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INTRODUCCION,

LA CELULA, Se considera que la célula es la unidad elemen-
tul morfofisioldgica y de reproduccién de los seres vivos y
es & partir de ese nivel de organizacidén cuando se puede ha
blar con propiedad del fendmeno de la vida (Brachet, 1961).
Sin embargo para que esto sea real, la célula debe ser ubi-
cada en el espacio y en el tiempo. En el espacio porgque las
células estdn dentro de un medio ambiente con el cual estén
interactuando siempre y en el tiempo porgque sus caracteris—
ticas estructurales y funcionsles se estén modificando en

cada momento (Carrel, 1931).

Entre las células existen muchas caracteristicas seme~--
jantes, tales son: metabolismo, crecimiento, movimiento, -~
excitabilidad y reproduccidn. Pero también existen muchas
diferencias de modo que se les ha dividido en procariontes
y euvcariontes. Son procariontes aquellas cuyc material gené-
tico se encuentra libre en el citoplasma que lo contenga, en
tanto que son eucariontes aquellas cuyo material genético se
encuentra rodeado por una envoltura formada por una doble
membrana. Entre estos dos tipos de células existen otras di-
ferencias tales como tamafio, ausencia o presencia de mitocon
drias, cloroplastos y centriolos, entre otras (Avers,1983;
Tribe, et al. 1931).

A continuacién se mencionarén las principales estructuras
de las células eucariontes, aunque debe reconocerse que algu-—
nas de estas también las poseen las procariontes. Se omitiran
a las células procariontes porque a pesar de que estas tienen

un cromogoma este es diferente respecto de lom que se encuen-



tran en 183 eucariontes y es de estos dltimos de los que tra—
tard el presente trabajo.

La célula eucarionte posee una membrana plasmética Qque
la rodea, que es selectivamente permeable y estd constitufda
por una bicapa lipidica y proteinas. De mcuerdo con el mode-
lo de mosaico fluido esos elementos se mueven (Singer y Nieol
gon, 1972).

En muinterior existe una diversidad de satructuras for-
madas por membranas. El reticulo endopldsmico (RE)es una de
esas estructufas; al mieroscopio electrdnico se observan ca~
vidades, ves{culas y canales, que tienen por funcidn almace-
nar, procesar y transportar materisles, En algunas regiones
del RE se puecden encontrar unidos los ribosomas. Estas regio-
nes constituyen el denominado reticulo emdoplésmico rugoso.

A las zonas libres de ribosomas se les conmoce como reticule
endopldsmico liso,

Los ribosomas son organitos que pueden encontrarse libres
en el citoplasma o asociados al RE y estdn constituidos por
ARNr y proteinas. Sus precursores provienen de nucléolo, el
cual serd mencionado posteriormente. Su funcidn es sintetizar
protefnas a partir de la informacién de los ARNa que provie-
nen del interior del micleo (Avera, 1933).

Una estructura formada por membranas lises y que por ssa
rasén algunos inveatigasdores la han considerado como una d&i-
ferenciacién del reticulo endopldsmico liso es el aparato de
Golgi. Este se observa como un apilamieatd de saces, con ve-
siculas cerca de sus bordes laterales ¥ flgunas de sus regio-
nes estdn asociadas ya sea con la envoltura nuclear o con el

ret{iculo endopldsmico, Es importante en los procesos de modi-



ficacidén quimica de las proteinas destinadas a la exporta-
cién , asi como en la secrecidn de éstas. Otra de las es-
tructuras producidas y empaquetadas en las membranas del a-

parato de Golgi es el lisosoma.

El lisosom® es un recipiente que contiene enzimes diges-
tives y que participa como una unidad de degradacidnm intre-
celular de materielem propios de la céluls o ajemos a ésta
(Avers, 1983).

A través de toda su vida la célula, lleve & cabo infi-
nidad de funciomes, pero éstas sdlo pueden ser realizadas me-
diante el consumc de energia. Le energia es suministrada por
laa mitocondrias y los cloroplastos. Las mitocondrias son or-
ganitos formados por dos membranas, de for-a diversn aunque
la tipice es oval y su principal funcidn es proveer con” ener-
gfa & la célula. La energia se obtiene de un co-guesto 11ana-
do ATP y es producto de la fosforilacidén oxidatxva (nyspﬁ, -
1977). En 1las células vegetales ademds de mitocondrias exis—
ten cloroplastos que también producen energia, pero mediante
un proceso denominade fosforilacidn fotosintética. Tanto mi-
tocondrias como cloroplastos poseen AD¥ y son sutorreprodu-
cibles (Dyson, 1977; Goodenough y Levine, 1970).

Existe en el interior de la célula un citoesqueleto, qe
estd conatitufido por los microtibulos, los microfilamentos,
los filamentos denominados intermedios, dado que su didmetro
se¢ sitéa entre el de los preeedentes y la red microtrabecular;
que participa en el desplazsaiento celular y en el transporte
intracelular de macromoléculas, vesf{culas y cromosomas (Porter
y Tucker, 1981; Brabander, 1983).

En 1a mayoria de 1las células eucariontes el organito mas



prominente es el nicleo. Se encuentra delimitado por la en-
veltura nuclear y en ella se pueden localizar poros cuya fun—
¢idn es poco clara, aungue probablemente sirven para comuni-
car el citoplasma con el interior nuclear. Adentro del niiclec
ge localiza la cromatina, que esta compuesta por ADN; protei-
nas y una pequefia cantidad de ARN; organizada en estructuras
repetitivas cuyas unidades reciben el nombre de nucleosomas

(Kornberg y Klug, 1531).

En el ADN nuclear se encuentra codificada la mayor parte
de la informacidén genética de la célula, el resto se encusn~
tra en el ADN de las mitocondrias y cloroplastos.

Dentro del micleo se puede observar una estructura ca-
rente de membrana llamada nucleoclo, compuesto por cromatina,
numerosos grdnulos de ARNr y protefnas; que interviene en la
formecidén de los ribosomas {Dyaon, 1977; Avers, 1983).

CICLO CELULAR. Las células eucariontes tienen en su vida dos
alternetivas, una es que ya no se dividan y que desarrollen
una actividad muy especielizada o bién, la otra alternativa
es que se dividan y originen células potencialmente igusles
a la progenitora, Cuando las células siguen el camino de la
divisién tienen que crecer, duplicar la informacidén genética
y dividirse. A los dos primeros aoontecimientos se les ubica
dentro del ciclo de generacidn celular, en el periodo llamado
interfase, que es esenciel para que pueda ocurrir el tercero,
llamado mitosis o divisidén celular (Mamia, 1974; Mitchison,
1971).

La interfase y la mitosis constituyen el ciclo celular y
eambas se ham subdividido en varias etapas o fases con el fin

de facilitar el estudio de la vida celular. Durante la mayor



parte de lainterfase la cromatina se encuentra en forma de

fibras y empieza a espiraliczarse, tendiendo a organizarse en
cromosomas, hasta los (ltimos momentos de la fase G,. La in-
terfase se ha subdividido en las etapas Gl' Sy Gz(Hanawalt,

1974; Mazia, 1974).

En la etapa Gl la célula se prepara para duplicar el ADH
por lo que se sintetizan las enzimas necesarias para este pro-
ceso; cinasas, ADK polimerasas y algunas de las proteinas
cromatinicas. Es prob2&ble que también se sinteticen y se for—
men algunos organitos celulares. En esta etapa se puede apre-
c¢iar un incremento en la masa celular (Mazia, 1974; Bradbury
et _al. 1981; Bostock y Sumner, 1978).

Bn la etapa S se sintetizan el AR y lamajor{a de las
histopas que constituyen le cromatina, que posteriormente
conformard a los cromosomas. Agmi es necesario sefialar que la
sintesis del ADN empleado para reparar el ADN dafiado puede
llevarse a cabo en otras fases (Bostock y Sumner, 19378;
Bradbury et al. 1981).

En la etapa G, se realizan los dltimos preparativos ne-—
cesarios parsa que lacélula entre en divisidén, habiéndose de-
tectado la sintesis de algunas proteinas. Una vez que ha ter-
minado G, se inicia la mitosis (Bradbury et al. 1981; Mazie,
1974).

La mitosis es un proceso detectable al microscopio y que
se ha dividido en varias fases, dependiendo éstas, del alarga-
miento, forme y disposicidén de los cromosomas en la célula.
Las fases son profase, metafase, anafmse y telofase. Algunos
autores por conveniencia, las han subdividido de tal mmnera

que¢ la profase puede constar de profase temprans, media y tar-



dfa; las otras fases pueden ser igualmente subdivididas (Gar-
ber, 1975; Stebbings y Hyams, 1383).

En profase la cromatina se organizs para dar lugar a 1os
cromosomas, estos se compactan empezando desde muy largos y
delgadvs hasta llegar a wmoderadamente acortados y coun mayor
grosor. Lia envoltura nuclear y el nucldolo se disocian disper—
sdndose en 1a célula. Se forma el huso acromdtico y los micro-
tdbulos que 1o constituyen unen a centrémeros con centrio-
los (Bostock y Sumner, 1978; Garber, 1975; Sdez y Cardoso,
1978).

En metafase los cromosomas estén conectados por medio
de los centrdmeros a los microtdbulos del huso acromdtico,
luego se van slineando en el centro de la célula hasta formar
la placa ecuatorial (Bostock y Summer, 1978; Sdez y Cardoso,
1978).

En anafase las cromdtidas hermanas que forman cada cro-
mosoma, se van separando por el centrdmero para dirigirse ca-
da una de ellas a un polo (Garber, 1975; Bostock ¥y Sumner,
1978).

