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INTRODUCCION

La Revolucién en la Citologia Cromosémica de Mamiferos ini--
ciada por Tjio y Levan ( 1956 ), no ha sido acompafiada por un interés
comparable en los cromosomas de otros vertebrados. En contraste --
con los cientos de Laboratorios que se dedican a la investigacién de -
cromosomas en mamiferos, sélo unos pocos Laboratorios se encuen-

tran estudiando Citologia Cromosémica de vertebrados no mamiferos.

Puesto que el interés general en la Biologia de 10s Osteichthyes
es probablemente secundario de aquél que existe en los mamiferos, -
parece deseable examinar los estatutos comunes de la Citologia Cro—

mosémica de los peces y su potencial para futuras contribuciones,
HISTORIA.

En la mitosis y la meiosis, son los cuerpos cromosémicos los -
que mds minuciosamente han sido estudiados. Su presencia fué demos
trada mucho antes de que Waldeyer los denominara " Cromosomas ' -

en el afio de 1888.

Cuarenta afios antes, el botdnico Hofmeister, estudiando las cé-

lulas maternas del pélen de Tradescantia, los habia dibujado directa-

mente de la células vivientes, Esta fué la primera representacidn grd
fica y concreta de aparecié en la Literatura de estos componentes nu-

cleares.,
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A partir de estas fechas, mucho es lo que se ha avanzado en el
estudio de los cromosomas, de tal manera que se ha logrado integrar
una nueva Ciencia, la Citogenética; nacida de la interaccién de la Ge-

nética con la Citologia.

Integrada esta nueva Ciencia, los estudios sobre el cariotipo de
las especies adquiere cada vez, mds importancia, siendo los prime-

ros beneficiados los mamiferos y el hombre,

Hasta antes del afio de 1960, los estudios cariotipicos no seguian
un patrén comin para integrarse, los autores ordenaban, clasificaban
y median los cuerpos cromdticos segin su criterio y se encontraba en

la Literatura muchas formas de integrar los cariotipos.

Fué precisamente en el afio de 1960, cuando un grupo de especia
listas reunidos en un Congreso en Denver Colorado, E.U., discutié y -
adopté una clasificacién y ordenamiento de los cromosomas haciéndolo
extensivo para todas las especies. Segun los Acuerdos de la Conven---
cién de Denver, los cromosomas se clasifican en tres tipos, tomando-~
en cuenta la posicién del centrémero, lo que da por resultado la morfo
logia que presentan durante la metafase y anafase: 1. - Acrocéntricos,
cromosomas bastiniformes que tienen uno de sus brazos muy pequefio -
y adn imperceptible. 2, - Submetacéntricos, cromosomas que tienen --
brazos desiguales. 3. - Metacéntricos, cromosomas que tienen ambos-

brazos iguales o casi iguales.



Los distintos tipos cromosémicos son constantes para cada cro

mosoma homélogo.

Por otra parte, el sistema adoptado en Denver, ordena los pa--
res cromosémicos de acuerdo con su tamaifio y en orden decreciente, -
de tal manera que el par m4s grande serd el nimero 1 y el mds peque

fio serd el par dltimo,

Este sistema ha sido bien adaptado para el cariotipo de los ma—
miferos y del hombre; en otras especies es poco comin y en los peces
no existe reporte alguno de haber clasificado a los cromosomas siguien

do este patrén,

Sin embargo, en este trabajo, se ordenan y clasifican a los cuer_
pos cromosémicos de las dos especies de truchas seleccionadas, has-
ta donde fué posible, segin los principios qﬁe integran el sistema dis-

cutido en Denver,

Los estudios cromosémicos en el hombre y en los mamiferos es
tdn, en este momento, en su médximo desarrollo y madurez, tanto en el
sentido técnico, como en el de las interpretaciones. En otros organis-
mos, como por ej., en los teledsteos los estudios cromosémicos estdn
adn en su infancia, también han habido avances, aunque en muy peque -
fia escala, ya que en estos estudios los autores se han coﬁcretado, -

cuando m4s, a reportar el nimero cromosémico diploide, por ejemplo:

|
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En el afio de 1904, Moenkhaus estudiando el embrién de Fundu
lus heteroclitus ( Cyprinodontidae ), encuentra un nimero diploide de
36. Este trabajo constituye uno de los m4s antiglios estudios sobre --

cromosomas en peces de agua dulce,

En el afio de 1918, Pinney estudiando el embrién de Ctenolabrus
adspersus ( Labridae ), encuentra un nimero cromosémico variable -

de 2n_ 34-38.

En 1937, Makino, estudiando los estadios embrionarios del sal

mén Onchorhynchus keta ( Salmonidae ), encuentra un ndmero diploide

de 74.

En el afio de 1964, Roberts, inicia los estudios sobre la Citoge
nética de la familia Centrarchidae, utilizando la moderna técnica del -
cultivo de células, haciendo incapié en la enorme import;ancia que es-
tos estudios tienen, tanto desde el punto de vista econémico y patolégi

co como del biolégico.

En el afio de 1934, Prokofieva, estudiando el embrién de la tru

cha de arroyo ( Salvelinus fontinalis M. ), encuentra el ndmero diploi-

de cromosémico de 80.
En el afio de 1963, Simon y Dollar estudiando el embrién de la

trucha "Arco-iris" ( Salmo gairdnerii R, ), encuentran un nimero cro

mosémico diploide de 60.
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En el afio de 1965, Ohno, Stenius, Faisst y Zenzes, proponen el
fenémeno de Robertson para los diferentes tejidos de la trucha ' Arco-
iris "', asentado que los diferentes.tejidos de dichos organismos no pre
sentan un nimero cromosémico constante, sino que hay pequefias varia
ciones, haciendo responsable de este fenémeno a la fusién céntrica y a

la disociacién de los cromosomas.

En el aspecto técnico, también han habido avances para el estudio

de los cromosomas en peces y asi tenemos:

Los primeros rebortes técnicos para efectuar estudios citogené -
ticos en peces, emplean el '" aplastamiento "' ( squash ) de la célula pa-
ra extraer los cromosomas, naturalmente que como toda técnica que se
inicia, los resultados no fueron muy satisfactorios; los primeros teji--
dos que se emplearon para hacer el ' squash "' fueron tejidos embriona
rios, dificiles de trabajar ya que se presentaba el problema de la inter

ferencia con las sustancias grasas del vitelo,

Sin embargo, con la utilizacién de las soluciones hipoténicas, el
empleo de la aceto-orceina y de los colorantes panépticos, las técnicas
han avanzado considerablemente, por ej., en el afio de 1964, Simon in-
tegrd un procedimiento en el cual la célula embrionaria sufre un aplas-
tamiento parcial, de tal manera que los cromosomas no salen fuera de
ella sino que quedan repartidos en el citoplasma. Disuelve los materia

les grasos del vitelo del embrién con acetona y tifie con orceiha acética

i
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#..a la cual se le ha agregado una cantidad conocida de 4cido propi6-
nico. De este modo, se elimina el problema de la interferencia con -

los materiales grasos del vitelo y se refuerza la coloracién con el -~

dcido propiénico,

En el afio de 1966, Mcphail y Jones, emplean por vez primera -
el epitelio branquial como fuente citolégica para obtener los cromoso-

mas, utilizan el " squash "' y tifien con la aceto-orceina,

Del afio de 1964 para adelante, Roberts emplea el cultivo de cé-

lulas para efectuar estudios cromosémicos en peces,

IMPORTANCIA DE LA INFORMACION CARIOTIPICA. ( * )

Los cromosomas son los principales conductores de la informa-
cién genética, via su ADN y los cambios cariotipicos son generalmente

acompafiados por marcadas modificaciones fenotipicas.

