proceso de la berencia en el nivel celular, la relacion
existente entre el aspecto microscopico de los cromosomnas y el modo en el que éstos se
comporian durante la division celular, es degir, estudia la estructura, nimero, funcidn y
desplazamiento de éstos, la variacion de sus caracterisiticas morfoldgicas y coémo se
relacionan con la transmision, recombinacion y expresion de los genes (Garber 1972,
Salamanca 1990; Wolstenholme, 1992),

Durante la metafase de la mitosis los cromosomas estan formados por dos
cromitidas que sc mantienen unidas en una zona Namada ccnlr§n1cro. Gran parte de los

estudios en citogenética se realizan mediante el andlisis de grupos de células bloqueadas en




esta fase (Wolstenholme. 1992) Los cramosomas se agrupan en orden decrectente de
tamafio. A dicho agrupamiento se le denomina caniotipo.

Existen varios criterios para clasificar a los cromosomas. I'n un principio sc
clasiticaban de acuerdo con el indice centromérico que es una relacion entre la tongitud
del brazo corto y fa longitud total del cromosoma. Otros criterios de clasificacion se
basaron en la posicidn del centromero v en el ddice de draze, que se define como la
relacion entre la longitud relativa de tos brazos largos y cortos de un cromosoma y su
centromero (Levan ef al., 1964). Actualmente, los cromosomas se clasifican de acuerdo
con los reportes del International Systems for Human Cytogenetics (ISCN. 1985). Dichos
reportes se actualizan continuamente -el mis reciente fue en 1985- y se basaron en la
Nomenclatura de Paris (Conferencia de Paris 1971 y 1972). Por consiguiente, para realizar
cualquier analisis en citogenélica en seres humanos, los cromosomas se agrupan en orden
decreciente de tamaio, fa posicion del centromero determina fa morfologla general de éstos
y se considera que el brazo corto del cromosoma (brazo p) estd en la region superior de el

mismo. Fin el cariotipo humano, sc reconocen las siguientes formas (Figura 1):

Metacéntricos. Il centromero estd en la region medin y fos cromosomas estén
divididos en dos partes iguales.

Submetacéntricos. L] centrdmero se halla mds cerca de un extremo que del otro.
La longitud de los brazos es, por tanto, distinta.

Acrocéntricos, El centromero esta cerca del extrema del cromosoma, tos brazos p
son muy cortos y terminan en estructuras denominadas satélites (Bianchi, 1978,

Wolstenholme, 1992).




(o) (b} (el

Iigura 1. Tipos de cromosomas de acuerdo con ol LS.CN, (1985): a) cromosomas
metacentiicos; Iy cronosamas submetacéntiicos: ©) cromosnmas acrocéntricos cn donde se
apreclan las esictaras tfemitnales de dos hrazos p. denominadas salclites
(Walstenholme, 1992).

Otro tipo de cromosomus son ios telocéntricos. fistas no exisien dentro dei
cariotipo humano, ni pertenccen a la clasificacion estandarizada de la Conferencia de Paris
(1971), pero se hace mencion de ellos por estar presentes en ¢f cariotipo de los cetdceos. En
los cromosomas telocéniricos, ¢l centromero e¢s totalmente terminal y, de acuerdo con

Darlington (1937), aparece por Ja ruptura centromérica de un cromosoma bibranquial,




De acuerdo con la estandarizacion del LS.C.N. (1985), los cromosomas humanos se
clasifican en siete grupos;

Gropo A- pares | - 3. cromosomas metacéntricos grandes que pueden distinguirse
facilmente por su talla y por la posician del centromero.

Grupo B- pares 4 - 5; cromosomas submetacéntricos grandes que no son sencillos de
distinguir.

Grupo C- pares 6 - 12; cromasomas submelacéntricos de talla mediana que son dificiles de
distinguir; en este grupo se encuentra el cromosoma X. EI ISCN los considera
cromosomas metacéniricos.

Grupo D - pares 13 - 15; cromasomas acrocéntricos de talla mediana,

Grupo E - pares 16 - 18; cromosomas relativamente pequedios; el 16 ¢s metacéntrico,
mientras que los dos pares restantes (17, 18), son submetacéntricos.

Grupo F - pares 19 - 20; cromosomas metacéntricos pequefios.

Grupo G - pares 21 - 22; cromosomas inetacéntricos pequefios. En este grupo se encuentra

el cromosoma Y.

Polimorfismos cromosémlcos

Aflos antes de que se desarollaran las técnicas de bandas, se conoclan ya
varigciones en la morfologia de algunos segmentos cromosémicos. A estas variaciones, que
na necesarigmente causan alguna patologia especifica o variacion fenotipica, se fes
denomina polimorfismos. Este (énnino se utilizé por primera vez en 1940 para designar a
una variante genética que ocurre en una poblacidn con una frecuencia mayor de lo que se
esperaria por la tasa de mutaciones recurrentes (Salamanca, 1990; Meléndez, 1991). Los
polimorfismos pueden manifestarse en términos de tamaflo, frecuencia de satélites,

canstricciones secundarias ¢ incluso hacerse evidentes mediante alpunas técnicas de




constricciones secundarias ¢ incluso hacerse evidentes mediante algunas técnicas de
bandco. EJ término heteromorfismo se utiliza para describir fas desviaciones de la
morfalogia de un cromosoma narmal (Conferencia de Paris, 1971y 1972), y la utilizacion,
tanfo de este término como el de polimorfismo, varia de acuerdo con los investigadores. .
Algunos de los polimorfismas mds importantes son: tamadio -por ¢jemplo en el segmenta
heterocromitico de las brazos larges del cromosoma Y - | satélites; constricciones
secundarias y aquellos que s6lo son evidentes al aplicarse téenicas de tincidn en bandas.
Antes del desarrola de Jas téenicas de bandeo, se reconocian ya cromosomas
homdlogos de humanos que exhiblan diferencias morfologicas consistentes. Hoy en dia,
con ¢l apoyo de las metodologlas de tincion y bandeo, ta capacidad de identificacion de
alteraciones cromosdmicas -estructurales o numéricas- ha aumentado. Los palimortismos
cromosémicos ocurren principalmente en la heterocromating constitutiva y ésta, a su vez,
estd constitulda, como ya se ha mencionado, por niles y hasta millones de secuencias de

DNA satélite y DNA altamente repetitivo,

Técnicas de bandeo

Salamanca (1990), definc las bandas como pequefios segmentos de un cromosoma
que aparecen como una sccuencia de porciones que pueden ser clams y obscuras o
fluorescentes y no fluorescentes y que se observan a Jo largo del cromosoma con

determinados procedimientos de tincidén. Las bandas reflejan segmentos de cromatina en

distintos grados de condensacion y/o can composicion de bases diferentes. Las isocoras,




composiciones caracteristicas de guanina y citosina (Bemardi et «f., 1983) y tal vez
corresponden a las bandas de alta resolucion (Yunis y Yasmineh, 1971). La aplicacion de
las técnicas de bandeo ha probado ser de gran utitidad en la localizacion de polimorfismos
cromosomicos en seres humanos. La tincion de bandas sc emplea ampliamente para
diagnosticos citogenéticos (Cervantes, 1983, Luperini, 1985; Meléndez, 1991). Con los
cetdeeos, el bandeo se ha  utitizado principalmente para caracterizar el cariotipo de las
distintas familias de este orden (Arnason, 1974), y como criterio taxondmico (Medrano,
1987, Medrano ef «f , 1993), part conocer la dindiica de la cvolucidn del genoma del
orden (Amason, 1974), y tambien para identificar diferencias poblacionales como en el
caso de la ballena jorabada, AMegaptery novacungliae (Lambertsen y Dufficld, 1987) y de
los delfines del género Stenella (Stock, 1981).

Caspersson et al. (1968), fueron los primeros cn mostrar que al tratar los
cromosomas con un agente fluarocrémico y observarlos después bajo el microscopio de
fluorescencia, aparecian bandas con un patron especifico de porciones fluorescentes y no
fluorescentes o claras y obscuras. A las secuencias obtenidas les llamo bandas Q. Las
técnicas de bandeo mds utilizadas para detectar polimorfismos cromosomicos son las de
bandas QFQ y bandas CBG, alnque las tinciones para bandas GTG, bandas R, y la tincidn
con plata para la localizacién de las regiones de organizacion nucleolar (NOR'S) de los
cramosomas acrocéntricos son tambien empleadas con frecuencia. Cada una de estas

téenicas revela un polimorfismo determinado en una zona de un cromosoma determinado:
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Las bandas -QFQ s¢ emplean en Ja identificacion de cromosomas y en el estudio
de heteromorfismos asociados a los cromosomas 3 y 4, cromosomas acrocéntricos y la
porcion distal de los brazos largos del cromosoma humano Y. Algunos de estos
hetcromorfismos se utilizan como marcadores cromosdmicos para determinar el origen de
los cromosomas adicionales cn trisomias v en estudios de paternidad (Verma y Babu,
1989),

Las bandas -G1G , son las de mayor aplicacion y localizan tambicn
lieteromorfismos ¢n ¢l nivel de heterocromatina intercalar; se emplean en evaluaciones de
los cromosomas humanos 1 y 16 ¢n andlisis de rutina en laboratorios.

Bandas -RBG, -*Reverse bands”-, definidas por algunos autores como “un negativo
de las bandas -G” (Lambertsen y Duflicld, 1987), presentan una mejor tincion de regiones

teloméricas que no se pueden apreciar en forma independiente con fas bandas -Q y -G.

Téenicas de bandeo selectivas

N.O.R. Las regiones de organizacién nucleolar son zonas cromosomicas especificas
que forman y mantienen ¢l nucleolo en interfase. Consisten en multiples copias de
secuencias de DNA. La técnica NOR se emplea en la identificacion del origen paterno y el
estado de no disyuncidn en la trisomia de cromosomas acrocéntricos humanos. Tambien se
utiliza para la determinacion de los puntos especificos en translocacion robertsoniana y

reciproca que involucra a los cromosomas acrocéntricos.
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G-11, Localiza polimorfismos e inversiones pericéntricas en el cromosoma humano
9. Es de amplia aplicacion en el mapeo genético y en la identificacion simultanea de
replicacion de cromitides humanas.

C D. Técnica empleada para estudios de cinetocoras o puntos centroméricos de los
cuales obtiene el nombre (“Centromeric Dot- bands™). Tambien se aplica en el estudio de
cromosomas  dicéntricos, para cntender la  naturaleza  de  ambas  regiones
centroméricas.(Verma y Babu, 1989).

Bandas CBG -Bandas con hidroxido de bario y Giemsa- (ISCN, 1985). La
aplicacion de esta técnica produce una tincion selectiva de la heterocromatina constitutiva.
Estas bandas se localizan principalinente en las regiones pericentroméricas de los
cromosomas humanos 1,9 y 16. De ahi que reciban el nombre de bandas -C. Tambien se
hacen evidentes en la porcidn distal del brazo largo del cromosoma Y. Las bandas CBG ,
son basicamente producto de la extraccion selectiva del DNA de las regiones C- negativas
por la permanencia de mas DNA en las dreas de  heterocromatina constitutiva. Los
heteromorfismos cromosoimicos que se ven con esta téenica se encuentran principalmente
en las regiones pericentroméricas de los cromosomas v se clasifican de acuerdo con su

tamano -fongitud y drea- (Verma y Babu, 1989),
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Segin diversos autores, la funcién principal de la heterocromatina constitutiva es la
regulacién de la actividad de los genes, puesto que los segmentos cromsémicos que fa
contienen son inactivados. Existen hipdtesis que proponen diversos atributos de la
heterocromatina constitutiva; cstan, entre otras: sin una funcion definida (Doolittle, 1982),
mantenimiento cramosdmico, posible responsable de la fornnacion de barreras de fertilidad
y de la especiacion (Wilson ef al., 1974, 1975; sy, 1975; Yunis y Yasminel, 1979,
Flavell, 1982; Miklds, 1982). Se ha observado que la lcterocromatina constitutiva
promueve el cambio de los cariotipos generando variacién gendtica, requisito indispensable
para los procesos de divergencia genética en las poblaciones naturales (Baker e df.,
1987b). De hecho, Wilson ef uf, (1974 y 1975) y Bush ¢t al, (1977) propusierbn una base
tedrica para entender las relaciones entre los cambios genélicos y los procesos de
divergencia cuyos resullados se reflejan en la morfologia de los mamiferos. Es;os cambios
genéticos ocasionados por alteraciones cremosdmicas bien pueden ser las mutaciones
pequefias con las que Ayata (1978) explica porqué la evolucién de los vertebrados se ha
dado a una inayor vetocidad dc la que se puede generar dnicamente por mutaciones,

Las funciones arriba mencionadas se basan en cvidencias circunstanciales; sin
cinbarge, estas hipdtesis explican de alguna mancra porqué los genotipos de eucariontes
contienen tan grande cantidad de DNA altamente repetitivo.

En los cetdceos, los polimorfismos cromosdmicos se han analizado para proponer
niodelos de especiacidn y evolucidn de les cetdceos (Amason, 1972; Jarrel, 1984), asi

como para realizar estudios poblacionates (Stock, 1981 Lambertsen y Duflield, 1987).
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mds adecuadas entre las alteraciones cromosonticas y los cuadros clinicos con los que se
asocian. Los polimorfismos cromosdmicos son de gran wtilidad para conocer el origen
paterno o materno de las anomalias cromosomicas, tambien tienen una amplia aplicacion
en estudios clinicos, como los mecanismos de produccidn de triploidia, la focalizacion de
genes deficientes en el genoma humano, la identificacion de sitios dentro del cromosoma
responsables de enfermedades humanas, y, ademis, se cmplesn en medicina forense;
incluso pueden utilizarse como marcadores para estudios poblacionales (Cervantes, 1983,

Luperini, 1985; Meléndez, 1991).




Citogenética de los cetdceos

Los andlisis genclicos sobre cetdceos se iniciaron con la descripeion de los
cariolipos y la determinacion del sexo a partir de ¢stos. Més adelante, se estudiaron las
relaciones genéticas entre los cetaceos a partir del estudio de proteinas heredadas,
polimorfismos cromosomicos y DNA. La determinacion de las relaciones entre las familias
y las poblacioncs entre los cetaceos Ileva a un mejor entendimiento sobire los sistemas de
aparcamicnto, la idenlificacion de el (los) grupo (s) y de los tanaflos efectivos de
poblaciones (Mathews et al., 1988; Cohn, 1990, Medrane, 1993).

El primer informe de un cariotipo de cetdceos corresponde a Makino (1948) con el
estudio de los cromosomas de la marsopa de Dall (Phocoenoides dallii). Antes de este
trabajo, con exepeion del infonne de Starke, (1928 citado en Makino, 1948) sobre el
cariotipu de ¢l lobo fino de! norte (Callorhynus ursinus), no se tenia informacion alguna
sobre los cromosomas de ninglin mamffero marino.

E! objetivo de! trabajo de Makino fuc conocer las variaciones en el cariotipo que
existen entre los cetaceos y otros grupos afines de mamiferos. Con preparaciones directas
de células germinales este investigador, obluvo un nitmero diploide 2n = 44. Makino
realizo el andlisis de cromosomas basindose en la comparacion de formas y tamafios
caracteristicos directainente bajo ¢l microscopio. El erdenamiento de los crorosomas fue
de mancra decrcciente de talla, y a los 2 que no pudo aparear con su homdlogo los
denomind como X y Y. Con estos resultados, Makino procedié a discutir la filogenia de

los cetdceos. En csos afios se discutta si el origen de los cetéceos era a partir de camivoros
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o de ungulados v se proponia un origen @ partir de los primeros por cicitas similitudes
anatdmicas. Makino fue ¢l primero en utilizar la evidencia citoldgica como una
herramienta en la filogenia de los cetaceos y propuso que las similitudes v las diferencias
de la constitucion de los cromosomas preden ndicar la relacion taxondmiica entre
organisinos de un distinto orden.

