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INTRODUCCION

La heterocromatina constitutiva ha sido
definida como bloques de cromatina perma-
nentemente condensados localizados en re-
giones discretas de los cromosomas
homaologos de un complemento dado (Brown,
1966) (1). La deteccion y caracterizacion de
las regiones heterocromaticas ha sido posi-
ble por el descubrimiento de técnicas de
bandeo diferencial (bandeos C, G y R) en
cromosomas mitoticos (MacGregor y Varley,
1983) (2), que han permitido, ademas, iden-
tificar las parejas de cromosomas homdlogos
en la mayor parte de los vertebrados. Estas
técnicas se han aplicado con éxito en mami-
feros, aves, reptiles, anfibios y quelonios (Gold
etal,, 1988) (3). Enlos peces, sinembargo, se
han publicado sélo unos pocos estudios de
bandeos cromosomicos debido a dos cau-
sas fundamentales: en primer lugar, a la difi-
cultad de producir buenas extensiones
metafasicas (Gold, 1979) (4), puesto que la
mayor parte de las especies piscicolas po-
seen un numero relativamente alto de peque-
nos cromosomas; y en segundo lugar, a la
menor especificidad de estas técnicas en los
peces (Gold ef al, 1988) (3). El bandeo-C es
el método rutinario para localizar la
heterocromatina constitutiva en un amplio
numero de organismos (Sumner, 1972; King
y John, 1980) (5 y 6), mientras que la utiliza-
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cion de fluorocromos especificos del ADN
tales como 4'-6-diamidinofenilindel (DAPI), o
la Cromomicina A, (CMA,) permiten la detec-
cion de regiones cromosdmicas que contie-
nen en el ADN altas cantidades de pares de
bases AT o GC, respectivamente (Schweizer,
1976; Jorgenson et al, 1978; Schweizer,
1981) (7, 8y 9).

En Tinca tinca L., sin embargo, se han
obtenido varios cariotipos por medio de dife-
rentes técnicas de tincién. Asi, Cataudella et
al. (1977), Sola et al. (1983) y Padilla et al.
(1992) (10, 11 y 12) utilizando métodos de
tincion convencional con Giemsa han encon-
tradoel patron cariotipico de las tencas. Hafez
(1979) (13) obtuvo los patrones de Bandeos
Cy Gen los cromosomas de las tencas, pero
sus resultados no fueron concluyentes.

En este trabajo se presenta el cariotipo de
bandeo C vy los patrones de marcaje cromo-
sémico obtenidos después de contratefiir con
fluorocromos especificos del ADN (DAPI/AD/
DAPly CMA,).

MATERIAL Y METODOS

Tinca tinca L., (2n=48) es un ciprinido de
especial interés en acuicultura. Los animales
utilizados en este estudio fueron recogidos
del Centro Nacional de Ciprinidos Las Vegas
del Guadiana (Badajoz), transportados vivos




y mantenidos en un acuario convenientemen-
te aireado hasta su tratamiento.

Los cromosomas metafisicos fueron obte-
nidos de células de rifion segun el siguiente
meétodo:

a) Las tencas fueron tratadas con 0.02-
0.04 mg. de Phitohemaglutinina-M (Gibco)
por g de peso vivo, inyectadas intraperito-
nealmente por dos veces con una diferencia
entre inyeccion de 24 horas (segln el método
de Pandas et al., 1990) (14).

b) Dieciocho horas después de lasegun-
da inyeccion se administré intraperito-
nealmente 1 ml. de colchicina al 0.05X en
0.85 % de NaCl, por cada 100 g. de peso
vivo, se devolvieron al acuario 6 horas antes
del sacrificio, siguiendo el método modifica-
do de Gold (1974) (15).

c) El sacrificio se llevo a cabo por deca-
pitacion. Se disec6 la mitad craneal del rifndn
y cuidadosamente se separd el tejido renal
por cortes en pequefios trozos. Esta suspen-
sion de tejido fue tratada, por dos veces, con
una solucién hipotdnica (KCI0.0756 M) a37° C
durante 1 hora. Se centrifugd a 1000 r.p.m.
durante 10 minutos y se descarté el sobre-
nadante.

d) Lafijacion del boton celular se realizo
en metanol-acido acético en proporcion 3:1,
durante 2 horas a 4° C. Posteriormente se
centrifugd a 1000 r.p.m. durante 10 min. y se
descarto el sobrenadante. Se anadieron 4 ml
de fijador recién preparado y se resuspendio
el botdn celular con cuidado. Se repitio el
centrifugado y la fijacién dos veces mas. Las
preparaciones se hicieron por el método de
goteo de la suspension celular.