De hecho, la constancia cariotipica mantenida de generacién en
generacién, via la linea germinal, es quizds, uno de los mejores prin
cipios biolégicos. Sin embargo, en un reporte reciente, se ha discuti-
do acerca de que la diferenciacién normal orgédnica de la trucha " Arco
iris " puede estar asociada con cambios en el cariotipo, incluyendo li-

geros cambios en el nimero cromosémico ( Ohno et al., 1965 ),

(*) Complementado de Roberts, F.L. 1967
Chromosome Cytology of the Osteichthyes,
The Progresive Fish-culturist, Vol.29-2,"P 75-83



Un patrén de diferenciacién cariotipica como el descrito --
por Ohno, es desconocido en los vertebrados; ademds los datos son-
ciertamente no concluyentes y se estiman necesarias mds investiga~

ciones,

Las utilidades de la informacién cariotipitca son muchas, --
Los m4s obvios valores, quizds, estdn en la Citotaxonomia y en las
relaciones Filogenéticas de los organismos. La informacién carioti’-
pica ha sido grandemente usada en estudios Filogenéticos de plantas
€ insectos, y estd siendo usada extensivamente para trazar relacio-
nes evolutivas en mamiferos y otros animales. Los detalles de la —
formacién cariotipica pueden dar considerable luz en el estudio de -

la Filogenia de los peces

Diferencias intraespecificas, asi como también diferencias
interespecificas, han sido reportadas en los peces, y parece que los
peces estdn mds inclinados al polimorfismo cromosomas intraespe -

cificos que otros vertebrados

Las diferencias intraespecificas pueden ser mantenidas alo-
pidtricamente, aunque aqui’ pueden representar pasos iniciales de es-

peciacién,

Las diferencias simpdtricas, por otro lado, dan excelentes

evidencias de que la especiacién ha sido completada, puesto que ta-—
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#..les diferencias no podrian ser mantenidas en una poblacién hibri-

da.

La posibilidad de utilizacién de las diferencias cariotipicas

como marcadores raciales deberd ser investigada.

En vista de las dificultades de separar razas con criterios -
morfolégicos y fisiolégicos, ambos de los cuales pueden estar suje-—
tos a modificacién ambiental, el valor de las marcas cariotipicas pa-

ra este propésito no deberd ser sobreestimado.

Las implicaciones genéticas de los estudios cromosémicos-
son multiples y estdn fuera del enfoque de este trabajo. Excepto de -
los estudios en ciertos peces tropicales, la genética de peces estd --
en su infancia, y la posibilidad de los estudios cromosémicos en esta

4drea es considerable.

Las asociaciones entre cambios cariotipicos y algunas anor -
malidades y condiciones patolégicas en peces son de una alta posibili_
dad. Tales asociaciones han sido descubiertas en el hombre, y en al-
gunos casos los estudios del cariotipo son usados como diagnésticos -
dtiles. Una aplicacién comparable en la patologia de peces es posible,
pero en este momento los cariotipos normales son tan pobremente co
nocidos que sélo los cambios cariotipicos extremos pueden ser detec

tados. La patologia de los salménidos es de mayor interés para los -



#..bi6logos pesqueros, y los cromosomas de los salménidos son re-
lativamente grandes y tienen numerosas variaciones en tamafio y for
ma. Consecuentemente, la oportunidad para los trabajos bdsicos en-

esta drea es excelente,

En estudios experimentales de hibridacién, los hallazgos --
cromosémicos pueden ser usados para confirmar que la actual hibri-
dacién, mds bien que la gynogénesis ( esto es, la induccién de la seg
mentacién por el espermatozoide sin la contribucién de los cromoso-
mas paternos ) ha ocurrido. Mds all4, el andlisis cromosémico hace
posible la prueba de hibridacién en el embrién y también suplementa
finamente cualquier dato morfolégico que pueda ser obtenido en espe-

cimenes adultos.

Si la historia de la Citologia Cromosémica puede ser usada -
como una guia, parece probable que muchos otros beneficios serdn -
derivados de los estudios cromosémicos. Las técnicas adecuadas son
ahora aprovechables y la tradicional suposicién de que los cromoso=--

mas de peces son dificiles de investigar, puede ahora ser descartada.

Las dos mds recientes revisiones de nimeros cromosémicos
en animales ( Makino, 1956; Altman y Dittmer, 1962 ) entre los verte
brados una mayoria de conteos para aves y mamiferos y vertebrados

de sangre fria, incluyen en su gran mayoria especies de Asia y Euro-
g Yy

pa. Aunque se estima que el nimero total de especies de peces sobre
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#..pasa las 40 000, la lista de Makino incluye sélo 63 especies de --
peces, 8 de las cuales son indigenas de Norteamérica. Recientes --
trabajos y reportes omitidos en estas revisiones extienden a 47 el -
nimero de especies de Norteamérica cuyo nimero cromosémico de-

conoce.

Como puede verse, falta todo un camino por recorrer para -
que sepamos algo acerca de la Citogenética de los TelebSsteos, y si-
a esto agregamos que los pocos autores que se han dedicado a inves-
tigar cromosomas en peces, no se han puesto de acuerdo en el nime
ro cromosémico de las especies, como es en el caso particular de -
las truchas, y que, por otra parte, la metodologia empleada, a pe--
sar de estar notablemente mejorada, no ha permitido esclarecer con
certeza los nimeros cromosémicos, es evidente pues, que el objeti-
vo primordial de este trabajo estd concenfrado en dos puntos: 1, - La
elaboracién de un procedimiento que permita encontrar, por un lado,
un alto indice de mitosis en metafase; por otro, separacién € indivi-
dualizacién al mdximo de los cromosomas asi como finura en los de-
talles de sus estructuras. 2. - Averiguar en base a la metodologia a-
seguir, los nimeros diploides correctos, evitando en lo posible, los

errores de técnica.



GENERALIDADES

TECNICAS.

Los recientes avances en la Citologia de mamiferos, son pri
meramente el resultado de una metodologia mejorada, la cwl ha da-
do nuevas fuentes de células utilizables en divisién y nuevos procedi
mientos para la separacién y tincién de los cromosomas. La Citolo-
gia de los peces tiene a su vez, cuatro funtes de células: 1.~ Embrio
nes; 2, - Materia Testicular; 3, - Cultivo de células y 4. - Epitelio de
la cérnea y de la conjﬁntiva. Cada fuente ha requerido sus propias -

innovaciones técnicas,
EMBRIONES.

