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Resumen

La citogenética es el estudio de la morfologia, la estructura y el funcionamiento
de los cromosomas. En el transcurso de poco mas de 100 afios, ha nacido y se
ha desarrollado hasta convertirse en una de las herramientas mas versatiles de
la gendmica, gracias al perfeccionamiento de técnicas cada vez mas selectivas
y refinadas. En este trabajo, se obtuvieron cromosomas metaféasicos de varias
especies: Palaemon elegans, Mytilus galloprovincialis, Lens culinaris, Allium
cepa, Canis familiaris y Homo sapiens. Después, se puso en practica el bandeo
G en los cromosomas de H. sapiens. Debido a las variedad de especies, con
cada una se llevaron a cabo protocolos especificos de obtencion de cromosomas
metafdsicos. Los resultados obtenidos fueron después contrastados con la
literatura existente respecto a cada una de las especies utilizadas.

Abstract

Cytogenetics is the study of the morphology, the structure and the functioning of
chromosomes. In the course of slightly more than 100 years, it has been born
and developed into one of the most versatile tools in the field of genomics, thanks
to the perfectioning of continuously more selective and refined techniques. In this
project, metaphase chromosomes of several species have been obtained:
Palaemon elegans, Mytilus galloprovincialis, Lens culinaris, Allium cepa, Canis
familiaris and Homo sapiens. Afterwards, G banding was carried out on H.
sapiens chromosomes. Due to the high variety of species, specific protocols of
chromosome obtention were used in each case. The results of this project were

then contrasted with existing literature about each of the selected species.

Palabras clave

citogenética, bandeo cromosémico,
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Introduccion

Los cromosomas son estructuras altamente organizadas que contienen la
informacion genética nuclear necesaria para que el organismo funcione y se
desarrolle por completo. Su nombre significa cuerpo (soma) de color (cromo) en
griego, debido a lo facilmente que se colorean con determinados compuestos.
Los cromosomas comprenden tanto el ADN como las proteinas asociadas,
histonas y no histonas, y, generalmente, s6lo se pueden visualizar en los
momentos de la division celular. Cada especie cuenta con un cariotipo
especifico, el conjunto completo de sus cromosomas, y las alteraciones
cromosomicas pueden llevar a presentar enfermedades o incluso ser letales en

algunos casos (Qaisar et al., 2017).

La primera vez que los cromosomas fueron observados fue en 1842, cuando
Carl von Nageli estudiaba células madre del polen de Tradescantia sp. L., 1753.
Unos afios después, Arnold (1879), Flemming (1882) y Hansemann (1890)
fueron los primeros en conseguir ver cromosomas humanos en mitosis (Riegel,
2014). Inicialmente, Flemming llamé a las estructuras filamentosas que vio

‘cromatina”, pero en 1888 Waldeyer-Hartz las renombro “cromosomas”.

En la década de 1880, Theodor Boveri logré6 demostrar que estas estructuras
eran esenciales para el desarrollo del individuo, lo que desperté el interés de
muchos citélogos y llevo al desarrollo de la teoria de la herencia cromosoémica
en 1902, postulada independientemente por Boveri y Sutton. Boveri realizé una
serie de experimentos cruzando especies de erizos de mar que le llevaron a
concluir que todos los cromosomas debian estar presentes para un correcto

desarrollo embrionario y que el nucleo controlaba este desarrollo.

Durante mucho tiempo, la observacion de los cromosomas solo fue posible
gracias a la division espontanea de células, pero en 1955 Eagle desarrollé un
medio de cultivo especifico (con aminoacidos esenciales universales), o medio
esencial minimo (MEM), que promovia la divisién celular y por lo tanto facilité

mucho el analisis citogenético. Los primeros citogenéticos empezaron sus
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estudios con vegetales, y por ello la mayoria de aquellos considerados
fundadores de la citogenética humana eran botanicos (Balajee & Hande, 2018;
Liehr & Weise, 2017; Riegel, 2014).

Moorhead et al. (1960) desarrollaron un nuevo método de cultivo celular que
acumulaba las células en division gracias al uso de colchicina, que detiene la
division celular en la metafase. Ese mismo afio, Peter Nowell averigué que la
fitohemaglutinina era un agente mitogénico, o estimulador de la mitosis, por lo
que facilitaba el trabajo con células de la sangre periférica. Ambos

descubrimientos impulsaron aun mas el desarrollo de la citogenética.