La telofase se caracteriza porque les cromitidas han lle-
gado a los polos y empiezan a desenyrollarse hasia llegar al
estado de fibras de cromatina. Se ‘reestructuran la envoltura
nuclear y el nucléolo. Se observa el "cinturdn® de divisién
que constrifie al citoplasma hasta dividirlo y da origen a dos
células hijas concluyendo asi un eiclo celular (Bostock y
Sumner, 1973; Sdez y Cardoso, 1978).

Dentro de este marco de inTormacidn cabe mencionar gue

1a estructura cromosdémica estd cambiando constantemente a tra-



vés del cicle celular, lo cual se ha demostrado mediante ex-~
perimentos de fusidén de células en metafase con células en
otras fases del ciclo celular y provoca entre otros un fend-
meno llamado condensacidn cromosémica prematura (Mazia, 1974;
Rao, 1977; Ysnishevsky y Carrano, 1975).

LOS CROMOSCMAS. Ya antes se hablaba de los cromosomas, ubi-

cédndolos dentro de algunos momentos de la vida celular, Tam-

bién se mencionaron algunas cara&cteristicas de la célula
por considerar que para comprender la estructura, funciona-
miento e importancia de los cromosomas, éstos deben ser si-

tuados dentro de un contexto de estructura y funcidn celular.

A continuacidn se comentan algunas generalidades sobre

1la forma y estructurga de los cromosomes.

Los cromosomas, como y& Se ha sefialado en pdrratos ante-
riores, s6lc son visibles durante 1a mitosis y en la inter—
fase eparentemente pierden su individualidad, sin embargo
aun estando como fibras de cromatina la mantienen, lo cuel
ha sido confirmado por diversos trabajos. A esta caracteris-
tica gse le 1llama individualidad de los cromosomas (Hienz,
1975) .

Otros aspectos deade hace mucho tiempo conocidos, son
que todos los organismos poseen un nUmero cromosdémico esta-~
blecido y que sus cromosomas poseen un tamafic y una forma
constantes. Estos principios generales tienen sus excepcio-
nes y éstas se mencionarfn posteriormente (Hienz, 1975; Sdez
y Cardoso, 1978).

El nimero cromosdmico no guarda relacidn alguna con el

nivel de organizacidn de cada individwo, asi por ejemplo,



la mosca de la fruta (Drosophila melanogaster) posee 8 cromo-

somas, el sapo (Bufo 8pp) .22 cromosomas, el hombre (Homo

sapiens) tiene 46, el caracol romano (Helix pomatia) con 54,

la mariposa espafiola (Lysandra nivescens) 380 cromosomas, etc.
(Robles, 1971; Hienz, 1975).

Aungue las especies cercanas a veces presentan un nime-
ro cromosdmico parecido, esto no indica grado de afinidad ya
gue especies muy lejanas pueden presentar un nimero cromosd-

mico parecido, ejemplo: el perro (Canis familiaris) y la ga-

1lina (Gallus domesticus)cada una de las cuales tiene 78 cro-

mosomas (la gallina puede tener 77 o 78 cromosomas) y a veces
. especies muy cercanas pueden presentar un nimero muy diferen-

te, ejemplo: el ciervo de China (Muntiacus reevesi)posee 46

cromosomas y el ciervo de India (Muntiacus munt jac)presenta

6 cromosomas en hembras y 7 en machos (Bengtsson, 19380; Hienz,
19755 Robles, 1971).

En cuanto a forma y tamatio existen varims excepciones,
una de ellas ocurre en los cromosomas que determinan el sexo.
En general un sexo tiene ur par de cromosomas homdlogos y el
otro un par de cromosomas heterdlogos (Hienz, 1975; Sdez y
Cardoso, 1978).

En la mayoria de los vertebrados y en muchos insectos
el sexo femenino estd determinado por un par de cromosomas
"Y" y el sexo masculine por un cromosoma "X" y uno "Y", En
las aves €l sexo masculino estd determinado por un par de
cromosomas homélogos, a diferencia del sexo femenino que es-
td determinado por un par de heterdlogos. En otros organismos
el cromosoma "Y" no aparece, por 1o que un sexo presenta una

cifra impar en el juego cromosdémico diploide, wientras que el



otro sexo presenta un par cromosdémico sexual homélogo y su

nimero diploide es par (Hienz, 1975).

Otras excepciones a la forma y tamafio en los cromosomas
de los orgenismos de una misma especie e:tdén incluidas en lo
gue se dencmina polimorfismo cromosdmico. El cromosoma poli-
mdrfico es el que puede variar en forma y tamafio y cuyo or-
ganismo portador presenta fenotipo y descendencia norméles.
Como ejemplo de estos polimorxrfismos se puede citar uno detec~

tado en la rata negra (Rattus rattus) en el cromosoma Ko 1 en

donde este puede ser acrocéntrico o submetacéntrico (Yosida,
1976). Otro caso muy conocido es el gue se presenta en el
cromcsoma "Y" humano en donde éste puede variar tanto en ta-

mafio como en forma (Makino, et al. 1963; Lubs, 1970).

Cuando los cromosomas son estudiados en metafase so pue-
den observar en ellos diversas regiones que se distinrguen por
su Torma. A lo largo del cromosoma se pueden apreciar estre-
chamientos o constricciones. La constriccidn mds evidente se
llama centrdmero o constriceidn primaria. Esta une a las dos
cromiatidas hermanas que constituyen & cada cromosoma y en vir-—
tud de la posicidén del centrdmero cada cromdtida puede subdi-
vidirse en dos brazos. En el centrdmero existe una zona cono-
cida como cinetocoro y es ahi donde se acoplan las fibras del
huso acromd&tico que permitirdn que cada uns de las cromdtidas

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

Segin la posicidn del centrémero y el tamafio de los bra-
z0s, los cromosomas se llamardn metacéntricos cuando el cen-
trémero estd en la mitad y sus brazos son iguasles; serdén sub-
metacéntricos cuando el centrdmero esté desplazado ligeramen-

te hacia un extremo dividiendo a las cromdtidas en dos brazosa
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desiguales y serdn acrocéntricos cuando el centrdémero este
desplazado hacia la posicidn terminal, observdndose enton-
ces un brazo largo y otro muy corto que en ocesiones no se

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

También pueden apreciarse ocasionalmente algunas cons—
tricciones secundarias., Cuando existen son generalmente cons-
tantes en su posicidn y tamiilio y se les asocia con el organi-
zador del nucléolo, Pig. 1 a. Esta regidn del organizador nu-
cleolar se puede localizar por medio de técnicas de hibrida-
cidn "in situ™ utilizando ARNr, marcado con radioisétopos y
con otras téenmicas que luego se mencionardn (Sédez y Cardoso,

1378).

Existen otras estructuras en los cromosomas llamados sa-
télites. Estos son de forma redonda que parecen estar separa-
dos de los cromosomas, pero que se encuentran unidos a ellos

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

Las regiones terminales de los cromosemas se llaman teld-
meros; presentan una caracteri{stica llamada polaridad, que
impide que otros segméentos cromosdmicos puedan unirse al cro-
mosoma directamente, Figs. Lay 1 b,

La descripcidn anterior estd basada en las observaciones
realizadas con el microscopio dptico. Con el microscopio elec-
trdnico también se han hecho observaciones en cromosomas y en
€llos se pueden apreciar en ocasiones madejas ¢ mano jos de
fibras con regiones altermadas de mayor y menor condensacién.
En algunas regiones, sobre todo en los teldmeros, con frecuen-
cia se wen asas formadas por las fibras de cromatina. En gene-
ral se puede pkntear que las fibras estén dirigidas hacia to-~
dos los sentidos (Burikholder, 1975; Comings, 19759 . Algunos
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autores como Xu y Wu (1983), plantean gque en microscopia elec-
trénica de transmisidn (MET) pueden observarse las principales
vandas G en cromosonmas metafdsicos aue no hmrecibido ningin
tratamiento especifico para este tipo de bandas. Por otro la-
do Harrison et_al. (1983) han observado en microscopio electrd-
nico de barrido a los cromcsomas que no han recibido ningun
tratamiento para bandas G y estos presentan en la superficie
algunes indentaciones, que se ven incrementadas en nimero en
Jos cromosomas gque han sido tratados para obtener bandas. Es
atractivo pensar que tales indentaciones quizds correspondan

a las bandas que Xu y Wu (1983) han detectado en MET.

COMPOSIGION QUIMICA DE LOS CROMOSOMAS. Estén constituidos por

cromating, 1a cual & su vez consiste principalmente da ADN,

histonas, proteinas no histdnicas y pequefias cantidades de
ARN (Bradbury et al. 1981).

Bl ADN se presenta como una doble cadena helicoidal, con
bases complementarias apareadas en el centro de la doile héli-

ce. Las hase sont adenina, citosina, guanina y timina,

Las histonas son proteinas bdsicas que se pueden clasifi-
car en 5 tiposs HL, H2AMH3 y H4. Son responsables de las es-
tructuras repetitivas bdsicas de la cromatina llamadas nucleo-
somas. El nucleosoma estd conformado por un complejo octaméri-
co de histonas, en el cual estdn participando dos de cada una
de las siguientes moléculas: H2A, H2B, H3 y H4. A tal octdme-
ro el ADN le da dos giros completos y la molécula de Hl actia
ligando el lado del ADN que entra al nucleosoma con el lado
que sale (Kornberg y Klug, 1981). Las histonas pueden modifi-
carse quimicamente después de la sintesis, por fosforilacidn,

acetilacién y metilacidén en algunos sitios espec¢fficos. Estas



modificaciones estan invelucradas en transiciones de confor-
macién de la cromatina (Bostock y Sumner, 1978; Bradbury et
al. 1981; Stein et al. 1975).

