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LABORATORIO

- ESTUDIO DE ALGUNOS ASPECTOS MORFOLOGICOS
' EN CROMOSOMAS POLITENICOS

INTRODUCCION

Los crompsomas son estructuras localizadas dentro del ni-
cleo en los organismos eucaridticos. Ellos contienen la in-
formacidn necesaria para el funcionamiento celular, asf co-
mo de la morfogénesis y la reproduccidn de los organismos.
Los cambios del material genético contenido en ellos son la
causa de la variacidn, seleccién y mutacibn,

Los cromaosomas estdn constituidos por DNA (dcido desoxi-
mibonucléico), molécula que guarda la informacion genética
y por proteinas bdsicas llamadas histonas, sustzncias ambas,
permanentes. Los cromosomas tambign poseen cantidades
menores de RNA (4cide ribanucléico) y protelnas de carac-
ter dcido, pero a diferencia del DNA y las histonas, se locali-
zan en |ugares especificos y comparativamente, por cortos
perfodas de tiempa,

La morfologla de los cromosomas puede variar, en general,
con los diferentes tipos de organismos, con diferentes tipos
de células {ej. politénicos en glindula salival, plumosos en
ovocitos), en células de un mismo organismo (metacéntri-
cos, acrocéntricos, etc.) y con el estado fisiologico de la
célula {cromosomas interfisicos y metafisicos).

El tipo especifico a considerar en este laboratorio serdn los
cromosomas politénicos,

En solamente pocos casos es posible ver y estudiar los cro-
masomas en ¢l nicleo en interfase, perfodo en el cual se
reatizan la gran mayoria de las funciones cromosdmicas.

Por: Gabriel Bedoya *
 Lufs F. Barrera.

Para este objetivo se utilizan los cromosomas gigantes en-
contrados principalmente en larvas de dipteros y en oocitos
de algunos vertebrados del género Triturus (salamandras).

Los cromosomas politénicos se encuentran en varios tipos
de ofganismos tales como dfpteros del género Chironomus
{Beermann, 1952; Grossbach, 1977), Rhynchosciara (Pavan
y Breuer, 1952, Ramirez, 1979), Simultum {Rothfels y
Freeman, 1977) Drosophile (Becker, 1959; Ashburner,
1978), Telmatoscopus {Amabis vy Simoes, 1972 Palau,
1980; Barrers, 1981), entre otros; en protozoarios cmados
{Ammerman, 1970), coiémbalos (Cassagnau, 1968), y plan-
tas (Nagl, 1969 a), en diferentes tejidos.

Los cromosomas politénicos con que trataremos aquf se
encuentran en glindula salival, La funcion de las céiulas de
la gldndula salival es sintetizar proteinas estructurales espe-
cificas las cuales son transportadas a través de la membrana
celular v almacenadas en & |dmen de la giindula {Gross-
bach, 1977). Ademss, los organos en los cuales se encuen-
fran eslos Cromosoimas crecen no por aumento en el nme-
ro de células, sina por ef aumento en el tamafio de éstas; es
decir, las células que contienen lot cromosomas paliténicos
no se dividen, sucediéndose ciclos 5-G', manteniendo por
@nto, un permanente estado interfdsico (1 ).J

Las células somiticas de un organismo poseen un nGmero
2n de cromosomas, es decir, un juego par de cromosomas
homdlogos, a excepcién de las células sexuzles, el esperma-
tozoide y el évulo, las cuales tienen la mitad del ndmero de
cromosomas {n). Las células que contienen bcs cromosomas

* Profesores, Depto. de Biologla, Facultad de Clencias Exactas y Naturales, Universidad de Antioquia. Medellin, Colombia.

{1} Un clclo celular consta de los sigulentes perfodos: G1—5 - Gy—M.