Con base en sus trabajos anteriores (Makino. 1944 Oguma y Makino, 1946), cste
autor compard los cariotipos de cetdceos con los de 12 ardenes de camivoros y reportd que
es practicamente imposibie indicar similitudes entre ambos. Y, al comparar ¢l cariotipo de
L. dalli con el de Sus scrofu, reparto que “pese a la diterencia hallada entre sus nimeros
dipolides, existe una gran similitud en las caracteristicas generales: Jos primeros 4 pares de
cromosomas son muy parecidos y la niorfologia de los cromosomas sexuales es también
muy similar”. Con estos resultados, Makino concluyé que existe evidencia suficiente para
indicar que [a mursopa, /. dallii, como representante de los cetdceos, estd relacionnda con
tos ungulados.

Walen y Madin (1965) realizaron ¢ primer estudio citogenético de cetdceos
empleando 1éenicas de cultivo de tejidos hasados en los trabajos de Hsu y Pomerat (1953) y
Madin ¢t al. (1957) y utilizando células de rifion de dos especies de la familia Delphinidae:
el tursion, Tursiops truncatus y el calderén negro, Glohicephala scummmi. A partir de este
estudio se obtuvieron los cariotipos de ambas especies. y se reporté un nlmero
diploide 2n = 44. confirmando ast las oliservaciones de Makino (1948 en la marsopa de

Dall, Cou estos resuttados concluyeron que las similitudes entre los cariotipos de las dos




especies de delfinidos son muy marcadas y que existe una estrecha relacion evolutiva entre
ambas especies.

1 primer criterio para clasificar a los cromosomas de los celdceos se basaba en la
posicion del centrmero (Conferencia Paris, 1971). Makino (1948), por ejemplo, dividio a
los cromosomas en:

-4 pares grandes subterminales, 2 pares con forma de V,

- I5 pares pequeflos que denomina como subterminales, y, de acuerdo con su

trabajo,el cromosoma X es grande y el Y, pequeilo.

Walen y Madin (1965), por su parfe, clasificaron a los cromosomas en tres categorifas:
- cromosomas grandes con centrdineros subterminales en donde agruparon a los
primeros 3 pares;
- I3 pares con centrdmeros medios o submedios que reducen su talla gradualinente

- 4 pares de cromasomas acracéntricos,

De acuerdo con estos aulores, sdlo el par nimero 9 es verdaderamente metacéntrico (en

ambas especies).

24



Amason (1969, 1972, 1974, 1981, 1985); Amason ef ol (1977); Amason y
Benirschke (1973) realizaron una caracterizacion sistematica del cariotipo de los cetdceos.
Estandarizaron la clasificacion de los cromesomas basindose en el trabajo de Levan er ol.
(1964), que consiste en una propuesta para clasificar los cromosomas a partir del fndice de
brazo, una relacion entre 1o fongitud relativa de los brazos largos y corlos de un

cromosoina v su centroniero. Con base ¢n este criterio, los cromosomas se clasifican de la

siguiente mancra;
Indice de brazo Cromosomas
1.0-1.7 metacéntricos
1.7-3.0 submetacénticos
3.0-70 subtelocéntricos
7.0- 0 telocéntricos

Les autores complementaron dicha caracterizacion con ideogramas de los cariotipos
de algunas de las especies analizadas en sus trabajos (Amason, 1969 y 1974; Arnason y
Benirschke, 1973; Amason et al., 1977).

El cariotipo de los cetdceos estd muy conservado. El numero diploide de los
cromosonas en la mayoria de las especies del orden es 2n = 44, Las familias Physeteridac,
Ziphiidue y Balaenidue tienen cariotipos de 42 cromosomas (Amason y Benirschke, 1973;
Amason, 1974; Jamrel, 1979; Amason, 1981). Una caracteristica notable es la gran
uniformidad que esta presente en el cariotipo general entre las especies, que contrasta con

las variantes existentes entre los individuos de una misma especic.




De acucrdo con Amason (1972) v Amason o af. (1985), 1a estabilidad en el
cariotipo de los cetiaceos puede deberse i lo siguiente

- Estos animales tierten una baja tasa de reproduccion, puesto que wdan en alcanzar

la madurez sexual y no ticnen mas de una cria al afio.

- Los animales tienen una gran facilidad para desplazarse ¢n un medio que o tiene

barreras geograficas definidas.

- La organizacion social de estos mamiferos es en grandes grupos, por consiguiente

no existe endogamia ni Ia posibilidad de lijacion de una variante cromosomica.

E1 patron general del cariotipo de cetceos presenta las sipuientes caracteristicas (A mason;
1972y 1974);
- Los grupos de cromosomas metacéntricos y submetacéntricos contienen junios 14
pares de cromosomas en que el par mds pequefio posee un satélite (en algunas
especies, este par queda en el grupo de cromosomas telocéntricos).
- Los tres pares mds largos del cariotipo estdn en el grupo de los cromosoinas

subtclocéntricos (Arnason, 1972).




1 cuadro 1§ resume el cariotipo de algunas especies consideradns  como
representativas de las familias estudiadas. I} patron general del cariotipo de estos grupos

de cetaceos os como sigue:

Misticetos:
4 cromosomas telocéntricos
3 cramosomas submetacéntricos que conticnen al cramosoma X en

Bulaenoptera physalus y al cromosoma Y en B. acutorosirale.
5-7  pares submetacéntricos
7-9  pares metacéntricos pequefios que conticnen al cromosoma X en
Eschrichiius robustus, Balaenoptera acutorostraia, B. borealis, y al cromosoma Y
en B, borealis y en B. physalus.
(Amason, 1969; Figura 2)
Odostocetos:
4 cromosomas felocéntricos, excepto en Physeter calodon y Kogia breviceps.
2-3  cromosomas subtelocéntricos que contienen al cromosoma Y en P, catodon.
8-9  cromosomas submetacéntricos que contienen al cromosoma X en
Globicephala macroriynca.
6-7  cromosomas metacéntricos que contienen al cromosoma X en Stenella
dubia, Tursiops gilly, Delphinus delphis, Phocoena phocoena, P. catodon,
K. breviceps y al cromosoma Y en K. breviceps.

(Arnason, 1974 y 1980; Arnason y Benirschke, 1973; Figura 5).
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CUADRO 1. CARACTERISTICAS DE LOS CARIOTIPOS DE ALGUNAS

ESPECIES DE CETACEOS

ESPECIES In t st sm m X Y
Ralacnoptera physalus (1) 4 4 3 6 8 stl T
" Boaluena mysticetus (2) 42 3]s 5 9 m2 |2
Stenella dubia (3) 44 4 2 9 6 13 3
Physeter catodan (4) 42 i 9 10 mS | m
Kogia breviceps (4) 4 |3 3 14 St6
Orcinus orca (5) 44 * 9 5 - st7
Mesoplodon carlhubbsi (6) 42 - 3 3 14 st6 -
I. Amason, 1969; Figura 2.
2. Jarrel, 1979; Figura 3.
3. Amason, 1974; Figura 5.
4. Amason y Benirschke, 1973; Figura 6.
5. Amason et al,, 1980; Figura 4.
6. Amason et al., 1977; Figura 7,
Donde: 2n numero diploide
t cromosomas telocéntricos
st cromosomas subtelocéntricos
sm cromosomas submetacéntricos
mn cromosomas metacéntricos
X cromosoma sexua!
Y cromosoma sexual
* grupo hipotético de cromosomas telocéntricos
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Figura 2. Ideograma de Balenoptera physalus (Amason, 196Y). Se indica el cromaosoma X, La

escala de o covesponde o porcenlaje con referencia a tunato de todo o conjunto
complanenio, es decir, fa sumia del tamaio de todas Ins cromosomas es 100%.

~
1

Una caracteristica del cariolipo de los cetdceos, tanto de los misticetos como de los
odontocetos, es la marcada conservacion presente en los cariotipos de todas las especics del
orden. Existen excepciones, como los balénidos, los fiseteroideos, y los zifioideos, que
tienen cariotipos de 42 cromosomas. El cariotipo de los fiseteroideos carece de
cromosomas telocéntricos y 1a localizacidn de las regiones de organizacion nuclcolar estd
cn distintos cromosomas: en P, catodon se encuentra en ¢l cromosoma m2, snientras
que en K. Breviceps, se localiza en el sm8 (Arnason y Benirschke, 1973). Esto puede
significar que cstos cromosomas sean homélogos teniendo una apariencia diferente.

El cariolipo de los balénidos tiene 42 cromosomnas, carece de uno de los 4 pares de
cromosomas telocéntricos y los cromosomas sexuales son metacéntricos grandes. Sin
embargo, este cariotipo se¢ puede asociar ficilmente con el patron general de los misticetos

(Jarrel, 1979). Los zifioideos poscen un ntimero diploide 2n = 42, su €cariofipo no es muy
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Figura 3. Ideograma de Balacaa mysticefus (Jarel, 1079),

parecido al patrén general de cetdceos, pero pucden hacerse asociaciones, El cariotipo de
csta familia se compaid con ol de los fiseteroideos, que también tiene un nidmero 2n = 42
sin lograr encontrar alguna relacion entre ambas (Amason ef al., 1977).

La orca (Orcinus orca) posee un nimero diploide In = 44, que concucrda el niimero
de la mayorfa de las especies estudiadas, pero el cariotipo difiere marcadamente del patrén
general de las demés especies. El cariotipo de las orcas carece de los 4 cromosomas
telocéntricos, caracteristica de los cromosomas de los cetdceos, ademds presenta una gran
acumulacion de heterocromatina constitutiva.

La comparacién de cste cariotipo con el de Swnella clymene y el de Tursiops
truncatus mediante la tincidn en bandas -G indico que existen similitudes entre ellos; sin
embargo, el andlisis con Jas bandas -C demostro, por una parte, que este cariotipo difiere

marcadamente tanto del patrdn de misticetos como de el de odontocetos, y por la otra,
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Fligrarnr 4. Cariotipos en bandas -C de la orca, Orcines orea (O} Yy, on bandas -G del delfin
moteada, Sreviedla chnene (S). Las diferencias entre los canotipos de estas especies son
evtdentes, principalimente en os cromosonas tolocéntricos. i d cardotipo de la orca este grupo
se ndica ool * puesto que este grupo es artificial (Amason of 4/, 1980},
que estas diferencias se deben a la acumulacion de heterocromatina constiutiva. Es de
hecho la acumulacion de ésta la que enmascara a los cromosomas telocéntricos. Con el
analisis de los resultados se realizo fa construccion de un grupo hipotético de cromosomas
tefocéntricos, con el que se comprobd que existe similitud entre ¢l cariotipo de la orca y ¢l
de Stenella clymene. Bl cariotipo y el ideograma de estz Gltima especie, son los que
Amason (19714) y Amason ef al. (1980) utilizaron como referencia para comparar ios
cariotipos de las especies de cetdceos analizadas, El cariotipo de la orca tiene dos regiones
de organizacion nucleolar méentras que en el patran general de los cetdceos solo existe una
region, Iistas diferencias, consideradas como caracteristicas secundarias, sirvieron para que

s¢ propusiera que Orcinus orca representa una radiacion temprana del cariotipo de los

delfinidos, 2n = 44 (Arnason ef al., 1980; Figura 4).
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Pigura 5. deograma de Stepacla dimcne (Amason, 1974).
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Pese a dichas diferencias, los cstudios realizados indican que existe una gran
similitud entre los cariotipos de los ceticeos (Amason, 1974; Dulfield e/ al., 1971),
dicha similitud sirvié para quc Arnason (1974) y Dufficld er al. (1971) propusieran un
origen monofilético para ambos subérdenes. [3sta propuesta se reforzo por las homologias
halladas en fragmentos de DNA-sat (Amnason et al, 1978; Armason, 1982; Amason y
Widegren, 1984a), y por aquellas de los cariotipos bandeados de diversas especies
(Mesaplodon europacus, M. carllubbsi, Balacnoptera aculorostrata, Armason er al., 1977,
Orcinus orca, Amason ¢ al., 1980; Stenella clymene, Lagenorhyncus alhirostris, Phocoena
phocoena, Arnason, 1980; [ischrichtius robustus, Physeter catodon, Amason, 1981

Balaenoptera musculus, Amason er ul., 1985).
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Flgura 6. ideograma de Pyseter catodon (Amason y Benlrschike, 1973).
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En los cariotipos de los balénidos, fiseteroideos y zifioidcos, hay una fusion de
cromosomas, y las diferencias entre los cariotiopos de éstos y ¢l de la orca no se deben a
rearreglos cromoséinicos, cambios en los genes estructurales o en la composicién de los
DNA-sat, sino a la acumulacién diferencial de heterocromatina constitutiva (Amason,
1974; Jarrel, 1984). Este tipo de cromatina constituye un 25-30% de la longitud total en ¢l
cariotipo de misticetos y un 10-15% en el cariotipo de odontocetos (Arnason, 1974), est
presente en grandes blogues y se localiza en las regiones intersticiales y teloméricas de los
cromosomas (Arnason, 1974; Stock, 1981) y se hace evidente con la técnica de bandas -C.
Con el bandeo en -G, los cariotipos de los cetdceos son muy similares, (Amason, 1974;
Stock, 1981). La evidencia morfoldgica de la acumulacion de heterocromatina y el patron
tan especifico de distribucion presente en el cariotipo de los odontacetos y misticetos se ha

interpretado como una evidencia de! origen monofilético de los ceticeos (Amason, 1974).
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Figara 7. ddeograma de Mesoplodoa europacus (Amason ef al., Y977).

Los polimorfismos cromosomicos cn los cetdceos estdn formados por variaciones
continuas en la cantidad de heterocromatina constitutiva que se presenta en sitios
especlficos de los cromosomas, Sc ha sugerido también que la distribucién tan
caracteristica de la misma que hay entre los cariotipos de odontocetos impide la
recombinacion meidtica (Amason, 1974), permite ¢l rearreglo cromosémico (Stack, 1981)
y promueve cventos de aislamiento reproductivo (Jarrel y Amason, 1981; Stock, 1981;
Jarrel, 1984).

El andlisis de estos polimorfismos ha sugerido mecanismos de aislamiento y
evolucion de los cetaceos (Jarrel, 1984), y sc ha utilizado en estudios poblacionales: Stock
(1981), cvalué la posibilidad de utilizar a los polimorfismos dentro del andlisis de las
relaciones poblacionales en el género Stenella; sus resultados aunque positivos requicren,

de acuerdo con este nutor, una mayor aplicacion en distintas poblaciones y especics de




celdceos. Lambertsen v Duffield (1987), por su parte, utilizaron ¢t estudio de
polimorfismos para analizar la variabilidad intraespecifica en ¢l cariotipo de la batlena
jovobada, AL wmovacangliae, encontrando 11 repiones heteromorficas con las cuales
evaluaron tas variaciones en cstas regiones entre los individuos y las poblaciones de estos
misticetos. Los resultados obtenidos muestran que la extension de esta variacién ¢n una
muestra pequefia no indica que las poblaciones estudiadas de ballenas jorobadas presenten
endogamia excesiva. La validez estadistica de sus datos es limitada puesto que la muestra
no [ue significativa. Estos resultados sientan las bases de una metodologia que es aplicable
al andlisis de poblaciones de ceticeos de otras dreas.