Las proteinas no histonas también desempefian un papel
importante en las transiciones de cenformacidn de la croma-
tina y quizds estdn involucradas en la estructura de la cro-
matina trenscripcionalmente activa (Bradbury et al. 1391;
Stein, et al. 19%5). En el cromosoma metafdsico las proteinas
no histonas constituyen una estructura centrel o medular, qus
estd en toda su longitud y le proporciona sostén:(Paulson y
Laemmli, 1977; Satya-Prakash, et al. 1980). |

La cromatina se ha clasificado en eucromatiné y hetero-
cromatina. L.a heterocrometina puede ser constitutiva o facul-
tativa. La eucromatina es un tipo de cromatina que a través
del cicle celular cambiz su estadoe de condensacidn; en inter-
fase se encuentra en estade fibrilar, se condensa a medida qir
avangza el ciclo hasta quedar totalmente condensada fommando
los cromosomas en 1la mitosis. Cuande la mitosis llega a telo—
fase la cromatina empieza a descondensarse y vuelve al estado
fibrilar tipico de interfase (Bianchi, 19733 Sdez y Cardoso,
1978).

En contraste con esze comportamiento algunas regicnes de
la cromatina generalmente estdn condensadas, a este tipo de
material se le llame heterocromatina, siendo facultativa agquse-
1la que resulta de la inactivacidén del cromosoma"X" y la cors-—
titutivae es la que Se encuentrf en regiones especificas de 1os

cromosomas coemo centrdmercs, teldmeros y otras (Bianchi, 1373)

BANDAS CRUMOSOLICAS. Hasta aqui tcdo lo citado corresponde a
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la estructura y forma de los cromosoma&s que no han recibide
ningin tivo de tratmzzien%c para su observazeidn. Estos datos
corresponden a la primera etapa de la Oitogenética moderna,
ge consideran comprendidos en dicha etapa los siguientes acon-
tecimientes: la aglicacidn de la colchicina a cultivos de cé-
lulas con el »bjeto de inhibir la formacidn del huso acromd~
tico y detener la mitosis en metafase, la aplicacidén del cho-
que hipotdénico con el fin de romper las células y obtener
cromosomas dispersos y el empleoc de culbivo de tejidos. En
la Citogenética humana se puede mencionar ademds la correcta
cuantificacidn del numerc normal de 46 cromosomas y la apli-
cacién de las lectinas como estimulantes de la divisidn en

los linfocitos (Hienz, 1975; Kelly, 1980).

La segunda etapa comienza con el descubrimiento de las
bandas en cromosomas humanos realizados por Caspersson, et al,
en 1970, quienes emplearon el fluorocromo quinacrina. Desde
entonces se ha avanzade rdpidamente en el conocimiento de 1la
morfologia; utraestructura y funcionamiento de los cromoso-

mas.

En seguida se indicardn las zonas y estructuras mds re-
levantes de los cromosomas que se pueden apreciar cuando son

tratados de diferente manera. .

BARJAS Q. Fueron las primerac bandas obtenidas mediante el
tratamiento de los cromosomzs con mostaza de quinacrina (€as.
persson, &t 21.1)70). Gracian a este método se pudieron iden-
tificar por primera vez loz pares homdlogos de los grupos cro-
mozémicos ‘,2,3,),5,7 7 3, lo* inconvenientes del método son
que lar brndes femeparesssn jespuds de un tiempo reletivimente

corto y al hecho de zmplearse microscopia de flucrescencia
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de la cual no se dispone en todos los laboratorios. Se piensa
gque 1&s bandas apsrecen debido a gque en esas regiones hay AbLN
repetitivo rico en adenina y timina y que probablemente estd
intimemente unids a proteinzc de cardcter bdsico (Caspersson,
et al, 1970; Ccmings, 1378).

BANDAS G. Este tipo de bandas es andlogo a las bandzs Q con
algunas diferencias, pero pzra fines précticos tiene una uti-
lided semejante. Para obtenerlas existen muchas posibilidadez:
por tratamientos engimdticos, empleando tripsina y pronace

( Derr, 1977; Seabright, 1371); tratamientos con soluciones
salinas a temperaturas variables aunque generalmente son cerca-
nas a2 60°C, empleando un tiempo prolongedo (Bhasin y Foerster,
19723 Chaudhuri, et al. 1371) y en dltimo término se pueden
sefialar técnicas basadas en tratamientos con urea o con solu-
ciones a pH elevado (Patil, et al. 1971). Todas estas técnicas
requieren de una tincidn com Giemsa sunque ésta puede ser sus-
tituida por otros colorantes. Se han planteado varias hipdte-
sis sobre el mecanismo de aparicidn de estas bandas, quizéds la
mes aceptada es la que propone que las bandas G se presentan
debido a la estructura bhdsica dc los cromosomeas, formada por
la ubicacidn de los cromdmeros y que unicemente requiere resal-
tarse con los traztamientos. Los cromdmeros parecen representar
centros de condensacidn de 1ls cromatina situados a 1o largo
del cromosome. 3e llegd a la citada hipdtesis a purtir de di-
versos reportes tales como en los que se indicua que las bandas
G apzrecen en cromosom&sS gue no han recibido ningiin tr:t miecn-
to o en los gque el tratamiento ha sido ligero, también fue im-
portante la informacidn proveniente de los cromosomas en G2,

obtenida mediante estudiocs realizados tanto en microscopia Sp-



tica como en nmicrssconfa electrdnica; as{ mismo la idea se
vid muy a-oyada cuards se comprobd que el patrén de bandas G
correspondia al patrdn de cromémeros de los cromosomas meid-

ticos (Comings, 1373).

BANDAS F. Estas bandas se obtienen por medio de un tratamien~
to con una solucidén salina y tifiendo con Feulgen. E1l patrén
de bandas es similar aumue no idéntico a los patrones de
bandas G y Q, en este se puede apreciar algunas diferencias
situadas en las regiones teloméricas y en ciertas zonas de

heterocrumatina. (Rodman, 1974).

BANDAS R, Las téenicas para obtenerlas son menoS numerosas
gue las empleadss para obtener bandas G. Estas bandas se ob-
tienen principalmente después de tratar los cromosom&s con
soluciones salinas a elevadas temperaturas y de teflir con
Giemca o naranja de acridina. Su localizacidn es opuesta a
la correspéndiente a lag bandas G y Q y generalmente resal-
ta a los teldmeros. Por esta dltima caracteristica es consi-
derada muy Gtil puesto que vermite reconscer alteraciones
pequetas en las zonas terminsles de los cromosomas. En la for-
macidn de estas bandas estd involucrado ADN rico en guanina y
citosina (Dutrillaux, 1977; Comings, 1973).

BANDAS T. Representan una fraceidn de las bandas R, precisa-
mente la porcidn terwminal de las cromdtidas, la cual es la
mas resistente al tratamieansc térmico. Se pueden obtener pa-
trones de bandas intermedios entre R y T, mediante tratanien-
tos graduales y ce logran utili:ando como técnica base, la

em-l<ada para bandss R (Dutrillaux, 1273 Schnerea, 1374).

BA.IDAS € . Se hzn iescrito m-2h>s métodos para obtenerlas,
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en los que se utilizan soluciones de hidrdxido de sodio, hi-
dréxido de bario, formamida, urea; generalmente a temperatu-
ras altas y seguidos por una tincidn con Giemse (Arrighi y
Hsu, 1971; Merrick, et 8al. 19733 Ozkinay y Mitelman, 1979;
Scheres, 1974). Estas bandas se localizan en los sitios don-
de se encuentra en mayor cantidad la heterocromatina consti-
tutive; las regiones centroméricas y algunas pericentroméri-
cas de los brazos lergos de los cromosomas 1, 9, 16 y Y. Se
suponia que la produccidén de estas bandas se debia a una des-
naturalizacidén y renaturalizacidén de ADN altamente repetiti-
vo. Sin embargo existen datos que sefialan que esta suposicidn
es incorrecta, puesto que noc todas las bandas C contienen ADN
repetitivo y ademds se ha comprobado que las téenicas de ban-
das C tienen por consecuencia la extraccién de hasta el 506
de ADN cromosdémico, especificammte el que se encuentra en

las bandas claras; en tanto gque retienen el ADN de las ban-
das obscuras. A pesar de estos datos existen ofros en los que
se obtienen bandas C con tripsina la cual solo actia sobre
proteinas. Por consiguiente el mecanismo de formacidén de es-

tas bandas no es conocido {Comings, 1978).

BANDAS Cd. Son poco utiligadas y se pueden obtener tratando
los cromosomas con 8dluciones sslinas a temperaturas elevadas.
Corresponden a estructuras de forma discoidal ubicadas en la
zona centromérica y son sitios donde se unen los microtibu-
los del huso acromdtico. Se sospecha que aparecen debido & un

complejo ADNuprotefna resistente al calor (Eiberg, 1974 a).

BANJAS N. Estas bandas se pueden obtener tratando a los cro-
moscmas con Acido tricloroacético o cun Acido clorhfdrico y

tifiendo con algunas sustancias argénticas y alternativamente



17

con Giemsa. Indican las regiones organizadoras del nucléolo
lo cual ha sido verificado mediante hibridacidén "in situ”
con ARN 18S y ARN 23S marcado con tritio {Howell y Black,
19785 Matsui y Sasaki, 1373).

METODOS DINAMICOS DE BANDEO. A las técnicas antes citadas

que emplean béAsicamente cromosomas fijados, se pueden afiadir
varios procedimientos que se fundamentan en la dindmica ce-
lular y que consisten en introducir en cultivos celulares un
marcador especifico del ADN, el que en fase S se incorporard
a las nuevas cadenas de ADN y por consiguiente los cromoso-

mes aparecerdn marcados.

Obviamente todos estos métodos dindmicos son consecuencia
del conocimiento de la célula y sus constituyentes, asi como

de los mecanismos involucrados en su funcionamiento.

