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l. INTRODUCCION. 

Con el descubrimiento que en los cromosomas residen los 

genes portadores de la Herencia en los organismos por Tomas 

Hunt Margan en 1905, tom6 un interés capital el desarrollo­

de la Investigaci6n Citogenética en los Mamíferos (3). El­

rápido crecimiento de la Citogenética Humana es atribuible­

a un número importante de modificaciones técnicas, a través 

de la incorporaci6n de métodos de otras áreas de la Biolo-­

gía y la Medicina (1). 

Las alteraciones de los cromosomas sexuales asociada 

con una gran variedad de condiciones de intersexos, así co­

mo las trisomías asociadas con varios defectos del desarro­

llo, marcaron un hito entre los citogenetistas humanos y v~ 

terinarios. Como ejemplos tenemos los hallazgos clínicos -

que involucran aneuploidías cromos6micas, entre ellas: la­

Trisomía 21 asociada al Mongolismo en el hombre, demostrada 

por Leujen~ et. al. en 1959; el Síndrome de Klineefelter 

con constituci6n de los cromosomas sexuales XXY, descrito -

por Jacobs y Strong en 1959, y la delecci6n del complemento 

cromos6mico XO en la mujer con el Síndrome de Turner, demos 

trado por Ford et. al. en 1959 ~1, 3). 

Los refinamientos tecno16gicos que facilitaron el crecí 

miento de la Citogenética, incluyen el pretratamiento con -
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solucianes hipot6nicas, realizado por Hsu en 1952, en donde 

demostr6 que la morfología de los cromosomas de mamíferos -

podría mejorar grandemente con el choque hipot6nico, y pos­

teriormente combinada con los métodos de cultivo de tejidos 

para obtener células mit6ticas realizado por Tjio y Levan -

en 1956, demostrando que el número diploide en el hombre es 

de 46 cromosomas, aunado a las técnicas de cultivo de linfa 

citos de sangre periférica, realizado por Moorhead et. al.­

en 1960. Junto con los procedimientos de secado al aire de 

cromosomas, la adaptaci6n de la autorradiografía con timidi 

na marcada, el uso de fluorocromos en células en interfase­

y en espermatozoides para detectar el cromosoma Y, así como 

el empleo de técnicas de bandeo cromos6mico, han permitido­

un desarrollo sorprendente en la Citogenética Humana, ha--­

biéndose reconocido alteraciones en todos los cromosomas co 

mo causa de muerte temprana, retraso psicomotor, malforma-­

ciones y estados de infertilidad (3, 11, 20, 23, 24). 

En contraparte, la Citogen6tica aplicada a los animales 

domésticos ha sido poco explotada, la relativa inacci6n - -

obviamente es debida a que las anormalidades son detectadas 

Únicamente cuando los animales son severamente afectados en 

su valor comercial, además los criadores están inclinados a 

desecharlos rápidamente antes que averiguar la causa de las 

anormalidades, no existiendo Instituciones u Organizaciones 

que diagnostiquen, estudien y conserven a los animales do--
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m6sticos afectados cromos6micumente como existen en la Hcd! 

cina Humana, igualmente los profesionistas veterinarios, 

con excepci6n de pocos, han sido ignorantes o indiferentes­

a los grandes avances logrados en la Citogenética y su pos! 

ble aplicaci6n a los animales domésticos (1). 

Un animal cromos6micamente defectuoso es de enorme va-­

lor para la Citogenética, a través de la cría experimental­

puede comprenderse la conducta de cromosomas defectuosos en 

la ~1itosis y Meiosis, el efecto de los cariotipos desbalan­

ceados sobre el desarrollo embrionario y la fisiología celu 

lar o corporal. De esta manera los animales afectados pro­

porcionen buenos modelos experimentales para entender la fi 

siopatología de los des6rdenes humanos y nacimientos defec­

tuosos de etiología cromos6mica. Por otra parte, si el mo­

do de transmisi6n y las consecuencias genéticas de estos de 

fectos no son delimitadas será incontrolable su disemina--­

ci6n en las poblaciones animales, afectando ·su reproducci6n, 

así como sus características productivas, reP.~rcutiendo en­

la salud del hombre y su estatus econ6mico::ambos estrecha 

mente dependientes de la salud animal (1). 

Un punto en consideraci6n es que los animales domésti-­

cos y sus cromosomas exhiben particularidades que los colo­

ca como especies con idiosincrasia diferente al hombre, por 

lo tanto, la metodología debe ser evaluada y modificada pa-

ra llegar a ser pricticas rutinarias en los estudios de ani 
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males domésticos (1). 

Los defectos del desarrollo aparecen con relativa fre-­

cuencia en el Cerdo, involucrando defectos anat6micos (apl~ 

sia, hipoplasia o displasia de un 6rgano o parte de 61) o -

defectos funcionales. Huston et. al en 1978, reportaron 

14~ defectos congénitos causados por anormalidades cromos6-

micas. En aproximadamente el 13% de los defectos la causa­

fué conocida o pensada. como hereditaria, similarmente,- con~ 

ciclos agentes ambientales o teratogénicos fueron identific~ 

dos como la causa de un 12% de los defectos, y la causa no­

fué conocida o clasificada como posiblemente hereditaria en 

un 75% de las condiciones defectuosas (20). Las causas por 

largo tiempo desconocidas, probablemente tengan algo que ver 

con las anormalidades estructurales o numéricas de los cro­

mosomas. Los reportes indican que S de 1000 nacidos vivos­

en el hombre, padecen de aberraciones cromos6micas, cerca -

del 40% son aneuploides para los cromosomas sexuales, un 

40% más son aneuploides autos6micos y el 20% restante es de 

bido a desarreglos estructurales de los cromosomas (11). 

La esterilidad, la infertilidad y la mortalidad embrio­

naria en los animales puede ser mediada por anomalfas crom~ 

s6micas. La esterilidad en machos resulta de aneuploidfas­

de los cromosomas sexuales, particularmente del complemento 

cromos6mico 2n XXY, ha sido reportado en porcinos, ovinos,­

bovinos y animales de compañía. La esterilidad en hembras-
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con complemento cromos6mico Zn XO, ha siJo reportaJa en bov! 

nos, porcinos y equinos. La fertilidad reducida también es­

resultado de aberraciones cromos6micas, los desarreglos es-­

tructurales de segmentos cromos6micos portados por animales­

en estado heterocig6tico, se expresan en la producci6n de g~ 

metas genéticamente desbalanceados, resultando en cigotos 

que tienen baja viabilidad y que conducen a la muerte embrio 

naria temprana, manifestada en las marranas por ciclos estr~ 

les prolongados y reducci6n del tamaño de las camaJas (11). 

Los defectos del desarrollo en el Cerdo, son de signifi­

cancia econ6mica, ya que contribuyen a la infertilidad, cau­

sando mortalidad embrionaria y fetal, mortinatos, muerte ne~ 

natal y al predestete, además de retardo de los promedios 

del crecimiento en los lechones sobrevivientes (20). 

Del total de cigotos formados en la fecundaci6n, aproxi­

madamente un 40-45% de los embriones y fetos en la Cerda no­

sobreviven al nacimiento y del S-7% se presentan como morti­

natos, según el estudio realizado por Wrathall en 1971. Ca~ 

si un 30-35% del total de embriones son perdidos durante el­

período embrionario y un 10% más durante el período fetal. -

La mayor pérdida embrionaria ocurre durante la segunda sema­

na de gestaci6n, cuando el blastocito es formado, siendo ta~ 

bién considerable hasta el fin de la tercer semana de gesta­

ci6n, según datos proporcionados por Perry y Rowlands en - -

1962. Por otra parte Morrow et. al en 1980, .reportan que la 
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marrana muestra aproximadamente un 20-30% de muertes ernbrio-

narias y fetales (20, 23). 

McFeely en 1967, detect6 defectos crornos6rnicos en un 10% 

de los blastocitos examinados y un 2.3% adicional de blasto­

citos degenerados encontrados en marranas j6venes a los 10 -

días después de la monta. En un estudio similar de 76 em--­

briones de 25 días de edad, el 10.5% murieron y al menos cl-

1.3% manifestaron anormalidad crornos6rnica (23). . . 

Villagornez Zavala en 1984, en un estudio de cerdos con -

problemas reproductivos, encontr6 que de 21 hembras, 2 in--­

tersexos y un verraco, había 19 hembras inf~rtiles o subin-­

fértiles con un complemento crornos6rnico 2n=38XX, pero 2 cer­

das importadas del Canadá presentaron cariotipos anorrnales,­

una fué un mosaico 2n 38XX/38XY, y la otra tuvo un cornplerneg 

to crornos6rnico 2n 38XX/37XO. Uno de los intersexos fu~ cla-

sificado corno pseudoherrnafrodita masculino tra& la evidencia 

de únicamente tejido testicular en las g6nadas, sin embargo, 

ambos tuvieron cariotipos 2n=38XX. El verraco con baja fer­

tilidad también rnostr6 un complemento crornos6rnico normal, p~ 

ro revel6 hipoplasia testicular bilateral en el estudio his­

topatol6gico (36). . . 

Las anormalidades del desarrollo probablemente explican-

casi un tercio de las muertes embrionarias, muchas asociadas 

con anormalidades de la fertilidad, habitualmente gametos p~ 
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liploides debidos a defectos cromos6micos (20). 

Priester et. al en 1970, de un estudio del Veterinary 

Medical Data Program, encontraron que el Cerdo tiene la m&s­

alta proporci6n de defectos cong6nitos de todas las especies 

dom6sticas, principalmente de criptorquidismo, hernias umbi­

licales e inguinales y atresia anal. Selby et. al. en 1976, 

usaron datos de un estudio obtenido de los cuestionarios di­

rigidos por correo a los porcicultores en USA, estimaron que 

la ocurrencia de defectos cong6nitos en lechones fu6 de 0.67% 

siendo una probable subestimaci6n, ya que aproximadamente el 

75% de las respuestas, se reportaron sin.defectos en todas -

ellas. Las más comunes malformaciones fueron siameses, atr~ 

sia anal, miembros malformados, paladar hendido, hidroc6fa-­

los y craneo bifido. Muchos lechones mostraron anomalías 

múltiples. Smidt· en 1972, encontr6 que los defectos más co­

munes en Holanda fueron atresia anal, hipoplasia miofibrilar 

y mioclonia cong6nita, hernias inguinales y escrotales e in­

tersexos, en conjunto ocurren en un 1.5% en los lechones 

principalmente de la raza Dutch Landrace (20). 

Deeble en 1974, report6 Únicamente un 0.03% de defectos­

hereditarios en la progenie de las primeras 20 camadas pro-­

creadas con inseminaci6n artificial, utilizando semen proce­

dente de verracos de las razas British Large White y Landra­

ce. Los registros de progenie de la raza Landra·ce fueron 

más malos que los de la raza Large White. Las más comunes -



condiciones defectuosas encontradas en los lechones fueron 

hipoplasia miofibrilar, hernias inguinales, atresia anal,­

cola deformada, pityriasis rosea y hernias umbilí'cales (20). 

La variaci6n de las malformaciones congénitas de un h~ 

to a otro, fué de 0.6% a 2.4% (con una media de 1.4%) en -

lechones al predestete, examinados a la necropsia en Dina­

marca por Bille y Nielsen en 1977. Las más comunes condi­

ciones defectuosas encontradas fueron atresia anal, defec­

tos cardíacos y patas traseras contraídas. Mulley en 1977, 

en granjas porcinas del Este de Australia, encontr6 un pr~ 

medio de 2.3% de defectos congénitos en un año. Los semen 

tales utilizados en las cruzas fueron Large White y Landr~ 

ce. Los defecto~ habituales fueron hipoplasia miofibri--­

lar, criptorquidismo y atresia anal (20). 