La conservacion del cariotipo de fos cetdceos permite la existencia de hibridos que
se han registrado tanto en vida libre como en cautiverio. Algunos ejemplos son las cruzas
entre ¢l delfin nariz de botella, Tursiopy truncatus y ol delfin de Risso, Grampus griseus y
entre 7. truncatus y 1a orca falsa Pseudorca crassidens (Leatherwood y Reeves, 1983). Se
han encontrado incluso hibridos fértiles en vida libre, como es el caso de los individuos
resultantes de la cruza entre los rorcuales Balaenoptera musculus y B. physalus (Amason ef
al., 1991). Este tipo de individuos genera problemas en la identidad de las especics y en el
conocimiento de los mecanismos de aislamiento reproductivo y plantea la posibitidad de
que muchos problemas taxondmices entre los cetdceos derivan de procesos de hibridacion

(Gaskin, 1982).




Cstudios citogenéticoy en los cetdccos.

La estructura y la dindmica de una poblacion animal pueden describirse de distintas
maneras, dependicndo del grado de relinamiento de las téenicas que sc apliquen a la
poblacion en cuestion. Gran parie de los estudios aplicados a las poblaciones de los
celiccos se han basado en estudios observacionales, muchos de los cuales son de largo
plazo (Wells y Scott, 1990; Miyashita e/ al., 1990). De éstos sc ha obtenido informacion
sobre la estructura de poblaciones de ceticeos como la edad, ¢l sexo (inferido por
observaciones de conducta), relaciones madre-cria y de parentesco entre los individuos de
uma poblacién dada (Dufficld y Wells, 1991). Sin embargo, este tipo de estudios estin
limitados porque en muchos de los casos no se ticne Ja certeza del sexo del animal puesto
que la mayor parie de las especies de cetdceos carecen de caracteres morfoldgicos extemos
que indiquen un dimorfismo sexual. Con excepeidn de las hembras de algunas especies de
misticetos, que son de mayor talla que los machos, la diferenciacion sexual cutre estos
animales es dificil de identificar puesto que, para cllo, se requiere de una observacion de la
region genital, inspeccion dificil de realizar en estos animales. Este tipo de dificultades han
hecho necesario emplear técnicas de cultivo de tejidos para la identificacion del sexo de los
celiiceos de vida libre (Medway, 1983; Baker er al., 1987a; Lamberisen of al., 1988), asi
como métodos moleculares para obtener informacion de la composicién de poblaciones de
estos animales (Baker ef al, 1991; Palsbil ¢f al., 1992). Para cualquier andlisis genético

poblacienal, se requicren muestras de tejidos de animales en vida libre.
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Métodos de recolecta y procesamiento de tejidos de piel de cetficeos en vida libre.
Biopsias

I.a utihzacion de un dardo para obtener biopsias de fa piel de cetaceos en vida libre
se propuso y clectud por primera vez por Winn ¢/ ol (1973) en un cstudio sobre la
identificacion de} sexo de las ballenas jorobadas mediante 1a identificacion del corpusculo
de Barr, un segmento de cromatina sexual condensada unido a la membrana nuclear y
presente en las células epidémicas de hembras de distintas cspecies. Estudios posteriores
demostraron que este criterio no es seguro para identificar el sexo de los animales
(Lambertsen y Dufficld, 1987).

Por definicion, una biopsia es un trozo de tejido extraido de un animal vivo para
andlisis diversos. Se han obtenido biopsias de numerosas especies terrestres, de ceticeos en
cautiverio y también de vida libre (Medway, 1983; Amason er al., 1985; Lambertsen y
Dulfield, 1987; Lambertsen ef af., 1988; Rulz, 1988; Brown er al. 1991; Weinrich et af.,
1991, Palsbéll e al., 1991; Clapham y Matilla, 1993; Medrano et al., 1996). La toma de la
mucstra se puede realizar en casi todos tos drganos. La seleccion del drgano estd en funcion
del diagndstico a realizar. Las biopsias pueden ser incisionales (obienidas con tijeras o
bisturies), por succidn o por puscion; en los cetdceos la mayor parle de las biopsias

obtenidas de animales en vida libre, ha sido obtenida mediante punciones (Medway, 1983).
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Equipo para la toma de biopsins

Los instrumentos cmpleados en los laboratorios para la toma de biopsias estén
disefiados para la remocion de una parte del tejido a distintas profundidades y distintos
didmetros. Estas pueden ser bisturics, agujas o sacabocados. Este ltimo cs empleado con
mas frecuencia en la toma de biopsias de piel. El diametro de Ia muestra varfa segin la
cantidad de tejido que se requiera para el estudio. Gracias a que los extremos del
sacabocados son filosos, para obtener una muestra en ¢l laboratorio, se aplica ¢l
instrumento sobre Ia picl y se gira presionando sobre la misma hasta obtencr el trozo
deseado. Por lo general, la profundidad de la biopsia ¢std definida por los extremos
extemnos y el tope interno del instrumento. La toma de la muestra puede realizarse con o sin
anestesia local, y su tamaflo siempre dependerd de ta cantidad de tejido requerida, del
métado de colecta y del tipo de estudio que se va a realizar.

El instrumento para la toma de biopsias de cetdceos cn vida libre es un dardo con
una punta modificada en forma de sacabocados que se coloca en cl extremo de una flecha
que pucde ser disparada mediante un rifle (Winn ef al., 1973), un arpdn de fusil ncumético
(Aguilar y Nadal, 1984), o una ballesta (Lambertsen, 1987, Hoclzel y Dover, 1988;
Lambertsen y Dufficld, 1987, Lamberisen ¢f ol,, 1988, Rulz, 1988, Medrano, 1993;
Medrano ef al., 1996, Figura 8). Las ballestas empleadas tienen un empuje que varia
normalmente entre 23 y 69 kg. EI sistema mds utilizado Heva una flecha con la punta
modificada con un dardo para la toma de la biopsin y un flotador para recuperarse una

vez tomade la muestra ( Mathews eral., 1988; Palshdll er ul., 1991, Medrano, 1993;

38



DARDO -

\ SISTEMA
DE RECUPERACION

UNIDAD DE PROYECCION “””””I
0 20 4fon

DARDO

\

Figura 8. Esquema que dustra o sistema de muuestreo de piad de cetéocos de vida e
coipleado por Lambatsen (1987). Sc aprecia ¢ mecanismo de reaperacidn de las flechas
consistente en una lnca de nylon,

Medrano ¢f al., 1996). Las puntas de las flechas son cilindros de acero inoxidable con un
borde filoso y un tope que lo hace rebotar y evita que la flecha se encaje en la piel. La
muestra se retiene en el interior mediante distintos dispositivos, como tres dientes insertos
en la pared del cilindro y oricntados hacia el centro, (Winn ef al., 1973; Medway, 1983;
Lambertsen, 1987; Palsbéll ef al., 1991, Figuras 9y 10), 0 un anzuelo inserto en la base de

la punta en el interior del cilindro (Weinrich ef al., 1991; Figura 11).
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del datdo 2.5 em
Figura 9. Disedto ddd dardo empleado por Winn ef &, 11973). Se aprecia el mecanisino de
retencion de la muestra,
cabeza del
derdo tornilio de
insercién topepsta la linea de nylon
m collar para la Hinca .
penctrackén en de aylon ase
In plel
dardo visto s aLames o |
dispoa parale de frente o 5 10 an

telencién de In plel

Flgura 10, Diseno dd dardo empleado por Limbertsen (1087). Se aprecla of disposlitvo de

relencion de la muestra,
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de la muestia
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Figura 11, Diseno del dardo para la toma de blopsias de plel reportado por Welndch o ol
(1991}, Se aprecia o mecanisnio para la relencion de ta nuestra

Las puntas, que se inscrtan a la flecha mediante un tornillo, tieneh uno o dos
orificios que permiten al aire desplazarse por el interior del cilindro mientras éste peneira
en la piel. Entre los factores que afectan la cficiencia en la colecta de muestras de picl, se

encuentran:

a. ¢l tamafio y ¢l discfo del dardo

b. la potencia del disparo

c. la recuperacion de la flecha

d. la distancia y la orientacion del disparo

¢. el tamafio de la biopsia y su procesamicnto

f. la conducta de los animales
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11 tamafo del dardo y Ia potencia del disparo estin en funcidn de la proximidad v la
talta de Jos animales. Los primeras modelos cran demasiado potentes, puesto que estaban
disenados para cubrir distancias mayores a los 20 m; Winn er ol (1973), por ejemplo.
reportaron haber tenido éxito en tiros realizados a distancia; sin embargo, los disparos
hacia los deltines tenian que realizarse cuanda éstos estaban aproximadamente a 65 cmn
bajo el agua para amortiguar 1a patencia y no daiarlos. 1.a recuperacion del dardo, una vez
tomada la tmucstra, se ha realizado mediante una linea de pesca que va unida a la flecha
(Lambertsen, 1987, Lamberisen y Duffield, 1987, Lamberisen er ol 1988; Ruiz, {1988;
Figura 8), o mediante un flotador que mantenga el dardo fuera del agua (Mathews ef
ul., 1988; Medrano, 1993; Medrano ef al., 1996; Figuras |2 y 13).

La identificacion de los animales es necesaria para mantener un registro de aquellos
que son muestreados y establecer asf un catalogo de fotografias, de biopsias y cariotipos.
En el caso de la ballena jorebada, M. novaeangliae, los animales se identifican utilizando
¢l método de Katona er al. (1979), con buenos resuitados (Lambertsen y Dufiield, 1987,
Lambertsen ef al., 1988), aunque conjuntar este método y el de biapsias se dificulta cuardo
s¢ encuentran grupos de mas de 3 individuos. En este caso, es dificil identificar al animal
muestreado a menos que ¢ste tenga una caracieristica nuy evidente en la region dorsal, ya
sean cicatrices o marcas, muescas o la forma de la aleta dorsal (Lambertsen ¢f af., 1988),

puesto que la flecha se dispara cuando se ve esta region.




{lotadar

dardo pars la
toma de blopslay

10cm salida de alre y agus
gulade metal
que hace girar el
dardo sl penctrar
en la plel
callar de hut
L j e hute
I em

Figwa 12, Dardo y flecha enmipleados por Mathews of &, (1888) se aprecia o flotador que ayuda
on la recuperacion de la fiecha.

T
o 10 20 om
Hofador/ scoplador
reberde para la
retencibn de e plel
T
0 a 10 mn

Figura 13, Hecha y dardo disedados en ta Facullad de Clenclas (Medrano, 1993), Se aprectan o
Hotador para fa reauperacion de fa muaestra y o aiecanismo para L setencion de fla misima,
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Se ha observado que no hay sangrado excesivo despucs de tomada la muestra
(Medway, 1983), y que la reaccion de los animales hacia este procedimiento es minima
(Medway. 1983; Lambertsen v Dufficld, 1987; Brown ¢f al., 1991). De hecho, diversos
estudios muestran que la proximidad de las embarcaciones afecta mas la conducta de los
animales que la toma de la muesira (Weinrich er al,, 1991; Clapham y Matilla, 1993,
Medrano ¢t ai., 1996).

Una vez obtenida la muestra, se retira del dardo, se limpia y se trata dependicndo
del tipo de esludio que se vaya a realizac, La reaccion de los animales hacia este
procedimiento es leve y de efectos observables en un plazo menor a una hora (Medway,
1983; Lambertsen, 1987, Lambertsen y Dufficld, 1987; Brown er dl,, 1991; Weinrich er
al., 1991; Clapham y Matilla 1993; Medrano 1993; Medrano ef al., 1996). El lejido
obtenido a partir de las biopsias liene un gran nimero de aplicaciones: se emplean para
estudios de histologla, hisloquimica, identificacion del sexo por cultivo de fibroblastos y
por andlisis molecular (Medway, 1983; Mathews er al., 1988; Palsbll er al, 1992;
Medrano er al,, 1996), estudios dc variabilidad molecular y citogenética (Lambertsen y
Dufield, 1987; Lambertsen et al., 1988; Baker ef al., 1993) y para determinar la incidencia
de contaminantes organoclorados y metales pesados cn las poblaciones de cetdceos

(Taruski et al., 1975).
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La pict de los cetdecos

La piel de los cetaceos es muy especializada aunque sigue el patron general de otras
mamiferos. La picl tienc una textura suave, carcce de glindulas externas y de pelo con fa
excepeidn de unas cuantas vibrisas tactiles presentes en el extremo terminal del rostro de
algunos felos y algunas especies de edontacetos (Simpson y Gardner, 1972). La epidermis
mide de 2 a 4 mm de espesor en Ia mnayoria de las especies, aunque se pueden hatlar
excepeiones conio la betuga (Delphinapterus lencas), cuya epidenmis tiene un grosor de 10
mm. Esta capa varia scgln la region del cucrpo y cambia con la edad. La epidennis
presenta proycceiones dérmicas alincadas de mancra paralela, oblicua y, en algunos, casos
perpendicutar al eje de cuerpo. De los extremos de estas proyecciones se extienden papilas
dérmicas que se inlerdigitan profundamente con la cpidennis. La epidermis estd bién
inervada, especialmente cn la region ventral (Palmer y Wedell, 1964). La demis varfa en
grosor, la parte inds gruesa es {a ventral y la més delgada, la dorsal (Greenwood et al.,
1974; Ling, 1974, Figura 14).

Existe un desacuerdo general en fo que se refiere al nimero de estratos celulares y a
sus nombres, Segin Geraci ef al. (1986), se reconocen 3 capas: ¢l estrato basal o estralo
germinativo, el estrato espinoso y el estrato extemo. El estrato germinativo es una
monocapa que contiene células epiteliales columnares y melanocitos en una proporcién de
12:1. Las células epiteliales estan unidas a la dermis mediante hemidesmosomas que estin

en la base de la membrana y, entre eflas, mediante desmosomas.




Figwra 14, Corte de piel ddd dellin moleado, Stencella attenuata, editdo por la téaica de Masson,
Sc observan las fibras de coldgena en color obsaro.

El citoplasma es similar al de las células germinales de mamiferos; con
mitocondrias perinucleares, reticulo endopldsmico, ribosomas libres, aparato de Golgi y
grupos de tonofilamentos; el nicleo es oval con una red muy desarroliada de cromatina y
presenta de uno a tres nucledlos (Harrison y Thurley, 1974; Hicks ¢t al., 1985).

El siguiente estrato es también motivo de cierta controversia, algunos autores como
Palmer y Wedell (1964), lo denominan estrato corneo por una escasa queratinizacion que
es dificil de observar. Otros, como Harrison y Thurley (1974), argummentan que dicha

queratinizacion no es completa y lo denominan estrato externo. El grosor de esta capa varia
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con fa edad y con la especie. Las células son paraqueratdticas y, atn cuando estan vivas,
existen estudios que indican que son células viejas (Geraci ef al,, 1980).

Una caracteristica importante de la piel de los cetaceos es la alta tasa mitdtica de la
epidermis: la piel se reemplaza rapidomente y descama con mucho mayor velocidad y
actividad que en otros mamiteros (Palmer y Wedell, 1964; Geract et al., 1986). En Tursiops
truncatus por ejemplo, se¢ ha calculado que la epidermis se renueva cada dos horas, ¢s
decir, doce veces al dia (Geraci et al., 1986). Esta velocidad de crecimiento demuestra que
la picl de los cetdceos es un tejido en actividad continua que puede ser bien aprovechada en

estudios genéticos utilizando las biopsias de picl.

Prablemas que enfrentan los estudios citogenéticos en los cetdiceos,
Procesamiento de la muesira

La principal dificulted que existe para conjuntar la genética celular con el trabajo en
¢l campo radica cn la toma y el procesamiento de muestras a partir de las cuales se¢ puedan
establecer cultivos de tejidos viables (Mathews ef al. 1988).