Con el disefio de técnicas cada vez mas veloces y especificas, la citogenética
ha evolucionado de una ciencia bésica y meramente descriptiva a una
herramienta util en una gran multitud de campos: estudios evolutivos, diagndstico
de determinadas enfermedades pre y postnatalmente, estudios ecoldgicos y
toxicoldgicos, optimizacion del ganado y de los cultivos agricolas, seguimiento
de la salud de poblaciones, etc.

En el @mbito clinico, un gran nimero de anomalias cromosdmicas han sido
caracterizadas desde la primera observacion de la trisomia en el par 21, presente
en el Sindrome de Down, por Lejeune et al. (1929). Estos descubrimientos fueron
posibles gracias al desarrollo de diferentes técnicas de tincion que, al ser
pensadas principalmente para el genoma humano, han permitido estudiar a esta

especie mas que a cualquier otra (Riegel, 2014).

Estas técnicas de “bandeo cromosémico” consisten en la tincion diferencial de
regiones especificas del cromosoma, utilizadas tanto para realizar y comparar

los cariotipos de las especies como para detectar anomalias en los mismos.

Los primeros protocolos de bandeo fueron desarrollados entre 1960 y 1970,
como las bandas Q obtenidas por Caspersson etal. (1969) al intercalar
guinacrina en el ADN para marcar regiones ricas en bases AT, o las bandas T,
obtenidas por Dutrillaux (1973) y que marcan las regiones terminales de los

cromosomas gracias al naranja de acridina. Las bandas G, las mas utilizadas y
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sencillas, se obtienen tifiendo los cromosomas con colorante Giemsa, pero
también son comunes las bandas C, que tifien especificamente la
heterocromatina constitutiva. La principal funcién de estas bandas es obtener
cariotipos e identificar anomalias en estos. Las técnicas de hibridacion in situ
fluorescente (FISH) fueron desarrolladas mas tarde, permitiendo localizar
secuencias de ADN determinadas dentro del cromosoma gracias a sondas
especificas para esas secuencias. La FISH puede utilizarse también para varias
regiones de distintas composiciones a la vez, en un solo cromosoma o en todo
el genoma, resultando en bandas distintas, lo que las hace muy versatiles
(Balajee & Hande, 2018).

De acuerdo con Liehr & Weise (2017), podemos dividir la historia de la
citogenética humana en tres periodos principales: periodo pre-bandeo, periodo
de bandeo puro, y finalmente el periodo de la citogenética molecular. El periodo
pre-bandeo abarcaria hasta 1959, cuando se identifico la primera anomalia
cromosomica hereditaria, la trisomia en el par 21 que se presenta en el Sindrome
de Down. La etapa de bandeo puro duraria hasta 1986, cuando los primeros
experimentos citogenéticos moleculares con cromosomas humanos empezaron
a realizarse. En la actualidad, nos encontrariamos en la era de la citogenética
molecular: el analisis molecular de la informacién genética humana con el fin de
localizar aberraciones cromosOmicas (numéricas o estructurales) que puedan

ser dafiinas para las personas que las presentan (Herrington, 1994).
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Objetivos

Este trabajo tiene la finalidad de obtener cromosomas metafasicos de distintas
especies para crear una coleccién con fin divulgativo y docente, asi como
desarrollar cultivos celulares y técnicas de bandeo en especies animales y

vegetales. Para ello, se realizaran:

e Cultivos celulares de sangre periférica de Homo sapiens L.,1758 y Canis
familiaris L., 1758

e Cultivos celulares de tejido radicular de Lens culinaris Medik 1787 y Allium
cepal., 1753

e Captura y aclimatacion de individuos de las especies Palaemon elegans
Rathke, 1837 y Mytilus galloprovincialis Lamarck, 1819, asi como
extraccion de tejidos para su cultivo celular.

e Tincion de cromosomas metafasicos humanas mediante bandeo G.

10
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Material y métodos

Obtencion de cromosomas metafasicos de Mytilus galloprovincialis
Lamarck, 1819

La primera especie utilizada fue Mytilus galloprovincialis, de la familia Mytilidae.
El primer estudio sobre el cariotipo de M. galloprovincialis fue publicado por
Thiriot-Qiévereux (1984), y como en el caso de otros bivalvos, la mayor parte de
estudios genéticos se limitaron mucho tiempo a descripciones morfologicas de
sus cromosomas, principalmente el tamafo y la forma de estos.