Los salménidos, los cuales son los mds conocidos que cual--
quier otro tipo de peces, ha.p sido grandemente estudiados en embrio
nes tempranos. La rapida divisién de los blastémeros tempranos del
embrién de los Salmonidae, son f{cilmente separados del vitelo y --

pueden ser tefiidos con la aceto-orceina sin previa fijacién.

Los huevecillos pueden ser también fijados, almacenados y -
posteriormente ser tefiidos. Lias preparaciones hechas a partir de =
blastémeros han suministrado mucho al conocimiento de lo observa=
do en el cariotipo de los Salmonidae, pero estas técnicas tienen dos-

A

desventajas. Primero, los cromosomas tienden a ser elongados, lo
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#..cual hace frecuentemente el conteo y la determinacién de la posi-
cién del centrémero muy dificultosa. Segundo, el citoplasma del ---
blastémero tiene una cierta afinidad por los colorantes cromosémi--
cos presumiblemente debido a su contenido de dcido desoxiribonuclei
co ( ADN ) y consecuentemente se obtienen contrastes engafiosos en-

tre el citoplasma y supuestos cromosomas que no han sido obtenidos.

En otros peces, con huevecillos muy pequefios, los blastéme -
ros son removidos del vitelo sélo con grandes dificultades é invaria-
blemente algo de vitelo es llevado en ellos, lo cual interfiere con la-
tincién y se presentan figuras mitéticas muy oscurecidas imposibles
de analizar, Los embriones tardios pueden ser completamente remo
vidos de el vitelo, pero en este punto el porcentaje de células en divi
sién se encuentra grandemente reducido. La colchicina causa una --
acumulacién de figuras mitéticas en embfiones de Centrarchidae en-
todos los estados, pero estos son en su mayor parte cromosomas pic
néticos aglutinados; esto es c-mitosis, las cuales son insatisfactorias
para el andlisis cromosémico. Tal tipo de c-mitosis son el resultado
de una hipersensibilidad a la colchicina. En contrate, Ohno et al., =--
(1965 ) han reportado que las figuras mitéticas del " huevo oculado "

de la " trucha '"" Arco-iris" ( Salmo gairdnerii ), no fueron afectadas

por la colchicina. Celulas de trucha " Arco-iris ' de un mes de edad
muestran buenas metafases colchicinizadas, asi como también en es-

pecimenes de mé4s edad.
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Una dificultad mayor con otras especies es el problema de la
obtencién de los embriones. Los huevecillos fertilizados pueden ser
colectados en condiciones naturales, pero la identificac:xén del paren
tesco no siempre es posible, Las épocas de desove frecuentemente -
se sobreponen. Entre los Centrarchidae, los huevecillos son muy se-
mejantes en apariencia y aquélloslque pueden ser ;.fécilmente identifi -

cados como los de Lepomis auritus, dan sélo identificacién maternal.

La fecundacién artificial nos da un reconocimiento positivo de ambos
1%
padres, asi’como también el preciso conocimiento del tiempo de fe~-—

cundacién.
MATERIAL TESTICULAR.

Los " aplastamientos " ( squash ), han sido usados en varios
estudios de peces., Las preparaciones con material testicular son --
particularmente usadas en la determinacién del nimero cromosémi-
co, puesto que se obtienen preparaciones tanto de meiosis como de -
mitosis. La calidad de las figuras es considerablemente mejor ha--
ciendo inyecciones intramusculares de colchicina, aunque en algunos
casos los cromosomas mitSticos salen altamente contraidos como pa
ra hacer andlisis cariotipicos. En peces grandes el estroma del teji-
do conjuntivo del material testicular, frecuentemente hace dificil la-
separacién satisfactoria de las células. Sin embargo, la principal --

desventaja de utilizar material testicular, es la naturaleza estacional
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#..del material. El tejido testicular puede ser manejado aun en es-

tado fresco, pero para obtener los mejores resultados deberd ser fi
jado simultdneamente en aceto -ofcei’na. La Fijacién antes de la tin-
cién da un adecuado esparcimiento de los cromosomas. Consecuente
mente, esta técnica es aplicable sélo en los momentos de activa pro-
liferacién espermatogonial, lo cual en muchas especies es en el mes

justo antes de la estacién del desove.

CULTIVO DE CELULAS,

Mejores resuitados son obtenidos con el cultivo de células.
Muchos citélogos que se dedican a estudiar cromosomas en tejidos -
de mamiferos utilizan los cultivos de leucocitos de sangre periférica
y un estimulante mitéti_co de origen vegetal, la Phytohemaglutinina, -
pero intentos extensivos para cultivar sangre de trucha " Arco-iris "
con este procedimiento en el Laboratorio de el Zarco, han fallado. -
Los cultivos preparados empleando previa tripsinizacién de tejidos -
s6lidos de acuerdo con la técnica de Wolf ( Wolf, 1965 ), producen --
buenas células en divisién muy adecuadas para los estudios cromosé

micos y son sélo ligeramente mds tardados que los cultivos de san--

gre periférica.

La técnica del cultivo de células es superior en varios aspec_
tos al uso de embriones y al ' aplastamiento ' del material testicu--

lar. Mayores detalles de los cromosomas son revelados y la separa
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#..ci6n de los mismos es mds satisfactoria. Un alto porcentaje de -
placas metaf{sicas puede ser obtenido periédicamente corroborando

el indice mitético antes y después del tratamiento con la colchicina.
EPITELIO DE LA CORNEA Y DE LA CONJUNTIVA.,

Las células epiteliales del ojo han sido usadas en estudios de
cromosomas de peces. Lés divisiones celulares no son particular--
mente abundantes en el epitelio de la cérnea y de la conjuntiva adul-
ta, pero estos tejidos tienen la ventaja de ser ficilmente obtenibles-
en todos los momentoé. Algunos autores han aumentado el porcenta-
je de células en divisién induciendo el dafio del ojo, otros mds, han -
usado el pretratamiento con colchicina para facilitar el conteo, En el
Laboratorio de el Zarco, esta técnica fué ensayada, se selecciona--

ron crias de 7 meses de edad de trucha de arroyo ( Salvelinus Fonti-

nalis M. ) y se les dafiaron los ojos, enseguida, se les aplicé una --
inyeccién intramuscular de colchicina, dejdndolas por un tiempo de -
4 horas en recipientes bien oxigenados. Al término de este tiempo, -
se hizo la técnica citolégica de extraccién de cromosomas con resul-

tados bastante satisfactorios.

MATERIAL YMETODOS.

MATERIAL BIOLOGICO,

El material biolégico utilizado en este trabajo estd represen-
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#..tado por dos especies de truchas, que son: Salmo gairdnerii R.,

conocida vulgarmente como ' Trucha Arco-iris ", y Salvelinus fonti

nalis M, , conocida vulgarmente como ' Trucha de Arroyo'.