Gran parte de las muestras cmpleadas en los cstudios citogenéticos requieren de
técnicas de cultivo de tejidos que rindan suficientes mitosis analizables, por lo que estas
técnicas son parte integral de la investigacién citogenética. Se han realizado vaniaciones en
los procedimientos de cultivo de tejidos para obiener un buen nimero de células en
divisidn con crontosomas de morfologia analizble y para estimular la division en las células
o mejorar la proliferacion celular. Los cuatro factores principales para lograr un buen

cultive de tejidos son: el medio de cultivo ¢ ingredientes adicionales, el material para el
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cultivo, las condiciones de trabajo v el tipo de tejido que se va a cultivar (Madin e uf,,
1957; Verma y Babu, 1989).

El proceso de! cultivo de tejidos requiere de condiciones de esterilidad que no se
pueden encontrar en el campo. El solo hecho de tomar la muestra de piel implica que ésta
ya estd contaminada por microorganismos asociados al integumento o por exposicion al
agua de mar y al aire durante la recuperacion de la biopsia.

Las biopsias de picl se han obtenido en el campo y s¢ han transportado y procesado
en laboratorios (Lambertsen y Duflield, 1987, Lambertsen ¢f al., 1988, Matliews ¢ /.,
1988; Rulz, 1988). La toma de la muestra requiere del empleo de una técnica que esté lo
mds apegada posible a la esterilidad, tanto en ta colecta como en su procesamicnto en lierra
y en el laboratorio. En el proceso de obtencién de 1a muestra, es importante considerar:

a. La limpicza del dardo.

b. La extraccion de la biopsia de piel del dardo.

c. El lavado, corte, y transporte de la muestra a tierma.

d. El procesamiento de la muestra para su transporte al laboratorio.

De acuerdo con Lambertsen es al. (1988), el hecho de que no se oblengan buenos
resultados de cariotipos de cetdceos se debe principalimente a la cosecha de Jas células y a
que las condiciones in vitro no son las adecuadas para la proliferacion celular. Sin
embargo, existen también otros factores que limitan la obtencién de células analizables. La
reduccién del tiempo entre la toma de la mucstia y su procesamiento en tierra, por ejemplo,
afecta la viabilidad de las células a cultivar. El empleo de antibidticos puede tener cfectos

contraproducentes: se ha reportado que altas concentraciones de éstos, afectan la
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viabilidad de las células y que las altas temperaturas hacen que se desnaturalicen v picrdan
actividad (Mathews et «f, 1988; Rufz. 1988). Finalmente, ¢l empacado ¢n frio de las
muestras y su posterior transporte hacia los laboratorios es uno de los factores que deben
contemplarse en la obtencion de cultivos celulares viables (Mathews ef al., 1988; Ruiz,
1988). [ara cousenvar las muestras adecuadamente hasta su legada al laboratono, sc
emplea hielo y nitropeno liquido (Lamberisen, 1987). El empucado debe realizarse de
manera que los agentes antes mencionados no dafien las biopsias: cuando se transportan ¢n
hiclo, por lo general se colocan en los tubos con medio de cultivo y sc vigila que la
temperatura no exceda de los 4°C; en cambio, cuando se utiliza nitrogeno liquido, la prel
obtenida se coloca ya sea dentro de wbos especiales de criogenia con tapa de roscs, o de
mangueras de polipropileno selladas de ambos lados. Las muestras se empacan en medio
de cultivo fresco suplementado con dimetil sulfoxido (DMSO) como anticongelante: en
cualquiera de estos casos, debe vigilarse la temperatura del recipiente y procurar que las
biopsias se mantengan intactas. Mathews ef al. (1988) y Medrano et al. (1996), reportaron
que para que las muestras obtenidas en el campo tengan una mayor posibilidad de rendir
cultivos de células viables, debe procurarse que el tiempo de transporte hacia el laboratorio

no excedn una semana.
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Planteamicnto de la investigacién

Los estudios aplicados al conocimiento de los cetidceos presentan una serie de
limitaciones cuando se emplean en estos animales en st medio.

Nuinerosos autores han intentado cotrarrestar estas limitaciones con el desarrollo de
distintos métodos de estudio como el marcaje-captura-recaptura, la fotoidentificacion y la
bioacustica con las cuales se han descrito y cuantificado poblaciones de cetaceos; sin
embargo, existen aiin pardmetros, como la identificacion del sexo, que no se pueden definir
con certeza al utilizar estas técnicas. El empleo de la genética como herramienta e el
estudio de las poblaciones de cetdecos ha tenido una gran utilidad y diversas aplicaciones.
Con estos estudios se han logrado definir poblaciones, su estructura y se han caracterizado
mediante la determinacion de polimorfismos tanto en ¢l nivel cromosémico, como en ¢l de
DNA.

Si bien este tipo de estudios rinde amplia informacidn sobre la biologla de los
cetdceos, conjuntar la genética celular y olecular con el trabajo de campo implica una
serie de complicaciones que dificultan la aplicacion de esta técnica en el campo: el estudio
de la variabilidad cariotipica genera dificultades técnicas como la conservacion de tejidos
vivos, viables y libres de containinacién. No obstante, los estudios citogenéticos son
necesarios puesto que reflejan eventos de aislamiento reproductivo y otros procesos de
adaptacion que han jugado un papel importante dentro de la evolucion de los cetdceos
(Jamrel, 1984), permiten identificar ¢l sexo de los individuos con un muy alto grado de

confiabilidad, sienta las bases para ¢l estudio de estructuras de poblaciones con el andlisis




de heteromorfismos que pueden ser empleados incluso como marcadores genélicos
&

(Lambertsen ct al., 1988). In este trabajo se aplicaron diversas técnicas de obtencion y

procesamiento de muestras de piel y de sangre en ceticeos a partir de In necesidad de

establecer una técnica de obtencion de cromosomas directamente en el campo.




OBJETIVOS

GENERAL

Desarrollar un método de andlisis citogendtico para aplicarse en ¢l estudio de los
cetdceos de los mares de México.
PARTICULARES

- Desarrollar una técnica para extraer y cultivar células de piel colectadas de

cetdceos en vida libre para la obtencion de preparaciones cromosdmicas.

- Implementar una técnica directa de abtencion de preparaciones cromosomicas de

cetdceos.




MATERIALES Y METODOS

A fin de cubrir los objetivos planteados en este trabajo y, considerando las

experiencing reportadas por Ruiz (1988) y Medrano (1993), se dividio esta seecion en las

siguientes fases:
FASE} Cuitivo de tinfocitos humanos. Obtencion, tincidn v bandeo de
CIOMOSOINAS.
FASE Ensayos citogencticos con muestras de cetdeeos en cautiverio.
FASE N Colecta y procesamiento de muestras de piel de cetdceos en vida
libre. Su procesamiento enel campo y su posterior cultivo en
laboratorio.

FASETV Ensayus citogenéticos en piel de ceticeos por procedimicntos

directos.

Para realizar trabajos con cultivos de tejidos, las muestras deben manejarse en
condiciones de asepsia (Jakoby y Pastan, 1979; Medway, 1983; Mathews et al., 1988,
Medrano et al., 1996). Todo ¢l material de cristaleria y las soluciones empleadas en los
procesos de cultivo y cosecha deben ser estériles. Para dicho efecto, las soluciones se
pasaron por filtros de 0.2 . Este proceso se realizo dentro de una campana de flujo laminar
o frente a la Hama de un mechero. El material de vidrio se esterilizo con la ayuda de
autaclave.

La obtencion, el cultivo y la cosecha de las muestras de tinfocitos hunanos, sangre
y piet de cetdceos en cautiverio y piet de ceticeos en vida libre -Fases I, Il y IV- se
realizaron en su totalidad en el Laboratorio de Genética del Hospital General de México. Fl

procesamiento de las muestras de la Fase 11 se realizd en el laboratorio de Microbiologia
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MATERIALES Y METODOS
A fin de cubrir tos objelivos planteados en este trabajo y, considerando las
experiencias reportadas por Ruiz (1988) y Medrano (1993}, se dividio esla seccidn cn las

siguientes fases:

FASLEE Cultivo de finfocttos humanos. Obtencion, lincion y bandeo de
CIOMOSOIas,
FASET Ensayos citogenéticos con muestras de cetdceos en cautiverio.

FASE Hi Colecta y procesamiento de muestras de piel de cetdceos en vida
libve. Su procesamiento en el campo y su posterior cultivo en
laboratorio.

FASE IV Ensayvs citogenélicos en piel de cetdceos por procedimientos
directos.

Para realizar trabajos con cultivos de tejidos, las muestras deben manejarse cn
condiciones de asepsia (Jakoby y Pastan, 1979; Medway, 1983; Mathews er al., 1988;
Medrano et al., 1996). Todo ¢l material de cristalevla y las soluciones empleadas en los
procesos de cultive y cosecha deben ser estériles. Para dicho efecto, las soluciones se
pasaron por fiitros de 0.2 . Este proceso se realizé dentro de una campana de flujo Jaminar
o frente a la llama de un wechero. El material de vidrio se esterilizo con la ayuda de
autoclave.

La obtencidn, el cultivo y Ia cosecha de las wuestras de linfocitos humanos, sangre
y piel de cetdccos en cautiverio y piel de ceticeos en vida libre -Fases 1, 1l y 1V- se

realizaron cn su totalidad en ef Laboratorio de Genética del Hospital General de México. 121

procesamicnto de lus muestras de la Fase 111 se realizo en el laboratorio de Microbiologia
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de la Faculiad de Ciencias, UNAM v en el laboratorio de Histologia de la Facultad de

Medicina, UNAM.

FASE 1. Cultivo de linfocitos humanos,
Obtencidn de cromosemas a partir de los linfacitos humanos de sangre periférica.

Los estudios de cariotipos se realizan en su mayoria a partir de los linfocitos de la
sangre. No existe un método estandarizado, puesto que las variantes surgen dependicndo de
las necesidades especiticas de cadu estudio.

Para esta fase del trabajo se revisaron los procedimientos de cultivo repottados por
Moorhead ef al. (1960), Ledn-Cdzares (1967), Dutrillaux y Couturier (1972), Smith ¢f al.
(1972), Luperini (1985), y Verma y Babu (1989). Finalmente, sc adopto la téenica de
Moorhead er af. (1960), modificada en el laboratorio de Genética del Hospital General de

Meéxico.

Toma de In mucstra

Se tomaron muestras de sangre de pacientes, controles sanos, enviados al Servicio de
Genética del Hospital General de México. Las mucstras se obluvieron por venopuncion, con
una jeringa heparinizads y en perfectas condiciones de asepsia (Jakoby y Pastan, 1979;
Salamanca, 1990). El cultivo se realizd de acucrdo con el procedimiento de rutina del

Laboratorio de Genética (Moorhead e al,, 1960).

<
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Siembra
En la campana de flujo laminar, o trente a la llama de un mechero, a dos frascos
estériles se Tes agreparon las siguientes substancias:

- 5 mi de medio de cultivo McCov SA modificado o de medio RPMI 1640,
suplementados con sucro fetal de bovino (15%) v una solucion de antibioticos
estreptomicina % penicilinn (1%, ver Apéndice 2 para veferencia de
concentraciones).

- 1.5 ml de fitohemaglutinina tipo "M".

- 1 ml de sangre.
Se incubaron tos frascos a 37°C por 72 horas.
Cosecha

Después de 70:30 hrs, a cada frasco s¢ le agregaron 0.25 ml de colchicina al 0.02%

y se volvieron a incubar 2 37°C por uma hora mds. La cosecha fue conio sigue: sc

centrifugaron los tubos, se decanto ¢l sobrenadante y se resuspendio el botan en solucion
hipotonica (KCl 0.0375 inoll), prevismente calentada a 37°C. Los tubos se incubaron a
37°C por 30 min, se repitio ¢! proceso de centrifugacion y sc resuspendio cn fijador de
Camoy. Se dejo reposar a temperatura ambiente por 30 min, se centrifugaron los tubos, se

decantd el sobrenadante y se aplicaron S lavados que consistieron en:

- decantar el sobrenadante
- resuspender en fijador

- centrifugar a 3500 revoluciones por 5 min.

En el dltimo lavado, el boton celulur se resuspendid cn aproximadamente | ml de fijador.

“
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Preparacion de laminillas

Con una pipeta Pasteur se dejaron caer gotas sobre un portacbjetos previamente
lavado v secado. L.a altura del goteo fue de aproximadamente § m. Se dejo seear al aire v se
sumergio por 3-5 segundos en HCHO.E N, se enjuagd y se tifo con Giemsa.

Bandas -G, Técnica de Wang y FedorolY (1972), modificada en ¢l Laboratorio de Genética
del Hospital Genceral de México.

Las preparaciones se dejaron envejecer un minino de 15 dias, Fsto consistio ¢n
dejartas deshidratar. La solucion para bandas € se prepara comao sigue:

Tripsina (1%) Iml

Buiter de foslatos, pH 6.8 47 ml

La solucion se colocd en bafio Maria a 37°C. Se sumergicron fas laminillas en la
sofucion para bandas -G, se enjuagaron cn buffer de fostatos y con agua corriente y se

tifieron con Gicmsa.

Bandus -C. Técnica de Sumner (1972), modificada en ¢l Laboratorio de Genética def
Hospital General de México.

Las preparaciones se dejaron envejecer  un minimo de 15 dias. Se colocaron

después en HCl 0.1 N por 30 min. a (emperaturn ambiente. Se enjuagaron con agua
destilada y se colocaron en una solucion de hidroxido de bario [Ba(OH)) af 1%

previamente calentado a 37°C, se enjuagaron con agua destilada -tambien a 37°C- y se




Preparacion de laminillas

Con una pipela Pasteur se dejaron eaer golas sabre un portaobjetos previamente
favado v secado. La altura del goteo tue de aproximadamente I m. Se defo secar al aire v se
sumergio por 3-5 segundos en HC1 0.1 N, se enjuagd y se tifid con Giemsa.

Bandas -G, Téenica de Wang v IFedorof¥ (1972), madificada en ¢f Laboratario de Genética
del Hospital Genceral de México.

Las preparaciones se dejaron envejecer un minima de 1S dias. Esto consistio en
dejarlas deshidratar. La solucion para bandas -G s¢ prepara como sigue:

Tuipsina (1%) Iml
Bufter de tostatos, pH 6.8 47 ml

La solucion se colocé en bafio Maria a 37°C. Se sumergieron las faminilfas en la
solucion para bandas -G, se enjuagaron ¢n buffer de tosfatos y con agua corriente y se

tifieron con Gicmsa.

Bandas -C. Técnica de Sumner (1972), modificada en el Laboratorio de Genética del
Hospital General de México.

Las preparaciones se dejaron envejecer un minimo de 15 dias. Se colocaron
después en HCI 0.1 N por 30 min. a temperatura ambiente. S enjuagaron con agua

destilada y se colocaron en una solucion de hidroxido de bario [Ba(OH)2), al 1%

previamente cafentado a 37°C, se enjuagaron con apua destilada -tambien a 37°C- y se




Preparvacion de laminillas

Con una pipeta Pasteur se dejaron caer gotas sobre un portaobjetos previmmente
lavado y secado. La altura del goteo fue de aproximadaniente 1 m. Se dejo secar al aire v se
sumergio por 3- segundos en HC1 0.1 N, se enjuagd v se tilld con Giemsa.

Bandas -G, Téenica de Wang y Fedorot (1972), modificada en ¢l Laboratorio de Genética
del Hospital General de México.

Las preparaciones se dejaron envejecer un minimo de 15 dias. I2sto consistio en
dejarlus deshidratar. 1.a solucion para bandas -G se prepara como sigue:

Tripsina (1%) Iml

BufTer de fosfatos, pH 6.8 47 mi

La solucién se coocd en bafio Maria a 37°C. Se sumergieran las laminillas en la
solucion para bandas -G, se enjuagaron en buffer de fosfatos y con agua corriente y se

tifleron con Gicmsa.