Zona anterior

Los individuos fueron recogidos en la playa de

Regueiro (Bergondo) durante la marea baja
(43’3321410, -8'2196349). En el laboratorio,

fueron mantenidos vivos durante 10 dias en

un tanque y alimentados mediante una bomba

Laminas
branquiales

Laminas

programable, con una suspension de

microalgas de acuerdo con Martinez-Lage
e

et al. (1997). Este periodo de aclimatacion fue

necesario para evitar la ralentizacion de la

Figura 1- Fotografia de ejemplarde  ~ actividad celular de los individuos debido al
M. galloprovincialis preparado para diseccion,
tomada por la autora. estrés por el cambio de ambiente.

Después se afiadié al agua colchicina al 0,005% durante 8 h. Las branquias
fueron entonces diseccionadas (fig. 1) y se realizaron dos choques hipotonicos
de 8 minutos con KCI 0,56% (los cuales facilitan el acceso al nucleo y las
metafases al disgregar la membrana plasméatica) seguidos de 4 fijaciones en
carnoy (etanol/acido acético glacial 3:1) a 4 °C, las dos primeras de 10 minutos

y las dos siguientes de 20.

Para la dilaceracién, las branquias se sumergieron y agitaron en agua acetilada
al 45%. Esta se limpi6 entonces de los restos de tejido méas grandes y se llevo a

un portaobjetos, apoyado en una placa calefactora a 43 °C para facilitar la

11
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fijacion. Tras unos segundos, la suspension celular se reabsorbié a la pipeta

Pasteur, para que las células quedasen en la periferia de la gota.

Para su visualizacion en el microscopio, las muestras fueron tefiidas con 64 pL
de medio de montar Vectashield (Vector Laboratories) con marcador
fluorescente DAPI, y se utilizé un microscopio de fluorescencia con camara Nikon

Fx-35DX, conectado al programa NIS-Elements.

Obtencion de cromosomas metafasicos de Palaemon elegans
Rathke, 1837

Recientemente, Torrecilla et al. (2017) consiguieron hacer el primer cariotipo de
Palaemon elegans, de la familia Palaemonidae, mostrando que el ndmero

cromosomico de la especie era 90 cromosomas en hembras y 89 en machos.

Los camarones fueron recogidos en la playa de Regueiro (Bergondo) durante la
marea baja (43'3321410, -8'2196349). Para extraer y tratar el material genético
se siguid el protocolo de Gonzalez-Tizon et al. (2013) y Torrecilla et al. (2017):
se inyecto a los camarones con una proporcion de colchicina 0,1% de entre 50 y
150 uL, dependiendo del tamafio del individuo, en el cefalotorax, y se dejo a los
individuos en cubetas de agua salada durante 4 horas. Después, se anestesio a
los individuos por frio durante 10 min a -20 °C y se les secciond la regién cefalica,

gue contiene el material de interés.

El resto del cuerpo del camaron se sumergié en etanol 100% para su
preservacion, necesaria para distinguir los individuos machos de las hembras:
s6lo los machos tienen un apéndice en el endopodito del segundo ple6podo
(fig. 2a). Las cabezas se sumergieron en agua marina hasta la extracciéon del
tejido, que después se tratd con un choque hipotdnico de KCI 0,56% durante 10
minutos (fig. 2b). A continuacion, se realizaron 4 fijaciones con carnoy

(etanol/acido acético glacial 3:1) de entre 10 y 20 minutos.

12
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Espina postorbital
Espina hepdlica a
Espina orbilal j ’ Surco hepdtico

Surco cery
Espina antenal ical

[ / / Epipodito  Surco branqua!

’ALOP&F’
CE" PcION, PL Fo/v Ldminas tergo
laterales
/)\

Exopodito

Z 7
Daclilopodito

PEREIOPODOS

Figura 2 (a) Anatomia general de los carideos, obtenida de la pagina

https://www.parasitosypatogenos.com.ar/archivos/morfologia/morfologa_externa_bsica_en_camarones.h

tml Acceso: 20/06/2023 (b) Diseccion de P. elegans y conservado de la regién toracica para determinacion

sexual.

La dilaceracion del material se llevo a cabo siguiendo el mismo protocolo que el

utilizado para las muestras de M. galloprovincialis.