]
El primero de dichos métodos fue la autorradiografia,

utilizéndose para ello timidina tritiada. Esto fue estableci-
do por Teylor y col@boradores al final de la década de los 50
(Taylor, 1953; idem, et &l. 1957). Poco después se empled la
S-bromo-desoxiuridina (BrdlU) que es un andlogo de la timidina,
con el objeto de marcar los cromosomas de algunos mamiferos
(Djordjevic y Saybalski, 19603 Hsu y Somners, 1961). Este dl~
timo método ha sido muy empleado en los Gltimos 15 afics pues-
to que con é1 se pueden obtener bandas R, Q e intermedias en-
tre ambas (Dutrillaux, 1977). Ademds de poder observarse ban-
das de buena calidad, también se puede evidenciar un fendmeno
conocidc como intercambio de cromdtidas hermanas, gracias al
cual se han estudiade les efectos mutagénicos de alzunas sus-

tancias y agentes fisicc: (Nicholas, et al. 1373 Wolff, 1977).
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El ciclo celular texbién se ha logrado estudiar empleando
5-BrdU (Leonard y Decat, 1979; lMorimoto y Wolff, 1380).

Existen algunos otros métodos de menor uso; entre estos
se pueden citar los que emplean actinomicina D, cicloheximida
¥ hepariza que inducen bandas que se aplican antes de inieiar
la cosecha {(de 2 a 4 horas). Este ultimo grupo no es propisg-
mente dindmico v se le puede llamar de mxnera general como
"Netodologia de induccidn de bandas en cromosomas prefijados®

(Hdsu, et al, 1973; Rgnne, 1977; Simeonova y Tchacarov, 19%52).

IMPORTANCIA Y UTILIDAD DE LOS METCDOS DE BANDEO. Cuando se

comparan los primeros intentos de clasificacidn de los cromow
somas humanos basados en tamufio, posicidén de centrimero y re-
lacidn de brazos (Bok, et al, 1960} con los actuales sistemas
de clasificacidn que también consideran temafio y posicidn de
centrémero, pero que sobre todo se fundamentan en los patro-
nes de bandas de los pares individuales (ISCN, 1973); queda

snlamente aceptar que se ha avanzado mucho en este agpecto.

La utilidad de los diversos mét:dos de bandeo cromosdmico,
es evidente cuando se considera que por medio de estos se han
podido detectar anormalidades cromosdmicas, en casi todos los
cromosomas del cariotipo humano, as{ como en muchas de sus
bandas, prudidéndose establecer correlacicnes importantes e in-
teresartes entre fenotipos y cariotivoc anormales (Kajii, et

al. 1980; Lewandowosky y Yunis, 13753 Mattei, et al. 1981).

De iguel modo la uiilidad de los procedimientos de ban-
dco ea reccnzcida en otras dreas del conocimiento, sienls un
fuerte apcy¢ no soleo para ¢l citogenetista clinico, siro que

también sorn de vtilidaed a lor genesistas celular y molecular
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que intentan aclarar los mecanismos de regulacidn génica en
eucariontes, asf{ como establecer mapas genéticos (Creagan

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

Los oncélogos y virdlogos también han usado las téenicas
de bandec cromosdémico en sus intentos por identificar los me—
canismos que originan diversos tipos de cédncer (Cairns, 1931;
Croce y Koprowski, 1978). Asimismo las han aplicado los evo-
lucionistas que establecen las probables trayectorias que han
seguido las especies, a través del tiempo y el espacio y que
constrayen sus relaciones filogenéticas (Dutrillaux, 1977;
Egozcue, 1977).

Es deseable que esas técnicas tan Utiles estuvieran al
glcance de cuslquier persona que tuviera la necesidad de em-
plearlas. Sin embargo, esto no es asi, ya que & pesar de que
existen muthas técnicas descritas para obtener los diversos
patrones de bandas, estas no son siempre reproducibles o son
muy lentas, como ejemplc las que emplean soluciones salinas
caliemtes o son rapidas como las enzimdticas, pero en ellas
algunos segundos de mds o de menos en el tratamiento, pueden
producif bandas de mala calidad, por ello indtiles. Los tiem~
pos del tratamiento son variables dependiendo de la marca de
la enzima y de la edad de ésta, requiriéndose ademds, que las
diluciones empleadas sean de elaboracidn reciente. Com:nlica
ain més la situacidn el hecho de que muchas veces esas técnie
cas no pueden emplearse porque se carece de elementoc nece-
garios como el microscopio de fluorescencia y algunos reacti-

VeSS«

Pensendo en esta problemdtica que para algunos expertos
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puede ser insignificante, pero que, para quienes empezamos

a trabajar en ccte caarpo, representa un reto metodoldgico en
¢l que se necesita vencer, se decidid realizar un trabajo que
apertara una alternativa prdctica. Por tal motivo se analiza-
rorn muchos de los reportes sobre bandas G citador en la lite-
ratura y se escogieron dos de las técnicas mas sencillas y
baratas; la de Patil, et al. (1971) y la de Sénchez, et al.
(1373).

La técnica de Patil et al. (1971) se basa en la tincién
de las preparaciones con una solucidén que consiste de 2 ml de
fosfato de sodio dibdsico dodecahidratado (NaéHP04.12 HZO)OJQ“

3h4!zéhm“,96 ml de H,0 ajustzde a pH 9 con écido citrico
(1,c

2
6H507.H20) o con hidréxido de sodio (NaOH). E1l tiempo de
tincidn que recomiendan es de 5 minutos, aunque también sefia-
lan que obtienen bandas con tiempos que van de 4 a 10 minutos.
Esta técnica es el resultado de una serie de experimentos en
donde se aplicaron solucicnes colorantes que tenfan un pH de

5 & 12 y Unicamente el pH 3 fue eficaz en la produccidn de

las bandas denominzdas por ellos GY, pero que equivalen &

las bandas G obtenidas mediante otros tratamientos. También
se grobaron s5:lucicnes cuya molaridad varidé desde 0.003 M
hasta 0.14 N y observaron gque ésto no produjo ningun cambio
cualitativo, sin embargo mencionan que el tiempo de tincidn
se incrementd d4e 5 a 30 minutos, sin aclarar a que concen-
tracidn fue necezariv este aumento. Plantean que 1la incuba-
cidn de lca preparuciones en la solucidn de fosfatos a pH 3
durante 2 a 3D minitos uantes de la tincién, no altera el pa-
trés de berdaz. bn relzcidn con el grade de contraccidn de

loz cromosomas inidican gue ectc er im-ortanie, ya que en me-
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tafase temprana solo observan un patrén cromomérico discreto

y la identificacidén de los homélogos les parece difiecil, En
cromosomas de metafase tardia, parece que obtienen resultados
poco satisfactorios ya que la identificacidn de homdlogos tam=
bién les presenta dificultades. Los mejores resultados los ob-

tienen en metafase media en preparaciones de buena calidad,

La técnica antes descrita, segin algunos autores como
Grace y Bain, (1972) y experiencia nuestra, no es reproducible
bajo las condiciones sefialadas por Patil et &l (1971). No obs-
tante es pertinente sefialar que existen varios repeortes en
los que se indica la obtencidn de bandas mediante tratamientos
con soluciones a pH alcalino, entre estos se encuentra el tra-
bajo de Meisner et al.(1974), quiened emplearon un tratamien—
to que consistid en una solucidn isotdnica de KC1 o un buffer
de fosfatos a pH 9.2 durante 10 a 30 minutos, a temperatura
ambiente, para obtener bandas G. No indican otras particulari-
dades del procedimiento. Otros autores también han aplicado el
factor pH alcalino, pero solo como una parte de un procedimien-
to complejo que requiere de otros pasos para obtener bandas &
(Georgian, et al. 1974; Drets y Shaw, 1971).

Existen otras técnicas en las que se aplica el principio
de pH alcalino para obtener otro tipo de bandas, entre estas
se encuentran las reportadas por Bobrow, et al(1972) y Gagné
y Labergé (1972), quienes emplean uma solucidn con pH cercano
a 11 para obtener una tincidn especifica del cromosoma humans
No 9.

Por otro lado, la técnica descrita por Sdnchez et al,{(1372)

gse fundamenta en tedir las preparaciones de cromosomas con
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Giemsa diluida 1:100 en buffer de fosfatos 0.13 ¥ a pH 6.7
durante 20 minutoz o bien con Wright diluido 1:4 en el mismo
buffer, dura:te 1 a 2 minutos, Con estos procedimientos ob-
tienen bandas en preparaciones recién elaboradas, pero la ca-
lidad es mejor en preparaciones que se han guardado durante

tres o més dias.

&1 congiderar los renortes citados, relacionsdos con la
produccidn de bandas medi ante el empleo de soluciones con pH
elevado, se pensd en que exisit{a la posibilidad de obtener
una técnica para bandas G aplicando este mismo principio y
que en caso de obtenerse, ésta podria optimizarse si se com-
binaran el factor pH elevado con una dilucidn de colorante se~

me jante a la empleada por Sénchez et ale{1973).

Como las téenicas mencionadas fueron aplicadas en cromo-
somas hum@nos obtenidos de linfocitos, nosotros también reali-
Z8. /moS 1os'ensayos en ellos hastia conseguir buenag bandas.
Posteriormente se intente  probar su eficacia en cromosomas
de otros organismos. Lo ideal seria gue las pruebas se llevaran
a cabo en organismos de varias especies, pero considerando gqus
un trabajo de esta naturaleza llevaria mucho tiempo, del cual
no se dispone, entonces solo se ensayt  en cromosomas de pez

(Tilapia hornorum). Se escogid est® nez porgque en principic se

pretendh probar la eficacia de la técnica y me parece que usar
un organismo u otroe para este fin particular, es lo mismo, dtra
razén es porque se tuve &cceso a varios individues de esta S5
pecie, los aue al igual que olros de este mifmo género pero de

especic diferente (Tilania mossambicus), poseen un mimero

cromosimice dinloide de 44 y sus caristinos aparentemente son

igaarles. Por lo tanto agui existe un problema taxondmico inte-

.
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resante, & cuya solucidén se pusde hacer una aportacidn, en

caso de que 1la técnica fuese aplicable.

