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3 RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Obtencidén de células metafasicas

Las células metafésicas se obtuvieron de un cultivo celular de células HelL a, €l cual
habia crecido las Ultimas doce horas en presencia de colcemida (ver seccion 2.1.4). El
objetivo principa de este cultivo era obtener el mayor nimero posible de céulas en
metafase, ya que en los posteriores pasos de aidamiento y purificacion (2.2.2) €
rendimiento acumulado de obtencion de cromosomas iba disminuyendo progresivamente.

Como primer criterio para saber la cantidad de células metafasicas obtenidas, nos
basamos en la cantidad de células en division. Observadas en el microscopio optico a 40
aumentos, las céulas en division flotaban, eran redondas y refringentes. En cambio, las
células que no se dividian tenian su aspecto estrellado y permanecian unidas a la superficie
del frasco de cultivo. Teniendo en cuenta este criterio visual calculamos que & 80-90% de
las células se estaban dividiendo cuando procediamos a su extraccion del frasco de cultivo
(seccion 2.2.1).

Como segundo criterio, durante el proceso de extraccion de células se efectuaba un
recuento de éstas (seccion 2.1.3). De esta manera podiamos saber con bastante exactitud el
numero de células totales extraidas, las cuales en su mayoria deberian estar en metafase.

En ocasiones, como ultimo criterio, se extraian aicuotas de las células obtenidas y
se preparaban para su observacion por microscopia Optica (seccién 2.2.3.1). De esta manera
pudimos constatar que aproximadamente € 65-75% de las células estaban paradas en
metafase. Es decir, que en nuestra extraccion fina aln teniamos una cierta poblacion de
céulas interfésicas (figura 3.1.1A y B). La observacion de estas mismas alicuotas a 100
aumentos nos sirvio para comprobar e buen estado de los cromosomas metafésicos antes
de su aidlamiento y purificacion (figura3.1.1C y D). Estas células también se observaron a
microscopio optico, utilizando técnicas més clasicas mediante fijacion en metanol acido
acético y tincion con Giemsa (seccion 2.2.3.2) para corroborar la buena calidad de los
cromosomeas obtenidos (figura 3.1.2).

Finalmente, en lafigura 3.1.3, se muestra a modo comparativo una célula preparada

de forma clasica (A) (medio hipotonico, fijacion en metanol-acido acético y tincion con
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Giemsa) y otra tefiida con yoduro de propidio (B). En ambas se puede apreciar e buen

estado de |os cromosomas.

Figura 3.1.1. Células interfasicas
(A)y (B) y metafésicas (C) y (D)
procedentes de la extraccion de
un cultivo celular (seccion 2.2.1),
resuspendidas directamente en
TeaKMC-MgCl, 5 mM  (seccion
2.2.2.3) y posteriormente tefiidas
con Yoduro de propidio (seccién
2.2.3.1). El medio de las cdulas
en los paneles A y B, en esta
ocasion ademas contenia Triton
X-100 al 0.5% (p/v). Las células
fueron observadas por
microscopia de fluorescencia (A)
y (D) y de contraste de fases (B) y
(C). Las barras representan 10
pum.
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Figura 3.1.2. Células metafésicas resuspendidas directamente en medio TeaKMC-MgCl, 1.7 mM (seccién
2.2.2.3). A continuacion, en ambos paneles las células fueron fijadas en metanol &cido acético (2.2.3.2.1) y en
caso de la figura B, tefiidas con colorante Giemsa (seccidén 2.2.3.2.2). Estas imagenes fueron obtenidas

mediante microscopia 6ptica de contraste de fases. Barra 10 um.
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Figura 3.1.3. Células metafésicas resuspendidas en medio hipotonico, fijadas con
metanol-&cido acético y tefiidas con Giemsa (seccion 2.2.3.2) (A). Céulas resuspendidas
directamente en TeaKMC-MgCl, 5 mM (seccion 2.2.2.3.2) y tefiidas con yoduro de
propidio (seccion 2.2.3.1) (B). Estas imagenes fueron tomadas por microscopia Optica de

contraste de fases (A) y de fluorescencia (B). Barra 10 um.
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3.2 Obtencién de cromosomas metafasicos

Se emplearon diferentes técnicas y medios para la obtencion, purificacion vy
preparacion de los cromosomas para su observacion al microscopio electronico. Segun €
tipo de técnica utilizada, los resultados fueron més o menos adecuados para nuestros

objetivos.