La edad y la longitud promedio de los ejemplares utilizados -

en ambas especies, se presenta en la tabla siguiente:

ESPECIE EDAD LONGITUD PROMEDIO
Salmo gairdnerii R. 6 meses 6. 0 cms,
Salmo gairdnerii R. 7 meses 7. 0 cmas,
Salmo gairdnerii R. 8 meses 7. b ems.
Salvelinus fontinalis M., 5 meses 4, 0 cms,
Salvelinus fontinalis M, 6 meses 4. 5 cms.
Salvelinus fontinalis M. 7 mesges 5. 0 cms.

La fuente citolégica para la obtencién de los cuerpos cromdti
cos consisti6 de epitelio branquial y aunque algunos autores recomien
dan la utilizacién del dltimo arco bra.nquié.l para la obtencién de los -
cromosomas ( Mcphail y Jones, 1966 ), en este trabajo fué posible ob
tener buenas y abundantes figuras mitéticas utilizando los demds ar—

cos,

El epitelio de las branquias de los teleSsteos, se caracteriza
por ser un epitelio que se encuentra en constante regeneracién, lo -
cual hace que su taza mitética sea elevada y ademds permite efec--
tuar estudios cromosdémicos en cualquier momento de la vida del ---

pez.
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MATERIAL DE OTRO TIPO.
El material de laboratorio propiamente dicho, utilizado en la

ejecucibén de este trabajo consta de lo siguiente:

Material quirdrgico:

- Equipo completo de diseccién,

- Pinzas de punta aguda.

- Agujas para diseccién de punta recta.
- Agujas para diseccién de punta curva,

Cristaleria:

Vidrios de reloj.

Matraces Erlemmeyer,

- Cajas de Petri.

Probetas.

Cajas de Coplin, para 5 preparaciones,

Porta-objetos y cubre-objetos desengrasados.
Reactivos y colorantes:

- Mezcla colorante de Giemsa ( Merck )

Mezcla de colorante de Leishmann ( Merck ),

Acido acético glacial, ( Merck ),

Metanol absoluto ( Merck ).

Colchicina, Q.P. ( Merck ).
- Alcohol etilico absoluto ( Merck ).

- Xilol ( Reasol ).
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- B4lsamo del Canad4 ( Harleco ).

Material fotogrdfico:

- Pelicula High contrast copy, de 36 mm. ( Kodak ).
Papel para positivos Kodabromide del No. 3 (5 x 7 ).
- Revelador Kodak D-19.

- Fijador 4cido ( Kodak ).

- Tanque revelador, para 1 rollo de pelicula,
Material Sptico:

- Fotomicroscopio marca Zeiss, con 6ptica de contraste
de fases; objetivo: 100x, ocular: 12, 5x.

- Filtros: verde, interferencia, azul. ( Zeiss ).
Otros:

_ Mechero de gas.

METODO

En la ejecucién de la metodologia, la seleccién de las crias -
fué de gran importancia para obtener resultados positivos; la utiliza-
cidn de crias sanas, vigorosas y bien alimentadas, permitié una so-
brevivencia mayor a la manipulacién. Las instalaciones de la sala -
de incubacién de la Estacién Piscicola " El Zarco ', permitieron ---

aprovechar al mdximo los especimenes en experimentacién.

Los resultados y la discusién de una nueva técnica desarrolla

da para el estudio de cromosomas en epitelio branquial, constituyen=
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#..uno de los puntos principales de este trabajo. La introduccién de
una técnica de este tipo permite observar detalles mds finos y preci
sos, sin recurrir a pasos tan drc}tsticos como el " squash " tan co--

muinmente empleado.

La técnica empleada fué integrada por la convergencia de dos
técnicas modernas; por una parte, la colchicinizacién y la hipotoniza
cién del material a estudiar, fueron tomadas de la técnica original -
de Mcphail y Jones ( 1966 ); mientras que la fijacién, el rompimien-
to celular y la tincién se tomaron de las técnicas modernas para es

tudios cromosémicos en cultivo de tejidos.

Cinco técnicas se ensayaron antes de integrar completamente

la final y definitiva.

Los objetivos que se pueden alcaﬁzar con este tipo de técnica
son los siguientes: 1. - Evitar el tratamiento brusco del material, el
cual puede romper 6 distorsionar a los cuerpos cromdticos, 2, - Ob-
tener cromosomas bien detallados y con contrastes elegantes. 3, - -

Evitar confusiones en la elaboracién de los cariotipos.

A continuacién se presenta una descripcién detallada del pro-
cedimiento desarrollado para la obtencién de los cromosémas utili==-

zando el epitelio branquial.

Para la mejor comprensién de esta nueva técnica, el autor -



- 2 =

#..lo ha dividido en cinco fases, que son: Fase 1, tratamiento preli_
minar del material; Fase II, colchicinizacién del material; Fase III,
Diseccién é hipotonizacién del m:;.terial branquial; Fase IV, fijacién -’

y rompimiento celular; y Fase V, Tincién; cada una de éllas serd des

crita con detalle.
FASE I, TRATAMIENTO PRELIMINAR DEL: MATERIAL,

El manejo adecuado de las crias de trucha, es de gran impor -
tancia para obtener buenos resultados, se llega a dominar con el tra-
to continuo y cuidadoso de los especimenes, el tratamiento preliminar
es por tanto, uno de los puntos claves en el procedimiento, éste con-
siste en alimentacidn intensiva de las crias durante ocho dias antes -
de utilizarlas; este paso es de suma importancia ya que les puede per
mitir a los ejemplares dos grandes ventajas: primera, es posible que
crias bien alimentadas puedan resistir mds la inyeccién de colchicina
y segunda, es probable que la alimentacién les permita introducir a -
su organizacién nueva materia prima con que efectuar mayor sintesis,
lo que repercute que en los rganos con regeneracién continua, el in-

dice mitético pueda ser mds elevado.

Se recomienda utilizar para cada especie su alimento favorito;
en el caso de las crias de trucha, consiste en "' pulgas de agua "o --

bién higado de res perfectamente molido.
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FASE II, COLCHICINIZACION DEL MATERIAL.