OBJETIVOS.

1.- Establecer uns técnica de bandas ¢ que sea sencilla, rd-
pide, poco costosa y muy reproducible,

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



24

MATERIALES Y MLTCDOS.

Se trabajd con cromosomas de humanos y de peces,

HUMANO. Los cromosomas humanos se obtuvieron de cultivos de
linfocitos realizados de acuerdo a la técnice propuesta por
Arakaki y Sparkes, (1963) modificada.

En tubos de ensaye de 9 ml marca Pyrex No 3820 se vertie-
ront 1 ml de medio Mc Coy 5 & modificade, 3 gotas de fitohe-
maglutinina ¥ y 1 gota de antibidticos. Las substancias son
de la marca Microlab y las dos ultimas se afiadieron con una
aguja 20X25 mm (1"). Se agregaron a cada tubo 6 gotas de san-
gre periférica completa sin aguja, lacual fue extraida en con=

diciones ectériles con jeringa heparinizada.

Los tubos se incubaron a 37 OC, con una inclinacidn de
aproximadamente 20° durante 71 horas, al término de este pe-
~riodo se inicid 1a cosecha agregande a cada tubo, 3 gotas de
colchicina marca Merck a una concentracién de 4fg/ml y se re-
incubaron durante 40 minutos a 37°C. Luego se centrifugaron a
1000 rpm durante 8 minutos. Se desechd el sobrenadante empleam-
do pipetas Pasteur con bulbo, dejando aproximadamente 0.5 ml.
Se afiadid a cada tubo 5 ml de solucién de KCL 0.075 M a 37°C,
se resuspendié el botdén celular y, se dejé en incubacidn du~
rante 15 minutos. Posteriormente se centrifugd bajo las con-
diciones ya citadas, se desechd el sobrenadante y se agregd
al precipitzdo 5 ml de fijador formado por dcido acético y me-
tanol 1:3, resuspendiendo y manteniendo a temperatura ambien-
te durante 19 minutos; volviendo a centrifugar y lavar con fi-

jador hasnta qu2 el botdn quedd de color blunguecino.

. . . 0
Se guardd el material cosechado en refrigeracidn a 5 C
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durante 24 horas y se hicieron preparaciones mediante la téc-

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

Las preparaciones fueron tefiidas con Giemss diluido 1:20

en cada una de 1as soluciones de los ensayos A y B.

AI. Solucionss de fosfato de aodié dibixico dodecahidratade
(NaZHP04.12H20) a las concentraciones 0.01 M, 0.1 M y
0.2 M con pH 3} a 12, durante 3, 5, 10, 15, 20 y 30 minu-
tos o temperatura de 1B a 20°C. El pH se ajustd
por medio de dcido citrieo (33063507.H20) o con hidréxi-
do de sodio (KaOH). Con estos ensayos se pretendid re-

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

AII. Sclucidn que contiene 0,02 g de fosfato de potasio mono-
bdsico (K32P04), 0.073 g de fosfato de sodio dibdslco
(N32HP04), 0.3 g de cloruro de potasio (XKCl), 8.0 g de
cloruro de sodio (NaCl) y 2.0 g de glucosa (6681206)por
litro de agua destilada; con 0.2 g de EDTA (N32010514N208‘

HZO), con pH 8 a 12 durante 5, 7, 10, 12, 15 y 20 min a

una temperatura entre 18 y 20°¢. E1 pH se ajustd como en AL.¥

AIIX.Soluciones detr Borato de sodio (3323407.10H20); Pris (hi-

droximetil) aminometano; Borato de sodio (Na2B407.10H20)
.12H20); Borato de sodio

2H20); Pris (hidro-
4.12n20);
Tris (hidroximetil) asminometanc + EDTA (NaZClOH14N208.2520).
Todos a 0.1 M con pH 3 a 12, durante 5, 10, 15 y 20 min

a una temperatura de 18 a 20°C. Tablas IIIA y IIIB.

mas fosfato de sodio (Na?HP04
k=g
(N32B407.10H20) + EDTA (Na2310H14N208.

ximetil) aminometanrc + Posfatoc de sodio (NazﬂPO

Las soluciones de Boratos se ajustaron con Acido Birico :
(H3B03) o con Hidréxido de sodioc (NaOH). B
% Tabla II.




Tabla 1.
TINCIONES INDICADAS EN AX Y IIUR'ER0O DE REPETICIONES
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pH 0.0l W 0.1 M 0.2 M

3 2R J2R | 2R

4 2k L2k | 2R

5 2R { 2R | 2R | 2R

6 R 12R I 2R | 2R

7 2R | 2R | 2R | 2R

8J2R | 2R |2R 2R H3R 13R 3R ] 3R] 3R] JRY 3R{ 2R | 2R | 2R

9J3R | 3R {3R J3R 3R J3R { 3R | 3R | 3R] 3R 3R] 3R] 3R} 3R
1013R ] 3R (3R J3R B3R {3R | 3R | 3R § 3R] 3R | 3R ! 3R | 3R
11 2R 1 2R ] 2R | 2R
12 2R | 2R | 2R ] 2R

35 10 15 3 5 10 15 20 30 3 5 10 15

2R= dos repeticiones

Tabla II.
TINCIONES INDICADAS EN AII Y KUMERO DE REPETICIONES

]

tiempo {min)

3R= tres repeticiones

pH__ Sol. AII con EDTA Sol, AIl sin EDTA
me

81 2R 2R 2R 2R 2R 2R

91 3R 13R {3k {3R | 3R ] 3R 3R I3R I3R |3R |3R (3R
10 2R _§2R 12R |2R | 2R { 2R 2R 2R 2R 2R 2R 12R
11 2R 2R 2R 2R <R 2R

2 2R 2R 2R 2R 2R 2R

5 T 10 12 15 20 5 17 10 12 15 20

?R= dos repeticiones

2R= tres repeticicnes

tiempo (min)
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Tabla III A.
PINCIONES INDICADAS EN AIII Y NUMERO DE REPETICIONES

pE Tris O.1 M Tris+Ney SM Pris + EDTA 0.1 ¥
8 J2R}2R] 2R
g )3R | 3R} 3R] 3R 2R R_IIR 3R] JH 3H 3R

10 {3R§ 3R| 3R] 3R JR_pBR B3R 13R JR] 3R 3R 23R
11 J2R 1 2R ] 2R
12]om)or| 2R i

5 10 15 20 5 0 15 20 5 10 15 20
tiempo (min)

2R= doe repeticiones

3R= tres repeticiones

Tabla III B.
TINCIONES INDICADAS EN AIII Y NOMERC DE REPETICIONES

Na_B O7 O.1 X NaaB 0 +Na2HP04om Ne.,B 07 + EDTA 0.1M

PH 7 4

8 | 2R] 2R{ 2R

g 3R} 3R| 3R} 3R 3R 3R {3R |3R {1l 3R} 3R} 3R] 3R
10 3R] 3R 3R} 3R 3B {38 {3 l3g {| 3R] 3R] 3R| 3R
11 J2r{2r]| 2R

12 J2r | 2R} 2R

5 10 15 20 5 10 15 20 5 10 15 20
tiempo (min)
2R= dos repeticicnes

3R= tres repeticiocnes
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Las soluciores de Tris se ajustaron con acido clorpfdri-

co (HC1l) o con hidrdxido de sodio (NaOH).

B. Con la solucidn AII con EDTA a pH 9 y a 18-20°C se tifie-
ron dos grupos de preparaciones, unas secadas al aire y

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

C. Se probaron diluciones de Giemsa con la solucidén citada
en AII con ©DTA; estas fueron desde 1:10 hasta 1:100 con
pH 6.7 y pH 9, durante 3, 5, 10, 1% y 20 minutos. Tabla V.

PEZ. Los cromosomas de pez se obtuvieron del epitelio bran-
quial siguiéndose el procedimiento utilizado por Mc Phail y
Jones (1966) y modificado por Uribe-Alcocer (1983); el cual
consistid en inyectar intraperitonealmente al pez 1 ml de
solucidn de ¢loruro de calcio (CaCl) al 1%, manteniéndolo
vivo; 2 horms después se le inyectd 1 ml de colchicina al

0.1 %, intramuscularmente en los paquetes anterodossales.
Posteriormente se le sacrificé mediante descerebracidn y se
le extrajeron los arcos branquiales, que fueron colocados en
una caja de petri que contenia cloruro de potasio (KC1) al
0.075 ¥, ahi se rasparon suavemente las branquias con el fin
de obtener células, usdndose pars ello un bisturi. Con una
pipeta Pasteur se transfirid la solucidn que contenia las
células a un tubo de centrifuga y se centrifugé a 800 rpm
durante % min , se tird el sobrenadante y se fijd con metanol
y @eido acético 3:l. Nuevamente me centrifugd bajo las mis-
mas condiciones, se tird el sobrenadante y se agregd fijador;
se homogeneizd pipeteando, se volvid a centrifugar, se desechd
el sobrenadante y se conservd el botin celular. Con ese mate-
rial se hicieron preparaciones mediante goteo y fueron seca-

das a la flaz-.,



Tabla IV,

TINCYONES INDICADAS EN B Y NUMERO DE REPETICIONES
Secadas al

o4

Secadas a la

Tlans

ajre
2 ln

3

3R

32

JRi 3R

5

10

Tabla Y.