Bandas -C. Técnica de Sumner (1972), modificada en el Laboratorio de Genética del
Hospital General de México.

Las preparaciones se dejaron  envefecer un minimo de |5 dfas. Se colocaron
después en HCl 0.1 N por 30 min. a temperatura ambiente. Se cnjuagaron con agua

destilada y se colocaron ¢n uma solucién de hidroxido de bario [Ba(OH)*, al 1%

previamente calentado a 37°C, se enjuagaron con agua destilada -tambien a 37°C- y se




colocaron en una solucion 2xSSC o solucion salina citratada al 2.7% -citrato de sodio y
cloruro de sodio- a 60°C por 2 hrs. Se enjuagaron y se tifieron con Giemsa por 5 minutos
FASE 1), Ensayos con mucstras de anintales en cautiverio.

Obtencidn de cromosomas a partir de muestras de sangre,

Sc realizo una revision sobre métodos de obtencion de cromosomas a partir de
cultives. de linfocites aplicados a cetdceos. Principalmente se trabajo con aquéllos
reportados por Arakaki y Spackes (1963) y Duffield er ol. (1967 y 1971). Debido a que no
existe una técnica especifica para el estudio de cetdceos y, en términos generales, todas las
revisadas son muy similares, se trabajo con la misma técnica aplicada al cultivo de

linfocitos hwmanos (Moorhead et al. ,1960).

Toma de Ia muestra

Las muestras de sangre de ceticcos en cautiverio se tomaron mediante venopuncion
en [n region ventral de le aleta caudal o en la vena del pedinculo caudal. No existe
diferencia entre las zonas de toma de muestra, aunque la aleta caudal cs la zona de
tnuestreo primmario en fa mayorfa de los cetdceos, puesto que en esta vegion corren las
llamadas redes maravillosas -retie mirabile-, que son numerosas arterias principales
rodeadas de una red venosa periarterial (Figura 15),

Se tomaron muestras de sangre periférica de Keiko, un mache de la especie Orcinus
orca, de aproximadamente 6,55 m. de longitud y 15 afios de edad. £ animal padece de

Dapiloma y esti en el acuario de Reino Aventura, Ajusco D). F. Las muestras se obtuvicron con
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Figura 15, Esquema gue mnestra fas zonas de muestreo de sangre en fa orca.

ayuda de una red especial que controla ¢l movimiento del animal, que toleré adecuadamente cl
procedimiento (Figura 16). Se empled equipo Vacutainer, tubos de 5 - 10 ml al vaclo y
agujas calibre 20 x | 172 pulgadas de largo. Asimisino, se utilizd heparina como
anticoagulante y las muestras se homogeneizaron por inversién.

La sangre de los cetdceos tienc una velocidad de sedimentacién mayor a la de los
humanos (Ridgway, 1972, Delgado-Casarin, 1988) lo que hace mds laborioso el trabajo y
reduce el Indice mitdtico; por consiguiente, se agregd un mayor volumen de heparina por
muestra obtenida .4 ml-, sc conservaron los misnios volimenes de medio de cultive -5 ml-y de

fitohcmaglutining -0.5 mi- y se redujo a la mitad Ia cantidad de sangre -0.5 ml-.
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Figuri 16, Toma de muestra de sangre en Keiko, macho de la especle Orcinus orei,

Los tubos se manwuvicron a una temperatura aproximada de 37°C. El tiempo de
transporte, desde que se tomo la muestra hasta Ia Hegada al laboratorio fue siempre de
aproxiamadamente 3 hrs. I procedimicnto en la sicmbra, la cosecha, la fijacion y la
preparacion de laminillas fueron iguales a los empleados en el cultivo de linfocitos

humanos.




Cultivo de fibroblastos a partir de biopsias obtenidas de animales en cautiverio,
Se revisaron los métodos reportados por Hamnden (1960), Basrur ef af. (1962),
Grauchy et af. (1970), Sly y Grubb (1979), Lawee y Hack (1980) y Verma v Babu (1989).

Finalmente, sc hizo una modificacion a la téenica de Vermay Babu (1989).

Toma de la muestra

La muestra de piel se obtiene empleando bisturi, tijeras o sacabocados. El tamafio
de ésta varia segun el estudio que se vaya a efectuar; pero, en términos generales y de
acuerdo con Winn ¢ ¢/.(1973), "no serd mayor al tamafio de un diente humane", es decir,
es de alrdedor de 10 mm de largo por menos de 5 mm de didmetro (Medway, 1983). Para
csta parte del método se empled medio de cultivo anticontaminante -L-15- El
procedimiento se describe a continunacidn: La biopsia se colocé en una caja de petri estéril
y s€ cortd en trozos pequefios con navajas de bisturi, todo e medio de cultivo. Los trozos
s pasaron a un frasco, y s les agregd una solucion de tripsina-EDTA -ver apéndice 2-. Las
muestras quedaron en agilacion por 15-20 min, y se transfirieron a tubos de centrifuga. Se
agrego 1 ml de medio de cultiva suplementndo para inactivar 1a tripsina, se centrifugaron
los tubos, s retira ¢l sobrenadante y se resuspendio ¢n medio de cultivo suplementado. La
suspension celular se goted sobre cubreabjetos estériles y se les colocd otro encima para
hacer un sandwich (Grouchy ef al., 1970). Se incubaron a 37°C y se alimentaron,
reemplazando aproximadamente el 50% de volumen del medio viejo por la nisma cantidad

de medio de cultivo (resco y suplementado, después de 3 dias, cada tercer dia. La fijacion,
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drea de infeccifn de Papilerns

Figurat 17, Toma de muestras de plel de Kedko, Se aprecia una de las arcas de infeecion por
Papiloma e la que se obtuvo pied para obtenclon de preparaciones cronosonicas,

la preparacion de laminillas y los procedimicntos de tincion, son los misimos utilizados con
los linfocitos de sangre periférica de humanos,

Se obtuvicron dos muestras de piet de Keiko, macho de ta especie €. orca.  de dos
formas: por una parte, se tolmaron muesiras - practicamente descamaciones - de la zona de
infeccion de Papiloma en la base de las aletas pectorales y rostro del animal con las manos
(Figura 17); por otra parte, con tijeras se hicieron cortes de la base y extremo distal de las alelas
pectorales del animal. En ambos casos, las muestras se lavaron con medio de cultivo L-15
fresco, sin suplementar, se colocaron en tubos con media L-15 suplementado y se
transportaron al laboratorio, conservandolas a una temperatura aprosimada de 37°C, en un

tiempa de aproximadamente 4 horas. El procesamiento de estas muestras en el laboratorio se
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realizg de acuerdo con la modificacion realizada al método de cultivo de fibroblastos reportado

por Venna v Babu (1989) en ¢l Luboratorio de Genética del Hospital General de México.

FASE 1L, Colecta y procesamiento de mucstras de picl de cetdccos en vida libre,
Procesamicnto cn cf camipo y cultivos en ¢ laboratorie,

Esta fase del Método comprende las biopsias colectadas por Medrano (1993) en
aguas de Bahia de Banderas, Nay.; la Paz, B. C. S, y en aguas adyacentes a la Isla Socorro

en ef periodo comprendido entre 1990 y 1992

Consideraciones previas

El manejo de Ja muestra se rcalizé en condiciones tan apegadas a la esterilidad
conto fue posible (Jukoby y Pastan, 1979; Medway, 1983; Mathews ef af., 1988). Las
puntas de darde que sc emplearon se limpiaron cont etanol al 70% y se flamearon antes de
su utilizacién. Las muestras no s¢ tocaron con las manos, sine que se manejaron con pinzas
previamente flameadas. Las soluciones y el waterial se esterilizaron antes de ser llevadas al
campo. El procesamiento de Ja muestra se realizo empleando una campana de acrilico que
estd sellada en fodos sus extremios excepto los superiores donde la pieza correspondiente es
abatible. En dos de los extremos opuestos existen dos aberturas que permiten el paso de las
manos y facilitan el trabajo en el interior de la misma. El interior de la caja se limpio con
alcohol al 70% y se dejé un mechero de alcohol encendido aproximadatnente 1 hr. antes de
wniciar ¢l praceso. ! trabajo sc realizo, hasta donde fué posible, frente a la lama de un

mechero de alcchol (Figura 18).
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Flgura 18, Diseno de la canpana de aaiico cinpleada paca of procesantientode blopsilas de
phed de cetdoeos.,

Toma de la muestra

Para tomar biopsias de piel de cetdceos de vida libre, se utilizo el sistema dardo-
flecha-ballesta disefiado en la Facultad de Ciencias, UNAM (Medrano, 1993; Medrano ef
al., 1996). La ballesta empleada tiene una potencia de disparo de 23 kg, las flechas son de
aluminio con un dardo en el extremo anterior y un flotador de color fluorescente, que

facilita su localizacion en el mar y mantiene el trozo de piel fuera de! agua (Figura 19).
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Vigura 19, Ballesta cmpleada pitrinia tonmi de biopstas de piel de cetaceas en vidin ibre
Medrano, 1993: Fotogratio: Cautos Bsquivel).

Ll dardo es un cilindro de 5 wm de espesor can los bordes anteriores afilados que
dejan una abertura de 3 mor. Ticne un tope que permite que el cilindro penetre 1 cm. en la
picl del animal. E] orificio que lleva el cilindro en su parte posterior, permite la penefracion
de la piel mientras desplaza el aire en su interior. Un reborde en la punta hace que el
cilindro retenga el fragmento de piel. La punia se desatornilla para retirar la biopsia por su
extremo posterior (Figura 13).

La distancta optima para realizar los tiros fue de 5 a 9 m. La experiencia en la
recoleccion de muestras de piel de cetdceos en vida Jibre indica que la mejor zona de
disparo es la region posterior del costado, por arriba de la linea media (Figura 20). La
conducta de los animales afecta la eficiencia de la colecta, dado que la piel debe

encontrarse tensa a fin de que el impulso de la flechs no se amontighe con la piel relajada, y
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se disipe el impacto. Por consiguiente, los disparos deben realizarse, preferentemente.
cuando ¢l animal arquea el tronco previo a una inmersion (Figura 20).

Se tomaren biopsias de piel de cetaceos; principalmente de ejemplares de la ballena
jorobada, Megaptera nuvacangliae. aunque tambien se obluvieron de ejemplares de Stenellu
atteniata, 'y una sola biopsia de un cjemplar de Balacnoprera edem. Las ballenas jorobadas se
identificaron con base en las caracteristicas morfologicas exiernas y en la parte ventral de la
aleta caudal (Katona et al, 1979), Las biopsias se obtuvieron medianie disparos a una distancia

aproximada de 10 m.

Procesamiento de las muestras

Una vez tomada la biopsia. habiendo separado la punta de la flecha, desatornillado
el dardo y, con pinzas esterilizadas, recuperado la muestra, ésta se lavo con solucion salina
isotdnica, con buffer de fosfatos (20 mmol/L a pH=7.4) y antibioticos (penicilina 400 U/mi,
sulfato de estreptomicina 400 pg/ml y fungizone | pg/ml). Ya cn tierra, frente a la llama de
un mechero, las muestras se enjuagaron en cajas de petri estériles con la misma solucion
salina. De ahi se transfirieron a tubos de polipropileno con medio de cultivo (RPMI, MEM,
McCoy 5A) suplementados con fosfatos (20 mmol/L) y antibiéticos (peniciling 200 U/ml,
estreptomicina 200 pg/ml y fungizone 0.5 pg/ml). Las muestras se empacaron en frio y se
transportaron, sin congelarse, hasta el laboratorio donde s¢ volvieron a lavar con solucion

saling isotdnica amortiguada con antibidticos.




zona de mpacto
del dardo

Plgura 200 Esciemin en of que se fiustra b zona de inpacto del dardo para kit toma de blopstas
de pivl en grandes cetaceos comn Iy badlena jorohada, Megaprera novaeangliae,

Bl procedimiento en el laboratorio para el cultivo de fibroblastos tiene uma
variacion muy reducida de una técnica a otra; en los trabajos realizados por Medrano ef af.
{1996), las muestras se cultivaron de acuerdo con el procedimiento descrito por Jakoby y
Pastan {1979), la mayor variacion radico en ol empleo de distintos tratamientos enzimaticos
para disgregar las células; se utilizaran proteasas y nucleasas y una mezcla de colagenasa-

clastasa (Medranoer al., 1996).




FASE IV,
Ensayos citogenéticos por procedimientos directos.

Las resultados reportados por Mathews of al. (1988), Ruiz (1988), y los obtenidos
con las experiencias propias en el campo, demostraron claramente la dificultad que existe
para mantener cuitivos obtenidos a partir de biopsias de cetaceos viables y libres de
contantinacion cuando se trabaja en el campo.

Inicialmente, se realizo una modificacion conjunta a los métodos de cultivo de
fibroblastos de Hamden (1960), Hack v Lawce (1980) y Verma y Babu (1989). Mis
adelante, se optd por utilizar una técnica de cultivo de tejidos a partir de vellosidades
coriales. Se eligid este tltimo porque las vellosidades son tejido en divisién continua y, en
este aspecto, el tejido es muy similar a la piel de los cetéceos. Se procedié entonces a
revisar las técnicas de cultivo comrespondientes (Kruse, 1972; Gosden et al., 1982;
Freshney, 1983; Smidt-Jensen y Hahnemann, 1984, Verma y Babu, 1989; Niazi ef af.,
1988; Simoni ¢f al.,1988; y los métodos descritos en el Manual de Keberg, 1989) y se
elabord un protecolo basdndose principalmente en los trabajos de Freshney (1983) y Verma
y Babu (1989). La modificacion a dichos protocolos y el trabajo subsecuente de cultivo y

cosecha, se realizaron en el Laborsatorio de Genética del Hospital General de México.




Toma de la muestra

Se tomaron biapsias de ejemplares de ballenas jorobadas, M. novacunglive, en ¢l
invierno de 1993 con el sisterna antes descrito. El procedimiento para la toma de lus
muestras de picl y de la identificacion de los animales es ¢l mismo que se empled en la
Fase 1M1 L.a muestra se extrajo de! dardo con pinzas esterilizadas, sc lavé con medio de
cultivo anticontaminante -Leibowitz o [L-15-, suplementado con suero fetal (20%), una
solucidn de antibidticos (penicilina y estreptomicina, 1%)y 0.25 mi de colchicina (0.02%)
-ver apéndice 2-, y se colocd para su transporte hacia tierra en tubos con medio de cultivo

1.-15 suplementado.

Cultivo y cosecha

El trabajo en tiema inicid un promedio de 5 hrs. despuds de la obtencion de la biopsia.
Durante este tiempo, las muestras se conservaron en frio -5°C-. En tierra se emples la campana
portétit de acrilico antes descrita para ¢l procesamicnto de las muestras, El objeto de utilizar
esta campana fue proporcionar un ambiente mas cercano a lo estéril y proteger de csia
mancra las muestras de la contaminacion. El trabajo con las muestras se realizo siempre lo
mds cercanamente posible a la llama del mechero. En condiciones de esterilidad se cortd la
muestra en tres partes; se dejo [a parte mds interna de la epidermis y la mis externa de la
dermis para el trabajo de citogenética, las partes restantes se guardaron para andlisis molecular,

El procesamiento de las muestras se realizo de acuerdo con la téenica modificada de cultivo de
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vellosidades coriales (Freshney, 1983), implementada en ¢l Laboratorio de Genética del
Hospital General de México,
Las muestras se pasaran a cajas de petri y se lavaton con medio L-15 suplementado

que, ademids, contenia colchicina (0.02%). EI procedimiento se describe a continuacién:

- Se favd con medio L-15 suplementado con suero fetal de bovine, antibioticos y
colchicina.

