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Summary

C and G banding chromosome techniques have been performed in order to use such techniques
in nematodes parasites as a tool to realize a correct karyotype to apply it for systematic purposes,

Key Words: C and G chromosome banding, nematode parasites.

Resumen

Se ha llevado a cabo la aplicacién de diversas técnicas de bandeo C y G, en orden a estandarizar
el uso de éstas en nematodes parasitos como base para la realizacién de un correcto cariotipo con

fines sistematicos.
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Introduccién

Desde el punto de vista taxon6émico, el
namero y morfologia de los cromosomas pa-
rece tener bastante uniformidad en especies
pertenecientes a un mismo género, incluso
entre especies de géneros estrechamente re-
lacionados, La cariologia aporta innumera-
bles ejemplos de diferencias claras entre los
cariotipos de especies morfolégicamente tan
similares que pueden o no ser totalmente di-
ferenciadas por los métodos taxondmicos
clésicos (Hirai y col.'; Huettel y Dickson":
Valero y col.”).

Para comprender los procesos relacio-
nados con la diferenciaciéon de las poblacio-
nes, especies y categorias superiores, es im-
portante comprender que es lo que ocurre a
nivel del cariotipo.

Los primeros trabajos cariol6gicos de
nematodes pardsitos se basaban en la deter-
minacién de los cromosomas sexuales en
distintas especies (Boveri’, Edwards"”...).
Walton® di6 una lista de cincuenta especies
de nematodes con su nimero cromosémico
haploide. Los trabajos posteriores de muchos
autores citan los cariotipos y nimero diploi-

de de !ossnematodes parasitos (Gonzales y
Malmann' Dmitrieva®, Cutillas y col.”).

No obstante, desde el desarrollo de las
técnicas citoldgicas se han encontrado mu-
chas especies (Dictyocaulus filaria, Droso-
phila virilis) que presentaban los cromosomas
en metafase con poca diferenciacién morfo-
légica en preparaciones tefiidas convencio-
nalmente. Es en tales casos donde se hace
més necesario el uso de las técnicas de ban-
deo como base a realizar el cariotipo correc-
to. Estas técnicas se basan en el bandeo
diferencial de los cromosomas metafasicos
sométicos, permitiendo la identificacién indi-
vidual de los cromosomas; con estos méto-
dos se han identificado todos los cromoso-
mas del hombre, del ratén y otros muchos
géneros,

En Parasitologia, algunos autores (Gross-
man y col."™: Short y Grossman®; Hirai y
col.” han estudiado los cariotipos de algu-
nas especies de trematodes de acuerdo al
patrbn de bandas C observado.

El presente trabajo intenta demostrar la
utilidad de las técnicas de bandeo en el es-
tudio cromosdémico de los nematodes para-
sitos.



388 Rev. Ibér. Parasitol., Vol. 47, n.° 4, 1987

Material y Métodos

Las técnicas de bandeo cromosémico en-
sayadas se han llevado a cabo en ejemplares
de Dictyocaulus filaria procedentes de Ovis
aries sacrificados en distintos mataderos de
la provincia de Sevilla.

1.—Técnica de tincion convencional.

Un paso previo a la aplicacion de las
técnicas de bandeo fue la realizacion de una
tincién convencional para la localizacion de
las placas cromosémicas objeto de estudio.
La técnica utilizada fue la de Slizynski (Gon-
zales y Malmann™). Una vez localizadas las
placas méas interesantes se procede a deste-
fiirlas, antes de la ejecucién de la técnica de
bandeo correspondiente. Para ello se utilizd
la técnica de McKenzie y Lubs®.

2.—Técnicas de bandeo propiamente dichas.

A.—Técnica de Sumner® propiamente
dicha:

A.1.—Técnica de Sumner modificada y
consistente en: -

Incubacion de las preparaciones en
BalOH)..8 HO al 5%, recientemente prepa-
rado, a 37°C durante 1 hora y media. El resto
del proceso se mantiene igual que en la téc-
nica original.

A.2.—2" modificacién a la técnica origi-
nal de Sumner y consistente en:

Fijacibn con metanol-acético (3:1) du-
rante 15 minutos. Incubacién con Ba(OH),.8
H,O al 5%, durante 5 minutos a 50°C. Tin-
cion con Giemsa al 2% durante 30 minutos.

B.—Técnica de Luciani y col.".

B.1.—Modificacion a esta técnica con-
sistente en la incubacién en 2xSSC a 60°C
durante 3 horas.

B.2.—2" modificacidn, consistente en la
incubacién en 2xSSC a 60°C durante 3 horas
y prolongacion del tratamiento con tripsina a
20 segundos.