TINGIONES INDICADAS EN ¢ Y NUEERC DE REPETICIONES
Dilucién

pH

15

5

10

15

Dilucidn

3R= tres repeticiones
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Dilucidn

1:40

6.1

s

2R

:10

2R

2R

1:%9

2R

2R

2R 2R 2R

2R 2R

o

pH

IR

2B

3

2R
3R
5

10

Dilucién
1160

2R
221 R
3

3R

AR 3R

38 {3R

5

10

15

3 5 10

Dilucidn
1:80

15 20

Dilucién
). 2100

6.1

3B

3R

3R

kLY

3R

3B

28

3B { 3R} 3R

o

3 |3 |38

3B

3]

IR

3R

3R

K3

3R

3R

E1:

3R 3r] 3n

3R {38

3R

3R

3

5

10 15 20

2R= dos repeticiones

3R= tres repeticiones

Tabla Vi.

TINCIONES INDICADAS EN EL METODO PARA PECDS Y NUMERO DE

REPEPICIONES
Dilucidn 1:20

pH

3

7

1P

iP

1P

<l 2B

3

1
3 |
6

LB
9

B4 2R{ 2R

12 15 20
tiempo (min)
1P= una preparacidn

2R= dos repeticiones
3R= tres repeticiones

5

10 15 20

3 5

10 15 20
tiempo (min)
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Con las preparaciones se hicieron dos grupos? un grupo
fue tefiido con Giemsa diluida 1:20 en la solycidén AII con
EDTA a pH 7 ¥ el otro grupo se tifié con la misma solucidn a
pH 9, durante un tiempo entre 3 y 20 ain a una temperatura

entre 18 y 20%. Tabla VI.

El pH de todas las soluciones se midid ¢on un potencid-
metro marca Corning (Scientific Instruments) modelo 5, ajus-

tédndose al pH deseado inmediatamente antes dp usarse.

Las preparaciones fueron examinadas con un fotomicrosco-
pio Carl Zeiss, modelo 1. Se observaron en lms preparaciones
buenas aproximadamente 50 mitosis gque se encontraban desde

profase hasta metafase tardia.

Las microfotografias se tomaron con la |cdmara integrada
en el fotomicroscopio, usando pelicula Technical pan film de
Kodak, Asa 100.

El revelado se hizo con Dektol durante 6 win , luego se
pasé al fijador Kodak durante 4 min y se 1lavyé durante 30 min
en flujo constante de agua. El negativo se gecd durante 24 ho-

ras a temperatura ambiente,

Las impresiones se hicieron en papel Kodabromide F-3, em-
pleando una amplificadora marca Leitz Focomat Ic. Se revele-
ron con Dektol durante 1 ¢ 2 nin , se fijarpn durante 4 nmin
con fijador Kodak y se lavaron durante 30 min en un flujo cons-
tante de agua. Para secarlas se empled§ una jecadora marca

Arkay, Corp.

Los cromosom&s humanos obtenidos en lap impresiones foto-

grificas se recortaron y con ellos se construyeron cariotipos
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siguiendo las indicaciones del sistema internacional de no-

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

Se revisaron experimentalmente los pasos seguidos por
Patil et al, {1971) probdndose asi el primer grupo de solu-
cionea (AJ) sefialado en la metodologia, obteniéndose los si-

guientes resultados (Tabla VII):

Con las solucicnes & pH 3 y pH 4 se observé una tincidn
rosa pdlido homogénea. Con pH de 5 a 8 la tincidn es semejan~
te 8 la converpional que se realiza con pH T; esto es, una
coloracidén homogénea y consistente {(Pig. 3). En las prepara-
ciones tefiidas con Giemsa & pH 9, se observa una diferencia-~
cidn de los cromdmeros en profase y prometafase, en tanto en
metafase media se observd cierta desnaturalizacidén aunque in-
definida y en metafase avanzada se presente una tincidén ho-
mogénea. Esto ocurre con tiempos de 5, 10 y 15 minutos, con
los tiempos restantes la coloracidn es homogénea. No se apre-
cid ningin efecto de las concentraciones sobre la calidad de
lo observado y el tiempo solo modifica la intensidad de la

coloracién.

Es pertinente sefialar que en preparaciones no tratadas
y tefiidas con Giemsa con pH 6.7 a 7.6 se observan los cromé-
meros en cromosomas profdsicos aungue no tan claros como con
1a tineidn con Giemsa a pH 9, Con pH 10 se obtuvo cierta des-
naturalizacidén en algunos cromosomas. Con pH 11 y 12 se ob-
gservé una tincidn homogénea variando la intensidad segin el

tiempo de tratamiento.

Los datos de los reportes que sefialan los efectos del pH
alcalino en los cromosomas, fueron parcialmente apoyados por

los datos obtenidos a partir de las tinciones con Giemsa &



Tabla VII.
RESULTADO DE LAS TILCIONRLS CON LAS SOLUCIONES Al.
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pH 0.01 M 0.1 K 0.2 M
3 TH | TH | TH
4 TH | TH | TH
5 TH {TH ItH | TH
6 TH JPH J7H | TH
i o it {oh | ea
8l ou |ru {ouleadl ru frd o Jealen]l e}l e |t joH j7H
9f{ ra |81 Ier{nr|) rd Ipx b1 Is1 frujeull ™ |sL |BI | BI
a0f o fo8 {rafen]] 7o lve fvo Joe |ou)maf ) TH JTH {DC § DO
11 i |1 |TH | TH
12 tH_|rH {rE | T8
3 05 10 15 3 5 10 15 2 30 3 5 10 15

THw tineidr homogénea

BI=
DC=

bandas incipientes
desnaturalizacidén cromosdmica

Tabla VIII.
RESULTADO DE LAS TINCIONES CON LAS SOLUCIONES AII.

pH Sol. AII gcon EDTA 501l. AIT sin EDTA
TH TH TH TH pal  ln
BI |CB CB ICB |TH | TH BI ¢ {eBicBimul oy
10 |TH ¢ My THl o4 {9z |pc {pc | PH] TH
1 TH mH ™ = T oy
12 | o TH Y il T3 14
5 7 0 12 1% 20 5 7 10 12 15 29
tiempo (min)
TH= tincidn ncemogzénea BI=basdas incinisntes
DC= desneturzlizacidn cromesdmica
CB= con baaidoars

tiempo (min)




Fig. 3. Cromosomas humanos en metafase tefiidos homogeneamente.
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pH 3. Ante tales indicios se continudé probando la solucidn
AII (Tabla VIII). Con esta solucidn a pH 8 la coloracidn de
los cromosomas fue homogénea y consistente, parecida a la
tineidn con pK 7. Los tiempos cambian solamente la intensi-
dad de la coloracidn. Empleando pH 9 durante 5 minutos se
observé una tincidn dévil y homogénea aunque en aproximada-
mente el 25% de profases, prometafases y metafases se insi-
nué un patrdn de bandas. El patrdén de bandas se hizo muy
evidente con 7, 10 y 12 minutos en un 70% de las profases,
prometafases y metafases, Aunque 1las mejores bandas se obw
servaron en prometafases y metafases medias {(®igs. 4, 5, 6},
en metafase tardia se observé desnaturalizacidn. Con 15 y

20 minutos l& tincidn fue homogénea y no se diferenciaron
las bandas. E1 incluir en la solucidén EDTA o no parece no
afectar la calidad de las bandas., Con pH 10 se provoce des-
naturalizacidn cromosdémica con los tiempos de 7, 10 y 12 mi~
nutos. Cuando lo tincidn se hizo con soluciones a pH 11 y 12
se observd una coloracidn homogéhea con una intensidad va-

riable que dependid del tiempo.

Con las soluciones de AIII (Tabla IX A y B), tanto de
boratos come de Tris a pH 3 se obtuvo una coloracién homogd~
nea, en cambio cuando se emplearon soluciones de boratos =z
pH 3 se logrd bandear un porcentaje muy bajo de mitosis,
aproximadamente el 104, La caliisd de las bandas fue de rezu-

2r a aala, a diferencia de cuandi: se usarin las soluciones
de Priz con pH 9, el vorcentaje le mitosis banieada aumentd

"

aproximadanease al 15,

FRN

¥y 1z ¢a’idnd de las bandas fue ligera-

maate mejor, aunie zn tiowinos genernles se »uede planteesr

que lz cali 22d fue insceptable. Las mivosis resztantes no ban-
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Tabla IX A.
RESULTADO DE LAS TINCIONES CON LAS SOLUCIONES AIII

pH Tris 0.1 M TriséNaZHPOQVO.IH Tris+EDTA O.1M

ITH ITH |TH
JCB_ICB 1CB I TH CB _ICB |TH |TH CB_jCB ICB

10 pen foc fru {en |l oy Jeu lew leul]l TH joH jru {TH
11 e jru |TH
12 ku |ra j78

5 10 15 20 5 10 15 20 5 10 15 20

tiempo (min)
PH= tincidén homogénes
DO~ desnaturalizacidn cromosdémica
CB= con bandas

Tabla IX B.
RESULTADD DE LAS TINCIONES CON LAS SOLUCIONES AXII

ph ?fg?4°7 0.1M Na23407+ﬂa2HP04 0.1¥ Na2B407*EDTA 0.1M

8 Iy fru |oH
BL joB {7H {TH |l B1 icB frr |tull cB lcB ity {18
log tru dra {ou ] ou lvd les ire il 78 |es |vH jTH
TH ITH {TH
TH |TH |TH

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

e B

TH= tincién homogénea
BI= bandas inciplentes
CB= con bandas
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deadas se tiZieron homogéneamente. Las soluciones con pH 10
a 12, tanto con boratos como cun Tris, aparentemente no pro-
wvocaron efecto alzuno en los cromosomas y simplemente 1los tie
fieron homogéneamente con intensidades variables que depen—

dieron del tiempo.