- Se cortd la porcidn mds interna de fa epidenmis y la mas externa de fa denmis.

- Se cortd ¢sta porcidn en trozos muy finos. Todo csle proceso se hizo en medio RPMI-
1640 suplementado con suero fetal, antibidticos y colchicina.

- Se transfirio el contenido de las cajas a tubos de centrifupa estériles.

- Se centrifugd, se decantd el sobrenadante y resuspendid en tripsina (1%). se dejo en
agitacion svave por 30 min.

- Se agregd medio de cultivo y se agitd por inversion.

- Se centrifugd, se decantd ¢l sobrenadante y resuspendio en colagenasa (0.5 mg/ml). se
dejo en agitacion suave por 2 hrs.

- Se centrifugd, se decantd el sobrenadante y resuspendi6 en solucion hipotonica (KCI

0.0375 malflt).

A partir d¢ este punta, el procedimiento fue similar al aplicado en linfocitos
humanos de sangre periférica (Figura 21). La centrifuga de campo alcanzo una velocidad

maxima aproximada de 800 rpm y se empled por 20 minutos,
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MUESTRA DE PIEL

MEDIO DE
TRIPSINA CULTIVO
\’ SUPLEMENTADO
30 MINS
DISGREGACION MECANICA ACCION INACTIVACION
EN MEDIO L-15 Y COLCHICINA ENZIMATICA DE LA TRIPSINA
COLAGENASA
{2-HORAS)
TUBOS DE
CENTRIFUGA
@_
21 ACCION
ENZIMATICA

COSECHA DIRECTA

Figpra 21, Método empieado en d procesamienlo de las muesiras de pld en o campo para la
oblencion de preparaciones cromostmicas por téonica directa.
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RESULTADOS

Cultivo de linfocitos humanos. Obtencidn,tincién y bandco de cromosomas,

Se obtuvieron cariotipos tanto en tincion normal como en bandas -G y -C, en un
90% de los pacienics estudiados. La figura 22 muestra ¢l cariotipo de un individuo
masculino que presenta polimorfismos en los cromosomas S pht y Y ght. Estos
polimorfismos no fueron evidentes en tincidn normal y ¢l bandeo en -G moslié solo ¢l
heteromorfismo del cromosoma 1§ pht+ y no fue sino hasta que se aplicé la tincién en
bandas -C que fue posible identificar al cromosoma Y y hacer evidentes ambos
heteromorfismos. La figura 23 muestra el cariotipo del mismo individuo en técnica de
bandas -G, micntras que la figura 24 muestra ¢l cariotipo del mismo pacicente y los

polimorfismos evidentes en bandas -C.
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fiigura 22, Cariolipo humano de un contral sano, ‘Téenica de iincddn nonmal. Se indican los
cromosontas sexuales. La deteminadon de éstos se realizo hasandase en el cariotipo realizado
on handas -G puesio gque of cromosoni sexual Y no se pudo localizar sino hasta aplicar dicha
1eenica.

71




L ¢«
¢ 4085 B
THETE ST I

13 " 111 [1 [} 1t
ve X% Aa  An 0
14 10 ) 43 Y

Flgura 23, Cariotipo de un control humano nonnal en Iécnica de bandas -G. Se indican los
CTOMOSONIAS sexules,
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Figura 24, Carlotipo del mismo control saito en téenica de badas -G, Se indican los
cronlosomas sexuales asf como los polimortlsnios en jos cromosomas 15ph y Y gqh+, Bstos
polimonistios eron evidentes con i apilcacion de esta téenlea,

72



TR UI

ml 4 6

33 AR

] 9

! X

Flgura 25. Calrotipo de Kedo, macho de i espede Orcinis area,

Ensayos citogenéticos con muestras de cetdceos en cautiverio
Muestras de sangre

La figura 25 muestra el cariotipo de Keiko, un individuo macho de la especie
Orcinus orca, en tincion normal. En témninos penerales, la- modificacion realizada a la
técnica de Moorhead et al. (1960) dio resultados pasitivos. 121 problema mas concreto a
resoltver fue ¢l de cultivo inmediato del tcjido, dada la clevada tasa de sedimentacion de la

sangre de los cetdceos.
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Colecta de muestras de piel

A partir de las dos muestras de piel oblenidas de la orca en cautiverfo, se claboraron
cuatro cultivos printrios. No fue posible obtener cultivos secundarios por téenica de
células disgregadas (Verma y Babu, 1989) ni por téenica de explantes (Grouchy ef of.,
1960). No se hallo indicio alguno de contaminacion en los cultivos elaborados a partir de
las mucstras de piel. Bl botén celular fue demasiado pequefio y la parte mas laboriosa del
trabajo fue la disgregacidn celular. No se obtuvieron preparaciones cromosomicas de
ninguna de estas muestras,
Colecta y procesamiento de muestras de picl de cetéccos en vida libre
Sistema de toma de biopsias

Con el sistema disefiado en la Facultad de Ciencias (Medrano, 1993; Medvano ¢t al.,
1996), se obtuvo una eficiencia del 70% definida como ¢l nimero de mucstras obtenidas
por impacto. La distancia de los disparos estuvo cn utt rango de 4 - 12 m, siendo la éptima
8 - 10 m. Se observd que la eficiencia de los disparos disminuye conforme aumenta la
distancia a la cual se realizan éstos, y que la probabilidad de obtener muestras en dispasos
hechos cn distancias mayores de 16 m es muy reducida (Figura 26). La experiencia del
trabajo en el campo indicd que existe una mayor probabilidad de obtener biopsias cuando
el disparo se realiza en la region posterior del costado por arriba de la linea media y cuando
el animal arquea el tronco antes de realizar una fnmersion (Medrano er «f., 1996; Figura
20). Cabe sefalar que 1a mayor parte de las muestras provinieron de balienas jorobadas, M.

novacangliae.
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Figura 26, Efidenda de la colocta, imedida como e porcentaje de muestras obtenidas por
mpacto en funcidn de la distancla utilizando una baltesta de 23 kg, de anpuje.

Efecto de Ia toma de la muestra en los cetdceos en vida libre

La respuesta de estos animales a los disparos varié desde una indolencia aparente
hasta una violents sacudida dorsoventral realizada con la aleta caudal que es seguida de
una conducta de evasidn a las embarcaciones. Dicha evasion consistio en apresurar y
protongar !a inmersion evitando la zona en la que estaban las embarcaciones; Jos animales
realizaron inmersiones prolongadas, salicron a la superficie a una distancia considerable de

éstas y repiticron esta operacion tan pronto la embarcacion se les aproximaba.




l.os animales mostraron respuestas observables en un 60% de los disparos, valor
menor al 75% reportado por Weinrich ¢f of., (1991). Esta respuesta aumento cuando fa
distancia {ue menor y cuanda los disparos se realizaron en forma oblicua. [ efecto de la
toma de biopsias fue transitorio (Medway, 1983; Lawnbertsen, 1987, Weinrich et ol., 1991,
Medrano et al., 1996): se observé que las ballenas recuperaron su ritima respiratorio en
poco mas de media hora ciando 1a embarcacion se mantenia a distancias mayores a los 100
m (Figura 27). Clapham y Mattila (1993) sugiricron que el efecto del wrafico de las
embarcaciones tiene un mayor impacto en la conducta de estos animales que el proceso
mismo de la toma de las biopsias. Para probar lo anterior se realizd una relacidn entre fa
actividad en superficie de los animales y el trdfico de embarcaciones ¢n la boca norte de la
Bah{a de Banderas -el canal entre Punta de Mita y las Islas Marietas- en un solo dia: estas
observaciones mostraron que, cuando el trafico de embarcaciones fue mayor, las ballenas
Jjorobadas permanecieron un menor tiempo en superficie (enero 20, 1993, Medrano er a/,,
1996, Figura 28 ). Los datos obtenidos de los embarcaciones fue mayor, las jorobadas
permanccieron un menor tiempo ¢n superficie (enero 20, 1993; Medrano ef al., 1996,
Figura 28 ). Los datos obtenidos de los disparos y las biopsias indican las ventajas que tiene
este sisteina en cuanto al discfio del dardo y al mecanismo de retencidn de la mucstra con
respecto a los disefios presentados por otros autores, Los porcentajes presentados se
estimaron a partir de las mucstras obtenidas desde 1990 hasta 1992 que hicieron un total de

76 disparos (Medrano et al., 1996).
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Figura 27. Porcentaje de respucestas observables de bidlenas jorobadas ante impactos de flechi
para colectar biopstas en funcién de la distanaia,

Procesamicnto de las muestras de piel colectadas

Se procesaron biopsias de piel de cetdceos colectadas en el campo con muestras
obtenidas desde 1990 hasta 1992 tal y como ha sido descrito en Ja Fase III. De éstas se
lograron establecer cultivos viables y limpios de contaminacién que, sin embargo, no
crecicron. La disgregacion celular en el laboratorio fue dificil y no se lograron establecer
cultivos secundarios. Las preparaciones realizadas a parir de estos cultivos fueron muy

limpias y dejaban ver las células ain embebidas en fas fibras de coldgena.
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Figwra 28, Registro del triflco de embarcaciones y su relacion con la actividad en superficic de
ballenas jorobadas, MegiyNora novacangtiao en la hoca notte de Bahia de Banderas, Nay. ol dia
20 de enero de 1093, 1. a figuea indica como los ankmales varian su conducta en superficie
cuando hay niayor triflco de enbarcadones en la zona Medrano of al,, 1996).

Ensayos citogenéticos por procedimientos directos

La obiencidn de la muestra se realizé por los métodos ya descritos. No se hallo
indicio de contaminacion en ninguna de las muestras obtenidas. La figura 29 muestra una
metafase de las tres oblenidas por estos procedimientos. Como puede apreciarse, la
metafase estd cerrada, es decir, los cromosomas se ven sobrepuesios lo cual dificultd su
apareamiento. El material obtenido fue escaso, aunque la transformacion bldstica fue

adecuada.
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IFigura 29, Cariotipo obtenido de mucstras de plal de ballena jorobada, Megaptera novacanggliac
por procedimientos directos. Las condiciones de la metafase inpldicron que se pudicra ordenay
o carotipo.
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DISCUSION

Gran parte del conociimiento que se tiene sobre las poblaciones de los cetdceos se
debe, principalmente, a la conjuncién de distintos métodos de estudio. Existen trabajos que
se apegan & una sola téenica y se aplican a poblaciones conocidas de estos aninales, como
Miyashita ¢r «l. (1990), quiencs emplearon la fotoidentificacion para monitorear y estimar
la estructura y las habitos de reproduccion de una poblacion de calderoncs de aleta corta
(Globivephala meluena) en las costas japonesas. Otros trabajos como el de Wells y Scott
(1990), integran un mayor ninero de disciplinas. Estos autores combinaron las téenicas de
fotoidentificacion, marcaje captura-recaptura, observaciones conductuales y analisis
electroforéticos de muestras de sangre para examinar la estructura y la dindmica de
poblaciones de tursiones (Tursiops truncatus) en la costa occidental de Florida.

El andlisis de cariotipos es una fonma muy completa de estudiar a los cetdceos:
permite identificar el sexo de los individuos con un muy alto grado de confiabilidad, asi
como interpretar la conducta social y relacionar los resultados con registros de
comportamiento de los animales y, por otro lado, sienta las bases para el estudio de
estructuras de poblaciones con cf andlisis de heteromorfismos que pueden ser empleados
incluso como marcadores genéticos (Lambertsen er al,, 1988). Se ha mostrado que el
cstudio de las variantes cromosdmicas que existen entre {os individuos de una misma
poblacion permite identificar a éstos basindose en un perfil cariotipico, especifico de cadn

animal, y evidente con las bandas -R (Lambertsen y Duffield, 1987).
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No obstante, este tipo de andlisis genera una serie de dificultades pricticas que lo
haeen dificil de aplicar ya que falta desarrollo téenico en el cultiva de tejidos. Se requicre
pues, de un mayar trabajo en esta téenica y esa demanda atencion a este problema en forma
especializada.

In ¢l presente trabajo, se dividio el método en fases con el fin de adquinir la
capacidad técnica para abtener preparaciones cromosomicas y aplicar téenicas de tincion
y de bandeo. De hecho, ¢l propdsito fundamental de realizar ensayos con animales en
cautiverio fue refinar el método directamente con éstos y reproducir, de cierta mancera, las
condiciones de trabajo en el campo para poder implementar una {écnica prdctica y de
facil aplicacion. Logicamente, en los delfinarios exisien medidas de proteceion y
requisitos administrativos cuya finalidad es cvitar estresar a los animales. La observancia
de estas reglas puede resultar en detrimento de la toma de las muestras, como sucedid en
este trabajo.

Los fibroblastos per se son tejidos que requieren de muchos cuidados para su
cultivo. En la experiencia del trabajo con cetdceos se ha visto que Ja mayor dificultad
radica en la disgregacion de las células para el establecimiento de cultivo de tejidos. Es
muy posible que fas células, al ser tratadas y empacadas en frio -como ya ha sido descrito-
entraran en una especie de latencia, puesto que las pocas células que se lograron disgregar
fucron insuficientes para establecer la Yinea de cultivo. Los tratamientos enzimaticos para
la disgregacidn celular, por su parte, son agentes que daian las células y los resultados

terminan siendo los mismos: las células disgregadas no pueden adherirse a las superficies
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de! cultivo y mueren o se transforman en fibrocitas (Costero of al., 1956; Windle, 1976). o

en adipocitos (Mathews er af., 1988 Medrano ef ul., 1996),

Ensayos citogenéticos con linfocitos humanos

Los resuliados mucestran polinorfismos cromosdmicos en los cromosomas 15ph+ y
Ygh+, aunque no son evidentes sino hasta aplicar el bandeo en  -C. Esto muesira la
impottancia del empleo de distintas perspectivas de andlisis, puesto que no fue posible
localizar al cromosoma sexual Y en el cariotipo ni en la tincién normal, ni en la de bandas-
G. Los polimorfismos mencionados estan cn el intervalo de aquellos que pueden ser

hallados normaliente dentro del cariotipo humano (Meléndez, 1991).

Ensayos citogenétices con cetliceus en cautiverio
Muestras de sangre

Los resultados obtenidos con estas muestras indican la posibilidad del empleo de
este tipo de tejido en un analisis citogenético. La tasa de sedimentacion de la sangre de
cetaceos es uno de los mayores obsticulos encontrados en el proceso del cultivo; los
cetdceos presentan caracteristicas fisioldgicas especificas por el medio en que viven y
éstas, a su vez, cainbian al adaptarse los animales a la vida en cautiverio. También estd
involucrado ¢l hecho de que Aeiko vive en altitud lo cual no hace ningiin cetdceo en vida
libre (Delgado-Casarin, 1988). Entre los principales cambios estd el de la formula raja, en
la que se ha encontrado un aumento en la cantidad de eritrocitos junto con una reduccion

en el volumen glohular medio; dicltos cambios hacen que Ia sedinentacion de la sangre sea




mayor. La reduccion del volumen de la sangre en un 50% sin akterar los volimenes de
medio de cultivo, antibioticos v agente mitdgeno probo ser una buena medida: las
prepatacianes indican un buen nivel de transformacion blastica y rindieton suficientes
mitosis. Cabe sedalar que la reduccion de tiempo que hay enire Ja toma de la muestra y el
procesatniento de la misma en el laboratorio, es también un factor de importancia en este
procedimiento, ain cuando autores coma Delgado-Casarin (1988), Cadavid y Romero
(1994) y Romero er al. (1994), reportaron un tiempo a veces mayor a las cinco horas entre
la toma de la muestra y ¢l procesmmiento en ¢l laboratorio sin haber encontrado dificultad
alguna en fa obtencion de preparaciones cramosdmicas a partir de muestras de sangre de

ceticeos.