La colchicinizacién const_iiuye un paso delicado, el cual re--
quiere de cierta préictica y experiencia; la funcién principal de apli-
car la colchicina es que la célula en mitosis se detenga en la metafa
se; la colchicina actia bloqueando la formacién del huso acromdtico
por interferencia de los grupos sulfhidrilo de la constitucién quimica
del mismo € impide la migracién de los cromosomas hacia los polos

de la célula en divisién,

La concentraéidn de la colchicina empleada y que se recomien
da usar, cuando menos en crias de las edades antes citadas es de --
0.05% en solucién salina isoténica de cloruro de sodio. En las prime
ras experiencias, el autor habia utilizado agua destilada en lugar de-
la solucién salina isoténica, sin embargo, las comparaciones entre -
lotes inyectados con colchicina en solucién salina, demostracién cla-
ramente, por el nimero de metafases, que es mds adecuado utilizar
la solucién salina isoténica de cloruro de sodio en lugar del agua des
tilada; ésto tiene su probable explicacién en el hecho de que, siendo-
la solucién salina un medio semejante a los liquidos del cuerpo desde
el punto de vista osmético, es probable que facilite la incorporacién-

del alcaloide hacia el torrente sanguineo,

La aplicacién de la inyeccién es intramuscular y consiste en-

inyectar al especimen en la masa muscular inmediatamente detrds -
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#..de la cabeza y fuera de la linea media, sujetdndolo con tres dedos
dentro del agua. Se le aplica una décima de mililitro de la solucién de
colchicina; hay que tener cuidadc; de no lesionar nervios 6 médula es-
pinal. El hecho de inyectar al especimen en esta forma tiene su fundame
to en que de esta manera no se le priva en ningiin momento de oxigeno

y pueda soportar mds la inyeccién, ademds de que no se maltrata co-
mo cuando los peces son sacados fuera del agua. El tiempo de colchi_
cina es de 4 horas, Una vez inyectados los peces, deben ponerse en -
recipientes perfectamente oxigenados, En la Estacién Piscicola "EI -

"', las tinas de incubacién son ideales para poner a las crias -

Zarco
recién inyectadas, ya que constan de dos elementos, una tina superior
de sedimentacién abastecida por un cuerpo de agua que sale de un tu-
bo, y la tina de incubacién propiamente dicha, abastecida con agua --
por la primeraI. por medio de un vertedor facilitando su oxigenacién -
inmediata, lo cual permite que las crias inyectadas se encuentren en
un medio exhuberante en oxigeno ( 8 p.p.m., de oxigeno disuelto), -
En estas condiciones las crias se reponen de inmediato y permiten -
la actuacidén del alcaloide.

FASE III, DISECCION E HIPOTONIZACION DEL MATERIAL

BRANQUIAL,
Una vez cumplido el plazo de la actuacién de la colchicina, se

sacan las crias de la tina y se hace la diseccién del aparato branquial
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""In vivo " hasta extraerlo completamente, una vez extraido, se cor
tan los arcos en fragmentos correspondientes a medios arcos, La di
seccién debe de hacerse en caja de Petri empapado el especimen con

solucién salina.

Acto seguido, se colocan los arcos branquiales fragmentados
en el medio hipoténico, el cual consiste de agua bidestilada tibia, por
un tiempo de 40 minutos o bien hasta que hayan desaparecido indicios
de sangre, de tal manera que los arcos presenten un color blanqueci-

no, lo que indica que el hinchamiento celular ha sido concluido.
FASE IV, FIJACION Y ROMPIMIENTO CELULAR.,

La fijacién del material branquial hinchado, se efectda en al-

cohol-acético, que se prepara de la siguiente manera:

Alcohol metilico anhidro 3 partes,

Acido acético glacial 1 parte.

El fijador se prepara justo antes de usarlo para evitar lo me
nos posible la evaporacién del alcohol. El tiempo de actuacién del fi

jador va de 15 minutos a 4 horas, haciendo dos cambios.

Una vez concluida la fijacién, con una pinza muy fina y sobre
un porta-objetos perfectamente limpio y desengrasado se " sacude "

el arco, golpedndolo suavemente sobre el porta-objetos, hasta lograr
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#..una capa de células que puede ser notada a simple vista por la --
presencia de pequefios grumos, la descamacién del epitelio branquial
debe de hacerse sobre una gota cie fijador para permitir el esparci-=--
miento celular. Una vez descamado el epitelio sobre la gota del fija-
dor, se le agregan dos mds y se lleva a la flama hasta su completa -
combustién, se elimina el resto del fijador que consiste sélo de dcido
acético, empleando papel filtro y se seca completamente abanicando-
el porta-objetos, Hay que tener mucho cuidado de que la combustién -
no sea excesiva, ya que ésto puede interferir en la tincién y lo que --

es mds grave, puede destruir los cromosomas,
FASEV, TINCION,

La tincién puede efectuarse ya sea utilizando colorantes panép
ticos o bien tifiendo con la aceto-orceina; sin embargo, el autor re-—
comienda usar la coloracién a base de panépticos como es la tincién
de Giemsa-Leishmann, por ser una tincién que, entre otras ventajas,
tiene el de ser muy clara y elegante en sus contrastes, ademds de --
que son colorantes mds baratos; por el contrario, la aceto-orceina, -
es un colorante de preparacién mds minuciosa, de dificil obtencién --
por su precio bastante elevado. A continuacién se dardn ambas tincio
nes,

TINCION DE GIEMSA-LEISHMANN
Preparacién del colorante,

Colorante de Giemsa 5 c.c. ( Merck )
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Colorante de Leishmann 2 c.c. (Merck)
Agua bidestilada hervida neutra 40 c.c.

Se reparte en vasos de coplin de 5 preparaciones de capaci-—
dad. La tincién dura 30 minutos.

TINCION DE LA ACETO-ORCEINA,
Preparacién del colorante,

Orceina sintética ( G.T. Glrr ) 3 gramos,
Acido acético glacial ( Merck ) W e,
Agua bidestilada 30  e.c.

Para la preparacién de esta mezcla es indispensable el em-

pleo de un refrigerante de reﬂﬁjo. La tincién dura 20 minutos,

Las fotomicrograffas fueron hechas en un fotomicroscopio de
la Casa Zeiss, empleando 6ptica de contré.ste de fases, siendo el ob-
jetivo de 100x neofluar y el ocular de 12, 5x. La pelicula empleada -
fué alto contraste de la Casa Kodak ( Highl Contrast copy film ). En -
la elaboracién de las fotomicrografias se emplearon diferentes fil---
tros, los mds usados fueron el filtro verde y el filtro de interferen--
cia, El papel para la elaboracién de los positivos fué Kodabromide -

del nimero 3 ( 5 x 7 centimetros).

Todas las placas fotogrdficas fueron tomadas en el centro del
campo, ademds se contaron 100 metafases por cada especie de tru--

cha, y de donde pudo ser definido el nimero cromosémico modal.

De cada una de las dos especies estudiadas se construy6 un -
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#..cariotipo, que incluye la clasificacién de los cromosomas de ---
acuerdo con la posicién del centrémero, el ordenamiento de ellos -~

por pares y tamafios,
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RESUMENDE LA TECNICA,

1. - Seleccionar crias en buen estado de salud, de una edad desde 1~
mes hasta 8., Alimentarlas iﬁtensivamente durante 8 dias antes
de utilizarlas, con el alimento favorito del pez.

2. - Hacer una inyeccién intramuscular de .1 ml,, de una solucién -
de colchicina en medio isoténico de cloruro de sodio al 0.05% -
en la regién anterior y lateral del dorso, teniendo el cuidado de
no lesionar nervios 6 médula espinal, dejarlas por 4 horas en -
recipientes bien oxigenados.