En relacidn con el efecto de la solucidén AIX a pH 9 so-
bre las preparaciones de cromosomas que faeron secadas al ai-
re o a la flama (ensayo B), aparentemente no existicron dife-
rencias entre ambos grupos, en la cantidad de mitosis ban~
deadas ni en 1a calidad de las bandas (Tabla X).

Las pruebas con diversas diluciones del Giemsa en la o=~
lucién AII a pH 6.7 no mostraron bandas en 10s cromosomas.
Yos datos obtenidos solo seifialan que se pueden obtener tin-
ciones acepbables con diluciones de 1:10 a 1270 en tiempos
relativamente cortos que oscilan de 3 a 20 minutos. A diferen-
cia de las‘tinciones débiles obtenidss con diluciones mayoe
res que ademfs necesitaron maes tiempo. Las diluciones en SII,
1:20 ¥y 1:40 a pH 9 inducen buenas bandas en tiempo de 5 y 10
minutos, con otros tiempos laitincidn es homogénea. Con las
otras diluciones no se pudieron obtener buenas bandas (Ta-~
bla XI).

Las preparaciones de cromosomas de pez tedidas con Giem-
sa, dilufda en solucidn AII a pH 7, adquirieron una colora-
cidn homogénea (Fig, 7). En las preparaciones de cromosomas
de pez qus se tifieron con Giemsa dilufda en solucidn AII a
pH 9, se observd que con 3, 6 y I minutos se tefifan uniforme~
mente y no se ohservaron bandas; con 12 y 15 minutos se logrd

inducir cierto grado de desnaturalizacidn en algunas metafa-
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Pabla X.
RESULTADO DEL ENSAYO B
H Secadas al Secadas a la
L aire flaxa TH= tincién homogénea
glca) cn) wul]l cBlcm]mn CB= oen bandas
5 10 15 5 10 15
tiempo (min)
Iabl‘XI-
RESULTADO DE LAS PINCIONES CON LAS SOLUCIONES €
" Dilucién Dilucidn Dilucién
P 1110 1:20 1340
6. TNTHI TH] TH TH |TH | TH f[TH TH] TH{ TH} TH]| TH
9 TH]CB] CB TH {CB I CB FH THI CB1 CBl T TH
3 5 10 3 5 10 15 3 5 10 1% 20
- Dilucién Dilucidn Dilucidn
P 13160 1:80 1:100
6., TITHITH] TH] TH {TH})ITH ] TH }I'H TH JTH}I1TH] TH '!H_‘l TH !‘i
9 TH{TH] CB} BI JTHI/TH 'TH LBI BIr THII TH! THI THI TH T_
3 5 10 15 20 3 5 10 15 20 3 5 0 15 20
tiempo (min)
TH= tincidn homogénea
BI= tandas incipientes
0B= ccn bandas
rabla XII.

RESULTADO DE LAS PINCICNES EN LOS CROMOSOMAS DE PECES

PH  pilucién 1:20

i |t TH |t

g |mara{m]nc Joc |mH
316 9 12 15 20

tiempo (min)
TH= tincidn homogénea

DC= desnaturalizacidn cromosémica
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ses y en algunos cromosomas se pudo apreciar una tincién
intensa en algunas zonas que al parecer son de heterocroma—
tina, Pig. 8. Con 20 minutos de tincidn no se logrd dife-
renciar bandas (Tabla XII). De acuerdo con los datos aquf
expuestos, la técnica establecida para cromosomas humanos
no es aplicable a cromosomas de pez, Sin embargo bajo otras

condi.ciones podria ser empleada.
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DISCUSION.

Los resultados obtenidos indican que la técnica de
Patil, et 81.(1971)-ensayos AI- no es fdcilmente reproduci-
ble, lo cual no significa que el principio de pH elevado
sea incapaz de resaltar las bandas cromosdmicas, ya que
este mismo principio es apoyado fuertemente por otros tre-
bajos, comc los de Bobrow, et al. (1972) y Gagné y Labergé,
(1972) quienes emplearon una solucidn de Giemsa a pH alca-
lino, aproximadsmente 11, para obtener una tincidén especi—
fica en el cromosoma 9 de humano y lograr diferenciar zo-—
nes en otroa cromoscmas, Estos reportes fueron apoyados pos-~
teriormente por Wyandt, et al. (1976). Existen mas trabajos
en donde uno de los pascos para obtener bandas G consiste en
tratar & los cromoscmas con pH alealino, aunque este paso
va acompafiado por otros tratamientos (Drets y Shaw, 1971;
Georgien, et _al. 1974; Meisner, et 8l. 1974). También Eiderg
(1974a) reporta haber incubado los cromosomas en la solu~
cién selina balanceada (BSS) de Earle a pH 8.5 o 9, a 85°¢,
durante 45 minutos con el objeto de obtener bandas C4. Tal
cantidaed de informacidén no hace mas que apoyar la posibili-
ded de que el factor pH alcalino sea capaz de inducir la spa-
ricién de bandas en los cromosomas. Sin embarge existen mu~
chos datos que no fueron proporcionados por los autores tae-
les comc el tiempo de tratamiento hipotdnico, el tiempec que
los cromosomas permanccieron en el fijador y la edad de lag
preparaciones y sin estos la reproduccidn de la técnica re-
sulta dificil. Estos detalles en algunos articulos son cmi-
tidos parcial o totalmente ya que algunos autcres simplemerne

te no los toman en cuente (Drets y Shaw, 1971; Alfi et &l.
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1971; Bobrow et al.1972; Chaudhuri, 1971). Sin embargo
otroe autores si los han considerado importantes (Hatami-
Monasah, 1974; Eiberg, 1574a y b; Meisner et al.1974).

Por considerar las grandes posibilidades que tiene el
factor pH elevado para inducir la manifestacidn de las ban—
das y reconsiderando algunos detalles importantes que no
fueron proporcionado por los autores se irabajé con'"t ra~
tamientos seiialadoc en la metodologia y cuyos resultados
ya& se han citado.

En cusnto a la inform&cidn proporcionada por el tra-
tamiento con lss moluciones AI a pH menor de 9 coincidi-
mos con Patil et al. (1971), ya que tampoco observaron al—
gin patrén de bandasja un pH superior a 10 al igual que
ellos tampoco se obtuvieron bandas, sin embargo a2 pH 9, a
pesar de que no se obtuvo un patrdén de bandas definido, si
se logra {nsinuarlo, por lo que se intentd resaltarlo con
alguna solucidn diferente y debido a esto se probé la solu-

cidn AIT que se utiliza frecuentemente para diluir tripsina.

No se intentd probar concentraciones ya que las ensa~
yadas en AI no indicaron diferencias en los resultados, lo
cual apoyé los datos de Patil et al.{1971).

Con la solucidén AII a pH 8 no se observé ningin patrén
de bandas,a pX 10 a 12 s8lo se observd ccasionalmente dafio
cromosdmico, on este aspecto tembién se coincidid con lo re-
rortado por Patil et zl. (1371) y con Gagné y Labergé (1972).

Al usar pH 9 se logrd sbtener un patrén de bandas con-
civtente, entre 1los tierpos de 5 a 12 minutos, Zon ectus da-

tee se apoya nuevamente a Patil et al. (1371) y se coincide
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con Gagné y Labergé, (1972) en que el pH es uno de los pun-
tos criticos ya que puede o no resaltar @lgunas bandas cro-
mosémicas. Al igual que Bobrow et al.(1972), consideramos

que los tiempos pueden ser determinados empiricamente, aun-

que comunmente estos se encuentran alrededor de 10 minutos.

Se probd el EDFA ya que se pensd en la posibilidad de
gque esa sustancia al eliminar la actividad de los iones de
calcio facilitaria el proceso de bandeo, tel y como lo se-
fiala Comings, (1978). Sin embargo mno se vid une diferencia
oclara entre 1la calidad de las bandes obtenidas con las so=-
luciones que contenian EDTA y las obtenidas sin ésta, por

lo tanto esta apreciacidén debe tomarse con reserva.

A pesar de que la solucidén AII resultd ser buena para
la obtencidén de bandas O, esta tiene el inconveniente de no
mantener el pH 9 constante sino que tiende & bajarlo. Esto
resulta natural ya que las soluciones amortiguadore de fog-
fatos tienen su intervalo de funcionamiento entre pH 7.2 y
7.6. Por lo tanto es necesario guardar en refrigeracién la
solucién y corregir el pH cada vez que se vaya & usar. Otra
posibilidad es congelar inmediatemente la solucidén y cada
vez que se use, descongelar a temperaturas menores de 3700,
porque de este modo se logra mantener constante el pH de 9.
Esto dltimo es resultedo de 1as observaciones hechas duran-
te el desarrollo del trabajo. Se pudo apreciar que la calidad
de las bandas dieminuydé cuandc se usaron soluciones viejas
aunque no es posible precisar que la disminucidén en la cali-
dad hubiera sido consecuencia de la solucidn empleada y no
de otros factores., Por esta duda es recomendable usar solu-

cionee recién preparadas; esto también es sugerido por Gagné
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y Labergé (1972), sin embargo no es mencionado por otros au-
tores como Patil et al. (1971), Bobrow et al. (1372), Wyandt
et al. (1976).

Pretendiendo buscar una alternativa para esta situacién,
se probaron otras solwciones que mantuvieran constante el
pH 9 y estas fueron las del grupo AIII, Se inicid este parte
probando primero las soluciones de Tris y Boratos sin fosfa-
tos y sin EDTA, pero se observaron resultados no satisfacto~
rios, por lo que se decididé hacer otras soluciones que tuvie-

ron por base Tris o Boratos, pero complementadas con fosfatos,

La incorporacidn de fosfatos se decidid ya que los auto-
ree que usan Giemsa generalmente le diluyen en soluciones de
fosfatos y por otro lado Comings (1975y 1978) ha sefialado
que los colorantes tiazina como el azu—re &, By C, azul de
metileno y tionina, los cuales son componentes del Giemsa,
interaccionan ionicamente con los grupos fosfato del ADN y
que el mdximo de interacciones ocurre cuando existe una mola-
ridad semejante entre el colorante y los grupos fosfatos del
ADX,

Al considerar estos datos se pensé que los primeros re-
sultados podrian mejorarse con la adicidn de fosfatos, lo
cual en nuestros ensayos no resulté-valioso. Cabe sefalar que
estas preparaciones eran de mala calidad, por lo que quizds
valga la pena intentar trabajar con estas soluciones en pre-

paraciones de mejor calidad.