Según las observaciones probablemente los defectos con 

génitos aparecer~n en un mínimo de 2-3% de los lechones, -

si todas las anormalidades son tomadas en cuenta, así como 

que ciertas razas o líneas raciales contribuirían m~s que-

otras (20). 

Muchos mamíferos poseen un alto número diploide, y mu­

chos cromosomas muestran tamaño y morfología similar en ca 

riotipos convencionales, únicamente la aneuploidía y obvios 

desarreglos cromosómicos son distinguibles. Para la iden­

tificaci6n inequívoca de trisomías o translocaciones en 
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. croQosomas específicos, se hizo necesario llegar a una ma-­

yor definición en el refinamiento de la metodología. Con -

el advenimiento de las técnicas de tinción que inducen ban­

das en los cromosomas, implementadas hacia finales de la dé 

cada de los 60's y principios de la década de los jo•s, fuf 

posible reconocer con precisión a cada cromosoma individual 

mente, estableciéndose con ello un análisis exacto de cual~ 

quier desarreglo cromos6mico. De tal modo los numerosos ca 

sos ambiguos fueron clasificados correcta~ente y conclusio­

nes erróneas fueron corregidas (26). 

El Cerdo es el mamífero domGstico con menor número de -

cromosomas (2n 38), de los cuales se pueden identificar 6 -

pares sin usar bandas y todos al usar bandas. Además, reu­

ne características tales como alta densidad de poblaci6n; -

gran prolificidad de la marrana y corto intervalo generaci~ 

nal. Por lo tanto resulta ser el animal doméstico más ade­

cuado para la experimentación, no solo para fines de inves­

tigación genética, sino con fines evolutivos y económicos -

(22). 

Hay una gran diversidad en la literatura sobre el arre­

glo cromos6mico del Cerdo. Para armar el cariotipo inicial 

mente, los cromosomas fueron alineados de icuerdo a su tama 

ño decreciente. En presentaciones más recientes el orden -

se establece considerando la posición del centrómero. Con­

el advenimiento de las técnicas de bandeo se hizo necesaria 
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la estandarizaci6n internacional del orden de los cromoso-­

mas en el cariotipo de los animales domésticos. Reciente-­

mente fué propuesto un sistema de nomenclatura que decimali 

za cada regi6n cromos6mica del Cerdo, en base a las bandas­

e y Q, similar al que se emplea en los cromosomas humanos -

(12, 17). 

Existen varios patrones de bandeo que pueden ser induci 

dos en los cromosomas: Bandas G, Q, C, R. T, CD, y NOR's. -

(3, 7, 8, 9, 26, 34). Las bandas G, aparecen en los cromo­

somas después de una serie de tratamientos químicos, que 

muy posiblemente llevan a una desnaturalizaci6n-renaturali­

zaci6n, donde grandes cantidades de proteínas no hist6nicas 

son eliminadas propiciando un rearreglo de la cromatina y -

posteriormente es puesto en evidencia tras el tratamiento -

con el colorante Giemsa, ya que las tiazinas cargadas posi­

tivamente interactóan ionicamente a nivel molecular con los 

grupos fosfato libres a los lados del DNA, .favoreciendo un­

dep6sito de colorante en las regiones del DNA donde fueron­

removidas las proteínas no hist6nicas y en menor grado en -

regiones del DNA donde los grupos fosfato han sido cubier-­

tos por proteínas no hist6nicas renaturalizadas de naturale 

za acídica (6, 7, 8, 9, 19). Este mecanismo revela segmen­

tos cromos6micos con regiones.de DNA ricas en pares deba-­

ses Adenina-Timina (bandas intensamente teñidas) y regiones 

ricas en pares de bases Guanina-Citosina (bandas ligeramen-
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te teñidas). Los cromosomas realizan su replicaci6n por r~ 

giones (replicones), que tienen distintos tiempos de apari­

ci6n durante el transcurso de la fase S del ciclo celular -

de células en interfase ( 7, 9, 26). 

Uediante estudios finos de la replicaci6n de los segme~ 

tos cromos6micos, se ha demostrado que las bandas G, son zo 

nas de replicaci6n tardfa y se sospecha de que posean un ti 

po de heterocromatina intercalar, poco funcional para la ex 

presi6n génica, conteniendo DNA de copia única o moderada-­

mente repetitivo (S, 6, 7, 9). Las bandas G, representan -

una estructura básica de los cromosomas en metafase que pu~ 

de ser resaltada. Y esta estructura básica se corresponde­

a la disposici6n cromomérica de los cromosomas mei6ticos en 

el paquiteno (6, 7, 8, 9). 

El patr6n de bandeo G y Q, sirve para la diferenciaci6n 

longitudinal de los cromosomas, ambos tienen.bandeos simila 

res. Los patrones de bandeo G, que se tiñen intensamente -

corresponden a las bandas Q brillantemente fluorescentes y­

las bandas Q con nula fluorescencia corresponden al patr6n-

de bandas G teñido pálidamente, con la excepci6n del cromo­

soma Y, el cuál no es teñido densamente con la técnica de -

bandeo G. Además las bandas G que se tiñen ligeramente con 

Giemsa, tienen correspondencia con las bandas R positivas -

(1, 3, 4, 6, 7, 8, 9, 13, 26, 31, 37). 

La revisi6n de la metodología técnica de los distintos-
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procedimientos para inducir bandas G, son analizados de man~ 

ra detallada en s6lo una pequeñísima parte de los reportados 

en la literatura, ya por demás muy amplia, y en constante au 

mento. (Un panorama general sobre este detalle se localiza-

en la Tabla # 1). 

Hageltorni M. y ~ustavsson, I. en 1973, indican que des­

pués de la evaluaci6n de diferentes técnicas para revelar 

bandas G en el cariotipo porcino, el pretratamiento con TriE 

sina proporciona los mSs consistentes resultados. Ellos mues 

tran también, que el bandeo G es similar.al patr6n con MQ, -

incluso en el cromosoma Y, en contraste a .lo reportado por -

Berger, T. en 1972. Igualmente puntualizan que el cromosoma 

9 puede ser distinguido del X por una banda intensa y ancha­

en la mitad discal del brazo corto, comparada a la sobresa-­

liente banda estrecha central en el brazo corto del X. En -

el brazo largo, el cromosoma X presenta a diferencia del ero 

mosoma 9 un patr6n de dos bandas más sobresalientes. Estos­

autores presentan un registro fotoeléctrico comparado de las 

bandas G y Q (14). 

Hansen-Melander et. al. en 1974, inducen bandas G em--­

pleando Urea 4 ~ .. !y ClNa 0.2% a una temperatura de 60'C por-

3.5-9 Hrs. Igualmente prueban Tripsina 0.002% por 10 minu--

tos a 37°C, y por otro lado prueban Tripsina-Verseno (SO m l. 

de H20, 8 m l. de Tripsina 0.25% y 8 m l. de Verseno). En es-

te último tratamiento, notan que el tiempo apropiado de in e u 
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baci6n 9ara obtener buenos resultados es dependiente Je la -

edad de la mezcla Tripsina-Verseno, este método les da resul 

tados más variables que el de Urea-ClNa, pero aquél es más -

rápido. Los autores comentan que los cromosomas porcinos 

responden desfavorablemente a los tratamientos comunmente 

usados para inducir bandas, siendo a menudo hinchada y dis-­

torsionada la morfología (16). 

Hansen-Melander, E. y Melander, Y, en 1974 proponen en -

base al patr6n de bandeo C y G en el Cerdo, otro sistema pa­

ra el arreglo cariotípico el cuál comprende 5 grupos basados 

en la clasificaci6n de cromosomas de Levan et. al. de 1964,­

que considera el valor de la relaci6n entre brazos es de: 

M:l.O; m:l.0-1.7; sm:l.7-3.0; st:3.0-7.0; t:7.0-0.0 y T:O.O. 

El grupo A: consiste en un par de cromosomas sm grandes: el­

grupo B: en dos pares de éromosomas sm/st; el grupo C: siete 

pares incluyendo al X, cromosomas de tamaño mediano sm y m,­

además el par 6 exhibe a menudo una constricci6n secundaria; 

el grupo D: muestra tres pares de cromosomas cortos, el par­

lO muestra una constricci6n secundaria en el brazo corto ad­

yacente al centr6mero, y el grupo E: consiste en seis pares­

de cromosomas T (17). 

En 1976 en Reading, Inglaterra, se celebr6 la lra. Conf~ 

. rencia Internacional para la Estandarizaci6n de Cariotipos -

Bandeados en Animales Domésticos. Tuvo como objetivo princi 

pal identificar y describir los patrones de bandeo G en los-
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cromosomas con suficiente detalle para permitir la incuuivo­

ca identificaci6n de los cromosomas individuales de las si-­

euientes especies: Bovino (Bos taurus); Oveja (Ovis aries);­

Cabra (Capra hircus); Caballo (Equus caballus); Gato (Felis­

catus); Conejo (Orytolangus cuniculus) y en el Cerdo (Sus 

scrofa) (12). 

El sistema de nomenclatura usado en la Conferencia de 

Reading, se bas6 en el sistema desarrollado para la descrip­

ci6n de los cromosomas bandeados en el humano de la Conferen 

cia de París en 1971 (12). 

Los cromosomas son visualizados corno consistiendo de una 

serie de bandas claras (aparentemente desteñidas) y bandas -

obscuras (áreas teñidas) y por definici6n sin interbandas. -

Los términos bandas claras y obscuras son calificados por el 

uso de los términos siguientes: "debil, ancho, sobresalien-­

tes y prominente". Los brazos cortos y largos son llamados­

"p" y "q" respectivamente. Las áreas·particulares de los 

brazos son especificados por el uso de los adjetivos: "prox_i 

mal, central y distal". Dos descripciones adicionales de la 

localizaci6n fueron usadas: "cercanos o adyacentes al centr6 

mero y terminal" (12). 

No se lleg6 a establecer un detallado sistema descripti­

vo del patr6n de bandeo (un sistema con regiones marcadoras­

y numerando cada banda individualmente, de manera similar al 
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sistema utilizado en el humano) puesto que se estim6 premat~ 

ro, ya que en ese momento poco trabajo había sido hecho en · 

el mapeo de bandas de los animales domésticos (12) . 

. En e~ Cerdo, los autosomas se clasifican por la posici6n 

del centr6mero en 4 grupos: 1- Metacéntricos (m); submetra-· 

céntricos (sm); subtelocéntricos (st) y telocéntricos (t), · 

éstos fueron acomodados en oTden de tamaño decreciente. No· 

se lleg6 a un acuerdo en la descripci6n del bandeo decrecieE 

te por las incongruencias para la descripci6n del cromosoma· 

9 y del cromosoma X, por su similar bandeo (12). 

Las Recomendaciones del Cariotipo con Bandas G en el Cerdo -

como sigue: 

CRmt.OSOI\A.A No. 

1 

2 

3 

4 

S 

CARACTERISTICAS DISTINTIVAS. 

p: Banda central clara. 
q: Dos bandas centrales obscuras. 

p: Tinci6n obscura. 
q: Banda estrecha obscura cercana al centr6 

mero. Banda clara proximal obscura dis7 
talmente. 