3.2.1 Cromosomas observados en el interior de las células

metafasicas

En primer lugar se intentd observar los cromosomas metafasicos en su medio
natural, es decir, en €l interior de la célula. De esta manera pensdbamos que lograriamos
visualizar su estructuraintactay en unas condiciones similares alafisiol égicas.

Con este objetivo, las células obtenidas directamente en TeaKMC-MgCl, 5 mM y
posteriormente resuspendidas en TeaKMC-MgCl, 1.7 mM (seccion 2.2.2.3.2) se
extendieron sobre rejilla (seccion 2.3.5.1) sin romper previamente las membranas celulares.
Después de fijar la muestra (seccion 2.3.8.2) y platinarla (seccién 2.3.9.1), se observaron

los cromosomas a microscopio electrénico.

Figura 3.2.1. Cromosomas metafésicos en €
interior de células intactos. Los cromosomas
fueron obtenidos directamente en medios
TeaKMC-MgCl, 5 mM y posteriormente
resuspendidos en TeaKMC-MgCl, 1.7 mM
(seccion 2.2.2.3.2). La extension de la
muestra sobre las rejillas, en esta ocasion se
efectud sin la previa rotura de las membranas
celulares (seccién 2.3.5.1). A continuacion
las células fueron fijadas (seccién 2.3.8.2) y
finalmente platinadas (seccion 2.3.9.1) para
su observacion a microscopio electronico.
La barra en los paneles A y B corresponde a
5 um, mientras que en el panel C equivale a
600 nm.
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En lafigura 3.2.1 se puede observar claramente la existencia de un elevado nimero
de cromosomas en €l interior de las células. Sin embargo en estas condiciones la presencia
de un velo formado por material celular dificulta considerablemente la observacion de las
estructuras cromosomicas, incluso cuando se utilizaban magnificaciones elevadas (figura
3.2.1C).

3.2.2 Cromosomas fijados con metanol-acido acético

Después de observar mediante microscopia optica las células metafasicas obtenidas
en metanol-acido acético (seccion 2.2.3.2.1 y figuras 3.1.2 y 3.1.3A) y comprobar la
excelente calidad de los cromosomas obtenidos en este tipo de preparaciones clasicas,
decidimos también intentar observar estos mismos cromosomas en € microscopio

electronico.

Figura 3.2.2. Cromosomas resuspendidos en medio hipoténico y fijados en metanol &cido
acético (seccién 2.2.3.2.1). A continuacion fueron extendidos en rejilla (seccién 2.3.5.2),
fijados con gluteraldheido a 2% y deshidratados a través de un gradiente de acetona (A) y (B)
(ver seccién 2.3.8.3). Los cromosomas en (C) y (D), ademas tuvieron un tratamiento adicional
con tetréxido de osmio (ver seccién 2.3.8.3). En las muestras de la figura B y D, ademas se
aplico la técnica de Crytical Point Drying (seccion 2.3.8.3). Unicamente en la figura A los
cromosomeas fueron platinados. En los paneles A, B y C la barra representa 600 nm, mientras
que en e panel C corresponde a5 pum.
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L os cromosomas obtenidos en este medio fueron extendidos en rgjillay fijados por
los procedimientos descritos en las secciones 2.3.5.2 y 2.3.8.3, respectivamente. La figura
3.2.2 muestra el resultado de estos experimentos. En ella se puede apreciar unamejoraen la
observacion de los cromosomas obtenidos, respecto la figura 3.2.1 (comparar con 3.2.2B y
C). Sin embargo, en ocasiones todavia se aprecia la presencia de material celular (figura
3.2.2D). Cuando estos cromosomas ademés eran platinados (figura 3.2.2A) la resolucion
era buena, pudiéndose apreciar claramente algunos detalles de la estructura global de éstos.