Para la observacion de las metafases, las muestras se tifieron con 64 pL de
medio de montar Vectashield con DAPI, y se utilizd6 un microscopio de

fluorescencia con camara Nikon Fx-35DX, conectado al programa NIS-Elements.

Obtencion de cromosomas metafasicos de Lens culinaris Medik 1787
y Allium cepa L. 1753

Lens culinaris, de la familia Fabaceae, fue también utilizada en el trabajo, debido
a su rapidez de crecimiento y a su facil germinacion. El nimero cromosémico de
esta especie (2n=14) fue determinado por Heitz (1926) y su cariotipo fue

desarrollado mas tarde por Bhattacharjee (1951, 1953).

Se incluyd ademas otra especie vegetal, Allium cepa, de la familia
Amaryllidaceae. Las primeras descripciones del cariotipo de esta especie
estaban limitadas a la morfologia de algunos cromosomas y no incluian un
namero cromosémico exacto hasta que finalmente, en 1935, los experimentos
de Levan (1931, 1933, 1935, 1936) y Emsweller & Jones (1935, 1938)

permitieron clasificar los cromosomas de A. cepa en tres grupos basados en sus
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constricciones primarias. Con este sistema, disefiaron un idiograma de los 16
cromosomas del cariotipo. Sin embargo, no fue hasta que Barsa (1952) utilizé
por primera vez la colchicina que se pudieron medir con exactitud los tamarfios
de los cromosomas Yy clasificarlos de acuerdo con la nomenclatura estandar
(Pinky et al., 2017).

Para la preparacion de metafases de estas dos especies se dejaron germinar los
vegetales en bandejas humedas y se
cortaron los apices de las raices, que
se sumergieron en colorante orceina
hidro acética al 2% (Panreac) y se
fijaron por calor durante 30 segundos
(fig. 3). Después, se homogeneizaron

por presion en el portaobjetos.

Las metafases de A.cepa fueron

visualizadas con un microscopio de

fluorescencia con camara Nikon Fx-

% o
Figura 3- Material utilizado para la tincion de raices
de L. culinaris y A. cepa con orceina

35DX, utilizando el programa NIS-
Elements, mientras que para las de
L. culinaris se utiliz6 un microscopio éptico con camara Amscope MU900 vy el

programa Amscope asociado.

Obtencion de cromosomas metafasicos de Homo sapiens L. 1758 y

Canis familiaris L. 1758

En 1956, Tjio y Levan establecieron que el nimero cromosomico de Homo
sapiens era 46, y no 48 como se habia creido. Desde entonces, la mayoria de
las técnicas utilizadas en el campo de la citogenética han sido desarrolladas para
el genoma humano, especialmente para la deteccion de anomalias

cromosomicas con consecuencias dafinas.
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En el caso de Canis familiaris, su nimero cromosémico fue objeto de debate,
variando los valores propuestos entre 50 y 78 durante afios, hasta que Hsu &
Pomerat (1953) descubrieron la utilidad del tratamiento hipotonico a la hora de
dispersar los cromosomas en una muestra. Gracias a esta herramienta, Awa
et al. (1959) determinaron que el numero real era 78. Finalmente, en 1996, el
Comité para el Cariotipo Estandarizado del Perro publicé los cromosomas con
bandas G y sus idiogramas correspondientes (Fischer et al., 1996; Gustavsson,
1964, Selden et al., 1975; Switonski et al., 1996).

La sangre humana fue extraida por una enfermera en el laboratorio e introducida
inmediatamente en tubos de cultivo, mientras que la sangre de C. familiaris fue
obtenida de una clinica veterinaria que realiz6 la extraccion, y luego transportada

al laboratorio de la universidad.

La sangre de ambas especies fue incubada en tubos con 4,5 mL de medio de
cultivo, afiadiendo 0,5 mL de sangre a cada uno (fig. 4). El medio es una version
modificada del utilizado por Chaves et al. (2002) y Merentes (2016), compuesto
por:

e 82% de RMPI 1640

e 15% de suero bovino fetal (fetal bovine serum, FBS)

e 1% de fitohemaglutinina

e 1% de L-glutamina 200mM 100X

e 1% de solucidon antibiético-antimitdtico 200mM 100X

Figura 4- Tubos de cultivo de sangre de H. sapiens y C. familiaris en estufa
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La incubacion fue de 72 horas a 37 °C, 3 horas antes de la finalizacion del cultivo
se afiadieron 50 pL de Colcemida de Sigma Aldrich al 10% a cada tubo (con la
misma funcién que la colchicina). Fue necesario agitar los tubos una vez al dia
durante el tiempo de incubacion para evitar que la sangre se precipitase y se

coagulase en el fondo, lo que estropearia las muestras.