·p: Banda central obscura. 
q: Cinco bandas igu~lmente obscuras con ten 

dencia a fusionarse. 

p: Banda obscura cercana al centr6mero. 
q: Dos bandas proximales obscuras. Mitad 

distal clara con banda obscura. 

p: Banda obicura adyacente al c~ntr6mero. 
q: Banda obscura adyacente al centr6mero. -

Banda central clara y dos bandas dista-­
les obscuras. 
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7 

8 

9 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

16 

17 

p: Banda central obscura. 
q: Banda clara proximal con dos estrechas 

bandas obscuras. 

p: Banda central obscura. 

16 

q: Cinco bandas obscuras igualmente espacia­
das, la 3ra. y 4ta. bandas con tendencia­
a fusionárse. 

p: Dos bandas obscuras. 
q: Banda obscura ancha proximal. Dos bandas 

obscuras distales. 

p: No resuelto. 
q: No resuelto. 

p: Gran constricci6n secundaria. Dos bandas­
obscuras distalmente a la constricci6n, y 
pueden ser resueltas en tres bandas. 

q: Dos bandas obscuras. 

p: Obscura banda ancha proximal. Estrecha 
banda obscura distal. 

q: Dos bandas obscuras (Este cromosoma gene­
ralmente se tifie más obscuro que el No. -
12). 

p: Banda obscura proximal. Estrecha banda 
obscura distal. 

q: Dos bandas obscuras con tendencia a fusio 
narse. 

p: Cuatro bandas obscuras que pueden ser sub 
divididas. Bandas obscuras anchas con lo 
calizaci6n distal. 

q: Dos bandas obscuras proximales. Banda cen 
tral clara. Tres bandas obscuras distales 
igualmente separadas. 

q: Ancha banda obscura proximal. Ancha banda 
clara central. Cuatro obscuras bandas dis 
tales igualmente espaciadas. 

q: Dos obscuras bandas proximales. Distalmen 
te banda clara con obscura. 

q: Ancha banda obscura adyacente al centr6me 
ro. Distalmente banda clara con estrecha 
banda obscura. 
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18 q: Obscura banda central. 

X p: No resuelto. 
q: No resuelto. 

y p: Tinci6n obscura. 
q: Estrecha banda obscura. 

Rubes, J. y Lojda, L. en 1980, señalan que los. patrones-

de bandas G en cromosomas de metafase tardía y media, permi-

ten una identificaci6n gruesa de los rearreglos estructura-­

les. Un examen más detallado puede ser llevado a cabo con -

cromosomas en metafase temprana, prometafase y/o profase ta~ 

día. Un número reducido de esas fases pueden ser obtenidas­

por los métodos convencionales de cultivo de sangre periféri 

ca arrestando con colchicina. Con este fin, sincronizaron -

cultivos de linfocitos de sangre periférica por el método de 

Yunis de 1975, usando metrotexate, timidina y colcemida. Ta~ 

bien usan el método de Vi~gas-Pequignot de 1978, que emplea­

sólo timidina (28). 

Se obtuvieron buenos resultados con ambos métodos. El -

método de Viegas-Pequip,not es más simple y apropiado para 

aplicarlo en Cerdos. Ellos recomiendan las siguientes condi­

ciones: 0.3 mgr/ml. de timidina agregada a los cultivos con-

48 Hrs. de incubación, permitiendo que actúe por 15 Hrs. De~ 

pués la timidina es removida y las células resembradas s6lo 

con el medio por 4-5 Hrs. No usaron agentes citostáticos. -

Para el bandeo recomiendan bajas concentraciones de Tripsina 

(Difco 1:250), 0.1% en PBS por 5 segundos a temperatura am--
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biente, los cromosomas fueron teñidos con Giemsa 4% en Buffer 

de Fosfato pH 6.9 (28). 

Lin, C.C. et. al. en 1980, empleando la técnica fluoresccn 

te de bandeo Q con el fluorocromo espermina bis-acridina (CNA) 2 

S de Van de Sande de 1979, y bandas G con Tripsina, en cromos~ 

mas.largos de metafase temprana, indican que es factible dis-­

tinguir entre el cromosoma 9 y el X. Con bandas G el cromoso­

ma X tiene una banda positiva localizada en la regi6n central­

del brazo corto, mientras que el cromosom~ 9 tiene dos bandas­

positivas, la principal localizada en el centro y la otra si-­

tuada terminalmente en el brazo corto, además el brazo largo -

del cromosoma X presenta una pronunciada banda positiva en el­

tercio proximal, claramente diferenciada de una banda negativa 

localizada cerca del centr6mero. En el cromosoma 9 casi toda­

la mitad proximal del brazo larpo es positiva, dos bandas posi 

tivas, una localizada centralmente y otra en la re?i6n proxi-­

mal son frecuentemente obscuras. El cromosoma X tiene, al - -

igual que el cromosoma 9 una longitud promedio d.e 4.9 mm; sin­

embargo la relaci6n de brazos es distinta, 1.2 + 0.11 para el­

cromosoma 9 y 1.3 + 0.13 para el cromosoma X, siendo el cromo­

soma 9 más metacéntrico. Sus hallazgos apoyan las tempranas -

observaciones de Gustavsson et. al. de 1972 (21). 



J l. OBJETIVOS. 

Este trabajo va encaminado a determinar cuales podrian 

ser las condiciones más apropiadas de las técnicas para in 

ducir bandas G, reportadas en la bibliografía adecuadas al 

cerdo (Ver tabla No. 1), así corno ensayar ciertas varian-­

tes de las mismas con respecto al tiempo y la ternperatura­

(Ver tabla No. 2) 
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III. MATERIAL Y METODOS. 

Las preparaciones cromos6micas se obtuvieron a partir -

de cultivos de linfocitos de sangre periférica de cerdos m~ 

ch.os. Aproximadar.Jente 10 ml. de sangre heparinizada fueron· 

colectados de la vena yugular en cada uno de los 43 anima-­

les muestreados. 

La técnica de cultivo utilizada fué una modificaci6n de 

la técnica de Moorhead (24); donde 0.5 ml. de sangre compl~ 

ta heparinizada, se cultiva en condiciones de esterilidad -

en matraces Erlenmeyer de 125 ml., conteniendo: 8 ml. de me 

dio de cultivo McCoy 5A modificado (Gibco), 2 ml. de suero­

fetal de ternera (Anchor), 0.3 ml. de fitohemaglutinina 

(Gibco) y 0.05 ml. de una soluci6n de antibioticos (con una 

concentraci6n final de SO U.I. de penicilina y,SO ugrs. de­

estreptomicina/mi. de medio de cultivo). Los cultivos fue­

ron incubados a 37°C por aproximadamente 72 horas. 

El procedimiento para las preparaciones cromos6micas 

fué el siguiente: Previamente al término de la cosecha de -

células fué añadido 0.3 ml. de una soluci6n de colchicina -

(con una concentraci6n final de 4 ugrs./ml. de medio de cul 

tivo) por 20 minutos. Después del tratamientÓ con colchici 

na, el medio de cultivo fué removido por centrifugaci6n a -

1500 rpm por 10 minutos, y los leucocitos fueron tratados -
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con uno solucj6n hipot6nico Jc KCl 0.075 M por un total de -

30 minutos (20 minutos o 37°C y 10 minutos del centrifugado­

a 1500 rpm). El sobrenadante fué desechado y las células 

fueron fijadas con una soluci6n preparada en fresco de meta­

nol-ácido acético 3:1 por 10 minutos a temperatura ambiente, 

luego fué removido tras la centrifugaci6n hasta dejar un vo­

lumen adecuado al bot6n celular, esta operaci6n se realiz6 -

en 3 ocasiones. De 2 a 3 gotas de la soluci6n resuspendida­

fueron depositadas sobre laminillas limpias y desengrasadas­

con alcohol o xileno, y se dejaron secar al aire a temperat~ 

ra ambiente. 

Uno vez obtenidas las preparaciones cromos6micas se pro-

cedi6 a formar dos grupos: el primero con laminillas recien-

temente preparadas (entre 2 a 3 días) y el otro grupo con 1~ 
['·", . 

minillas envejecidas con varios meses. Las técnicas de ban-

deo cromos6mico para revelar el bandeo G, han sido previame~ 

te descritas con detalle en la Tabla No. i. Los tratamien--

tos ensayados tienen ligeras modificaciones (Ver detalle en~ 

la tabla No. 2), ordenados en 6 grupos: 

- El grupo No. 1:. Utiliz6 distintas concentraciones de Trip­

sina (Gibco 1:250) en varios tiempos a temperatura ambiente-

- El grupo No. 2: Emple6 distintas concentraciones de Urea a 

varios tiempos y diferentes temperaturas. 
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- El grupo No. 3: Us6 NaO~ 0.07 N (2.8 grs. de NaOH y 6.2 -

grs. de ClNa/1000 ml. de Agua Destilada, pH 7.0) y Soluci6n 

Salina Citratada (SSC) 12 x (105.2 grs. de ClNa y 52.9 grs. 

de Citrato Tris6dico/1000 ml. de Agua Destilada, pH 7.0), -

sin modificaciones en los tiempos y temperaturas de incuba-
... 

ClOn. 

- El ·grupo No. 4: Consisti6 ta~bi'n de NaOH 0.07 N, proba--

dos varios tratamientos a diferentes tiempos a la temperat~ 

ra aw.biente. 

- El grupo No. 5: Ensay6 Acido Tricloroacético (TCA) 0.25%­

a diferentes tiempos a temperatura ambienie y a 37°C. 

- El grupo No. 6: ·utiliz6 Acido Percl6rico (PCA) 0.25%, a -

varios tiempos a temperatura ambiente y a 37°C. 

En todos los tratamientos se emple6 para tcfiir las pre­

paraciones cromos6micas una soluci6n Giernsa al 2% en buffer 

Sorensen (20.87 grs. de Na2HP04/1000 ml. de Agua Destilada­

y ~.53 grs. de KH 2P0 4/1000 ml. de Agua Destilada, pH 7.0) -

por espacio de S minutos. 

Para cada tratamiento se analiz6 metafases tanto con 

cromosomas elongados corno con cromosomas compactados. Re-­

gistrando la morfología cromos6mica y la calidad en la niti 

dez de las bandas inducidas. Además se efectu6 un análisis 

de los resultados para sugerir cual es el método más senci-
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llo en opl'ración ' a ~.1 como el que proporcion6 resultados m(!s-

reproducibles. 

Para el análisis de las preparaciones cromos6reicas ban-­

deadas y teñidas, en el microscopio compuesto a lOOx, fué d~ 

terminado el número fijo de 20 metafases por cada variable,­

sumando un total de 3,785 metafases obser~adas, distribuídas 

de la siguiente forma: Tripsina 1,040 metafases; Urea 1,945-

metafases; NaOH y SSC12x 160 metafases; NabH 240 metafases;­

TCA 200 metafases y PCA 200 metafases. En cada una de estas 

metafases observadas fué señalada la tipificaci6n de la es-­

tructura cromos6mica tras el efecto del bandeo específico: -

Sin alteraciones morfol6gicas; hinchaz6n de los cromosomas;-

cromosomas plumosos; cromosomas despirilizados y cromosomas­

con sedimentos a su alrededor o más raramente encapsulamien-

to de los cromosomas en su membrana nuclear. También fué se 

ñalada en cada metafase observada la calidad del bandeo y la 

presentaci6n de las bandas, atendiendo a la siguiente clasi-

ficaci6n: No bandas en ninguno de los pares cromos6micos que 

componen la metafase usual; bandas presentes, pero no exten-

sivas a todos los pares; bandas presentes, pero extensivas a 

todos los pares ambas clasificaciones con una deficiente de-

finici6n de las bandas inducidas. Por otro lado, fueron tipi 

ficadas las metafases que mostraron buena definici6n, tanto-

de todos los cromosomas como de casi todos los pares. Los -

controles de cada tratamiento fueron las laminillas ensaya--
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das pa~a la prueba de cada cultivo, del que se prepararon 

las laminillas para bandeo. Los controles no sufrieron tra­

tamiento de bandeo alguno y solo fueron teñidos con el colo­

rante giemsa, el número de laminillas control fué de 215. 