Gq: Perfodo en el cual la célula tiene actlvidad metabblica normal v su cantidad de matedal genético aln no se ha

duplicade,

S: Perfodo en el cual la céluka duplica su material genético, preparandose de esta forma para lz division. BN

G.o: Perfodo de preparacion parz entras en Ja mitosis, Durante este lapso comienza la compactaudn cie [a cromating,---—"
M: Divisidn celular con las etapas conocidas de profase, metase, anafase y telefa.se. [
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politénicos se observan con un nitmero hapioide (n) de cro-
mosomas. Esto se debe a que los cromosomas homdlogos se
aparean (apareamiento somdtice), vy empiezan a producir
copias de si mismos {replicacion), siendo el ndmera final de
topias producidas una caracter(stica definida de la especie.

Ei hecho de replicarse en gran ndmero de veces sin separa-
cién de los cromosomas homéloges, permite el aumento
tanto en didmetro como en jongitud, alcanzando tamafios
no encontrados por ningln otro tipo de cromosomas {a
excepcitin de los cromosomas plumosos), ¥ denomindndo-
sen por ésto cromosomas gigantes (Figura 1}.

la caracterfstica mds distintiva de los cromesomas politéni-
cos €3 su patrén de bandas. Este patrén puede ser descrito
citolégicamente como una secuencia repetitiva y aperiédica
de bandas de alta intensichd de coloracion y concentracién
de mzsa {bandas o cramémeros) conectadas por secciones con
muy poca concentracion de masa y coloracién (interbandas
o intercromdmeros) (Figura 2). Las bandas pueden variar en
grosor y forma {lineadas, punteadas, de forma regular)
(Fig.2), lo cual puede ser un reflejo de la cantidad de DNA
y de la estructura cromosémica.

A veces una banda se puede observar como gruesa y redon-
deada, correspondiendo generalmente al centrémero; sin
embargo, ésta sélo puede ser verificado por técnicas especia-
les de tinci6n, principalmente bandas C, es decir, centromé-
ricas (Fig.3). Hay que resaltar que el patrén de bandas es
otra caracterfstica definida de la especie, siendo muy seme-
jante en los tejidos celulares que presentan cromosomas po-
liténicos dentro de un mismo organismo.
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Figura 1.

Esquema del proceso que puede segulr una célula, ya sea para dar
cromasomas politénicas, u otros procesos por medic de los cuales se
aumenta la cantidad de material cromosémico dentro de l2 membra-
na celular.
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Desde el punto de vista funcional, [os. cromosomas  polité-
nicos constituyen uno de los sistemas mds importantes para
el estudio de la expresién de los genes y de la diferenciacién
celular. Esto se debe a cambios reversibies en la estructura
cromosbmica en forma de ensanchamientos, espec(ficamen-
te localizados en el cromosoma y presentes en un estadfp
caracter(stico del desasrolle larval, a los cuales se les ha
Hamado “puff’. Asf, cada cromosoma, y por extensién ca-
da genoma, poseen un conjunto especifico de "puffs” du-
fante un momento definido de la vida larval al cual se e ha
denominado Patr6n de ‘' Puff”,

Los “puff' son los lugares del cromosoma donde se sintetj-
za el RNA, el cual serd posteriormente transformade en
protefnas, por medio del proceso de translacién, Esta activi-
dad del “puff” fue demostrada por Peliing (1964) por me-
dio de la técnica de autorradiografia, tanto con TH3 (tim-
dina tritiada) como con UH3 {uridina tritiada).

El ensanchamiento notado citolbgicamente es producido
por ei desermpaquetamiento (desespirilizacion) del DNA
contenido en una banda {Fig.4), haciendo a &ste accesible 2
las moléculas constructoras del RNA (RNA polimerasa).
Una vez concluido el proceso de transcripcion, el DNA se
empaqueta de nuevo, pudiendo volver a desespirilizarse en
otra momento del desarrollo, va sea por las actividades me-
tabdlicas normales de la célula, o, por cambios experimental-
mente inducides (con la hormona ecdysona, choques de
calor v otros).

Figura 2

Parte del cromosoma IV de Telmotoscopus sp, mostrando varas
bandas notarias {No.1, color oscuro), ¢ interbandas {Na.2, calor
daro}, asf como también oiros tipos de bandas sefizladus por fas
flechas,



Figura 3.