Método de Bandeo-C: Las preparaciones
secadas al aire se incubaron en HCI 0.2 N
durante 30 minutos. Posteriormente se su-
mergieron durante 4 min. en una solucion
saturada de Ba(OH), a 37° C, y se incubaron
en 2 x SSC aB60° C durante 1 h. Los portas se
tifieron en una solucién de Giemsa al 5 % en
tampoén de fosfatos a pH 6.8, durante 10
minutos.

Los modelos de bandeo fluorescentes fue-
ron obtenidos utilizando los métodos de
contratincion desarrollados por Schweizer
(1980) (9). Para las microfotografias de fluo-

36

rescencia se utilizé una pelicula KODAK
TMAX, a 100-125 ASA, en un microscopio
ZEISS con bloques de filtros de fluorescencia
02y 06 con excitacion a 365 y 435 nm, para
Actinomicina D/DAPI y CMA,, respectiva-
mente.

RESULTADOS Y DISCUSION

El nimero diploide de las tencas fue esta-
blecido por Onho et al. (1967) (16) en 2n=48.
El cariotipo de bandeo C de la tencas obteni-
do en este trabajo se presenta en la figura. 1.
Esta aceptado en la bibliografia que la técni-
ca de tincion diferencial de bandas C provo-
ca sobre los cromosomas la deteccion de la
heterocromatina constitutiva a nivel de regio-
nescentroméricas (Parduey Gall, 1970; Arrighi
y Hsu, 1971) (17 y 18). Sin embargo, aunque
las bandas-C en las tencas son esencialmen-
te centroméricas, se pueden observar ade-
mas algunas bandas intercalares vy
teloméricas.

Asi, en las tencas se pueden observar
(Fig. 1):

— Bandas centroméricas en las parejas
cromosomicas 1, 3, 4, 5, 6,7, 8 del grupo de
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Figura 1.—Cario tipo de Bandeo C de una
hembra de Tinca tinca L. (2n=48).




cromosomas metacéntricos, sobre las pare-
jas 10, 11,183, 15, 18, 19, 20y 21 del grupo de
los submetacéntricos y sobre las parejas de
cromosomas homologos 22, 23y 24 del gru-
po de los telocéntricos.

— Asimismo es posible distinguir bandas
C positivas que ocupan todo el brazo corto
(p)enlas parejas de cromosomas homologos
9,12, 16y 17.

— Por otra parte, sdlo las parejas cromo-
somicas 2, 12 y 22 presentan bandas
intercalares.

— El par metacéntrico nimero 3 se tifie
positivamente con bandas C en la constric-
cién secundaria.

— Seobservan bloques heterocromaticos
telomericos en los pares cromosomicos 9, 11,
13, 15, 16, 18 y 21 del grupo de los subme-
tacéntricos-acrocéntricos.

— El par cromosomico nimero 14 parece
estar desprovisto de heterocromatina consti-
tutiva.

No hemos detectado polimorfismo hetero-
cromatico intraespecifico ni intraindividual
(Fig. 1), en contraste con los resultados de
Hafez (1979)(13) que siencontrd polimorfismo
cromosomico intraespecifico en el numero,
localizaciony coloracion de las bandas sobre
las parejas cromosdmicas 7, 20 y 22, Las
diferencias detectadas en la intensidad de
coloracion de bandas entre cromosomas
pertenecientes al mismo par homologo, no
creemos que indiquen la existencia de
polimorfismo heterocromatico cuantitativo
intraindividual, sino diferencias de compac-
tacion de la heterocromatina en la banda C,
debidas a la propia técnica de bandeo.

Las diferencias entre los cariotipos de ban-
deo-C obtenidos por Hafez (1979) (13) vy
nuestro cariotipo se podrian explicar por las
diferencias poblacionales existentes entre los
individuos utilizados en ambos trabajos. Nues-
tros ejemplares fueron recogidos de una po-
blacién genéticamente homogénea que fue
creada a partir de unos pocos padres y que
ha sufrido unas fuertes presiones de selec-
cion. Las diferencias intraespecificas e intrain-
dividuales, si existian, han sido selecciona-
das en contra a lo largo de los afios. Sin
embargo, las tencas usadas en el trabajo de
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Hafez (13) fueron capturadas de una paobla-
cion silvestre y, por lo tanto, presumible men-
te heterogénea. Este tipo de variabilidad
poblacional ha sido descrita previamente en
otras especies de peces (revisado en
Kirpichnikov, 1981) (19).