Adicionalmente fué analizada la calidad de tinci6n de las la 

minillas bandeadas, con un tiempo fijo .de 5 minutos de tfn-­

ci6n. 
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IV. RESULTADOS. 

Los resultados aquí mencionados, se refieren en su tota­

lidad a las laminillas que fueron preparadas en fresco y sub 

secuentemente bandeadas, pues las laminillas envejecidas no­

mostraron inducci6n de bandas. Por lo que más adelante, sal 

vo necesidad implícita, no serán mencionadas. 

Grupo l.I TRIPSINA 0.25% en Soluci6n Salina, por 2,5, -

10, 15, 20 y 30 segundos a 22°C y a 37°C. 

Las preparaciones cromos6micas ensayadas, no tuvieron re 

sultados satisfactorios, pues s6lo el 2% de las metafases ob 

servadas mostraron buen bandeo, pero no fué extensivo a to-­

dos los pares. La característica general de este tratamien­

to es centralizada en la no inducci6n de bandas con un 41% -

y en el mal band6o de los cromosomas, tanto no extensivo co­

mo extensivo para todos los pares cron1os6micos, obteniendo -

respectivamente un 43 y un 14% de las metafases observadas.­

La morfología cromos6mica fué afectada principalmente por la 

hinchaz6n de las cromátides de una manera extrema, alcanzan­

do un 44% de las rnetafases, y en menor grado la apariencia -

cromos6mica fué afectada por un 29% de metafases con cromoso 

mas plumosos y un 13% de metafases con cromosomas despirili­

zados, otro tanto similar fué para las metafases que mantu-­

vieron la morfología sin alteraciones. 
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No hubo una tendencia clara a ser superior el bandeo tan 

to a 22°C como a 37°C, siendo en cierta medida equiparables­

ambos tipos uno de otro, pero fué notoria la falta de una in 

ducción correcta de las bandas, observando un bandeo brusco­

y desigual de las metafases, propiciando la distorsi6n crom~ 

s6mica muy desventajosa para la observaci6n de la defini--­

ción. Las muy escasas metafases con bandeo de buena calidad 

fueron encontradas en la primera variable a 22°C, dentro de­

los 2 segundos de exposición, en cambio esta fase crítica de 

aparición de bandas fué encontrada entre los S y 10 segundos 

a 37°C, pero comparativamente de menor calidad 6ptica. 

Grupo 1.2 TRIPSINA 0.1% en Agua Destilada, por 2,3,5, -

10 y 15 segundos a 22°C y 37°C. 

Las preparaciones cromos6micas no tuvieron resultados sa 

tisfactorios, mostrando tanto a 22°C como a 37°C una induc-­

ci6n muy pobre de bandas y algunas veces oculta bajo sobrete 

ñido en los tiempos de 10 y 15 segundos a 22°C. La tenden-­

cia más relevante fué la inducción de patrones de bandeo po­

bres o algo difusos, encontrados con mayor frecuencia a 37°C 

principalmente a los 10 y 15 segundos. Hubo un 68% de meta­

fases con morfología sin alteraci6n y de éstas, gran parte -

corresponden a la variable de 22°C, además hubo un 25% de m~ 

tafases con cromosomas hinchado~, efecto ~ue eituvo reparti­

do en ambas temperaturas, por otro lado hubo un ligero efec-
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to en la presentaci6n de cromosomas plumosos. El tratamien 

to mostr6 un marcado 58% en el no bandeo de los cromosomas­

y un 37% de las metafases mostraron cromosomas con patrones 

difusos no extensivos a todos los pares, con un 4% de meta­

fases con cromosomas de handcos difusos para todos los cro­

mosomas, ocurriendo preponderantemente a 37°C. 

Grupo l. 3 TRIPSINA O. 045% en Soluci6n Salina por 30 se 

gundos, 1,2,3,5,10 y 20 minutos a 22°C y a -

37°C. 

Las preparaciones cromos6micas ensayadas, tuvieron efe~ 

tos desventajosos, ya que hubo un adecuado bandeo en despr~ 

ciable proporci6n, cercana al 1%, sumado a un 5% de metafa­

ses con cromosomas bien bandeados en su mayoría. Concen--­

trándose las frecuencias más altas en metafases no bandea-­

das y mal bandeadas, pero no extensivas a todos los pares,­

alcanzando un 31 y 38% respectivamente. Un 25% de las meta 

fases observadas, mostr6 un mal bandeo que ab~rc6 a todos -

los pares, la morfología cromos6mica fué conservada en un -

34% de las metafases. Los mejores bandeas ocurrieron a - -

37°C a los 5 minutos donde fué mayor el número de metafases 

que mostraron cromosomas sin alteraciones morfol6gicas, pe­

ro esa y las demás variables mostraron gran número de crom~ 

somas hinchados. A los zzoc, los bandeas aceptables no fu~ 

ron visualizados y donde la apariencia cromos6mica fué afee 
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tada notoriamente por la despirilizaci6n y el hallazgo de -

cromosomas plumosos. 

Grupo 1.4 TRIPSINA-VERSENO por 1,1.5,2,2.5,3,4 minutos 

a 22°C y a 37°C. 

Los cromosomas mostraron mejores bandeas a 22°C, princi-

palmente a 1 minuto de exposici6n, aunque sobradamente en 

las demás variables fué posible observar una muy buena canti 

dad de metafases con patrones de bandeo completos 15% o in--

completos 6%, pero con una notable calidad, pues la morfolo­

gía cromos6mica se mantuvo adecuada en más del 40% coexis--­

tiendo con un 31% y 19% respectivamente de cromosomas hinch~ 

dos o plumosos. Señalando que las bandas fueron eficiente--

mente inducidas en todos los cromosomas mostrando zonas bien 

delimitadas entre banda e interbandas. Por otro lado, la 

temperatura a 37°C fué muy desventajosa, pues ~nduci6 escas~ 

mente patrones de bandeo, pero en cambio produjo una gran 

proporci6n de metafases no bandeadas, principalmente con cr~ 

mosomas hinchados y en un menor grado plumosos. 

Grupo 1.5 TRIPSINA 0.002% en Soluci6n Salina por 3,5,-

10,15 y 20 minutos a 22°C y a 37°C. 

Las preparaciones cromos6micas ensayadas, mostraron úni 

carnente bandeos de calidad a lds 3 miriutos a 22°C, en gene-

ral el bandeo produjd un 62% de metafases con cromosomas no-
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bandeados, sumados al 31% de cromosomas mal bandeados para -

casi todos los cromosomas y un 4% de metafases bien defini-­

das en sus bandeas pero no P.xtensivo a todos los pares. La­

morfología s6lo fué mantenida sin alteraci6n en la primera -

variable del tratamiento a 22°C, pero las dem5s variables 

mostraron un 58% de metafases con cromosomas hinchados, un -

22% de metafases con cromosomas plumosos y un 14% de cromoso 

mas despirilizados. 

Comparativamente fué superior el bandeo a 22°C sobre el­

de 37°C para producir bandeas adecuados, pero en cambio los­

bandeas mal definidos no extensivos para todos los cromosomas, 

se encontraron principalmente a 37°C, el no bandeo de los 

cromosomas aument6 a medida que fué incrementado el tiempo -

de exposici6n, principalmente a 22°C, en contraste las alte­

raciones en la morfología cromos6mica no mostraron una ten-­

dencia a seguir, salvo la exccpci6n ya mencionada. 

Grupo 1.6 TRIPSINA 0.25% 1:500 en Soluci6n Giemsa, por-

3,5,15,20,25 y 30 minutos a 37°C. 

Las preparaciones cromos6micas con 3 minutos de exposi-­

ci6n, mostraron un aceptable bandeo, pero cuando paulatina-­

mente fueron incrementados los tiempos del tratamiento, mos­

tr6 un empobrecimiento hasta llegar a s6lo indicios de ban-­

das en alguno de los cromosomas. Se manifest6 una tendencia 

a la hinéhaz6n de la morfología, con esporádicas metafases -
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plumosas con un 78 y 17% respectivamente, las bandas cuando­

fueron inducidas mostraron una apariencia uniformemente defi 

nida para todos los pares. 

Grupo 2.1 UREA 8 M en Tampon SBrensen por 5,10,15,20, -

30 y 60 minutos a 22°C y 37°C. 

Las extensiones cromos6micas tratadas con esta alta con­

centraci6n de urea, mo~tráron resultados muy homog,ne¿s en-­

tre sí para todos los tiempos, tanto a temperatura ambiente­

corno a 37°C, pero estos resultados fueron negativos en más -

del 81%, con apariencia desmesuradamente hinchada y con teñí 

do muy pálido, s6lo algunas metafases con un poco más del 

16% mostraron alguna traza de bandas a lo largo de las crom~ 

todes, presentándose en forma muy irregular en cada metafa-­

se observada. La característica más notable de este trata-­

miento fué la gran hinchaz6n de las cromátides,,que alcanz6-

cerca del 98% de las metafases observadas, así tambi'n lo 

fué la casi nula producci6n de bandas en los cromosomas de -

las metafases observadas. 

Grupo 2.2 UREA 8 M 3:1 en Tampon Sorensen por 3,5,10, -

15 y 30 minutos a 22°C y 37°C. 

Las preparaciones cromos6micas tratadas mostraron en ge­

neral que el bandeo fu' evidente en más del SOl de las meta­

fases observadas, aunque s6lo el S% de estas metafases mos--
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traron bandees completos para todos los cromosomas con efi­

caz definici6n de las bandas, sumado al 15% de las metafa-­

ses bandeadas en casi todos los cromosomas y con buena niti 

dez en la mayoría de ellos. La inadecuada definici6n de 

1<15 b<nHI<ls, pero evidentes. en todos los p:lres :llcanz6 m6s -

del 28%, aunque fué algo mayor del 31% las metafases, donde 

la definici6n fué incompleta para todos los pares y cerca -

del 20% de las metafases observadas no mostraron bandas 

ninguno de los cromosomas. 

Los resultados comparativos entre la exposici6n de los­

cromosomas bajo temperatura ambiente y a 37°C, se balancea­

a favor de la primera, siendo más eficaz en la producci6n -

de bandas y en el nítido contorno de las mismas. Por otro­

lado, los tiempos de bandeo mejores fueron a 22°C, por 10 y 

principalmente a 15 minutos, aunque el bandeo fué evidente­

desde los 3 minutos, no obstante estas 6ltimas variables 

fueron equip:lrables a los mismos tiempos en los tratamien-­

tos a 37°C, con respecto a la frecuencia Je.metafases de 

buena calidad, pero estas Óltim:ls manifestaron una desfavo­

rable tendencia a inducir una mayor cantidad de metafases -

con cromosomas mal bandeados, asf también como un alto gra­

do de despirilizaci6n de las cromátides. Pero con resulta­

dos inversos en los tratamientos a 37°C, siendo respetable­

mente superiores para producir gran n6mero de metafases, en 

las cuales la mayoría de los cromosomas mostraron inducci6n 
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de bandas, pero con variables grados de hinchaz6n de las ero 

mátides. 