C.—Técnica de bandeo G de Schned!®.

D.—Técnica de bandeo G de Gallimore
y Richardson'.

E.—Técnica de bandeo G de Comings y
Avelino®,

3.—O0btencion de resultados.

Para la obtencion de las microfotogra-
fias, que reflejan y materializan los resulta-
dos obtenidos en el presente trabajo, se ha
usado un fotomicroscopio BH-2 marca
Olympus.

Por otro lado, las peliculas fotograficas
empleadas han sido Kodalith y Panatomic (8
y 32 ASA respectivamente), ambas de la
casa Kodak. En su revelado se han utilizado
los reveladores Rodinal S y Rodinal N y Valca
Universal siendo fijados con Valca Fival.

Por ultimo el papel fotografico para la
positivacion de los negativos es marca Negra
NBN 11P normal politenizado blanco brillante.

Resultados

1.—Técnicas de bandeoc C.

Cuando se aplica la técnica de bandeo
C aparecen dos tipos de bandas: las bandas C
positivas (mas tefiidas que las regiones
eucromaticas) y otras denominadas bandas
C negativas porque aparecen menos tefiidas
que las restantes regiones del cromosoma.

Las bandas C positivas son clasificadas,
de acuerdo a su localizacién a nivel del cro-
mosoma, como bandas paracentromeéricas
(localizadas en el centrdmero o préximas a
¢él), bandas terminales (cuando ocupan re-
giones teloméricas) y bandas intersticiales
(Santos y col.”).

Este método de bandec C detecta la
presencia de heterocromatina centromeérica
(constitutiva) (Okada y Comings®) que co-
rresponde a las bandas C positivas. Estas
bandas se correlacionan con heterocroma-
tina constitutiva rica en ADN satélite, por
eso se piensa que estas bandas C positivas
representan areas de reasociacion de ADN
altamente repetitivo (Comings®; Chuprevich
y col.® y Arrighi y Hsu').

Hoy dia se llega a la conclusion que la
aparicion de bandas C es el resultado de va-
rias causas (Caragna y Redi):

Rev. [bér. Parasitol., Vol. 47, n.° 4, 1987 389

1.—Gran contenido de ADN repetitivo
facilmente reasociable.

2. —Grado diferencial
miento local.

de empaqueta-

3. —Abundancia de citosina metilada.

4. —Relacién particular entre ADN y pro-
teinas histonas o no histonas en las ban-
das C.

5. —Envolvimiento del complemento pro-
teinico como sustrato del bandeo.

6. —Extraccién diferencial del ADN de re-
giones eu y heterocroméaticas a lo largo de
los brazos cromosomicos.

Como se indica en Material y Métodos,
para el estudio del bandeo C se ha utilizado
la técnica de Sumner® (A), considerada de
referencia por estar perfectamente contras-
tada su eficacia en el estudio cromosémico
de diversos grupos de seres vivos. Por otra
parte, a fin de adaptar dicha técnica de re-
ferencia a la problematica cromosémica en
nematodes parésitos, se han ensayado diver-
sas modificaciones de la técnica original de
Sumner® (A.1, A.2) y de la de Luciani y
col.” (B.1, B.2).

Los resultados se han valorado en pla-
cas en paquitene, profase y metafase mité-
tica (Fig. 1) ya que en paquitene y profase
mitética se puede distinguir entre eu y hete-
rocromatina, observar los cromémeros vy la
presencia del nucléolo asociado a los deno-
minados cromosomas organizadores del
nucledlo. La metafase mitotica es la etapa
del ciclo celular en la que el cromosoma es
mas facilmente distinguible e identificable
(Schulz y Schaeffer®).

TECNICA A. (Técnica original de Sumner).

Se ha podido comprobar la eficacia de
la técnica de Sumner en nuestro material
parasitolégico, pues se pone de manifiesto
un bloque heterocromatico més intensamen-
te tefiido que el resto del cromosoma (Fig.
1A), y los centrémeros, que aparecen como
una constriccién débilmente tefida (constric-
cion primaria) entre dos pequefias zonas de
heterocromatina paracentromérica, que se
tifen mas intensamente al aplicar esta téc-

nica. Sin embargo, los resultados obtenidos
son aleatorios, pues la observacion del cen-
tromero es a veces dificil en algunos pares
cromosémicos y en fases de mayor conden-
sacion cromosomica, se produce una sobre-
tincion no siempre deseable. En una misma
preparacién se presentan placas con altera-
ciones morfoldgicas de los cromosomas.