En nuestras preparaciones convenciona-
les es facil distinguir la constriccion secunda-
ria en la pareja de cromosomas homdlogos
metacéntricos nimero 3. La localizacion del
organizador nucleolar fue observada sobre
los satélites de este cromosoma mediante
técnicas de tincion con plata (Padilla et al.,
1992) (12). Hemos encontrado sobre la cons-
triccion secundaria de esta pareja de
cromosomas homélogos bandas C positivas
coincidentes en su posicion con las regiones
tefiidas con plata (Fig. 1). El bandeo C indica
la presencia de heterocromatina constitutiva
asociada a los NOR. Este hecho ha sido
considerado causante de desigual sobre cru-
zamiento o intercambio de croméatidas her-
manas que ha originado polimorfismos de
tamafo en los NOR (Sola et al., 1988) (20).
Resultados similares han sido descritos en
otras especies de peces (Galleti et al., 1984
Phillips etal., 1986; Cau etal., 1989y Sanchez
et al, 1990) (21, 22, 23 y 24). En las tencas
analizadas no hemos encontrado este tipo de
polimorfismos de los NOR.

En la figura 2 se observa una metafase
somatica teflida con DAPI (Fig. 2a) y contra
tefiida con Actinomicina D/DAPI (Fig. 2b).
Con este método se observa una fluorescen-
cia uniforme en todos los brazos cromoso-
micos; observandose tincion fluorescente ne-
gativa en las regiones de los organizadores
nucleolares.

Resultados similares fueron obtenidos por
Mayr et al. (1986 a) (25). Estos resultados
indican que las secuencias ricas en pares de
bases AT se encuentran uniformemente dis-
tribuidas sobre los cromosomas de la tencas,
si exceptuamos las regiones NOR.

En la figura 3 se presenta una célula
somatica después de contratincion con
Cromomicina A,. Este método de tincion pro-
duce sobre los cromosomas de tencas blo-
ques brillantes de CMA,, bien definidos, so-
bre las regiones del organizador nucleolar.
Este método de bandeo se ha utilizado en las




Figura 2 —Metafase somatica de un macho de
Tinca tinca, L. tefiida con DAPI (a) y Actino-
micina D/DAPI (b).

Figura 3. —Metafase somatica de un macho de
Tinca tinca L. contratefiida con CMA,.

especies piscicolas paradetectar, enel ADN,
las secuencias ricas en pares de bases GC
asociadas a las regiones del organizador
nucleolar (NOR). Estos resultados indican
que la heterocromatina constitutiva asociada
a los NOR gque ha sido puesta de manifiesto
mediante la técnica de bandeo C (Fig. 1) esta
constituida por regiones altamente repetitivas,
ricas en pares de bases G-C, como se de-
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muestra por latecnicade fluorescenciaCMA,.
Sin embargo, debemos pensar que en la
heterocromatina asociada a las regiones
centroméricas C positivas existe una menor
riqueza en pares de bases GC, dada la au-
sencia de una fluorescencia diferenciada en
dichas regiones. Resultados similares han
sido obtenidos en otras especies de peces
(Mayr et al., 1986 a, b, 1988; Amemiya, 1986;
Amemiyay Gold, 1986, 1988; Rab, 1987) (25,
26, 27, 28, 29 y 30).

En resumen, los resultados de nuestro es-
tudio indican que es posible identificar la
parejas de cromosomas homologos de las
tencas por medio de técnicas de tincion dife-
rencial que ponen de manifiesto la hetero-
cromatina constitutiva (Bandeo-C), y que las
técnicas que detectan secuencias especifi-
cas del ADN tienen menos éxito para tal
efecto. Sin embargo, estas Ultimas pueden
tener rapida aplicacion para detectar el nu-
merode NORYy, portanto, los niveles ploidicos
de los embriones producidos por las nuevas
técnicas de manipulacion cromosomica utili-
zadas con objeto de mejorar las especies
piscicolas.
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