A temperatura ambiente, la frecuencia de metafases con -

cromosomas hinchados aUJ¡¡ent6 a medida que fué incrementado -

el tiempo de exposici6n, aunque en los tiempos de 3 a S minu 

tos·, son manifiestas las metafases con cromosomas plumosos -

que muestran también hinchaz6n, pero con distorsi6n de la 

morfología, mostrando perfiles vellosos,esta caracteristica­

fué inconstante en los demás tiempos de exposici6n, princi-­

palmente a los lS y 10 minutos, cuando la~ metafases son el! 

ramente mejor bandeadas y a la vez en estas variables son 

más escasas las metafases no bandeadas, en cambio en las va­

riables de 3 a 5 minutos hubo un efecto contrario. Cabe des 

tacar que los sedimientos en algunas metafases fueron menos­

visibles mientras mayor fué el tiempo de exposÍcí6n, índepe~ 

díentemente de la temperatura ensayada. 

El limite critico del bandeo a 22°C, fué localizado ha-­

cía los 30 minutos, en cambio este límite fué más estrecho a 

37°C, situándolo alrededor de los lS minutos. 

Grupo 2.3 UREA S M en ClNa 2 M por S,10,20,30,60 y 90 -

minutos a 22°C y a 37°C. 

Las preparaciones cromos6micas tratadas, mostraron una -

irre.gular in'ducci6n de los patrones de bandeo, pues s6lo el-
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2% de las mctafases observadas fueron tipificadas como de -

buen bandeo para todos los pares y con nitidez y morfología 

cromos6mica adecuada, proporcionando metafases donde los p~ 

tronos fueron los mejores comparativamente a todos los tra­

tamientos de urca, sumado a 6sto alrededor del 9% de mctafa 

ses donde la mayor parte de los cromosomas están bien ban-­

deados. En contraste el 42% de las metafases fueron tipif~ 

cadas como mal bandeadas y de forma incompleta a todos los­

pares, aunado a este fen6meno hubo un 26% de metafases que­

no evidenciaron bandas, algo notable fué que, el 51% de las 

metafases observadas no mostraron alteraciones morfo16gicas 

desfavorables, localiz6ndose este fcn6mcno en las Variables 

de S y 10 mjnutos a 37°C, pero· siendo mejores de modo abru­

mador a los 22°C, comenzando desde los 20 a los 90 minutos. 

El nulo bandeo de los cromosomas se hizo presente de 

forma m6s marcada en todos los tiempos a 37°C, así mismo la 

despirilizaci6n de las cromátides junto con la aparici6n de 

cromosomas plumosos, fueron más notorios en e~ta temperatu­

ra. Por otro lado, la frecuencia de metafases que mostra-­

ron hinchaz6n fué mayormente localizada en todos los tiem-­

pos a 22°C, pero con tendencia a disminuir a medida que au­

ment6 el tiempo de exposici6n. 

A temperatura ambiente, la frecuencia de metafases bien 

bandeadas, tanto para todos los pares o para casi todos, 

fueron considerablemente mejores que a 37°C, del mismo modo 
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ocurri6 con la frecuencia de metafases mal bandeadas para t~ 

dos los pares. En cambio la frecuencia de metafases mal ban 

deadas pero que no incluy6 a todos los pares, fué superior -

en la mayoría de los tiempos de ex,osici6n a 37°C. Las ban­

das de calidad fueron evidentes a partir de los 20 hasta los 

69 minutos a 22°C, sin embargo a 37°C no hubo tendencia al -

bandeo de calidad para todos los pares cromos6micos, salvo a 

60 minutos ónicamente. 

Grupo 2.4 UREA 4 M en ClNa 0.034 M por 1,2,3.5,5,7 y 9-

horas a 60°C. 

Las preparaciones cromos6micas tratadas, mostraron un 

42% de metafases sin alteraciones cromos6micas, un 38% de 

las metafases observadas mostraron cromosomas hinchados y en 

menor grado cromosomas despirilizados con un 18%, ónicamente 

un 2% de las metafases mostraron cromosomas plumosos, princ! 

palmente en la óltima variable. Las metafases hinchadas mos 

traron cromosomas teñidos pálidamente. 

Las bandas se hicieron presentes en todas las variables, 

pero fueron mucho mejores entre los 3.5 y 5.5 horas. La ca­

lidad de las bandas fueron en un 38% bien bandeadas no exten 

sivo a todos los cromosomas un 12% de las metafases observa­

das mostraron buena definici6n en el bandeo y extensivo a t~ 

dos los pares. Un 25% de las metafases no mostraron bandas­

y un 15% de las metafases tuvieron cromosomas mal bandeados, 
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pero no extcnsjvo ;¡ toJos los pares, un 10~ de las mctafases 

observadas también tuvieron cromosomas mal bandeados, pero -

extensivos a todos los cromosomas. 

Grupo 2.5 Prctratarnicnto con N~4 S0 4 0.6~ por S minutos 

Urea 3M por 2,3,5,8,10,15 minutos a 22 y 37°C. 

En este tratamiento es muy evidente que el uso del Sulfa 

to de Amonio es benéfico para la limpieza del fondo de la la 

minilla y su calidad 6ptica al ser teñida, por esta raz6n 

fué difícil observar los bandees en los·cromosomas, ya que -

mostraron un excesivo sobreteñido, pero con notable claridad 

en los alrededores de los cromosomas. L6gicamente, el análi 

sis de las metafases fué muy desventajoso para la observa--­

ci6n de las band~s cubiertas por el sobreteñido, resultando­

que un 92% de las metafases mostraron alguna inducci6n en-­

cubierta, pero fué notable que las bandas que se conservaron 

fueron visualizadas en las variables a 22°C, siendo más e~ca 

sas a 37°C. 

Este tratamiento permite hasta un 39% de metafases sin -

alteraciones morfol6gicas desventajosas, coexistiendo con un 

27% de metafases con cromosomas plumosos y s6lo un 12% de 

cromosomas hinchados. Los sedimentos ·son removidos totalmen 

te a 37°C, pero persisten algunos casos a los 22°C. 
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Grupo 3. NaOH 0.07 N en ClNa 0.112 M 30 s. a 20°C SSC 

12 x 60 y 72 Hrs. a 65°C. 

Las preparaciones cromos6micas ensayadas tuvieron una ex 

tremada sensibilidad a los tratamientos combinados de 

NaOH/SSC, pues las extensiones cromos6micas mostraron la muy 

sihgular característica de aparentemente no contener metafa-

ses, aunque la laminilla control sin bandeo y tefiida con - -

Giemsa, mostraba una buena densidad de metafases. Este pro-

bleRa fué resuelto en parte, acrecentando sucesivamente los-

tiempos de tinci6n, llegando a más de 25 minutos. A partir-

de ese momento empez6 a haber un dep6sito de colorante sobre 

el cristal de la laminilla tornándose de un color azúl ultra 

mar-violáceo con vivos reflejos verde-rojizos, observables a 

simple vista, pero al microscopio 6ptico, mostr6 un ténue e~ 

lor az61 claro. De esta forma logrando hacer visibles los -

sitios de localizaci6n de metafascs, sin embargo los cremoso 
' -

mas se mostraron no coloreados y de apariencia vacía, sola--

mente perfilados por el contraste con el fondo azúl, idénti-

co fen6meno ocurri6 con los núcleos de interfase que persis­

tieron en las preparaciones cromos6micas. 

De manera implícita qued6 claro que los cromosomas "fan­

tasmas" fueron debidos a una muy probable incapacidad para -

fijar el colorante, ya que estos resultados fueron confirma­

dos en repetidos ensayos, tanto con preparaciones frescas e~ 

mo envejecidas. Por otro lado, resultados idénticos ocurrie 
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ron en ensayos adicionales donde fu6 reducido el tiempo de 

incubado con la SSC 12X, a los tiempos de 50 y 40 horas. 

Grupo 4-NaOJI 0.07 N por 30,60,90,120 y 180 s.a 22°C. 

Solución Tampón de Fosfatos Sorensen por 24 ho­

ras a 59°C. 

Las preparaciones cromosómicas con 24 horas de envejec! 

miento mostraron una gran sensibilidad al tratamiento con -

NaOH, pues de las variantes del tiempo de exposición, Ónica 

mente la variable de 30 segundos mantuvo la morfología mín! 

ma indispensable para visualizar alguna·lectura, mostrando­

cromosomas pálidos e hinchados y con tendencia a una severa 

dcspí ríl .i zaci ón de .1 a croma ti na, coexistiendo con cromos o-­

mas de morfología que rayan en los limites del bandeo G. En 

la mayoría de las metafases observadas el bandeo no fué vi­

sualizado, sólo en algunos casos mostraron indicios muy di­

fusos del patrón G, principalmente en los cromosomas 2,6,13 

y 16. Opticamente las bandas no mantuvieron un nítido con­

torno y sus perfiles fueron muy irregulares o la inducción­

de bandas no se hizo evidente. La característica más nota­

ble de esta variable fué la inclinación a presentar en los­

cromosomas, regiones centroméricas densamente teñidas de 

forma parcial o total, a la manera de bandas C crudas. 

Los resultados de las otras preparaciones c·romosómicas­

con 24 horas de envejecimiento mostraron una disestión com-
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pleta de cromosomas y núcleos de interfase, revelando un pa­

tr6n muy homogeneo, con la apariencia de "barrido en lfneas", 

por la digesti6n extremada. 

Las preparaciones cromos6micas con un envejecimiento ma­

yor de 3 meses inducieron el mismo patr6n de "barrido en lÍ­

neas", pero mostran~o de forma general mayor resistencia a -

la· desnaturalizaci6n, ocurriendo a partir de la variable de-

120 segundos. Por otro lado las demás variables observadas­

muestran también regiones densamente teñidas adyacentes al -

centr6mero, cóntrastada por la palidez del resto de ambas 

cro~átidas hom6logas, en algunas metafases incluso fué posi­

ble encontrar la heteropicnosis peculiar de los brazos lar-­

gos en el cromoscima Y. El grado de hinchaz6n de la morfolo­

gfa cromos6mica es mayor que en las la~inillas con menos en­

vejecimiento, así también la despirilizaci6n. 

Ambos grupos requirieron de tiempos mayores de tinci6n 

Giemsa (más de 20 minutos), aún así, mostraron poca afinidad 

al colorante, observándose cromosomas muy pálidos. 

Adicionalmente se ensay6 la variable de 10 segundos con­

NaOH, para comprobar la tendencia en la transformaci6n de p~ 

trones con bandas G difusas a bandas C crudas, mostrando 

que menores tiempos de incubado (menos de 10 segundos) son -

necesarios para llegar i un patr6n de bandeo G más aceptable. 
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Grupos S y 6 Pretratamiento con sulfato de amonio 0.6M 

a 22°C por S minutos. 

Tratamiento con PCA o TCA al 10%, ambos -

por 3,S,l0,1S y 20 minutos tanto a zzoc -
como a 37°C. 

Todas las variables en ambos grupos tuvieron algo más -

del 98% de las metafases observadas, un remarcado sobretefti 

do que ocult6 en más de las veces los patrones de bandeo, -

salvo muy escasas metafases con teñido deficiente, hicieron 

patente las bandas, la morfología cromos6mica se mantuvo 

sin alteraciones en más del 84% y el resto mostr6 indicios­

de hinchaz6n. 

No hubo cambios sensibles en los resultados, que pudie­

ran servir para compararlos y sugerir qué bandeo es mejor -

con respecto a la temperatura, ya que a 22°C como a los - -

37°C, el sobreteñido se mantuvo inalterable cubriendo los -

posibles chmbios en la calidad de los patrones de bandeo. 