Con respecto de la parte B de 1z metodologia en donde
se sefiala que se trabajé con dos grupos de preparaciones; uno

con preparaciones secadas al aire y el otro con preparaciones
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secadas a la flama, se debe aclarar que se hizo debido a que
en algunos renortes se hace esta distincidn en tanto en

otros no. Por ejemplo Patil et al. (1971) y Bobrow et al.
(1972) utilizaron preparaciones secadas al aire y no indica-
ron por qué motivo lo hicieron; Kajii et al. (1972) y Georgian
et al. (1974) emplearon preparaciones secadas a la flama y

tampoco sefialaron razones,

Existen algunos otros trabajos que no sefialan que tipo
de secado utilizaron (Gagné y Labergé, 1972; Meisner et al.
1974) ., Sin embargo hay algunos autores que coinciden en que
puede haber diferencias entre las preparaciones secadas de un
modo u otro por lo que han empleado los dos tipos, entre ellos
estdn Bhasin y PFoerster, (1972) quienes omiten sefialar si en-
contraron diferencias entre los grupos por lo que se supone
no las hubo. Por otro lado Vass y Sellyei, (1973) emplearon
también los dos tipos de preparaciones y obtuvieron buenos
resultados en amhos, aumue sefialan que emplearon tratamien-
tos diferentes; 2X solucidn salina de citrato (S5C) a 60°C,
para las secadas al aire, mientras que la solucidn para las
preparaciones secadas a la flama fue 4X35C a 6000 por lo que
si hubo alguna diferencia. Entre los dos grupos de preparacio-
nes que se usaron en el presente frabajo no se encontraron di-—
ferencias claras ya que hubo buenas bandas en los dos trata-

mientos.

En la parte T de la metodologia se intentd reproducir una
vez mas la técnica de Sdnchez et al. (1373) lo cual no fue po=-
sibles sin embargo también s: pretenlfa cneontrar una dilucidn
que rernitiera optimizar la téenica. Lo que 3e puede sefialar

de esta parte es quz solo se logsrarcn obtener datcs que permi-
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tirdn aprovechar mejor el colorante, ya que estos sefialan
que se pueden obtener tanto tinciones convencionales como
bandas de buena calidad, con diluciones de 1:10 a 13260, en
tiempos relativamente cortos que oscilan de 3 a 20 minutos;
con diluciones mayores la tincidn es débil y el tiempo nece-

sario es considerablemente mayor.

Con respecto de los tratamientos e los cromogsomas de

pez se puede mencionar que la técnica aplicada a estos cro-
mosomas es prometedora ya que se logrd cierto grado de des~
naturalizacidén cromosémica as{ como la diferenciacién de al-
gunas regiones aparentemente heterocromiticas en varias me-
tafases, lo cu2l quizés es un indicio de la formacidn de ban-
das. Las bandas no se pudieron obtener debido probablemente

a que los cromosomas de pez son demasiado pequefios si se com-
paran con los cromosemas humanos, este es un detalle gue pu~
diera justificar la carencia de reproducibilidad de la téc-
nica. Por lo tanto es recomendable emplesar cromosomas proms-
tafdsicos o de metafases iniciales cuando se¢ pretenda obtener
banias en cromosomas ya gque en metafase terminal son peque—

fosg,

Para terminar la discusidn sdlo deseamos sefialar que se
hizo un Qltimo ensayo en el gual se confrontaron la técnica
de Patil, et al. (1971) deserita en la introduccidn con la
téenica modificada por nosotros ya presentada que nos propor-
ciond buenos resultados (AII, en esta ocasién con EDTA). Se
emplearsa preparaciones elaboradas con materisl recién cose-
shado y con material aue re habia refrigerado a 5°C durante
24 horasg;se =meca o a la flama. e tideroan durante 5, 7 ¥y 10

minutss. Los resultadze indlaan que con lo téenica de ratil,



45

et _81.(1971) se produce desnaturalizacién cromosdmica en méds
del 50% de las mitosis ¥ s0lo en pocas mitosis se pueden apre-
ciar bandas incipientes. Con 10 minutos la mayoria de las mi-
tosis estdn tefiidas homogéneamente pero con menor intensidad.
En cambio la técnica que hemos propuesto produce bandas de
buena calidad en aproximadamente el 75% de las mitosis con

los tiempos de 7 y 10 minutos. Con 5 minutos el numero de mi-
tosis bandeada disminuye hasta aproximadamente el 60% y les
bandes son de menor calidad que con T y 10 minutos. Con la
técnica de Patil, et al. (1971) los cromosomas profésicos y
prometafdsicos no presentan bandas y en matafase tardia se
produce desnaturalizacidn cromosdmica; con nuestra modifica-
cién s se observan bandas ¢n todos ellds y en metafase tar—
dia los cromosomas se mantienen en mejor estado. En cuanto a
sstos Wltimos resultados y considerando todos lo®s anteriores

se puede plantear que el pH 9 no es el Unico factor que estéd
interviniendo en la induccidn de las bandas, aunque s{ es ime
portante. Es posible que la composicién de la solucidn y su
tonicidad sean los factores que complementan s pH para produ-
cir ese tipo de bandas; que tal vez son inducidas debidd a lae
eliminacién de alguna o varias proteinas no histonas. Se plan-
tea este posible mecanismo ya que se ha determinado que ciertos
procedimientos empleados para obtener bandas G (SSC, urea, NaCl-
ures y tripsina) eliminan varias protef{nas no histonas (Burkhole
der y Duczek, 1982). Estos mismos autores también han plantea-
do 1= posibilided de que solo sea extraida totalmente una de

estas proteinas.

La razén por 1= cuml nosotros pensamos en un efecto simi-

lar por parte de la técnica de Giemsa a pH 9 es 1la siguiente:



46

si ccnsideramos que lcs cromozomes son estructuras compues-
tas por ADN y unz mezcla de proteinas y que en un momente
dado se ajustars €l pH de la mezcla de proteinas hasta el

pH ispeléctrico de uno de suE conpoOnentes, entonces la mayor
parte de las proteinas precipitarian, esto es que permane-
cerian en su conformacidén nativa, quedando por consiguiente
en el cromcsoma, mientras que se solubilizarfan la(s) protei-
na (=) cuyo pH isoeléctrico se hallara por encima o por debaw

jo de ayuel.

Ahora bién, cuando se aplica la técnica con Giemsa a
pH 9, quizds primero ocurra la extraccidn de la(s) no histo-
na{s) de los cromosomas, luego como consecuencia de elle tal
vez se presente un rearreglo de las fibras de cromatina y al
mismo tiempo ques suceden esos eventos las moléculas del colow
rante se estdn adhiriendo al cromosoma, por dltimo se lavard
de la preparacidn el resto de colorante junto con las no his-

toras solubilizadas.

Después del anterior planteamiento puede surgir la si-
guiente preguntza ;Por qué no producen bandas todas las solucio-
nes a pH 9 con que se diluye el colorante Giemsa? lLa respues-
ta que se puede plantear &l =er consecuente con las explicae
cicnes antericres, es que para ung proteina determinada, en
este caso la{s) causante(s) de la induccidn de bandas, el pH
isoelécirico varierd segun rea la composicidn idnica del mee
dio puesto que lzs proteinas pueden unirse a ciertos aniones
o cationes (Lehninger, 1932).

Sle conrideraron para erias supcesicicnes sclo a las pro-
tefnzs no histona~ ya quez existen evidiicias de que Tss histo-
nas no estdn invclucradas ¢r el fendmeno qu2 produce 1as ban—
dax G (Cominge ¥ oavelina, 1372)

LR I
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COMENTARIOS.

A manera de comentarios podemos mencionar que la técnica
que se ha modificado y que nos ha proporcionado buenos resul-
tados es sencilla, barata y requiere poca inversidn de tiempo,
por lo tanto se puede considerar como una slternativa. Noso-
tros la estamos aplicando con resultados aceptables en la ela-

boracidn de cariotipos de humanos (Fig. 9).

Considersmos que el principio de pH elevado es eficaz en
la produccidn de bandas G, pero es necesario que se ekl ja una
solucidn adecuasda. Por consiguiente se recomiends a los inte-
resados en la obtencidn de este tipo de bandas, pero en otros
organismos, que lo tomen en cuenta.



13 15 1 17
< v ¢ od [}
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Fig. 2. Cariotipo nermal humsuno femenino telido por el

método de Giemsa & pH 2,
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CONCLUSIONES

= Se puede concluir en este trabajo, al igual que en los re-
portes de otros autores, que el pH elevado es capaz de ine

ducir la aparicidn de bandas,

- E1 pE 9 es iniispensable en la obtencidn de bandas G en las
téenicas de bandeo con pH alcalino, pero deberd emplearse

una solucidn adecuada como la AIl.

- La técnica que aqui se recomienda puede ser reproducida con

facilidad en crowmosomas hunanos obtenidos de linfocitoes.

- En peces no se pudo reproducir la técnica gue resulté efi-

caz en humanos. Sin embargo la coloracidm intense gue ade

tar evidencias de que si es factible su aplicacidn.

- La técnica podrid ser considerada como una alternativa ya
que es sencilla y requiere de una inversidn pequefia en costo

y tiempo,
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