Cromosomas politénicos tefitdos con la técnica de tincibn para bar
das c., en los cuales los punias mis oscuros {flechas) comesponden a
la regiéin centromérica.

Muchos investigadores desde 1952 (Beermann, 1952;
Brewer y Pavan, 1952; Becker, 1959; Ashburner, 1367) han
demostrade que el patron de “puff’ varfa tanto en una
misma célula, de un estadfo larval a otro, como en células
diferentes (Guevara, 1971). Esta base ha servido para ja
demostracion de que las células que tengan diferentes activi-
dades tienen diferentes patrones de “puff’, v que per lo
fanto, la accién diferencial de los genes en el tiempe v el
espacio {ubicacion de la célula en ¢l organismo), conduce a
la ¢élula a la diferenciacién celular.

El estudio sobre los cramosomas politpenices, ha demostra-
do, igualmente, clertas relaciones evolutivas, Asl, el tamafio
del cromosoma come reflejo de [a cantidad de DNA ha sido
explicado como un mecanismo desarrollado por la seleccién
ratural para obtener durante un perfoda determinado de
tiempo grardes cantidades de un producto celular especifi-
oo (Pavan y Da Cunha, 1969). El tiempo de actividad del
cremosoma politénico es una funcibn importante puesto
que generalmente este tipo de cromosomas sdlo existen du-
rante cierto perfodo de tiempo en la vida del individuo. Por
ejemplo, durante la vida larval y parte del perfodo pupal
pero no en el estado adulto {en gldndula salival). También el
patrémn de bandas ha servido para estudiar las relaciones
evolutivas entre organismos relacionados filogenéticamente,
logrindose construir, por comparacidn, drboles filogenéti-
eos:

especie ancestral ')

especie 1 especie 2
"
especie 1° especie 1" especie 2'  especie 2

Figura 4.

Parte de un cromosoma politénico de Telmatoscopus sp., en el coal
se muestran 2 puffs vecinos (flechas),

Otros fenbmenos que pueden prﬁentar tal tipo de cromoso-
s son:

1) Bandas heterozigbticas: en sitios correspondientes

del cromosama yna banda es mds gruesa que otra.
Esto parece deberse a duplicaciones del material genético en
un homéblogo pero no en el otro (Keyl, 1964} (Fig.5).

2) Dispariamientos o asinapsis: el cromosama se abre

permitiendo notar ambos homologos, Este fenémeno
puede ser producido por duplicaciones de bandas vy fo inver-
siones (en un homblogo la secuencia serfa ABCD, mientras
en ¢l otroserfa DCBA, para un segmento dado del cromoso-
ma) (Fig.6).

3} Puffs heterozigbticos: Se detectan porque un puff ho-

mologo aparece mids grande que el otro puff. Se cree
que la causa se deberfa a una mutaci6n genética por medio
de la cual solo un alelo es funcional (Fig. 7).

4)  Ligaciones: no aparecen en todos los géneros siendo

muy frecuentes en Telmatoscopus y Rhynchosciara.
Se ven como hilos que unen 2 regiones de un mismo cromo-
soma (ligaciones intracromasémicas) o, de dos cromosomas
{ligaciones intercromosémicas). Algunos investigadores pos-
tulan que en los lugares ligados se encuentra material genéti-
coaffn (Fig.8),

5) Cromocentro: en alguno géneros como Drosophila

después de las preparaciones se observa que los cro-
MCSOMAs sé Lneh por 1os centrbmeros, y a esta estructura se
e da el nombre de cromacentro (Fig.9).
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Figura 5. :

La fotograffa muestra ¢l complemento poifténico de glindula salival
de Tefmotoscopus sp. La flecha muestra 2l cromosoma IV ¢on una
banda heterozightica,

Figura &
Las flechas sefialan 2 dispariamientos (asinapsis) muy notables en un
cromasoma politénica

Figura 7.
Las flechas sefialan 2 “puffs” heterozightices, Mote que el cromoso-
ma homblogo muestra ensanchamlentos {puffs) mucho mayores,

6) Nucléolo: se abservan sdlo en ciertos estadfos larva-

les, schre uno o varios cromosomas, camo estructu-
ras globosas, Los nucléolos estdn formados por ribonucleao-
protefnas {protefnas asociadas al RNA) y, formadoras de
los ribosomas. La parte del cromosoma a partir del cual se
origina el nucléolo toma en nombre de region organizadora
del nucléolo {RON) {Fig. 10).