Aunque los resultados obtenidos con este sistema fueron, en general buenos, y nos
permitieron visualizar cromosomas con una buena integridad fisica, pensamos que seria
mas interesante intentar observar cromosomas obtenidas en condiciones mas fisiologicas y
que no hubieran pasado por medios tan poco naturales como es el tratamiento con metanol-

acido acético.

3.2.3 Cromosomas obtenidos en hexylene glycol

Diversos autores han utilizado € hexylene glycol parala obtencion y aislamiento de
los cromosomas metafasicos (Paulson, 1982; Wray et al., 1972; Marsden y Laemmli,
1979). Bak et al. en 1977 observaron mediante microscopia optica la formacion de tubos
cilindricos de 400 nm de didametro, a partir de cromosomas metafasicos parciamente
desintegrados obtenidos en este tipo de medios (hexylene glycol 1 M, CaCl, 20 mM, Pipes
0.1 mM).

Con d fin de intentar observar estas estructuras por microscopia electronica se
obtuvieron y aislaron cromosomas en un medio con hexylene glycol (descrito en la seccion
2.2.2.1). Una vez obtenidos, los cromosomas se fijaron (seccion 2.3.8.4) y finamente se
platinaron (seccién 2.3.9.1).

Las muestras obtenidas en este tipo de medio, resultaron tener un rendimiento muy
bajo de cromosomas. Ademés, los pocos cromosomas observados se encuentran muy
desestructurados y resultan apenas reconocibles (figura 3.2.3). Tampoco apreciamos ningun

tipo de estructura similar alas descritas por Bak et al. (1977).
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Los cromosomas obtenidos presentan una estructura global granulada con cuerpos
de 30-40 nm de didametro. Este tipo de estructura es tipica de los cromosomas en medios de

baja concentracion iénica (ver mas adelante seccion 3.3.2).

Figura 3.2.3. Cromosomas metafasicos obtenidos en medio de hexylene glycol (seccion
2.2.2.1), extendidos en rgjilla (seccion 2.3.5.3), fijados (seccion 2.3.8.4) y platinados
rotacionalmente (seccion 2.3.9.1). La barra representa 600 nm.

3.2.4 Cromosomas obtenidos en presencia de poliaminas

Uno de los mayores problemas en la purificacion de cromosomas, se produce en el
momento de romper la célulay liberar los cromosomas al medio exterior. Diversos autores
expertos en la preparacion de cromosomas para microscopia oOptica y electronica han
utilizado medios para la obtencion de éstos que contenian poliaminas (ver por gemplo
Adolph, 1980; Gray y Langlois, 1986; Gasser y Laemmli 1987). Las poliaminas contienen
tres o cuatro grupos amino (espermidina y espermina, respectivamente) que confieren a
estas moléculas cargas positivas. Gracias a estas cargas, las poliaminas estabilizan a los
cromosomas cuando éstos salen a medio externo.

Como se puede ver en la figura 3.2.4, los cromosomas obtenidos mediante este
medio de aislamiento presentan un estado perfectamente integro. Una prueba evidente de
esta integridad es que se puede distinguir las cuatro croméatidas para cada cromosoma. Este
hecho nos han permitido estudiar con claridad la estructura global de los cromosomas

aislados mediante este procedimiento (ver proxima seccion).
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Figura 3.2.4. Seleccion de cromosomas metafasicos obtenidos en medio de poliaminas
(seccion 2.2.2.2). Estos cromosomas fueron extendidos sobre rejilla (2.3.5.1), fijados
(seccién 2.3.8.2) y finamente platinados rotacionalmente (seccién 2.3.9.1) para su
posterior observacion al microscopio electrénico. La barra representa 600 nm.
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Otra ventgja de la utilizacion de estos medios, fue e numero elevado de

cromosomas obtenido en comparaci on con |os anteriores procedi mientos.