3.- Disecar '"In vivo';, completamente el aparato branquial y recor-
tarlos en fragmentos correspondientes a medios arcos.

4, - Colocarlos en medio hipoténico ( agua bidestilada tibia ), por un
tiempo de 40 minutos o bien hasta que presenten aspecto blanque
cino.

5.- Fijar en el licor alcohol-acético ( 3 a 1 ) por un tiempo de 15" a -
4 horas, haciendo dos cambios, Preparar el fijador justo antes -
de usarlo,

6. - Efectuar la descamacién del epitelio branquial, golpeando el arco
suavemente, sobre un porta-objetos perfectamente limpio y des-
engrasado, en una gota de alcohol-acético; agregar dos mds y lle
var a la flama,

7.=- Tefiir en la mezcla Giemsa-Leishmann, 30', O bien en la aceto--

orceina 20',
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8. - Lavar en agua destilada.
9.~ Un cambio de alcohol de 50%.
10. - Otro lavado répido en agua destilada.
11, - Dejar secar al aire,
12, - Aclarar en xilol y montar en b4lsamo del Canad4 o resina sinté
tica,

RESULTADOS

En el aspecto técnico, el procedimiento construido resulté ade-
cuado para efectuar estudios cromosémicos en peces, cuando menos
en los de agua dulce; ésto permitié desde luego, alcanzar el segundo
objetivo de este trabajo, ya que se averiguaron los nimeros cromosé

micos modales de las dos especies seleccionadas.

- Salmo gairdnerii R., presenta 2n_60.

- Salvelinus fontinalis M., presenta 2n_ 80.

El criterio para fundamentar tales nimeros, estd basado en -
el conteo de 100 metafases por cada una de las especies y de donde -

se definié el nimero modal de acuerdo con las graficas 1y 2,

Sin embargo, para complementar este estudio, aparte de ave-
riguar los nimeros cromosémicos, se construyeron los cariotipos =-=
respectivos, clasificando los cromosomas de acuerdo con el sistema

discutido en Denver, o sea ordendndolos por pares, tamafio decrecien
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#..te y morfologia tomando en cuenta la posicién del centrémero; --
respecto a este ltimo punto, se encontraron cromosomas dicéntri—
cos ( por primera vez reportados en estas especies ), metacéntricos,

submetacéntricos y acrocéntricos.

En la tabla 1 y 2, se presenta la descripcién de los pares --
cromosémicos, en estas tablas se incluyen los datos siguientes: 1. -
Grupo a que pertenecen; 2, - Nimero del cromosoma,; 3, - Morfolo--
gia; y 4. - Tamafio. Adem&s se incluye, una descripcién con méds de-
talle de cada uno de los pares cromosémicos, Se anexan a estas ta--
blas los cariotipos construidos y una fotografia total de los cromoso-

mas estudiados,

En algunos casos, aparecen en los cromosomas individuales,
falsas estructuras, ésto corresponde a zonas cromosémicas que se-
cruzaron en el mismo plano, pero que de ninguna manera son estruc

turas reales,

En el aspecto de los cromosomas sexuales, habrd que preci-
sar mds el cariotipo en este sentido, por el momento sélamente bas_
te indicar, que se encontraron en las dos especies de truchas, dos -

cromosomas impares en cada uno de los sexos.

Por lo tanto, los resultados pueden resumirse en:

1, - Se disefi6 una nueva técnica para efectuar estudios cromo

sémicos en peces,
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2, - Se logré6, gracias a tal procedimiento, averiguar el ni-

mero diploide modal de las especies estudiadas.

3.~ Se construyé el cariotipo para cada una de las especies -

en cuestién,



IDENTIFICACION DE LOS CROMOSOMAS DE Salmo gairdnerii, R.

GRUPO
i

GRUPO

15

6 16

17 20

21 22
23 25

26 27

28 29

Cromosomas impares

n.
n.
n.
n.
+

No DEL CROMOSOMA MORFOLOGIA
1 ' mcéngrico.
4 3 (@) Metacentrico.
23 Submetacentrico.
6 10 11 12 14 (hH 'Metacémr’lco.
789 13 15 16 Submetacentrico.
18 19 20 ( +) Mefccénﬂ"lco.
17 Submetacentrico.
21 22 (1) Acrocéntrico.
23 25 Acrocentrico.
26 27 Acrocentrico.
28 29 Acrocentrico.

metac¢

motu"n trleo pequeno.
acrocentr ico grande.

metacentrico grande.
zntrl ¢ o mediano.

+

{
(1
(!

|

&
)

de dicéentricos. . «2( 1 par ).
de metacéntricos. . .20 ( 10 pares ). ‘
de submetacentricos. . 18 ( 9 pares ).
de acrocéntricos, « « 18 (9 pares ).
2 jmpares para cada sexo.

2n 60,

Tabta 1

TAMANO
Grande
Grande.
Grande.

Mediano .
Mediano.

Pequeno.
Pequeho.

Grande.

Mds mediano '
que |os an
teriores.

Pequehno.
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DESCRIPCION DE LOS PARES CROMOSOMICOS EN Salmo gairdnerii R

GRUPO: 1-5, .
No. 1. - Este par de cromosomas es muy caracteristico, ya
que es dicéntrico, Presenta un centrémero en la par

te media y otro méds o menos subterminal.

No. 2, - El méds grande de los submetacéntricos y el segun-

do en tamafio total relativo,

No. 3, - Submetacéntrico, un poco menor en longitud total re

lativa, que el par anterior,

No. 4-5. Son los siguientes cromosomas en tamafio relativo,
por su morfologia son metacéntricos, generalmente

son casi iguales,

GRUPO: 616,

No. 6. - Metacéntrico mediano, el siguiente en longitud total -
relativa y que puede, a veces, detectdrsele una cons

triccién secundaria.

No, 7.- El mds grande los submetacéntricos medianos,

No. 8-9. Submetacéntricos medianos, los siguientes en tama

fio relativo, casi iguales en tamafio, nada m4s que -
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#..en el par 9 los brazos superiores son mds pequefios,

No. 10-11-12. - Metacéntricos medianos, casi iguales en lon
gitud total relati\;a.

No. 13, - Submetacéntrico mediano, el mds caracteristico de
este grupo. Se distingue muy bien la constriccién —
primaria.

No. 14, - Moderadamente metacéntrico mediano, el primero
de ellos presenta en los brazos anteriores estructu-
ras que no son reales, sino que corresponden a zo--
nas cromosémicas cruzadas.

No., 15-16, - Submetacéntricos medianos, el par 15 ligeramen

te un poco méds grande que el 16,

GRUPO: 17-20,

No. 17. - El mds pequefio de los submetacéntricos.

No. 18-19. - Metacéntricos pequefios, pero mds grandes que el

par 20,

No. 20. - E1 més pequefio de los metacéntricos.

GRUPO 21-29.