TECNICA A.1.

En la técnica A.1 se aumenta el tiempo
de tratamiento con hidroxido de bario y se
reduce la temperatura de esta solucién. Los
resultados obtenidos son buenos, pues los
cromosomas aparecen en buen estado mor-
folégico, no presentando deformacion (Fig.
1B, 1C). El bloque heterocromético aparece
nitidamente tefiido. La heterocromatina pa-
racentromérica se observa en forma de ban-
das tefiidas, lo mismo que ocurre con otras
bandas C a lo largo del cromosoma,

TECNICA A.2.

Esta modificacion se ha limitado a redu-
cir el tiempo de tincién, fijacion y tratamien-
to con hidroxido de bario originalmente em-
pleados por Sumner. Con ella, se ha conse-
guido un bandeo cromosémico semejante al
conseguido con la técnica A.1. La conser-
vacién de la morfologia de los cromosomas
es buena (Fig. 1D, 1g). El grado de tincién
es adecuado, lo que permite observar las
mismas estructuras que con las dos técnicas
anteriores. La ausencia de algunas bandas C
en los brazos cromosémicos representados
en la Figura 1E, es consecuencia de una
mayor condensacién cromosbémica.
TECNICA B. (Técnica original de Luciani y col®)

La tincibn conseguida mediante esta
técnica pone de manifiesto la aparicion de
bloques de heterocromatina més densamente
teflidos que el resto del cromosoma (Fig. 1F).
El centrémero no se observa de una forma
clara.

TECNICA B.1.

La simple prolongacién del tiempo de
incubacién en 2xSSC (Comings y Avelino?),
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Fig. 1.: Técnicas debandeo C:

A, —Técnica A
{original de Sumner)
B,C,—Técnica A.1
D,E.—Técnica A.2

F.—Técnica B
(original de Luciani y col.).
G.—Técnica B.1

H.—Técnica B.2
Escala: 10 micras.
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proporciona una buena visualizacion del cen-
tromero (Fig. 1G) y ademas pone de mani-
fiesto en los bloques heterocromaticos, de
algunos cromosomas del complemento, la
existencia de varias bandas.

TECNICA B.2.

En la técnica B.2 se prolonga tanto el
tiempo de incubacidon en 2xSSC como el
tiempo de tratamiento de tripsina.

Los resultados obtenidos permiten la
clara observacion del bloque heterocroma-
tico y del centromero (Fig. 1H).

2.—Técnicas de bandeo G.

Las técnicas de bandeo G proporcionan
méas detalle que las de bandeo C y permiten
una mejor identificacién de los cromosomas
dentro del complemento. La naturaleza de
las bandas esta sujeta a discusiones, pero se
ha demostrado que reflejan més fuertemente
la condensacion de cromatina (Ross y Gorm-
ley®: McKay'™ Yunis y Sanchez™).

En el bandeo G, al igual que en el ban-
deo Q y R juega un papel importante las
proteinas cromos6micas o la interaccion
ADN-proteinas (Burkholder y Duczek?).

Los patrones de bandas G se corres-
ponden exactamente con el patrbn cromo-
mérico de cromosomas meibticos (Ferguson-
Smith y Page": Luciani y col.”’) y el bandeo
G no es nada mas que un acrecentamiento
de este IPatr:fm cromomeérico ya existente
(Comings”)

La razén de las bandas G positivas es
clara. La cromatina que estd presente, tiene
el ADN libre para unirse con el colorante
tiazinico del Giemsa (Comings®).

La heterocromatina centromérica tam-
bién se presenta como un cromdmero pro-
minente en cromosomas meidticos, estas
areas en cromosomas mitdticos estan pobre-
mente tefiidas, algunas veces, por bandeo G,
pero muy bien por bandeo C (Merrick y
col.”).

TECNICA C.—(Técnica original de Schnedl).

Este procedimiento de bandeo G no
ofrece una homogeneidad de resultados, ya
que s6lo en algunos cromosomas del com-
plemento podemos apreciar la aparicion de
tales bandas (Fig. 2A).

Como es caracteristico del material em-
pleado, los” cromosomas aparecen con su
bloque heterocromatico intensamente tefiido.
En varios de los cromosomas se observa
como este bloque no es homogéneo, sino
que esti subdividido en bandas e interban-
das que aparecen algo difusas.

En general, el aspecto de las placas es-
tudiadas con esta técnica no es bueno, des-
tacando una tincién un poco excesiva.

TECNICA D.—(Técnica original de Gallimore
y Richardson).