Ensayos con muesiras de piel

En un principio, se tomaron biopsias de piel humana para su proceso en el
taboratorio. Pero después sc Hegd a fa conclusion de que los ensayos debicran ser
realizados con piel de ceticeos, lo que corresponde a fa Fase i del Método.

Desafortunadamente, la logica proteccion a los animales en cautiverio y los
obligados tramites burocraticos no permiticron quc se tomaran suficicntes muestras para
realizar los ensayos que se fenfan planeados: no se¢ contd con un nimero suficiente de
biopsias de picl. La idea original del trabajo consistia en hacer un niimero determinado de
ensayos que permitieran refinar la téenica para ser aplicada en el cantpo. La toma de la

mucstra de piet y la zona de donde se tomaron las muestras son los factores que inds
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inlluyeron en los resultados. Las preparaciones cLomosdmicis aparecicran practicamente
limpias debido a que la muestra carecia de suficiente profundidad. El empleo del medio de
cultivo L-15 tuvo buenos resultados, puesto que na hubao indicio de contaminacion en los

cultivos realizados.

Colecta de muestras de picl de cetiiceos en vida libre
Sistema de muestreo

Como ya se menciono, para la colecta de biopsias de piel de cetaceos en vida libre
se utilizo una flecha modificada que Heva en el extremo anterior un dardo. Las flechas
pueden ser disparadas por distintas unidades de proyeccion, como rifles (Winn ef af.,
1973), fusiles neumaticos (Aguilar y Nadal, 1984) y ballestas (Lambertsen, 1987. Mathews
et al., 1988; Ruiz, 1988, Medrano, 1993; Medrano er al., 1996). lnicialmcntc; las flechas
cran barras de aluminio unidas a una linea de pesca integrada al dispositivo de disparo que
permitia la recuperacion de la misma. La experiencia en ¢l trabajo de campo, junto con la
de otros autores (Medway, 1983; Medrano, 1993; Medrano ef al., 1996), mostré los
inconvenientes en cuanto al costo de tabricacion, el efecto de la linea de pesca en Ja toma
de la muestra y la frecuente pérdida de las flechas.

Mathews ef al., (1988) reportaron el empleo de una flecha con punta modificada

con un flotador que ayudase a recuperarfa del agua. Este sistema, empleado

independientemente por ofros autores, redujo los costos de fabricacion y mejoro la
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eficicneia en la toma de Ja muestra, hasta ser en la actualidad el sistema de recolecta mis
utilizada (Palsbdll et al, 1991),

En 1992, se obtuvo el disciio tinal del dardo que se emplea hasta la fecha en la
Facultad de Ciencias, UNAM (Medrano, 1993; Medrano ¢/ al., 1996). Este dardo, descrito
en la seceion de método, ¢s de dimensiones pequedtas en comparacion a otras puntas y, no
obstante su tamafio, presenta ciertas vemajas con relacion a otros sistemas: ¢s de
fabricacion mas sencilla, presenta un mecanismo de retencion muy simple, carente de
accesorios, dafia inenos a los animiales v permite su empleo en pequefios celdceos (Figura
12). La muestra de picl que se obtiene, no es dafiada por mecanismos de retencion como fos
anzuelos o los dientes (Figuras 8, 9, 10, 11), lo que facilita su manipulacién y la expone
menos a la contaminacidn por microorganismos, lo que a su vez beneficia los trabajos de
cultivo de tejidos. Quizds la tmica desventaja yace también en la cantidad de tejido
colcctada, ya que es met;or que la obtenida por otros sistemas, Se mucstra 4 continvacion

un resumen comparativo de los sistemas de muestreo ilustrados:




AUTOR Winn of al , 1973 (Medway, 1983)

UNIDAD DL DISPARO o fusil

FLECHAS metdlicas —

DARDO cilindro de acero inoxidable con 3 dientes inscrtos en In pared
interna del dardo para la retencion de la muestra, Topes externas

para evitar que el dardo penetre més en la piel (Figura 9)
DISTANCIA DEL calculada para disparos a distancias mayores a fos 20m. § en
DISPARO pequedos cetdeeos los disparos se hacen cuando éstos cstdn

aproximadamente a 60 cm bajo cl agua

RECUPERACION DIl
DARDO

linea de pesea

EFICIENCIA

PROCESAMIENTO DIE

LA MUESTRA o

| VENTAJAS . -

DESVENTAJAS costo de fabricacién, potencis del disparo -sobre todo en pequefos

cethiceos- el ruido del disparo

AUTOR {.ambertsen, 1987

UNIDAD Di: DISPARO batlesta de 68 kg de cmpuje (Figura 8)

FLECHAS metblicas

DARDO cilindro metdiico can dientes en bordes interiores para retencion
de la biopsia de piel (Figurs 10)

DISTANCIA DEL

DISPARO

RECUPERACION DEL
DARDO

linea de pesca de 24 kg de resistencia inserta en la unidad de
proyecclén (Figura 8)

EFICIENCIA

PROCESAMIENTO DE
LA MUESTRA

VENTAJAS

DESVENTAJAS

flechas pesadas que se pierden con facilidad; 1a linea de pesca
reduce Ia potencia del disparo, puede enredurse cn si misma, en cl
snlmal y/o romperse
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AUTOR Mathews er al., 1988

UNIDAD DIE DISPARO batlesta -mdxinio de potencia de impacto : 11,3 kg
FLECHAS N aluminio .

DARDO citindro metdtico de 6 mm de didmetro y 10 mm de longitud con

una guia de metal que hace que este gire al hacer contacto con la
pict. Lleva un collarin de hule que lo hace rebotar una vez tomada
{a muestra (Fipura 12)

DISTANCIA DEL
DISPARO

vangoile 10-25m

RECUPERACION DEL
DARDO

flotador en fa base de insercién del dardo

EFICIENCIA

PROCESAMIENTO DE
LA MUESTRA

foromne
empleo de un laboratorlo ambulante: caja scllada con orificios

para la entrada de fas manos. La vaja cucata con limpara de uz y
ventilador ultravioleta (Figura 30)

VENTAJAS

facitita of proceso del disprro y ¢} de recuperacion de lay flechas;
proteje de ia contamlnacién a las muestras obtenidas

DESVENTAJAS

distancia def disparo -puede verse mis afectada por el vieato- ; la
pulp de meta! pucde dadar ia muestra

AUTOR

Medrano, 1993

UNIDAD DI" DISPARO

ballesta de 23-69 kg de empuje (Figura 18)

FLECHAS

aluminio

DARDO cilindro metdlico a mancra de sacabocados de Smm de didmetro
exterior y 3 mm de didmetro interior sin accesorios para ia
retencion de fa piel (Figurs 13)
DISTANCIA DEL éptima; 5-15m
DISPARO ]

RECUPERACION DEL
DARDO

Notador en Ia base de inscrelon del dardo

EFICIENCIA

70% medida como muestras obtenidas por disparo
(Medrano et al,, 1996)

PROCESAMIENTO DI2

campana de acritico, técnica directa de obicacion de

1.A MUESTRA preparaciones cromosdmicas (Figura 18)

VENTAJAS fabricacidn sencille y bajos costos de Iz misma, manejo sencillo en
of campo, mejor conservacion de la muestra

DESVENTAJAS in cantidad de tejldo obtenida es mds reducida, Ia retencién de ln

muestra s figeramente menor
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Comentarios solire la eficiencia del sistema utilizado

Se obtuvo una eliciencia global del 70% medida como el numero de muestras
obtenidas por disparo. La distancia optima varia entie los 5 y los 15 m v se ha visto que no
se obtienen muestras en disparos realizados a distancias mayores a los 16m usando
ballestas con 23 kg de empuje (Medrano ¢f ol , 1996). Hasta la fecha no se tienen casos de
flechas perdidas, v las muestras se obticnen en muy buen estado para procesamiento de

analisis citogenético (Figura 23).

Efecto de la toma de muestra en los cetdceos en vida libre

Se observd una reaccién evidente de los cetdceos muestreados, definida como una
sacudida en forma dorsoventral realizada con la aleta caudal (Weinrich er af., 1991), previa
a8 una inmersion. La respuesta de los animales al impacto del dardo varla desde una
inmersion pronta, hasta el golpe violento con fa aleta caudal. Dichas respuestas estin en
funcidn del estrés al que esté sujeto el animal antes, durante y después de 1a toma de Ia
biopsia: es decir, si no se le perturba mds después de haberse tomado la muestra de piel, las
respuestas que los animales lleguen a presentar son temporales, sin que se hayan visto
cfectos a largo plazo (Weinrich et af., 1991),

En el trabajo en el campo la respucsta registrada fue de un 60% (Medrano ef al.,
1996), menor al 75% reportada por otros autores (Weinrich ¢t af., 1991). La experiencia
demuestra que estas reaccioncs de los animales son mayores a distancias menores y con

disparos realizados en forma oblicua. La sacudida con la aleta caudal parece un reflejo
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gspinal (Lambertsen y Duffield, 1987). Como ya se ha indicado, uno de los factores que
afectan directamente la toma de las bropsias de piel es la conducta de los animales. Se ha
visto que, cuando la embareactdn suspende da persecucian, los animales recuperan sus
actividades en un tiempo menor a una hora. Esta informacion concuerda con lo reportado
por Medrano er al. (1996) respecto al efecto que tienen las embarcaciones en la conducta
dc los animales, es decir que el irdnsito de éstas afectan mas a los animales que el proceso
mismo de 1a 1oma de la muestra; se tienen registros en un drea de Bahfa de Banderas, Nay.,
que muestran que la ocurrencia de los animales en superficic ¢s mayor cuando hay menos

embarcaciones (Mediano et al, 1996, Figura 30),

Procesamiento de las muestras en el campo.

Los resultados obtenidos con las téenicas de cultivo de tejidos a partir de
fibroblastos no rindieron resultados satistactorios. En trabajos anteriores (Medrano, 1993),
la muestra obtenida sc limpiaba con solucién salina isotdnica, se cortaba y empacaba en
frio para su posterior procesamicnto cn laboratorios de la ciudad de México tal como ha
side descrito. Hastn donde abarca la presente revision, no se obtuvieron resultados
positivos. La matriz extracelular en la piel de los cetdceos es muy fuerte y no permite que
las células se liberen durante los procesos de digestion enzimitica; las pocas células
aisladas y viables no son suficientes para gencrar un medio favorable para su crecimiento
in vitro (Jakoby vy Pastan, 1979). Se realizaron ensayos con distintos tratamientos

enzimdticos para disgregar las células: se empled una mezcla de colagenasa-elastasa para
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dicho efecto sin obtener resultados favorables, puesto que las células hberadas estaban
maltratadas y, por tanto, no pudieron adherirse al sustrato y musicron en poco tiesnpo.

Lus fibrablastos son células activas encargadas de la produccion de la matniz
extracelular que se encuentran en tejidos en proceso de cicatrizacion y en los conectivos
jovenes. Su nimero y su actividad disiminuye de manera inversa al desarrollo y madurez del
tejido. Las células resultantes se denominan fibrocitos (Windle, 1976). En un proceso
normal de cultivo de tejidos, los fibroblastos se multiplican, y posteriormente, se desplazan
hacia la superficic del medio, mediante la emision de pseudépodos sobre una de sus caras
(Maillet, 1978). Se sabe que los tejidos de mamiferos son mds dificiles de cultivar cuando
la edad del animal aumenta y ademds existen factores que pueden actuar como inhibidores
de la actividad de los fibroblastos (Costero ¢f al., 1954). Se observé que las muestras
obtenidas no proliferaban y se intuyd, por consiguiente, que éstas entraron en un perfodo de
latencia. Es importante considerar que este tipo de células s fragil y su actividad puede

inhibirse por 1a accidn de algunos factores como los que se mencionan a continuacion:

La edad - las céulas superficiales de la piel de los cetdceos tienen un tiempo de vida corto;
de hecho, Geraci e al., (1986) mencionaroit que estas células son vicjas al llegar a
la superficic de la piel. Otro factor s la edad del animal muestreado, misma que se
desconoce al momento de tomar la biopsia y que pudiera tener influencia cn la

obtencidn de cultivos viables.
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Los antihidticos - Ruiz (1988) y  Mathews ¢f al., (1988) indicaron los efectos que
acasionan las altas concentraciones de antibidticos; éstos pucden actuar como
inhibidores de la actividad de los fibroblastos.

La temperatura - Las muestras s transportan en frio hacia los laboratorios. Aun cuando
éstas nunca fueron conpeladas, se sabe que la baja temperatura detiene toda la
actividad celular; es muy posible que esta vanable, combinada con ¢f tiempo de
transporte -indicado anteriormente-, bloquearen toda la actividad de los fibroblastos
puesto que las lineas de cultivo consumieron poco medio de cultivo, ain con el
empleo de distintos tipos (RPMI-1640, Mc Coy 5A, Mc Coy 5A-madificado, MEM)
y de agentes para suplementar los medios (L-glutamina, suero fetal de bovino v

aminodcidos no escenciales).

En el presente trabajo, se combinaron ambos procesos: el de cultivo y ¢l de cosecha
directa. La aplicacidn de csta técnica, implementada en el Laboratorio de Gendtica del
Hospital General de México, se basé en las experiencias obtenidas por el autor en el
campo en 1991 y 1992, en los resultados de los trabajos realizados por Medrano (1993),
Medrano et al. (1996) y en un andlisis cuidadoso de la literatura consultada.
. Se realizaron modificaciones menores al método implementado en aspectos como
la limpieza y el transponic de la muestra. La utilizacion del medio de cultivo L-15 dio
excelentes resultados, puesto que no hubo indicio de contaminacion ni. en las muestras

obtenidas ni en los cultivos elaborados a partir de éstas.
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En un procedimiento normal de cubtivo de vellosidades corionicas, tas muestras
pasan por el siguiente proceso:

- evaluacion
- transferencia a medio de cultivo ¢ incubacion por 24 hrs.
- recvatuacion y limpiezn

- tripsinizacion y blogueo de las mitosis con coleemida.

A partir de la tripsinizacion, las muestras pasan por dos fases: la cosecha en téenica
directa y ¢l procedimiento de cultivo per se. En esta altima parte se emplea ia colagenasa
para complementar la disgregacion celular (Freshucy, 1983; Simoni ¢t al., 1983; indice
Merck, 1983; Niazi of o/, 1988; Keberg, 1989; Biochemical Organic Compounds for
Research and Diagnostic Reagents, 1992).

Para el trabajo en ¢l laboratorio portdeil, la caja de acrilico descrita (Figura 18), se
realizaron también algunas modificaciones con el fin de reducir al maximo las
posibilidades de contaminacion. En términos gencrales, cstas modificaciones consistieron
en disponer de los reactivos de una manera mas rapida y préactica, sin embargo, las
condiciones en el campo nv facilitaron la Yabor.

El mayor obstaculo es ¢l espacio: no se cuenta con un arca de trabajo especifica y
se tuvo que trabajar en casas que los pescadores generosamente ofrecian o al aire libre en el
campamento. A continuacidn se hace mencién de los principales obsticulos que se

presentan al wabajar en el campo:
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I:n un procedimiento normal de cultivo de vellosidades coridnicas, las muvstras
pasan por el siguicite proceso:

- evalurcion
- iransferencia 2 medin de cultivo ¢ incubacion por 24 hrs.
- reevaluacidn y limpieza

- tripsinizacion y blogqueo de las mitosis con colcemida.