No. 21.- Acrocéntrico grande, el mds grande los acrocéntri-

Ccos,

No, 22, - Acrocéntrico un poco menor que el anterior, En el -

primero de ellos, la parte superior se unié de tal ma
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#..nera que no se distinguen los brazos en esta zo-
na.

No, 23, - Acrocéntrico médiano, el mayor de los medianos. -
Se le distingue muy bien la constriccién primaria.

No. 24, - Acrocéntrico un poco menor en IOpgitud total relati-
va que el par anterior. Se nota muy bien el centréme
ro,

No. 25.- Acrocéntrico mediano, un poco menor que el par an-
terior.

No, 26-27. - Aérocéntricos mds medianos que los anteriores,

No, 28-29. - Acrocéntricos pequefios, el par 29 ligeramente -

mi&s pequefio que el par 28,

Cromosomas impares: corresponden a 1 metacéntrico pequefio
y 1 acrocéntrico grande en el macho 1 metacéntrico -

grande y 1 metacéntrico mediano en la hembra.
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NUMERO CROMOSOMICO "D DAL.

Salmo gairdnerii ,R.

__:V
— -P
1 x y(f)
100 GRAFICA No 1)
58 10
90—
59 9
BO—
60 59
7 O
61 7
No. METAFASES 60—
62 8
50—
63 6
4 G
301
20
10+ —_ il ,
\
: ; ' | I I i
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IDENT IF ICACION DE LOS CROMOSOMAS DE Salvelinus fontinalis, M .

RUPQ GRUPO
A 1,5
B 6,7
c 8,15
16,19
E 20,25
F 26, 34
G 3s,37
3s
i 39

cromesemaséimpares: un Erande metacemtrico.
an mediamo dicenmtrice.

¢ dés (mpares em cada sex®.

No del CROMOSOMA

2
3-

6 (1)

7
8-15
16-19

20-21
2225

26-34

35-37
38

39

un mediamo dicemtrice.
un Pequehe leroeanlrleo.

4s DICENTRICOS
¢e METACENTRICOS

de SUBMETACENTRICOS

de ACROCENTRICOS

4 (+)
g

MORFOLOGIA

Dicentrico
Metacéntrico
Submetacentrico-

Metacentrico-
Submetaceéntrico.

Acrocentrico-
Acrocentrico.

Submetacentrico
Acrocentrico.

Acrocentrico.

Acrocentrico.

Acrocentrico.

Acrocentrico.

= =

~ Nt 2
% .

(
(
(
\
(

2 (] par )
6 ( 3 pares )

10 ( 5 pares )

TAMARO

grande.
grande.
grande.

mediano.
mediano.

grande.
mediano.

ngueho.
mas mediano
que el grupi
D.

mas mediane
que el grap
E.

mas pequedo
que el an
terior.

mas pequeho
que el an
terior.

60 ( 30 Pares )

2n 80
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DESCRIPCION DE LOS PARES CROMOSOMICOS DE Salvelinus Fonti

nalis M.

GRUPO: 1-5,

No. 1. - En Salvelinus fontinalis M., este par es acentuadamen

te dicéntrico. Presenta un centrémero en la parte me
dia y otro casi en posicién subterminal. Presenta, --
ademds, constricciones secundarias y telémeros, En

tamafio relativo, es el par m4s grande de todos.

No. 2. - En tamafio relativo, el mds grande de los metacéntri-

cos, presenta constricciones secundarias. El centr6-
mero se encuentra apréximadamente en posicién me-

dia.

No. 3. - Los submetacéntricos m4s grandes en tamafio relati-

vo, en el segundo de ellos, no se nota el centrémero

debido al efecto de la técnica.

No. 4, - Metacéntrico grande, un poco menor que el par 2, se

nota muy bien la constriccién primaria 6 centrémero,

el primero de ellos, es mds pignético que el segundo,

No. 5. - Submetacéntrico grande, un poco menor que el par 3,

se nota bien la constriccién primaria en el primero -
de ellos, en el segundo miembro debido al cruzamien

to de zonas cromosémicas en el mismo plano, no se-
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#. .distingue con precisién dicha estructura.

GRUPO: 6-7,
No. 6:;+ Metacéntrico mediano, la constriccién primaria se-
encuentra aproximadamente en posicién central.
No. 7. - Submetacéntrico mediano; el primero de ellos mds -
pignético que el segundo. El centrémero en el prime
ro de ellos_, no se distingue con claridad, por cruza-

miento de zonas cromosémicas en el mismo plano.

GRUPO 8-15,
No. 8-~15, - Todos acrocéntricos grandes en tamafio relativo,-
en algunos, como en los pares 8, 10, 11, se distin-~-
gue muy bien el centrémero. Los pares, 11, 14, 15,

son mé4s pignéticos que los dem4s.

GRUPO: 16-19.
No. 16-19. - Acrocéntricos medianos todos, en el primer par
se nota muy bien la constriccién primaria, los pares

17, 18, mds pignéticos que los demds,

GRUPO: 20-25,
No. 20-21. - Submetacéntricos pequefios, mds o menos iguales

en tamafio, el primer miembro del par 20 y los dos =

del par 21, presentan la configuracién en '"8'", resul-
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#..tante de la unién de los extremos de los brazos,
debido a efectos de técnica.

No, 22-25, - Todos acrocéntricos medianos, se nota pignosis
en los pares 24, 25,

GRUPO: 26-34,

No, 26-34, - Todos acrocéntricos, un poco menores que los -
del grupo E, Los pares 26, 29, 32, 33, 34, presen-

tan pignosis, en el cariotipo de la hembra.
GRUPO: 35-37,

No. 35-37. - Todos los acrocéntricos, mds pequefios que los
que integran el grupo F. Los pares 35, 37, presentan pigno-

sis, en el cariotipo de la hembra,
GRUPO: 38,

No. 38. - Acrocéntrico mds pequefic que los anteriores, este
par se puso en un grupo aparte, por tener diferentes
medidas y no encajar en ninguno de los grupos ante-

riores.
GRUPO: 39,

No. 39. - El mds pequefio de los acrocéntricos y el mds peque

fio de todos los pares cromosdmicos, por eso se le -
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#..puso en un grupo aparte,

Cromosomas impares: corresponden a 1 grande metacéntri-
co y 1 mediano dicéntrico en la hembra - 1 media--
no dicéntricp, y 1 pequefio acrocéntrico en el ma--

cho,



No. METAFASES

NUMERO CROMOSOMICO MODAL.
Salvelinus fontinalis, M,

Yy
100~ v
x Y (f)
90—
77| 3
80— GRAFICA No. 2 78 s
70 79 9
80 | 55
60—
81 7
50— 82 | 5
40— 83 ()
84 | 10
30
20—
10—
e /
. | | | T | I
77 78 79 80 81 82 83

No. CROMOSOMICO
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D18 CVUSI ON

Varios procedimientos para estudiar cromosomas en tejidos
de peces, fueron empleados antes de definir el desarrollo de este -
trabajo. La mayor parte de las técnicas reportadas para peces se -

ensay6, sin llegar a resultados adecuados.