Antes de aplicar esta técnica, y como
paso previo para la localizacion de las placas
cromosdmicas mds interesantes se realiza
una tincién convencional, tal como se ha
indicado en el apartado de Material y Méto-
dos. Una vez seleccionadas éstas y anota-
das las coordenadas correspondientes, se
procede a la aplicacién de la técnica D.

Esta técnica no nos proporciona resulta-
dos homogéneos en todos los casos; asi,
mientras que en algunas preparaciones se
observan placas con diferencias poco osten-
sibles con respecto a los obtenidos en la tin-
cién convencional (Fig. 2B, 2C), en otras
placas, de la misma preparacion se pueden
observar perfectamente las llamadas bandas
G (Fig. 2E, 2F, 2H, 2I).

No obstante, hay que significar, que
estas bandas se ven mas acentuadas en el
caso de cromosomas en el estadio de pro-
fase mitdtica, debido a la menor conden-
sacibn cromos6mica vy a la relacion existente
entre el patron de bandas G y los cromo-
meros situados a lo largo del cromosoma
(Fig. 2E).

También se ve como el blogue hetero-
cromatico no se manifiesta como un bloque
densamente tefiido sino que aparece ban-
deado (Fig. 2F).
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Fig. 2.: Técnicas de bandeo G:

A.—Técnica de Schned|
B8,D,G.—Técnica de tincién convencional
C,E,F.H,l.—Técnica de Gallimore y Richardson

J,K.—Técnica de Comings y Avelino.

Escala: 10 micras.
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TECNICA E.—.(Técnica original de Comings
y Avelino).

Esta técnica se ha llevado a cabo to-
mando como referencia las coordenadas ya
conocidas de las preparaciones a las que se
ha aplicado anteriormente la técnica D.

La técnica de Comings y Avelino no se
muestra en todos los casos como la mas
idonea, ya que, como se puede observar en
la Figura 2J, el estado de los cromosomas
aparece afectado notablemente, aprecian-
dose un ligero hinchamiento de los mismos.
Aunque si aparezcan los mismos, bandeados
y su bloque heterocromatico con bandas e
interbandas mas claras.

En otros casos (Fig. 2K) el estudio de
los cromosomas individuales no se puede
llevar a cabo debido al estado de deterioro
de la placa cromosémica.

Discusién

BANDEO C.

Con el fin de estandarizar una técnica
de bandeo C aplicable a los nematodes pa-
rasitos, se han ensayado varios procedimien-
tos destinados a poder hacer una compara-
cién, lo mas completa posible, que nos haga
inclinarnos por la aceptacién de una u otra
como técnica de rutina en el Laboratorio de
Parasitologia.

El primer paso a llevar a cabo antes de
la aplicacion de este proceso de bandeo es
la fijaciobn de los cromosomas. Atendiendo
a Comings® quien destaca la necesidad de
una fijacién con metanol: acético (3:1) para
poder obtener un patrén de bandas C, se ha
considerado oportuno la utilizacibn de este
fijador y no de otros (como podria ser for-
maldehido) como fijador estandar en cual-
quiera de las técnicas aplicadas. No obstan-
te, ha sido considerado oportuno ensayar
distintos tiempos de fijacién.

Comings y Avelino® concluyen que para
poder obtener bandeo C es necesario el pre-
vio tratamiento acido, a fin de extraer las

histonas. McKenzie y Lubs® indican que
“solamente el tratamiento con acido clorhi-
drico 0.2N durante 15-30 minutos da bandas
C satisfactorias’’. Por ello se ha considerado
oportuno incluir este paso en todas las téc-
nicas A de bandeo C, respetando el tiempo
dado por Sumner®.

El paso mas critico de esta técnica (se-
gin Sumner®) es el tratamiento con hidr6-
xido de bario al 5%, debido que a 60°C re-
quiere tiempos muy breves de exposicién, lo
cual hace muy dificil un control exacto.

Por contra, un tratamiento a 37°C per-
mite una mayor maniobrabilidad obteniendo
resultados equiparables. Por ello han sido
ensayadas ambas temperaturas.

Las preparaciones han sido tminalmente
sometidas a una solucidn salina (2xSSC).

Con respecto a la tincién con colorante
se han ensayado distintos tiempos.

A la vista de los resultados obtenidos
tras la aplicacion de la técnica A y sus mo-
dificaciones (A.1, A.2) no podemos incli-
narnos a favor de ninguna de ellas, pues el
patron de bandas que se observa es similar
y equiparable en todos los casos.