A partir de Ia tripsinizacion, las muestras pasan por dos fases: la cosecha en téenica
directa y ¢l procedimiento de cultivo per se. En esta altima parte se emplea la colagenasa
para complementar la disgregacion celular (Freshney, 1983; Simani e of,, 1983; fndice
Merck, 1983; Niazi ef al,, 1988, Keberg, 1989; Biochemical Organic Compounds for
Rescarch and Diagnostic Rergents, 1992).

Para ¢l trabajo en el luboratorio poridtil, 1a caja de acrilico descrita (Figura 18), sc
rcalizaron también algunas modificaciones con el fin d2 reducir al mdximo las
posibilidades de contaminacion. En términos gencerales, ¢stas modificaciones consistieron
en disponer de los reactivos de una manera més ripida y practica, sin embargo, las
condiciones cn el campo no facilitaron la labor.

El mayor obsticulo es ¢l espacio: no se cuenta con un area de trabujo especifica y
se tuvo que trabajar en casas que tos pescadores generosamente ofrectan o al aire libre en of
campamento, A continuacion sc hace mencidn de los principales obstdculos que se

presentan al trabajar en el campo:
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Area de trabajo - el trabajo se realiza practicamente en espacio abierto ¢ inadecuado para
mantener los reactivos, ¢l material o la centrifuga, Asimismo, se carece de una
instalacion eléctrica adecuada.

Tiempo de trabajo - ¢n un proceso de cultivo de tejidos y su cosecha en el laboratorio, el
tiempo apraximado de trabajo s de 3 a 5 horas; la labor en el campo y las
condiciones a las que se estd sujeto hacen mds largo el proceso.

Material necesario - las centrifugas y los microscapios requicren de cuidados extremos
para su transporte. Se empled una ceatrifuga de campo que fue muy dificil de
calibrar y que alcanzo un promedio de 800 rpm de las 3500 rpm requeridas ¢n los
proloci)los de cultiva y cosecha de tejidos consultados. La carencia de un area de
trabajo adecuada limitd e} procesamicnto de las muestras: no hubo oportunidad de
verificar ni la accidn enzimética -tiempos y volimenes-, ni 1a calidad de las mitosis
obtenidas. Estos dllimos, son dos aspectos de gran importancia que afectan los
resultados.

El control dc Ia temperatura - ¢l sitio carece de sistemas de refrigeracion y de incubacion
lo que contribuyd a que las cnzimas empleadas se desnaturalizaran y perdicran

actividad e incluso llegaran a contaminarse.

Algunos de los autores consultados (Lambertsen y Duffield, 1987, Mathews ¢f al.,
1988; Lambertsen er al., 1988) han resuelto las limitaciones antes mencionadas con cl

apoyo de laboratorios y equipos especializados donde ¢ dnico obstaculo a salvar es el
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transporte de las mucstras oblenidas. Lambertsen y Duflield (1987) Lambertsen of al.
(1988), reportaron que cl Iracaso en la obtencian de mitasis analizables se debio
principalimente al retraso en la Hegada de las muestras hacia el laboratorio. Mathews ¢f o/
(1988), por su parte, informaron haber fogrado cultivos celulares en el campo con la ayuda
de un laboratorio portdtl, que es una caja metalica sellada con dos aberturas hacia cl
frente por las que pueden meter las ntanos para manipular las muestras. Esta caja cuenta
con un ventilador eléctrico y una lampara de luz ultravioleta (Figura 30),

Una solucion posible a las dificultades téenicas arriba mencionadas, es contar con
la colaboracion de laboratorios y personal especializados en ¢l cultivo de tejidos; otra
alternativa puede ser acondicionar un medio de transporte como un remolque. por ejemplo,
de manera que en dste se reproduzcan, hasta donde sca posible, las condiciones de
estenitidad necesarias para obtener buenos  cultivos de  células y  preparaciones
cromosoémicas. Dicho transporte debera contar con comiente cléctrica e instalacion de
gas, y ser acondicionado para trabajar en ¢él. Asimismo, se deberd contar con centrifugas y
microscopios especificos para este tipo de andlisis. Los resultados analizadas en el
presente trabajo muestran las dificultades a las que bay que enfrentarse al cultivar células
de piel obtenidas de cetdceos en vida libre. Aunado a las bajas probabilidades de éxito enla
obtencidn de preparaciones cromosomicas, la dificil interpretacion de los datos
carioldgicos hace a otio tipo de estudios, como los de genética molecular, més atractivos

para ser aplicados al estudio de poblaciones de ceticeos en libertad.
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Flgara 30. Dispositivo empleado por Mathews ef al{1988) para procesar blopslas de ceticeos
en vida libre.

Diversos autores, como Lambertsen ¢r al. (1988); Medrano (1993) y Medrano ef al,
(1996) han seflalado {as vemtajas y desventajas que conllevan los estudios de las
poblaciones de cetdceos mediante andlisis citogenéticos. Por otra parte, los resultados
oblenidos con los trabajos enfocados al andlisis de poblaciones a través de métodos
noleculares comno los reportados por Hoelzel y Dover (1988); Amos y Hoelzel (1990);
Amoset al. (1991), Amason, y Widegren (1984 g, b), Baker e/ al, (1991) y Duffield y Wells
(1991), han aportado informacién que ha sido utilizadn en estudios destinados a la

identificacion del sexo y a la caracterizacion de poblaciones de cetdceos en vida libre.




Otros trabajos, como ¢l de  Amos er al. (1992), informan sobre la utilizacion de
descamaciones de piel de cetdceos en libertad, y su utilidad cn el nndlisis de éstas a nivel
molecular. Dicha informacion bien podria hacer las biopsias de piel inecesanias. No obstante,
es impontante tener presente que, para lograr un avance fimie y palpable en el conocimiento de
los mamiferos marinos, ¢} investigador no debe apegarse a una sola wenica o disciplina por
innovadora y atractiva que pueda parecer, sino que s necesario integrar la informacion que

proporciona la conjuncién de distintas disciplinas de estudio.
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CONCLUSIONES

I Logros

Los resultados muestran que tanto con los procedimientos anteriores como con Jos
implementadas para cf presente trabajo se lograron obtener muestras adecuidas ¢ integras
para et cultivo de tejidos y estudios moleculares ¢ histoquimicos.

El procesamienta en el campo desde la obtencion de las biopsias hasta el trabajo
preliminar de preparacion de laminillas y ef transporte del tejido se logra sin problemas de
contaminacion.

En la fase IV del trabajo, se logrd obtencr una metafase analizable (aunque
pequefia), demostrandose asi que la téenica aplicada es de utilidad, aunque se requiere
mayor trabajo, como experimentar mis, y mejorar las condiciones de trabajo en el campo
con el [in de definir una técnica mds eficaz para aplicarse en estudios poblacionales de

cetdceos.




IL. Problemas

Si bien el resultado obtenido en este trabajo es satisfactorio, ¢l aislamiento de las
células continda siendo dificil, en virtud de la fuerte matriz extracelular presente en la picl
de los cetdceos. En los trabajos anteriores se empled una mezcla de colagenasa-clastasa y
DNAsa para disgregar a las células sin que se obtuvieran buenos resultados. Es pasible que
las células en cultivo, aunque vivas, carezcan de actividad mitética, inducida tal vez por los
efectos del enfriamento vy el ataque con antibioticos. En opinidn del autor, las células
entran en una especie de lcrargo del que no fue posible sacarlas (Kruse, 1972; Freshney,
1972, Jakoby y Pastan. 1979). Estos resultados refuerzan la idea de que, si se desca
continuar con los trabajos en citegenética de ceticeos, la mejor opcidn es la obtencion de
preparacionces cromosomicas por técnica directa en el campo, a falta de recursos v de una

infraestructura para poder realizarlos en un laboratorio de campo.

L Perspectlvas

Los resultados de este trabajo son adelantos promiserios. No son, de ninguna
manera, un resultado optimo, puesto que se requiere de un mayor niunero de prucbas de fa
técnica directa, asi camo de incjorar las condiciones de trabajo ¢n el campo.

Los resultados obtenidos con las muestras de sangre de cetdceos en cautiverio, son
una opcion que bien puede ser aplicada en poblaciones de lobos marinos que se estudian

actualmente mediante técnicas de marcaje-captura-recaptura.
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La obtencion de preparaciones cromosomicas a partir de biopsias de piel de
cetaceas en vida libre es una tarca que eafrenta nuinerosos obstaculos debido a L dificultad
que existe en el cullive. ¢ procesamicnto de las mismas v la interpretacion de los
resultados. Sin embargo, los estudios citogenéticos son necesarios para establecer una base
de estudio sobre la relacion y la estructura de poblaciones de ceticeos, puesto que revelan
heteromorlismos o variantes cromosdmicas en los cariotipos que pueden emplearse como
marcadores genéticos, los cuates a su vez, ayudan a investigar fas relaciones genéticas entre
pablaciones de ccticeos que no estan aisladas. En conjuncion con los estudios moleculares,
que ya se realizan en el pais, los estudios citogenéticos son de gran utilidad para el

conacimiento de fas cetdceos y, en general, de las mamiferos marinos en Mexico.




Apéndice 1

Especies de eetieeos de los que se ha deserito el cariotipo,
De acucrdo con la clasificacion de Bames of af. (1985):
ORDEN CETACEA
Suborden Mysticeti
FFamilia Balacnidac
Balacna mysoceins (Jarrcl, 1979)
Familia Eschrichtidae
Exchrichiius robusius (Amason, 1974 y 1981)
Familia Balaenopteridae
Balaeaoptera physalus (Amason, 1969)
B. acutarostrara (Amason, 1974; Amason et al., 1977)
B. barealis (Kasuya, 1966; Arason, 1970 y 1974)
B. ntusculus (Amason, et al. 1985)
Subfamilia Megapterinae
Megaptera novacangliae {L.ambertsen y Duffield, 1987, Ruiz, 1988),

Suborden Odontoceti
Superfamilia Platanisioidea
Familia Inidac
Mia geoffrensis (Dulficld et al., 1971, Kuly; 1972)

Superfamilia Delphinoidea
Familia Monodontidae
Subfamitia Monodontinac
Monuodun monoceros (Andrews ef al., 1973)
Subfamilia Delphinapterinae
Delphinapterus leucas (Jarrel y Armason, 1981)
Familia Phocoenidae '
Subfamilia Phocoenoidinae
Phocoenoides dallis (Makino, 1948; DufYield ef al, 1971, Yabu y
Ogi, 1980).
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Subfanulia Phococninae
Phacoena phococna (Amason, 1974)
Lamilia Delphinidac
Sublamilia Steninae
Steno bredapensis (Kuly, 1972)
Subfamilia Delphininac
Delphinus delphis (Duffield er al, 1971 Amason, 1974)
D. bairdi (Kulu,1972)
Lagenorhyncus obliqadens (Dultield er al., 1967)
I.. albirostris (Amason, 1980)
Turswps truncarus (Walen y Madin, 1965; Duffield, 1967)
1. gilli (Arnason, 1974)
Stenella clymene (Amason, 1974 y 1980)
S. attenuata (Stock, 1981)
S. dubia (Amason, 1974; Stock, 1981)
S. longirosiris (Stock, 1981)
Subfamilia Globicephalinae
Globicephalu scammonii (Walen y Madin, 1965, Amason, 1974)
G. mealena (Andersen y Friedrich, 1986)
Subfamilia Orcininae
Orcinus orca (Duffield ef of., 1971; Kulu, 1972; Armason, 1980
Superfamilia Ziphioidea
Familia Ziphiidae
Ziphius cavirostris (Benitschke y Kumamoto, {978)
Mesoplodon europacus (Arnason et al., 1977)
M, carlhubbsii (Amason et al., 1977)
Superfamilia Physeterioidea
Familia Physeteridae
Physeter catodon (Atwood y Ravazi, 1965; Amason, 1970; 1981,
Amason y Benirschke, 1973)

Familia Kogidae
Kagia breviceps (Amason y Benirschke, 1973)
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Apéndice 2

Preparacién de los reactivos

Medios de cultivo

- RPMI-1640
Conticne L-Glutamina; sin glucosa ni bicarbonata de sodio. De Microlab y
Bioexport.

- Leibowifz (L-15)
Contiene L-Glutamina. De Microlab.

- McCoy 5A (modifieado)
Contiene L- Glutamina, sin bicarbonato de sodio. De Microlab y Bioexport.

- Medio de cultivo MEM

Medio esencial minimo (Minimal Essential Medium Eagle). Contiene sales de
Earle, L-glutamina, aminofcidos no esenciales y 0.05% de lactoalbimina hidrolizada. No
contiene bicarbonato de sodio.

Para su preparacidn:
0.5g glucosa
0.7g bicarbonato de sodio
0.5ml penicilina 1 x 10° U
0.5mi estreptomicina | x 10° U
0.5ml rojo fenol (5%)
4.7g medio de cultive

500 ml agua destilada
filtrado en papel Whatman 42 y swinnex GS de 22 micras

(Seglen, 1976)
Reactivos
Fitohemaglutinina
Sc cxtrac del Phaseolus vulgaris , consiste de dos especies moleculares: PHA-E y

PHA-L. Esta ultima: ia leucosplutinina, tiene actividad mitogénica alta, Microlab,
Bioexport.
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Suero fetal de bovino
Microlab, Bioexpont.

Heparina
Con sales de litio, extracto de la mucosa intestinal de porcinos. Empleado como
anticoagulante; Clave 62-SSA.

Solucién de antibidtlcos
lg penicilina G (800,000 U) ¢en 5 nl de agua esténl,
g estreptomicina (clave 2403} en S ml de agua estéril,
- mezclar y aforar a 10 ml (en agua estéril), tomar 1 ml de la solucion y agregar a
100 ml de medio de cultivo.

Colchicina (0.02%)
Cy,HysNO,, Agente mitostatico; Sigma

Tripsina
Extracto de pancreas de bovino
g Tripsina
100 ml agua destilada

0.025g EDTA
Agitar por 4 hrs,, pasar por filtros de 0.22p

Colagennsa (Slgma)

Tipo IV Aislada a pactir de Clostridim hystoliticum. Liofilizada 500 v mg.
Estdndar para disolucién de tejidos conjuntivos humanos y animales, particulamente, el
aistamiento de hepatocitos en ratas. Contienc clostridiopeptidasa, proteasas semejantes a la
tripsing, clostripaina y caseinasas.

Tipo V Especialmente usada en el estudio de la estructura del coldgeno y para la
desintegracion de tejidos

(Tissue Culture Manual, 1972; Seglen, 1976; Biological, compounds for Research and
Diagnostic Reagents, 1992).
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Solucidn hipotonica

KCL de Sigma
Cristales-dens 1.98
lg de KClen 2.8p de agua
18 agun dest,
14.0 ml glicerol

250 ml alcohol

A) KCl al 0.075 molA
B) KClal 0.4% vy citrato de sodio al 4%mezclar y alorar a 25ml previe a su emipleo

(solucidn B)
Fijador de Carnoy

Acido acético glacial - un volumen - y metanol - tres voldmenes (proporcién 1:3)
hidréxido de bario

2{Ba(OH),] al 1% de Sigma.
2xSSC

Solucidn salina citratada (citrato de sodio y cloruro de sodio) al 2,7% de Sigma.
Solucién Tripsina-EDTA

Tripsina (1:250) 2,58

EDTA 04 Na 0.38

Solucién CMF-PBS it
Solucién CMF-PBS

Kl 04g

KH, PO, 0.06

NaCl 8.0

NalCO, 0.35

NB; HPO4 7Hzo 0.09

glucosa 1.0

agua destilada 1t
(Verma y Babu, 1989)
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