Tras la incubacién, se siguié una variacion del protocolo de Moorhead et al.
(1960). Se centrifugaron los tubos (5 minutos, 1200 rpm) y se descartd el
sobrenadante. Después se llevo a cabo el choque hipotdnico con 3,5 mL de KCI
0,56%, seguido de una incubacion de 5 minutos a 37 °C y una segunda
centrifugacion para después descartar el sobrenadante de nuevo. Por dltimo, se
realizaron 3 fijaciones con solucién carnoy (etanol/acido acético glacial 3:1),
afiadiendo 3 mL al precipitado mientras se agitaba el tubo y centrifugando
después para eliminar el sobrenadante. En la tercera fijacion, el carnoy se enfrié

previamente a 4 °C para facilitar la extension de la muestra.

Para ver las metafases, cada muestra se mezclé con dos gotas adicionales de
solucion carnoy en el portaobjetos. Una vez seca, se lavd en solucién citrato
salina (SSC) 2X, se tifid con colorante Wright-Giemsa 0,4% en tampon fosfato

pH 6,8 durante 2 minutos y medio y finalmente se lavé con agua destilada.

La visualizacion de las muestras se realizé con un microscopio 6ptico con

camara Amscope MU900 y el programa Amscope asociado.

Obtencion de bandas G en cromosomas de H. sapiens

Se utilizo la tincion Wright-Giemsa para observar las bandas G, sumergiendo las
muestras en 2XSSC, lavando con agua destilada y finalmente tifiéndolas con
Wright-Giemsa, siguiendo una versién modificada del método de Sumner (1972).
Para conseguir los mejores resultados, se probo con diferentes tiempos de
lavado en tampon 2XSSC (entre 10 y 20 minutos) y de colorante Wright-Giemsa

(entre 3 y 10 minutos). Algunos de los portaobjetos se trataron con acido acético

16
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para fijar la muestra y se incubaron en estufa a 56 °C durante 24 horas antes de

comenzar la fase de tincion.

La visualizacion de las muestras se realiz6 con un microscopio éptico con

camara Amscope MU900 y el programa Amscope asociado.

Resultados

Obtencion de cromosomas metafasicos de Mytilus galloprovincialis

y Palaemon elegans

Se visualizaron metafases de las células del cefalotérax de distintos individuos
de P. elegans, pudiendo observar el nUmero cromosémico de las hembras 2n=90
tras teflir con DAPI (fig. 5a). También se obtuvieron metafases de
M. galloprovincialis, aunque no se pudo ver el nimero cromosoémico en este caso
(fig. 5b).

Figura 5 (a) Metafase de P. elegans hembra tefiida con DAPI (b) Metafases de M. galloprovincialis tefiidas
con DAPI

Obtencion de cromosomas metafasicos de Lens culinaris y Allium

cepa
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Se obtuvieron también cromosomas metafasicos del tejido radicular de A. cepa

y L. culinaris, permitiendo observar los numeros cromosémicos de ambos: 2n=16

(fig. 6 a, b) y 2n=14 (fig. 6 c, d) respectivamente.

Figura 6 (a,b) Metafase de A. cepa tefiida con orceina. (c,d) Metafase de L. culinaris tefiida con orceina

Obtencion de cromosomas metafasicos de Homo sapiens y Canis

familiaris

Para H. sapiens, se obtuvieron muestras con metafases completas de los cuatro
donantes (fig. 7 a, b, ¢, d), mostrando claramente el nUmero cromosomico
(2n=46).