MATERIALES

I.  Materia! viwo: Larvas de dipteros tales como
Rhynchoscigra, Teimatoscapus, Simulium, Chiro-
nomus, Drosophiia, Musca, Anastrepha,

2 Eguipo de diseccibn:
Pinzas de relojerc alfileres entomolégicos.
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Figura 8.

Los lugares sefialad os por las flechas muestran ligaciones intracromo-
sbmicas {1) e intercremasbmicas entre los cromosomas (cr) V y Vi
de Telmatoscopus sp.

3 Marerfales de Laboratorio:

Cubre objetos
porta-objetos
Pipetas Pasteur
Frascos pequenos
Acido acético
Acido Lictico
Agua destilada
Cloruro de sodio (NaCl1)
Orcefna
Estereo-microscopic o lupas
Microscopio compuesto
Siliclad {Adams)
Gelatina (Merck)

- Sulfato de aluminio y potasio
Toallas de papel
Esmalte de ufias rransparente,



Flgura 9.
La regibn indicada por 1a flecha muestra el cromocentro,

OB ETIVOS

1,  Adquirir destreza en ¢! procedirmiento para hacer pre-
paraciones de cromosomas politénicos.

2. Observar las caracterfsticas morfoldgicas de un cro-
mosoma politénico (bandas, interbandas, “puffs”,
cromocentro, ligaciones, nuciéolo, dispariamientos).

3. Relacionar las estructuras morfoldgicas con su funcidn.

4,  Comparar la morfologfa de cromosomas politénicos
en diferentes dipteros.

5. Buscar las aplicaciones gue tiene el estudio de cromo-
somas politénicos en cuanto z estructura, funcibn
cromosdmicza y diferenciacion celular.

6.  Utilizar un sistema para el estudio cromosémico que
no exige equipos sofisticacos, material de ¥acil adqui-
sicidn y poco costo.

METODOS
1. Consecucion del Material Viva

A, Telmatascopus: Los adultos se consiguen en [os

bafics, adheridos a sus paredes. Son moscas de

color oscuro, pequedias y triangulares, poco voladoras, Ge-

neralmente fa hembra mds grande que el macho. Una vez

colectados, se depositan en cajas pldsticas provistas de un
medio alimenticio.

Figura 10,

En Ja foto s¢ sefiala el nucléolo (zoua clml La regidn del cromeso-
ma que |0 origina es 1a regibn organizadara del nucléolo (ROM),

El medic alimenticio consta de tres partes de hojas de bata-
ta dulce (Jpomoea) por une parte de concentrado para aves,
un litro de agua y un poco de tierra. Las hojas de batata se
ponen a secar, y una vez secas se procede a elaborar el
alimento. Se espera aproximadamente 20 dfas y se escogen
larvas con las siguientes caracterl'sl.was color amarillo, gran-
des y gordas (Fig.11).

B. Drosophila (mosca del vinagre): Los adultos se
consiguen en |ugares donde haya frutas en des-
composicién. Son de tamafio pequefio. Las hembras son
mis grandes que tos machos. Los adultos recogidos se colo-
canen un medio gue puede ser macerado de banano, dentro
de un frasco cubierto con un tapbn de gasa. Se espera apro-
ximadamente 15 dfas y se escogen las larvas mds gordas,
generalmente de color blanquecino (Fig.12).

C. Rhynchosciore {gusanos de invierno): General-
mente se encuentran fas larvas entre 1700-2000
m de altura, en lugares h@medos cerca a plataneras yfo
matas de chilco dulce. Se busca bajo material vegetal en
descomposicién., Siempre se encuentran en colonias de mds
de 60 larvas, grandes y de color marrdn, Se colocan en una
caja plastica agregando parte del material donde se encon-
traron. Duran varios dfas en el laboratorio, tiempo en €l que
se realizan las disecciones. (Fig.13).