La supresién, tanto del tratamiento con
acido clorhidrico como de la incubacién con
hidréxido de bario, considerados como pasos
importantes para la obtencién de bandas C,
y su sustitucién por un tratamiento con trip-
sina no varia en nada las estructuras obser-
vadas con las técnicas derivadas de la de
Sumner. Siguiendo la técnica de Luciani y
col.' el patrén de bandas obtenido es com-
parable al conseguido con las técnicas A,
pero es de destacar como esta técnica, eje-
cutada por su autor para la obtencién de
bandas G, pone de relieve en los cromoso-
mas de Dictyocaulus filaria bandas C. Para
asegurar la aparicion de bandas C introduci-
mos una modificacién (B.2.) basada en el
trabajo publicado por Merrick y col.”, los
cuales obtienen un patrén de bandas C en
cromosomas humanos, mediante la prolonga-
cién del tratamiento con tripsina, se puede
observar la presencia de bandas G en algunos
cromosomas del complemento (Fig. 1H) en

_tanto que en otros si se observan bandas C.
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En funcién de los resultados obtenidos
mediante la aplicacién de las distintas técni-
cas de bandeo, podemos afirmar que el
patrébn de bandas C obtenido en los cromo-
somas de D. filaria es muy semejante en
todos los casos.

Nosotros consideramos que ninguna de
las técnicas ensayadas presenta grandes
ventajas en cuanto al manejo en el labora-
torio, pues si bien, la técnica A.2 supone un
ahorro relativo en el tiempo de realizacién
de la misma, la técnica B.2 requiere menos
pasos en su ejecucién, pero posee el incon-
veniente de lo costoso del reactivo, poco
margen de maniobrabilidad y mayor consu-
mo de tiempo,

BANDEO G.

Las técnicas de bandeo G ensayadas
han sido las de Schnedl® (técnica C), Galli-
more y Richardson™ (técnica D) y Comings
y Avelino® (técnica E).

La técnica C (Schnedl) fue elegida en
un principio debido a su sencillez ya que se
basa en el tratamiento con hidréxido de
sodio 0.07N e incubacién en buffer Soren-
sen; a la vista de los resultados obtenidos
con esta técnica (Fig. 2A) no parece ser la
més indicada para la obtencién de un buen
patrén de bandas G en D. filaria, ya que
como se puede observar, algunos cromoso-
mas del complemento presentan zonas tefii-
das equiparables con las obtenidas tras la
aplicacion de las técnicas de bandeo C.

Gallimore y Richardson" probaron las
distintas técnicas de bandeo Giemsa existen-
tes sobre Rattus norvegicus, obteniendo re-
sultados poco satisfactorios debido a la pér-
dida de la morfologia cromosdémica o a la
ausencia de bandas claras (distintas); por
ello, desarrollaron una técnica basada en la
exposicion de las preparaciones a 2xSSC y
tripsina, que es la utilizada por nosotros.

El paso previo a la ejecucion de las téc-
nicas de bandeo G es la realizacion de una
tincién convencional con Giemsa al 1% du-
rante 15-20 minutos, ya que parece estar
comprobado que cromosomas tratados con
soluciones muy diluidas de Giemsa durante

un tiemPo prolongado, presentan bandas G
(McKay ™). Nosotros tomamos las coordena-
das méas interesantes, asi obtenidas, para
aplicarles la técnica D, siendo previamente
destefiidas las preparaciones segun se indica
en Material y Métodos.

Los resultados obtenidos con la técnica
D no se presentan homogéneos, pues en al-
gunos casos el patrén de bandas G es muy
similar al de la tincién convencional por lo
que cabria decir que no ofrece muchas ven-
tajas; no obstante, en otros casos se pue-
den visualizar verdaderas bandas G en los
cromosomas de D. filaria. Los factores mas
importantes a tener en cuenta en esta téc-
nica son la concentracién de la solucién de
tripsina y la temperatura de incubacibn de
la misma. Asi, parece ser, que los mejores
resultados de bandeo G se obtienen a una
concentracién de tripsina del 1% a 10°C de
temperatura. Esto quizds sea la causa que
al aplicar la técnica de Luciani y col.” (Trip-
sina 0.25%, 18°C) a los cromosomas de D.
filaria se observard bandeo C en algunos de
ellos.

Posteriormente a la aplicacién de esta
técnica las preparaciones son destefiidas
para aplicarles la técnica E (Comings y Ave-
lino®), en la que se introduce un tratamiento
previo con &cido clorhidrico 0.2N. Las pla-
cas observadas posteriormente a este trata-
miento, muestran los cromosomas, en algu-
nos casos, hinchados e incluso, en muchos
casos, se llega a la desaparicion de los cro-
mosomas.
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