Las muestras de C. familiaris también contenian metafases completas que

permitieron ver el nimero cromosomico de la especie, 2n=78 (fig. 7e).
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Figura 7 (a,b,c,d) Metafases de H. sapiens de 4
donantes distintos tefiidas con Giemsa-Wright
(e) Metafase de C. familiaris tefiida con Giemsa-

Wright
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Obtencion de bandas G en cromosomas de H. sapiens

También fue posible llevar a cabo el bandeo G en las metafases humanas

gracias a la calidad que presentaban (fig. 8a, b).

o 10pm

Figura 8 (a,b) Metafases de H. sapiens con bandas G por tratamiento con colorante Wright-Giemsa

Discusion

La primera especie con la que se trabajo, M. galloprovincialis, fue también la que
dio resultados menos satisfactorios. El nivel de condensacion de las metafases
observadas era demasiado alto para poder diferenciar los cromosomas que las
formaban, y por lo tanto no fue posible ver el nUmero cromosdémico de la especie.
De acuerdo con Martinez-Lage et al. (1994, 1995), su nUmero cromosOmico es
2n=28, y su cariotipo lo forman 6 pares de cromosomas metacéntricos y 8 de
submeta/ subtelocéntricos. La gran cantidad de cromosomas del cariotipo y su
pequefio tamafio son obstaculos a la hora de estudiar su genoma, ya que
dificultan su observacion incluso con metafases en buen estado. Encontrar estas
metafases es un proceso que lleva tiempo con cualquier protocolo, y dada la
complejidad del utilizado para M. galloprovincialis, no fue posible repetirlo en el
tiempo dado.

En el caso de P. elegans, las metafases obtenidas fueron mucho mas claras,

permitiendo observar el nUmero cromosomico de las hembras, 2n=90 (fig. 5a).

20



Obtencidén de metafases en especies animales y vegetales

Sin embargo, la homogeneidad morfologica de los cromosomas y su elevada
cantidad impidio distinguirlos entre ellos, una circunstancia comun a la mayoria
de las especies del género Palaemon. Como se explicé anteriormente, el nimero
cromosOmico de esta especie varia segun el sexo del individuo, siendo 2n=89
para machos y 2n=90 para hembras. Ambos sexos tienen los mismos
cromosomas autosémicos: 5 parejas de cromosomas sub/metacéntricos, 4
sub/telocéntricos y 34 que no pueden ser distinguidos con facilidad debido a su
homogeneidad morfologica (Torrecilla etal. 2017). Es en los cromosomas
sexuales donde radica la diferencia: los cromosomas sexuales de los machos
son tres (X1Xz2 Y) (dos cromosomas sexuales telocéntricos y uno mas grande
metacéntrico) y los de las hembras son cuatro (Xi1X1 X2X2) (dos parejas de

grandes cromosomas sexuales telocéntricos).

Las siguientes especies utilizadas fueron L. culinaris y A. cepa, cuyos protocolos
fueron mucho mas sencillos, ya que la germinacion de los individuos requirio muy
poco material y tiempo. De hecho, el mayor problema en estos cultivos era que
crecian demasiado rapido: el apice de la raiz debe cortarse al poco de empezar
a crecer, porque se endurece y las metafases en buenas condiciones son mas
escasas, por lo que generalmente sélo eran necesarios uno o dos dias para tener

el tejido listo para procesar.

Un problema que no se habia previsto para L. culinaris era la variedad dentro de
la especie: segun el origen de la lenteja, los cromosomas se tefilan mejor o peor
con la orceina. Por ello, las fotografias utilizadas en este trabajo pertenecen
todas a la misma variedad de lenteja, a pesar de que varias distintas fueron
tratadas con el mismo protocolo, descrito en Material y Métodos. Esta variedad
fue la Unica que permitié ver el nimero cromosémico: 2n=14. Esto quiza esté
relacionado con diferencias en las condiciones del suelo o con los quimicos
utilizados en las plantas hayan afectado al nivel de permeabilidad del tejido a la

orceina.

A. cepa, por otro lado, no presentd esta variabilidad de tincién, y la observacion
de metafases en buen estado fue relativamente sencilla, permitiendo ver su

namero cromosomico sin complicaciones (2n=16). De acuerdo con Barsa (1952),
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su cariotipo esta conformado por 5 parejas de cromosomas metacéntricos, 2 de

cromosomas submetacéntricos y 1 de cromosomas telocéntricos.