D.  Simufium {Jején). Las hembras pican al hombre

y 2 ganado. Son muy comunes en fos rfos, que-

bradas y arroyuelos. Las larvas se pueden localizar adheridas
a piedras y material vegetal en sitios domde la corriente es
fuerte, ej., pequefias cascadas. Su color es oseuro y ledana
las piedras un aspecto “lamoso’’. Estas larvas se colocan en

EnerofMarzo 1980
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Figura 11.
Esquema de |a larva dei género Teimatoscapus.

un recipiente con agua al cual se le suministra oxfgeno con
un pequefio compresor de aire (como el de las peceras). De
esta manera duran de 2-4 dfas [Fig.14).

E.  Chironomus: Las larvas se localizan en el fondo

a orillas de lagunas, estanques y rfos, sobre todo

cuando el fendo es arenoso, adheridas a piedras o material

vegetal en descompaosician. Presentan un color rojo, por lo

cual se confunden con Tubifex {anélido). Sin embargo, las

larvas de Chironemus son mids moviles y se desplazan en
forma pulsante {Fig, 15).

F.  Anastrepha (gusano de las frutas): Para obtener

las larvas basta con partir una fruta bien madu-

ra, comGnrmente de guayaba, mango, zapote, aguacate, etc..

Son larvas grandes y blancas. S& mantienen en el laboratorio
con el macerado de esas frutas. (Fig.16).

Fipera 13,

Figura 14.

Figura 15
Esquema de ia larva del género Chiron omus.
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Figura 12,
Esquema de la tarva del género Drosophita.

Figura 16,
Esquema de la larva del género Anastrephe.

it Preparacidn de Porta-Objetos y Cubre-Objetos,

A.  Porta Objetos: Se gelatinizan. La gelatina se ¢la-
borza de |a siguiente manera; :

gelatina {Merck) Sgr.

sulfato de potasio y aluminio ATK {SO4)2. 12H,0 0,5 gr,
HoO destilada 1 litro

Se vierte el agua y se le agrega la pelatina. Cuando esté
hirviendo se |e agrega et sulfato. El recipiente se retira del
calor, con toallas de papel se retira toda la espuma de la
superficie del Ifquido. Los porta-objetos se introducen uno
a Uno con una pinza y se dejan sumergidos aproximadamen-
te 5 seg. Se dejan secar al aire, protegidos del polvo, La
gelatina debe de estar siempre caliente y las iiminas limpias
El objetivo de la gelatinizacién es lograr una mayor adhe-
sidn del material biolégice por medio del aumento de la
tension superficial. Para verificar una buena gelatinizacion,
& escoge Un porla-objetos seco, se agrega una gota de agua
v se inclina. La gota no resbala.

B.  Siliconizacidn: Se realiza con Siliclad {Adams).

Este proceso se utiliza cen los cubre-objetos. Se

prepara al 50/c en volumen. Las laminillas se sumergen por

10 minutos en la solucién, se retiran y se secan al aire. Para

comprobar la siliconizacién se procede como en el caso
anterior. ' . :

Su objetivo es fograr que las gotas agregadas a la laminilia
{fijador, targa, colorante) no se esparzan por la laminilla.

Nota: En caso de que no se disponga de ja Gelatina y ef
Siliclad se puede trabajar sin estos tratamientos, pero los
preparados deben observarsen mids rdpidamente, va que no
duran lo mismo que con el pretratamiento,



22

fil. Preparacibn de Reactives:
A Solucién Salina:
1. 0,Bofo de NaCl en agua destiladz, o
2. 2,20fo de citrato de sodio en agua desti:
lada.

B. Fijador.

1.  Carpoy: etanclicido acético 3:1, 0
2. Acido acético al 450{0 en agua destilada.

€. Solucidén Targa: Solucidn de dcido acético, dci-

do lictico y agua destilada en proporcidn 9:5:6

respectivamente. £l dcido Hctico debe ser preparado con
anterioridad al 850fc en agua destilada.