Cariotipo No. l. Cromosomas del cerdo doméstico, mostrando 
el patj6n de bandeo G, por el método con 
Tripsina-Verseno 0.03% por un minuto a 
22°C. . 
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Cariotipo No. 2. 
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Cromosomas del cerdo doméstico, mostrando el 
patr6n de bandeo G, por el método con 
Tripsina-Verseno 0.03% por 2 minutos a 22°C. 



Cariotipo No. 3. Cromosomas del cerdo doméstico mostrando el 
patr6n de bandeo G, por el método con NaOH 
0.07N por 10 segundos a 22°C, seguido de 
una incubaci6n en Buffer Sorensen a 59°C 
por 24 hrs. 
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Cariotipo No. 4. Cromosomas del cerdo doméstico mostrando el 
patr6n de bandeo G, por el método con Urea 
.SM en ClNa 2M por 60 minutos a 22°C, 
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Cariotipo No. S. Cromosomas del cerdo doméstico, mostrando 
el patr6n de bandeo G, por el método con 
Urea SM en ClNa 2M por 30 minutos a 22°C, 
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Cariotipo No. 6. Cromosomas del cerdo doméstico mostrando 
el patr6n de bandeo G, por el método con 
Urea 5M en ClNa 2M por 60 minutos a 37°C. 

45 



! ~ r3 R f14 rrs -!ff16 -.-,-17 -A 'ff18 
~ éi 

Cariotipo No. 7. Cromosomas del .cerdo doméstico mostrando 
el patrón de bandeo G, por el método con 
Urea 4M en ClNa 0.034M por 3.5 horas a 
60°C. 
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V. DISCUSIONES. 

Seabright en 1971 (33), utiliz6 tripsina 0.25% en solu-­

ci6n salina.por 10 a 15 segundos, para inducir bandas en ero 

mosomas humanos, sefialando que como en otras técnicas la ni­

tidez del patr6n de bandeo, varía de metafase en metafase, -

pero encuentran una alta proporci6n de metafases que son sa­

tisfactorias. Por otro lado señal6 que las preparaciones al 

macenadas hasta por un año proporcionan patrones de bandeo -

comparables a los observados con las preparaciones hechas re 

cientemente. 

Los resultados obtenidos por nosotros, también muestran­

la variaci6n de los patrones de bandeo en metafases de una -

.misma laminilla, pero en cuanto a la nitidez es muy deficien 

te y los mejores patrones de bandeo no fueron extensivos a -

todos los cromosomas, así como la morfología fué muy afecta­

da mostrando efectos drásticos, posiblemente debidos a la se 

veridad de es~e tratamiento y estos resultados no mejoran 

sensiblemente con la utilizaci6n de la temperatura ambiente­

o a 37°C. Parece ser, que los tiempos más cortos por debajo 

de los 2 segundos sean algo más suaves y permitan mejores p~ 

trones de bandeo, dada la correlaci6n directa entre el tiem­

po de exposici6n, concentraci6n del reactivo y la temperatu­

ra, pero de manera inversa a la sensibilidad especie-especí­

fica de los cromosomas. Pór otro lado las preparaciones ero 
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mos6~icas con más de 3 meses de envejecimiento no mostraron-

la más ligera inducci6n de bandas. 

Hageltorn y Gustavsson en 1973 (14), utilizaron tripsina 

0.045% en soluci6n salina, por pocos minutos a 37°C en crrimo 

somas porcinos, y encontraron patrones de bandeo muy simila­

res a los inducidos por medio del tratamiento Q. 

Nuestros resultados muestran un efecto muy irregular en­

la inducci6n del bandeo, pero la morfología cromos6mica es -

destacadamente 6ptima, ya que el tratamiento pareci6 ser muy 

suave y proporcionar un patr6n adecuado, siendo factible me­

jores inducciones al extender los tiempos de exposici6n, de­

otra manera estos .resultados estarán demasiado influenciados 

por las condiciones técnicas utilizadas. 

Rubes y Lojda en 1980 (28), utilizaron tripsina 0.1% en 

tampon PBS a 22°C por espacio de S segundos y obtuvieron pa­

trones de bandeo G en cromosomas porcinos. El efecto tan 

desfavorable en el bandeo realizado por nosotros puede ser -

atribuíble a la falta de sales de soluci6n, ya que esta va-­

riaci6n determinada en el disefio experimental tiene efectos­

negativos, ya que posiblemente estas sales afectan la cali-­

dad del bandeo, principalmente por la falta de iones Na de -

los cuales es conocido su efecto benéfico, pues propicia al­

guna interacci6n molecular no muy clara. Esta sugerencia es 

apoyada por los resultados de las variables tripsina-ClNa y-
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muy similar sino idéntico. 

Sperling y Wiesner en 1972 (35), utilizaron tripsina 

0.25% 1:500 en soluci6n de tinci6n Leishman por 20 minutos -

en cromosomas tumanos y de gorila, camello, etc., obtuvieron 

bandeas adecuados, cercanamente idénticos a los que se obti~ 

nen con SSC, no obstante, después de la disgesti6n triptica, 

las bandas fueron mucho más nítidas y más fáciles de distin­

guir entre cromosomas similares. 

Los resultados obtenidos con la modificaci6n de la tin-­

ci6n Leishmann por la Giemsa, fueron aceptables, especialme~ 

te los obtenidos a los 3 minutos de exposici6n, sin embargo­

el tefiido en exceso en los tiempos largos, fué desventajoso, 

por ocultar la adecuada observaci6n de bandas bajo sobrctefii_ 

do, y tiempos más cortos evitaron inducir eficazmente el pa­

tr6n G. dada la dificultad de extender los tratamientos y de 

verificar si en el tiempo recomendado por nosotros,.princi-­

piaba o finalizaba la fase crítica de aparición de bandas, -

pero en contraste su simplicidad metodol6gica fué ideal. 

Hansen-Helander y Olin en 1974 (16), utilizaron tripsina 

0.002% por 10 minutos a 37°C y además ensayaron. una soluci6n 

tripsina-verseno, que fué envejecida por espacio de SO minu­

tos antes de usarla, propiciando un tratamiento de 2 minutos, 

pero cuando la soluci6n se dej6 envejecer por tres horas, 
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el tratamiento fué incrementado hasta 3 minutos. Un ambos 

tratamientos se ensayaron sobre cromosomas del cerdo y de -

conejo. Los autores mencionan la aparici6n de patrones G­

en ambos tratamientos, pero la distorci6n cromos6mica se hi 

zo presente. 

Nuestros resultados son muy favorecidos por los métodos 

recomendados por los autores. El bandeo obtenido es signi­

ficativamente aceptable con un máximo de nitidez, aunque 

también fué patente obtener la desventajosa distorsi6n de -

la morfología, que parece ser una caract~ristica de los ban 

deos con tripsina. 

Berger en 1972 (2), usando urea 8M en tampon SHrensen,­

obtuvo patrones de bandeo G en cromosomas porcinos, campar~ 

bles a los inducidos por otras técnicas, confirmando la di 

ferencia entre cada par hom6logo. En los resultados obteni 

dos, no es evidente la raz6n por la cual, con esta técnica­

en ninguna de sus variables tanto a 22°C como a 37°C no ha­

ya habido éxito en la inducci6n de bandas, mostrando un 

gran porcentaje de cromosomas pálidos no bandeados y en ra­

ras ocasiones con algún indicio en la traza del bandeo en -

cromosomas aislados. Es sugerente que en las condiciones -

técnicas utilizadas por nosotros no sea posible reproducir­

los resultados. 

Shiraishi e Yosida en 1972 (32), utilizand~ urea 8 M 
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3:1 en tampon S~renscn por 10 minutos a 37°C, sobre cromoso­

mas humanos, notan que el grado de contracci6n influye deci­

siv;llncntc en l;1 inducci6n de bandas, pues cromosomas clanga­

dos muestran muchas bandas que en el curso de la contracci6n 

cromos6mica se fusionan entre si, en cambio cuando los cromo 

somas llegan a estar muy compactados, la observaci6n del ba~ 

deo es difícil por la enérgica tinci6n que sufren, en menos­

cabo de la claridad y nitidez, de esta forma recomiendan una 

compactaci6n moderada en un rango de lOu para el cromosoma -

#1. Por otro lado, encuentra por arriba de los 10 minutos,­

señalando que las laminillas muy recientes entre 24 y 48 ho­

ras de envejecimiento mostraron un bandeo 6ptimo a este ticm 

po en cambio laminillas muy frescas s6lo necesitaron entre -

2 a 3 segundos a 37°C. En general notan que tratamientos 

cortos muestran bandas no muy claras y tratamientos largos -

inducieron una apariencia plumosa o lanuda. Haciendo hinca­

pié en la ¿alidad de la tinci6n así como en la duraci6n del­

teñido dado que son dos factores criticas para la buena ob-­

servaci6n pues un sobretratamiento obscurecería la apariencia 

del bandeo. 

En los resultados obtenidos en este trabajo muestran pa­

trones de bandeo tanto a temperatura ambiente como a 37°C, -

no obstante mejores resultados fueron obtenidos a 22°C den-­

tro de las variables de 3 a 15 minutos, siendo mucho mejores 

a los 10 minutos, en bandeas más largos no fueron encontra--
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das aceptables, pero la inducci6n de bandas discretas pcrma­

neci6. En cambio a 37°C el rango de presentaci6n de bandas­

fué mucho más estrecho, ocurriendo solo entre los 3 a 10 mi­

nutos, pero en ambas variables en la temperatura fué notorio 

una significativa cantidad de metafases con cromosomas plum~ 

sos y en menor grado hinchados o despirilizados. Comparati­

vamente el umbral de aparici6n de bandas no coincidi6 con el 

del humano, posiblemente a cualidades específicas diferentes 

para ambas especies, por otro lado, ciertamente el bandeo de 

-cromosomas compactados es más desventajoso para la identifi­

caci6n de algunos pares hom61ogos en el cerdo, principalmen­

te los cromosomas números 4, S, 8, 9 y X, pero en menor gra­

do los cromosomas números 3, Y, 11 y 12. 

Kato e Yosida en 1972 (18), en un estudio citogenético -

del hamster chino, usando urea SM en ClNa 2M por 20 minutos­

a 37°C, producía patrones de bandeo G similares a los induci 

dos por otros métodos, resaltaron que una incubaci6n más - -

allá de una hora producía bandas exiguas, pero tratamientos­

cortos comunmente revelaban la estructura espiral de los cr~ 

mosomas y notaron que únicamente con el calentamiento modera 

do de la soluci6n de uso, hizo evidente el patr6n de bandeo­

G, afirmando por esta raz6n que la temperatura a 37°C es in­

dispensable para producir bandas. 
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J¡n nuestros rcsultJdos este trJtJmlento es uno de los -

~~s reproducibles, pero con nosotros no fué indispensable -

la temperatura mencionada, ya que coexistieron bandeas aceE 

tablcs en las dos variantes en la temperatura, en un rango­

de 20 a 60 minutos para los 22°C y s6lo a los 60 minutos en. 

la variable de 37°C, En general las bandas inducidas fue-­

ron discretas, con morfología algo hinchada y en menor gra­

do metafases plumosas o despirilizadas. Otra vez es paten~ 

te la diferente sensibilidad a los tratamientos en dos esp~ 

cies distintas. 