Finalmente, los protocolos utilizados para observar las metafases de H. sapiens
y C. familiaris fueron los mé&s complejos en cuanto a tiempo y recursos
necesarios, pero los resultados obtenidos han sido también los mas
satisfactorios. En ambos casos se obtuvieron metafases en buen estado sin
necesidad de multiples intentos, y los nimeros cromosOmicos se vieron
facilmente en todas las metafases observadas: 2n=46 en H. sapiens y 2n=78 en

C. familiaris.

En el caso de C. familiaris, las metafases se encontraron en buen estado, pero
con un aspecto diferente a las demas muestras (tanto animales como vegetales).
Es posible que esto se debiera a que se necesitase mas tiempo de incubacion
en estufa para esta especie, lo cual no se pudo comprobar con el tiempo dado,
o debido al origen de las muestras: al ser obtenidas de una clinica veterinaria,
es posible que los individuos estuviesen tomando cierta medicacién o teniendo

determinados problemas de salud que afectaron al resultado final.

Las metafases de H. sapiens fueron las de mayor calidad de entre todas las
obtenidas, si bien se dio una alta variabilidad en cuanto a la cantidad de
metafases entre los individuos donantes. La calidad de las muestras nos permitio
tefirlas para visualizar las bandas G. El protocolo era relativamente sencillo, pero
fue necesario probar con diferentes tiempos de exposicion al tampén SSC, al
colorante Wright-Giemsa y al acido acético (intervalos de entre 5 y 15 minutos
en cada caso) para conseguir bandas en buen estado. Se observé que las
metafases humanas obtenidas inicialmente eran mas nitidas que el bandeo
realizado posteriormente, posiblemente a causa del envejecimiento de las
muestras en el tiempo entre ambos protocolos. Uno de los grupos de muestras
dio los mejores resultados con diferencia, gracias a la fijacién con acido acético
y al periodo de incubacién. Dado que H. sapiens es la especie mas estudiada a
nivel citogenético, es comprensible que las metafases obtenidas sean las de

mayor calidad, ya que los protocolos desarrollados para obtenerlas han sido

22



Obtencidén de metafases en especies animales y vegetales

perfeccionados a lo largo de los afios y los componentes necesarios estan

mucho mas estandarizados que con otras especies.

Conclusiones

La aclimatacion de los ejemplares de P. elegans y M. galloprovincialis y la
extraccion de su material genético fue exitosa, consiguiendo ver metafases en
buen estado de P. elegans, asi como su numero cromosOmico. En el caso de
M. galloprovincialis, los cromosomas mostraron una menor nitidez, pero no se

pudo buscar una solucion al problema en el tiempo dado.

Los protocolos para obtener cultivos celulares de tejido radicular de A. cepa y
L. culinaris fueron los mas sencillos y rapidos, y en el caso de A. cepa dieron los
resultados esperados en poco tiempo. L. culinaris presenté mas dificultad debido
a la variabilidad de absorcion de la orceina dependiente de la variedad de los

individuos, pero finalmente también se pudieron ver metafases en buen estado.

Finalmente, los protocolos para obtener cultivos de sangre periférica de
H. sapiens y C. familiaris fueron los mas complejos, pero también los mas
exitosos, tanto en términos de nitidez de visualizacion como en abundancia de
metafases. A pesar del envejecimiento de las muestras de los cromosomas en
el momento del bandeo, se pudieron visualizar claramente las bandas G
conseguidas en las metafases de H. sapiens. Con mas tiempo disponible, se
podria comprobar si un tiempo mayor de incubacién en las muestras de

C. familiaris seria beneficioso para la visualizacion de las metafases obtenidas.
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Conclusions

The acclimatization of specimens of P. elegans and M. galloprovincialis and the
extraction of their genetic materials were successful, allowing us to observe clear
metaphases for P. elegans as well as its chromosome number. In
M. galloprovincialis case, chromosomes displayed less definition, but it wasn’t

possible to resolve the issue within the given time.

The protocols to obtain cellular cultures of root tissue in A. cepa and L. culinaris
were the simplest and swiftest and, in the case of A. cepa, they reported the
expected results within a short time. L. culinaris presented higher difficulty due to
the variability of absorption of orcein depending on the variety of the specimen,
but in the end, it was possible to observe clear metaphases as well.

Finally, the protocols to obtain peripherical blood cultures from H. sapiens and
C. familiaris were the most complex, but the most successful as well, both in
terms of definition and abundance of metaphases. Despite the weathering of part
of the chromosomes samples by the time of banding, it was possible to clearly
observe the G bands in the metaphases of H. sapiens. With more time available,
it would be interesting to check if an extended period of time of incubation of
samples of C. familiaris would be beneficial for the visualization of the resulting

metaphases.
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