D. Colorante; Aceto-orcefna,

Orcelna 05w,
ac. acético 45 ml.
Ho0 destilada 55 ml

Agregue 0,5 gr, de orcefna a los 45 mi, de dcido acético,
revuelva por 30 min., afiada los 55 ml. de agua destilada vy
caliente por media hora mientras revuelve; deja reposar 24
horas, filtre (con papel filtra), y filtre de nuevo antes de
usar,

IV, Disecclidn v Extraccidn de Gldndulas Salivales.

A, Se coloca la larva en una gota grande de solu-

cibén salina sobre un porta-objetos gelatinizada.

Utilizando el estereomicroscopio (lupa) se localiza Ia caheza
(generalmente de color marrdn o negra y quitinizada).

B. Sesujeta la larva en la mitad de su longitud con

las pinzas de relojero y con el alfiler entomol6-

gico situado en Iz regidn dorsal y posterior de la cabeza, se
procede a separarla del cuerpo {Fig.17).

C. Las glindulas salivales aparecen adheridas a la

cabeza por un ducto largo. Son de forma alarga-

da y transparente, un par. Son muy grandes en Sinwl/iunm y

Rhyvnchosclarg y pequefias en Chironomus y Telmetosco-

pus, Las glindulas se cortan con el zlfiler por el ducto, cerca
a la insercién de éste con los ganglios cerebrales {Fig.18).

V.  Preparocién de Ldminas,

A.  Las glindulas extrardas se pasan a un cubre-ob-

jetos siliconizado, al cual anteriormente se le ha

agregado una gota del fijador escogido, por medic de una
pipeta Pasteur, Se deja reposar por 1-5 minutos,

B. Con otra pipeta Pasteur se agrega una gota de
solucidn Targa y se espera de 1-10 minutos.

Figura 17,

Se muestra la forma comp deba tomarse la larva con fa pinza y la
flacha indica la direccibn. en que debe moverse el alfiler para extraer
la cabeza, .

Figura 18,
Dibujo de Jas glindulas salivales de dfptero después de la extraccibn.
Las barras {arriba} indican el lugar de corte,

€. Acto seguido se deposita una gota del colorante
{con otra pipeta Pasteur) y se deja per.espacio
de 5 minutos.

D. Se coloca el porta objeto sobre el cubre-objeto.
Se gira de tal manera gue quede el cubre sobre
el porta-objeto (Figs. 19 v 20).

E. Squash; Se dobla una toallz de papel por su
centro, se introduce la ldmina dentro de ella has-

1 el doblez y se pracede 2 masajearla de un lado a otro con
la ufia del pulgar, suavemente, por 30-60 segundos (Fig.21).
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F.  Se mirz al microscopio. Si 1a preparacién estd Jo
suficientemente buena, agregue una capa de es-
maite transparente alrededor de la laminilla {Fig.22),

Figura 19, . : o _
Se¢ indica la forma de colotar el portr objetos sobre el cubre-ob-
|etas. .

Figura 20.
Muestra al cubre-objeto sobre ¢f portacbieto después de haber side
giradn,

CONCLLUSIONES

El profesor organizard con los estudiantes grupes de discu-
sidn acerca de los siguientes aspectos:

1} De acuerdo a Jos resultados, qué pasos soh crticos en
la metodologia?

2}  De qué manera se pusde emplear los cromosomas po-

liténicos en la citotaxonomf{a y en Iz evolucion?

Actualidades Biolégicas, Vol.9, No.31
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FApura a,
Seindicz la forma en que sc debe realizar el “squash™,

Figura 22,
La capa de esmaite transparente (en negro] debe colocarse alrededor
de la lzminilia

3)  Quéaplicaciones pricticas en cuanto al control de
ciertos dfpteros perjudiciales para el hombre en la
economifa o en fa salud (el Profesor suministrard ejem-
plos), tendrd el estudio de los cromosomas politéni-
cos? 7

4)  Cémo podrfa enfocarse un pequeiio trabajo de inves-
tigacidn en cuanto a la estructura y funcién de los
cromosomas politénicos?
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