Esto, desde luego, obligé a efectuar la bisqueda de una técni
ca que permitiera encontrar todos los detalles que estos estudios re
quieren; afortunadamente, se logré integrar un procedimiento, que -
aunque sencillo en su ejecucién, ha tomado muy en cuenta varias ---

constantes -biolégicas- .

A manera de establecer un parangén entre la nueva técnica --
establecida y las otras empleadas, se discuten los resultados obteni-

dos de cada una de ellas,

Asi tenemos que la primera empleada fué la reportada por --
Ohno ( Ohno et al., 1965 ), recomienda el ' squash ' de pequefios ---
fragmentos de 6rganos colchicinizados (higado, bazo, génadas, etc.),
previa hidrélisis con 4cido clorhidrico ln, para tefiir finalmente con la

mezcla colorante de Giemsa.,

Esta técnica se ensayé varias veces en el Laboratorio sin ob-

tener ningin resultado. Se siguieron las indicaciones del autor con to
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#..da fidelidad (edad del huevo, alevino o juvenil, tiempo de colchici
nizacién, etc.), pero no se logré obtener nada que pudiera indicar la

presencia de cromosomas.

La técnica de la aceto-orceina, reportada por Kaufmann ----
( Demeric y Faufmann, 1957 ), resulta excelente para tejidos vegeta
les, pero en este caso tampoco se obtuvieron resultados adecuados, -
a pesar de que se lograron algunas metafases con cromosomas muy-

juntos y distorsionados y en otros casos, muy separados y rotos.

Con la técnica; de Mcphail y Jones, se hicieron varios ensayos
en el Laboratorio con mejores resultados, nada mds que se obtuvie--
ron cromosomas distorsionados aunque ficiimente contables. La nue-
va técnica aqui introducida tomé de las de estos autores, como ya se-

indic6, la colchicinizacién y la hipotonizacién,

La técnica lograda en nuestro laboratorio, elimina totalmente
el " squash " y en su lugar, utiliza combustién para el rompimiento -
celular. El tratar de esta manera a la célula tiene su ventaja, ya que,
por una parte, la separacién € individualizacién de los cuerpos cromd
ticos es mds precisa y por otra parte, al coagularse las proteinas ce-
lulares por la combustién, los cromosomas quedan fijos instantdnea -
mente en un sélo plano, 1o que es de gran importancia, porque se evi

tan posibles aneuploidias tan cominmente logradas por el ' squash ',
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#..sobre todo cuando se trata de nimero diploide alto.

Ahora bien, en ninguna de las dos especies de truchas se han
reportado cromosomas dicéntricos, lo que hace mds interesante la -
investigacién en el sentido de que hasta qué punto el tan discutido fe-

némeno de Robertson, sea un error de cardcter técnico.

En el aspecto de &los cromosomas sexuales, es importante --
mencionar lo encontrado, ya que tanto en el cariotipo de la hembra-
como en el del macho de las dos especies estudiadas, aparecen dos
cromosomas que no h4a.cen par con ningdn otro, ni por su tamafio rela
tivo, ni por su morfologia, lo cual bien podria indicar, aunque con -
mucho mérgen de error, de que se tratan de los cromosomas sexua-

les. Habrd que programar mds investigaciones en este aspecto.

Por otra parte, las dos especies &e truchas estudiadas presen
tan enormes diferencias cariotipicas. Como puede apreciarse en los
cariotipos construidos, la trucha ""Arco-iris'', presenta: 1 par de di-
céntricos, 10 pares de metacéntricos, 9 pares de submetacéntricos,
9 pares de acrocéntricos, mds dos cromosomas impares para cada -
sexo; en el macho, aparecen 1 metacéntrico pequefio y 1 acrocéntrico
grande; en la hembra, aparecen 1 metacéntrico grande y 1 metacén-~~

trico mediano,

En la trucha de arroyo encontramos: 1 par de dicéntricos, 3-
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#..pares de metacéntricos, 5 pares de submetacéntricos, 30 pares-
de acrocéntriéos, mds dos cromosomas impares para cada sexo; en
la hembra, un grande meta.céntri(.:o y 1 mediano dicéntrico; en el ma

cho, encontramos 1 mediano dicéntrico y 1 pequefio acrocéntrico,

Es claro pues, que el cariotipo de la trucha "Arco-iris', es~-
més heterogéneo que el de la de arroyo, lo cual posiblemente indique
algin fen6meno evolutivo de especiacién, ya que algunos autores de-
nominan a el grupo a la cxv1a‘1 la trucha ""Arco-iris'' pertenece,''comple

if

jo Salmo gairdnerii ', por las subespecies que se han encontrado; es

te fenémeno bien podria tener un fundamento genético en cual estaria

presente en la heterogeneidad del cariotipo de esta trucha,

No es dificil pues, que otras subespecies puedan presentar pe
quefias diferencias cromosémicas, de la estudiada en este trabajo, --
aunque algunos autores como Needhan, crean que la existencia de es-
tas subespecies son consecuencia de la influencia del medio, no es. re
mota la posibilidad que acompafien a los cambios ambientales, modifi
caciones genéticas, que repercutan en la formacidén de dichas subespe

cies,
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CONCLUSI ONES

Algunas importantes conclusiones pueden derivarse de este -

trabajo, las m4s sobresalientes pueden ordenarse como sigue:

1. - Introduccién de una nueva técnica para estudios de cromo

somas en peces, utilizando el epitelio branquial, que por los-

resultados obtenidos, fué satisfactoria.

2.- Presencia en arpbas especies de truchas, de cromosomas
dicéntricos, que corresponden en las dos especies al pri--
mer par; ésto resulta interesante, porque en toda la Biblio
grafia que se consulté no se encuentran reportados.

3. - El nimero cromosémico diploide modal encontrado en las
especies estudiadas, fué el siguiente:

Salmo gairdnerii R. 2n_ 60.
Salvelinus fontinalis M. 2n_380.

4. - Presencia de cromosomas impares en cada uno de los sexos
de las especies estudiadas.

5.~ Por los ensayos de técnica, por la presencia de dicéntricos
y por el nimero cromosémico modal encontrado, habr4 que-
estudiar el fenémeno de Robertson a nivel ontogenético, sos-

tenido por algunos autores,
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RESUMEN

En este grabajo, se reporta la introduccién de una nueva téc-
nica para estudiar cromosomas en peces de agua dulce, utilizando el
epitelio branquial; se reporta, ademds, el nimero cromosémico di--
ploide modal de las dos especies de truchas seleccionadas ( Salmo --

gairdnerii R, , y Salvelinus fontinalis M. ), 1legdndose hasta la cons--

truccién de los respectivos cariotipos y la descripcién de cada uno de
los pares cromosémicos, en este punto, se encontraron cromosomas

dicéntricos, metacéntricos, submetacéntricos y acrocéntricos,
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