Hansen-Melander et. al. en 1974 (16), realizaron un es­

tudio en cromosomas de cerdo y de conejo utilizando urea 4M 

en ClNa 0.034M, comentan que la capacidad de la urea para -

producir bandas fuG probada por Kato y Moriwaki en 1972, 

utlllzanJo una soluci6n de'uróa 4M con ClNa 2M, pero ellos­

sugieren que de acuerdo a sus experiencias, la concentra--­

ci6n del ClNa podría ser reducida considerablemente, la pr~ 

sencia de pequeñas cantidades de iones sodio, mejor6 la tin 

ci6n, mientras que una alta concentraci6n puede afectar la­

morfologÍa cromos6mica desfavorablemente. Por otra parte,­

la temperatura y la duraci6n del tratamiento recomendado por 

Kato y Moriwaki fué a 30°C por 1/2 a 1 hora, pero esta rec~ 

mendaci6n s6lo les produce trazas en el bandeo y recomien-­

dan un mínimo de exposici6n al reactivo de 3.5 horas a 60°C 

el tratamiento puede llegar hasta 9 horas, ayudando al ban-

o 
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deo algunas veces, si no es extendido por más de 12 horas. 

Este método no tan facil produce distorsiones cromos6micas -

o metafases con cromosomas lanudos, comunes de los tratamien 

tos alcalinos o con tripsina. 

Los resultados obtenidos por nosotros con este tratamie~ 

to "fueron reproducibles, aunque metodol6gicamente sea ' mas -

retardado por las largas exposiciones y el uso de altas tem-

peraturas. La aparici6n de bandas ocurri6 en todas las va--

riables de 1 a 9 horas, la morfología se conserv6 mucho me-­

jor ya que no hubo distorsi6n en la morfología cromos6mica,­

en cambio sí hubo una buena cantidad de metafases hinchadas­

teñidas pálidamente y más raram~nte fueron observadas metafa 

ses despirilizadas, aunque su frecuencia aumcnt6 en la Últi-

ma variable que también mostr6 cromosomas plumosos. La cali 

dad de estas bandas comparativamente al tratamiento con urca 

SM en ClNa 2N, pero en menoscabo fueron muy irr~gularcs. Qu~ 

da claro que los bandeas pueden ocurrir a diferentes temper~ 

turas y explica en parte los resultados tan heterogéneos de-

los demás subgrupos que usan urea. 

R~nne y Sandermann en 1977 (27), realizaron un estudio -

en cromosomas humanos, utilizando un tratamiento preliminar-

con sulfato de amonio .6 M por S minutos a 22°C, seguida de 

una incubaci6n en urea 3M por S minutos a temperatura a~bien 

te, notaron que este método fué ·el menos confiable de los en 

sayados por ellos, pero normalmente produce bandeo en los 
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cromosomas, ]as bandas son a]tamente distintivas separadas­

por intcrbandas no teñidas. No obstante los cromosomas tra 

tados son extremadamente sensibles al agente, ya que un li­

gero sobretratamiento produce cromosomas pálidos o no teñi­

dos, efecto similar a lo observado con el tratamiento con -

tripsina. 

Los resultados obtenidos son muy desfavorables para ob­

tener bandas, tanto a la temperatura ambiente como a 37°C,­

aunque esta Última enfrenta mayor dificultad. El grueso de 

las metafases tuvieron cromosomas con bandas discretas no -

siempre presentes, se observaron cromosomas plumosos o hin­

chados, pero en general fué difícil observar los patrones -

de bandeo, por la muy notable mejoría de la coloraci6n re-­

sultado del pretratamiento con sulfato de amonio, de esta -

manera la tinci6n estandar utilizada en este trabajo fué 

desventajosa, pues produjo sobreteñidos, sumado a la baja -

concentraci6n de la urea, que no permiti6 una buena induc-­

ci6n o por el contrario, que llegaron a ser muy cortos los­

tiempos ensayados, aunado a que el umbral de aparici6n de -

bandas es por lo visto distinto entre una especie y otra. 

Los mismos autores ensayaron también el ácido tricloro 

acético TCA 0.25% y el ácido percl6rico PCA 0.25%, ambos 

por 10 minutos a 22°C en cromosomas humanos (27), señalan -

el sulfato de amonio no induce bandas por sí s6lo, no obs-­

tante encuentran que tratamientos cortos con 0.6 M, mejoran 
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la tinci6n y reducen la contaminaci6n de fondo. Encuentran­

que la técnica TCA produce bandas iguales o de calidad supe­

rior a las obtenidas con la técnica ASG, la cual señalan que 

es mucho más complicada, además que la inducci6n de bandas -

en los cromosomas tratados son revelados en un amplio rango­

de concentraci6n, tiempo y temperatura. 

En los tratamientos que usamos el sulfato de amonio como 

agente preliminar, mostraron la limpieza de residuos, sedi-­

mentos o detritos celulares de las laminillas, que impiden -

la posterior acci6n del reactivo de mane~a uniforme prote--­

giendo a uno o a varios cromosomas de los efectos durante 

la lnducci6n, desventaja que produce bandeas mal definidos o 

más comunmente falta de bandas en los cromosomas. Por otro­

lado permite una mejorada tinci6n, produciendo teñidos mucho 

mas claros y definidos, pero por esta Última raz6n, debe ser 

monitoriado el tiempo de tinci6n para que sea eJ adecuado y­

no por el contrario fijar de antemano un tiempo determinado, 

dado que el sensible cambio efectuado en la afinidad al colo 

rante giemsa, puede producir sobreteñidos, fen6meno que fué­

determinante para impedir la adecuada observaci6n y con ello 

el análisis de los patrones de bandeo G por ésto los result~ 

dos obtenidos en estos grupos son muy subjetivos, haciendo -

la aclaraci6n pertinente, la evidencia de discretas bandas -

ocultas tras un homogeneo sobreteñido es posible. Los efec­

tos reales de estos tratamientos podrán ser observados te---
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nicndo en cuenta Ja utilización del sulfato de amonio y el­

monitoreo de la tinci6n. 

Los resultados obtenidos por Schnedl en 1971 (30), con­

el tratamiento de NaOH 0.07 N en cromosomas humanos, señala 

que el bandeo G fué Únicamente aparente con tratamientos cor 

tos, en un rango de 90-120 segundos, además añade, que si -

el tratamiento mencionado es alargado entre 4 a 5 minutos,.­

no se presentan las características bandas, y en su lugar -

solamente son teñidas las regiones centroméricas de los ero 

mosomas y la parte distal del cromosoma Y. También recomien 

dan que las laminillas no tengan más de 2 meses de envejeci­

miento al ser tratadas. Por otro lado Drets y Shaw en 1971 

(10), en un tratamiento combinado de NaOH/SSC en cromosomas 

humanos, observaron que un excesivo tratamiento con el -

NaOH, por alrededor de 1 ~inuto, producía cromosomas con 

apariencia plumosa y con morfología hinchada, que se tiñen­

pálidamente. 

Claramente es delineado un punto crítico que delimita -

el bandeo G y la incipiente aparici6n de bandas C. Los re­

sultados obtenidos en este trabajo siguen esta pauta, pero­

en los cromosomas del cerdo, se sitúan los límites críticos 

en un rango mucho menor, entre 10-30 segundos, y aún así, -

. se deberá ir a tiempos más cortos para encontrar bandeas 

6ptimos. Del mismo modo sucede con las bandas C, ya que el 

punto crítico de aparici6n encontrado es a los 90 segundos-
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en el cerdo, concordando proporcionalmente a los resultados 

obtenidos en el humano, pero las bandas C observadas son de 

mala calidad óptica. 

La hipótesis del mecanismo efectuado es que, el agente­

alcalino produce una desnaturalización de las proteínas no­

histónicas y algo de DNA, principalmente de las fracciones­

correspondientes a la eucromatiria y en menor grado de las -

fracciones heterocromáticas, después es seguido por un pro­

ceso de renaturalización de algunas proteínas, ocurrido du­

rante el incubado en el tampon fosfatado (6). Esto va en -

concordancia con las observaciones tempranas de Schnedl - -

(29) donde cromosomas tratados s6lo con el NaOH sin incu-­

bar en el tampon SHrensen y tcfiidos con giemsa no mostraron 

un patrón de bandeo visible. 

De manera sutil, la organización estructural interna 

del cromosoma es evidenciada por los distintos tipos de cr~ 

matina, que pueden llegar a ser patentes tras los tratamie~ 

tos químicos. En las regiones cromosómicas con alta conce~ 

tración de DNA moderadamente repetitivo, rico en bases ni-­

trogenadas de adenina y timina asociadas a las nucleoprotei 

nas histónicas y no histónicas representan a la heterocroma 

tina intercalar, medianamente compactada en el cromosoma, -

vienen a ser las bandas G positivas. Así mismo, las regio­

nes del DNA no repetitivo, rico en bases nitrogenadas de 

guanina citosina, representan a la eucromatina, ~ue se en--
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cuentra luxamente compactuJa en el cromosoma y que durante -

el bandeo G sufre la extracci6n mayor de nucleoprotefnas y -

DNA, pero con una subsiguiente reasociaci6n y una renaturali 

zaci6n parcial de proteínas no histonas sobre los sitios ac­

tivos para el colorante giemsa, creando regiones de interban 

da teftidas p'lidamente, equivalentes a las bandas G negati-­

vas. Por otro lado, las regiones del DNA con gran concentr~ 

ci6n de secuencias altamente repetitivas, ricas también en -

bases nitrogenadas de adenina y timina asociadas igualmente­

a las nucleoproteínas, pero mayormente compactadas en el cr2 

mosoma, específicamente en las regiones centroméricas, salvo 

la excepci6n del cromosoma sexual Y, que también abarca a t2 

da la parte distal del brazo largo, representan a la hetera­

cromatina centrom6rica. 

Cada tipo de cromatina l6gicamente, presenta distintos -

grados de resistencia a los agentes químicos, debido a su í~ 

dice de com~actaci6n y a la asociaci6n proteica, intrínsica­

del proceso de contracci6n de la fibra de DNA; permitiendo -

sensibles diferencias en los límites críticos a la desnatura 

lizaci6n y a la destrucci6n del DNA. De esta manera la se-­

cuencia de eventos producida, permite deducir que en el tra­

tamiento usual para inducir patrones G, la estructura m's r! 

pida y f'cilmente afectable sea la eucromatina, que por su -

laxa compactaci6n sea directamente afectada por el reactivo, 

pero a la vez, las regiones heterocromáticas muestren menor, 
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sensibilidad a la exposici6n, y cuando el tratamiento es in­

usualmente severo, ya sea por la concentraci6n del reactivo­

o por la larga exposici6n al mismo, la heterocromatina ínter 

calar es afectada, sin embargo, esta desnaturalizaci6n puede 

llegar a mostrar a la heterocromatina centromérica inafecta­

da evidenciando s6lo bandas C. 

Sin embargo, parece ser que la aparici6n de los limites­

críticos en la sensibilidad a los tratamientos, tanto para -

producir bandas G como C, en el cerdo guarda amplias difere~ 

cías con respecto a humanos y otras especies (15), siendo po­

sible un ·fen6meno especie-especifico, dada la gran sensibil! 

dad mostrada de los cromosomas porcinos a los tratamientos -

puestos a punto para otras especies. 

Como ha sido anteriormente mencionado, el bandeo G puede 

ser inducido por una buena variedad de tratamientos quimico­

enzimáticos, que comparados los efectos ocasionados en los -

cromosomas, muestran claramente un efecto Único en común, en 

detrimento de los efectos específicos de cada tratamiento. -

Este efecto es la degradaci6n parcial o total de un sinnúme­

ro de proteínas no histonas, cargadas positivamente y unidas 

no covalentemente al DNA. Esta extracci6n ocurre selectiva­

mente a lo largo del cromosoma y estas proteínas tienen un -

rango de peso molecular, entre 20,000 a 98,000 daltons mien­

tras que la remosi6n de las histonas no ocurre, salvo la his 

tona H-1, extraída parcialmente en la fijaci6n. (4). 
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El tratamiento con tripsina, permite la degradaci6n de­

p6ptidos de tamafto variable, siendo en general, las proteí­

nas no hist6nicas totalmente sensibles, particularmente - -

aquellas con un alto peso molecular, el clivaje ocurre en -

un n6mcro limitado de sitios, ayudado por la remosi6n selec 

tiva de grandes cadenas oligop6pticas (4, ¡9). 

El tratamiento con urea extrae una mayor variedad de 

proteínas no hist6nicas que el tratamiento con SSC, las pr~ 

teínas afectadas son s6lo parcialmente extraídas, y mantie­

_nen un rango de 20,000 a 90,000 daltons. En cambio la solu 

ci6n salina citratada extrae proteínas no hist6nicas con 

rangos de 28,000 a 95,000 daltons (4). 
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VI. CONCLUSIONES. 

Los métodos de cultivo en el cerdo y en los demás anima 

les domésticos, deben ser estandarizados con mayor preci---. 

si6n para obtener resultados que confiadamente sean altamcn 

te reproducibles en las condiciones especiales en que se 

trabaja en cada laboratorio, pues la notable variabilidad -

revelada por esta labor, aconseja poner en claro la rela--­

ci6n de efectos entre la cantidad de linfocitos sembrados -

con las concentraciones finales de fitohemaglutinina y col­

chicina para la obtenci6n de metafases de buena calidad, 

asf como tanbién buen número de éstas. 

La primera condici6n para obtener extensiones cromos6mi 

cas con un bandeo de calidad 6ptima, no solo depende de las 

técnicas de bandeo utilizadas, sino de la calidad de los 

cultivos, ya que ésto influye sobre la densidad y calidad -

de las metafases; el grado medio de contracci6n cromos6mica 

y en la adecuada separaci6n entre los cromosomas, que en 

conjunto determinan en menor o mayor grado una buena parte­

de las variaciones observadas en las técnicas ensayadas. 

Por otro lado, fué confirmada la observaci6n de Comings 

(8), en donde resultados positivos logrados en una especie, 

pueden no funcionar en otras especies, y aún más, técnicas­

ensayadas en una especie dada en un laboratorio determina-­

do, puede que tengan pobres o nulos resultados en otros la-
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boratorios. Pero la aJecuaci6n de la técnica con respecto -

a las concentraciones de los reactivos usados, así también -

el tiempo y la temperatura de exposici6n son posibles de ob­

tener en cu;Jlquier especie. 

En este trabajo al igual que en otros, se observ6 que 

existían variaciones en una misma preparaci6n, en referencia 

a que no todas las metafases presentan la misma calidad en -

el bandeo, pero aún así, fué posible encontrar una notable -

peculiaridad en la sensibilidad observada para los cromoso-­

mas del cerdo con respecto a otras especies, principalmente­

humanos, sugiriendo que los cromosomas porcinos parecen po-­

seer una mayor sensibilidad a los tratamientos químicos, que 

los cromosomas humanos, la naturaleza de este fen6meno no es 

muy clara. 

Las técnicas de bandeo previamente reportadas para ser -

usadas en cromosomas porcinos, también mostraron variaciones, 

pero fueron mas consistentes en la producci6n de bandas, que 

las técnicas puestas a punto para otras especies, con la 

exccpci6n del método de Berger (2), que reporta la utiliza-­

ci6n de altas concentraciones de urea y que nosotros no pudi 

mos reproducir. En cambio las técnicas de Hansen-Melander -

et. al. (16), que usan tripsina o bien urea nos proporciona­

ron resultados positivos y muy reproducibles. 

Pué confirmada la cualidad del sulfato de amonio como 
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agente Gtil en tratamincntos preliminares, ya que mejora el­

teñido y la limpieza del fondo, pero cuando es usado, parece 

ser aconsejable utilizar tiempos más cortos en la tinci6n de 

las extensiones cromos6micas, para evitar el sobreteñido de­

los cromosomas. 

Es muy evidente que las t~cnicas que utilizan enzimas 

proteolíticas se~n mucho m5s rápidas en su realizaci6n, debi 

do a su manejo más sencillo, además mantiene una amplia va-­

riabilidad, que para fines específicos puede ser una ventaja 

por brindar una mayor versatilidad, sin embargo para nues--­

tros prop6sitos fué considerada una desventaja. Otros fac­

tores además de la concentraci6n del reactivo, temperatura y 

tiempo de exposici6n, influyen sobre los resultados, que co~ 

siderauos son: las mezclas de la enzima con sales de sodio -

o EDTA, que proporcionan resultados diferentes entre sí, y -

con respecto al uso de la enzima sin mezcla de ?ales, única­

mente en soluci6n en el agua destilada, otros factores que -

deben ser considerados son: El envejecimiento de la soluci6n 

de uso, al igual que el envejecimiento de las preparaciones­

cromos6micas. 

Otra desventaja propia de las técnicas que utilizan triE 

sina como agente desnaturalizante es su tendencia a producir 

distorciones en la morfología cromos6mica en cantidades sig­

nificativas, revelando bandeas muy desiguales, Este efecto­

result6 ser directamente proporcional a la concentraci6n del 
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reactivo, de modo que concentraciones preferentemente bajas-

pueden llegar a atenuar esta desventaja. Las concentracio-­

nes altas de tripsina provocan resultados bruscos, que alte-

ran severamente la morfología cromosómica, estos resultados-

guardan parecido con los obtenidos por vía del NaOH. Por 

otro lado, la utilización de sales en solución, principalme~ 

te ClNa, permite patrones de bandeo más homogéneos y mejora-

dos que los obtenidos sólo con la enzima en agua destilada. 

El método de tripsina-verseno muestra que a esa concentración 

las cualidades quelantes del EDTA son beneficiosas para el -

bandeo y que juntas muestran buenas posibilidades de bandeas 

Óptimos, aunque la conformación es algo afectada. Por regla 

eeneral, la temperatura acel~ra la reactividad de la enzima, 

que sumada a la concentración produce un efecto aditivo, que 

para nuestro caso fueron desfavorables, mientras que el efe~ 

to suave que permite la temperatura ambiente fué en casi la-

mayoría de las ocasiones benéfico, pero·en arabas los patro--

nes de bandeo fueron evidentes. 

Las técnicas que utilizan urea, comparadas con las que -

utilizan tripsina, muestran resultados más ventajosos en lo-

referente al efecto que producen sobre la morfología cromosó 
¡-

mica, sólo evidenciando una ligera hinchazón de las cromáti-

des, que mejora la calidad óptica de las bandas, si éstas se 

hacen presentes. Las bandas son más remarcadas y nítidas 

que en las técnicas que utiiizan tripsina, pero las interban 
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das .son menos notables, ventaja clara para las t~cnicas que­

usan tripsina. Por otra parte, las técnicas que utilizan 

urea son de un procedimiento mucho más elaborado. 

La temperatura no parece influir de manera determinante­

en la t~cnica de Kato et. al. (18), pues coexisten bandees -

aceptables tanto a 37°C, en cambio en la t~cnica de R~nne 

(27), donde se usa urea a bajas concentraciones, es confirma 

da la sugerencia de los 22°C. Por otro lado, los bandees 

con urea parecen mejorar cuando son utilizadas sales en sol~ 

ci6n principalmente con ClNa y en especial a bajas concentr~ 

cienes. La técnica de urea es superior a. las técnicas que -

utilizan soluci6n salina citratada, pues en la primera las -

bandas llegan a s~r más evidentes y claras, mientras que en­

las técnicas con soluci6n salina citratada Zx, son de proce­

dimientos demasiado elaborados y sus bandas son menos nota--

bles. (15) 

El NaOH s6lo y principalmente combinado con SSC12x fué -

extremadamente negativo para el bando cromos6mico, ya que 

las técnicas que utilizan alcalis hacen más patentes el pa-­

tr6n de bandeo C que el patr6n de bandeo G o ninguno, y cuan 

do se logran obtener los patrones G son de una calidad dema­

siado pobre, debido a la gran reactividad que tiene el NaOH­

como agente desnaturalizante. 

Las técnicas que utilizan PCA y principalmente las que -
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utiliz:1n TU\, Illl quedaron compJctal'll'Iltc claros sus resulta-­

dos, pues mostraron bandeas que se encontraron bajo sobrete­

ñido con el colorante giemsa, debido posiblemente a la in--­

fluencia del sulfato de amonio. 

Es de notar tambi6n, que la calidad de la tinci6n y el -

tiempo de teñido son críticos para observar el bandeo, no p~ 

rece ser muy convincente el hecho de homogenizar el tiempo -

de teñido, ya que las observaciones indican.que de acuerdo 

a cada tratamiento fué patente la falta o exceso de teñido,-· 

perfilando ciertas características particulares del proceso­

químico ocurrido en las diferentes técnicas. 

El factor de envejecimiento de las laminillas mostr6 am­

plias diferencias, las laminillas frescas proporcionan una -

extensa variabilidad de resultados, pero al fin presentan 

bandas, mientras en contraparte las laminillas almacenadas -

por mis de 3 meses, mostraron siempre una gran resistencia a 

los diversos tratamientos sin poderse bandear. Las causas -

de este proceso no quedan claras, pero por un'lado parece 

que el factor envejecimiento de las preparaciones debe si--­

tuarse en un rango más corto que el aquí ensayado. Señalan­

do que un intervalo más reciente estaría dentro de un lapso­

de menos de 2 meses a S días después de la preparaci6n. 

En síntesis a lo anteriormente señalado, encontramos 

que el tratamiento con tripsina más eficiente para producir-
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bandas, en nuestro caso fuG la tGcnica tripsina-vcrscno 

(0.03%) por 1 a 2 minutos a 22°C. Por otro lado, el mejor­

tratamiento de bandeo con urea fu~ con la t6cnica a 5 M en­

CINa 2 M por 20 a 60 minutos a 22°C, y la t6cnica con urea-

4 M en ClNa 0.034 por 3.5-5.5 horas a 60°C. !.os m6todos 4uc 

utilizan tripsina y urea fueron en general mejor reproduci­

bles. con respecto a los demás reactivos, pero en ambos sola­

mente fueron evidentes los patrones de bandeo en las prepar~ 

ciones recientes. 
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VII RESUHEN. 

Tras obtener cultivos de linfocitos de sangre perif~rica 

del cerdo doméstico, se ensayaron varios tratamientos para -

inducir potroncs de bondeo G en los cromosomas. Los efectos 

de los tratamientos fueron analizados de acuerdo a las alte­

raciones morfol6gicas sufridas durante la inducción y a la -

calidad de las bandas producidas. 

Las mejores t~cnicas para obtener bandas G, de entre las 

ensayadas fueron: las técnicas que usan tripsina, de ejecu-­

ción rápida con bandeos aceptables pero con distorsiones mor 

fológicas comunes. Las técnicas que utilizan urea, princi-­

palmente las que usan CINa son las más reproducibles, inducen 

buenos bandeas, sin grandes distorsiones, pero son mas elabo 

radas. 

Los tratamientos especificas de estas técnicas con mejo­

res resultados son: el método tripsina-versen~ j0.03%) por -

1-2 minutos a 22• C; urea 5M en ClNa 2M por 20-60 minutos a-

220C y urea 4M en ClNa 0.034 por 3.5-5.5 horas a 60°C. 
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