3.2.5 Cromosomas purificados mediante gradiente de sacarosa

El principal inconveniente de las muestra obtenidas con poliaminas, es la elevada
cantidad de material no cromosdmico (restos de células y cromatina procedente de niicleos
interfésicos) que se encuentra en la rejilla junto con los cromosomas. En ocasiones este
material contaminante nos impedia distinguir las posibles estructuras procedentes de
cromosomas.

Por tanto se decidio aplicar un paso de purificacion del cromosoma. La técnica de
purificacion consistio en hacer pasar la mezcla de cromosomasy restos celulares atraveés de
un gradiente escalonado de sacarosa (seccion 2.2.2.5). Se utilizaron diversos medios para
formar € gradiente (ver tabla 2.2.1), sin embargo, € medio més empleado fue e PME-
MgCl, 5 mM. La figura 3.2.5 muestra una seleccién de cromosomas purificados mediante
este tipo de gradiente. En ella podemos ver el estado integro de |os cromosomas observados
asi como la buena calidad de las micrografias obtenidas. También se pudo observar como el
material procedente de restos celulares y nicleos interfasicos disminuye considerablemente
en la rgjilla. Estos dos factores junto con el hecho de mantener el buen rendimiento de
obtencion de cromosomas  que teniamos en la seccidn anterior, hizo que escogiéramos este
método como procedimiento estandar para purificar cromosomas. Sin embargo, pese a ser
suficiente la cantidad de cromosomas obtenidos para su observacion por microscopia
electronica, pensamos que e rendimiento de esta técnica ain podria meorarse mas,
sobretodo en el momento de la rotura de células metafésicas para liberar 10os cromosomas al
medio de aisamiento. La figura 3.2.6 corresponde a una alicuota de cromosomas obtenida
durante laredizacion de lalisis celular. En esta figura se puede observar, como gran parte
de los cromosomas aln permanecen en € interior de las células, incluso después de que
éstas hayan sido homogenizadas exhaustivamente en un Dounce en un medio que contenia
el detergente digitonina. Unicamente una pequefia fraccion de los cromosomas aparece libre
en el medio.
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Figura 3.2.5. Seleccion de cromosomas metafésicos aislados mediante un gradiente de sacarosa
escalonado en PME-MgCl, 5 mM (seccién 2.2.2.5). A continuacion fueron extendidos en rejilla
(seccion 2.3.5.1), fijados (seccién 2.3.8.1) y platinados rotacionalmente (seccién 2.3.9.1). La barra
representa 600 nm.
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Figura 3.2.6. Rendimiento de
los cromosomas después de la
lisis celular mediante
homogenizaciéon en Dounce en
presencia de digitonina en
medio de poliaminas, antes de
pasar por € gradiente de
sacarosa (seccion 2.2.2.5). Estas
imégenes fueron  obtenidas
mediante microscopia Optica de
contraste de fases. Barra 10 um.

3.2.6 Observacion de cromosomas digeridos mediante diferentes

enzimas

L os cromosomas obtenidos mediante un gradiente de sacarosa, en ocasiones fueron

sometidos a digestiones con tripsina (seccion 2.3.7.1), RNAsa (seccién 2.3.7.2) o nucleasa

micrococal (seccion 2.3.7.3). El objetivo de estos tratamientos era provocar una

desestructuracion parcial de los cromosomas para descubrir

92

posibles elementos



RESULTADOS Y DISCUSION

estructurales. Por g emplo, es conocido que la clésica tripsinizacion de |os cromosomas para
la obtencién de bandas Giemsa, causa una progresiva degradacion de las proteinas no
histona (Burkholder y Duczek, 1980), que origina una relgacion en la integridad de la
estructura cromosomica (Harrison et al., 1982). La digestion con RNAsa tenia como objeto
degradar la capa periférica de los cromosomas, la cual se cree que esta formada en parte por
RNA y riboproteinas (Hernandez-Verdin y Gautier, 1994).

Sin embargo, nuestros métodos indican que los cromosomas sometidos a estas
digestiones, précticamente no se desestructuran. Unicamente a elevadas concentraciones de
tripsina (1 mg/ml), pudimos apreciar un cierto grado de desestructuracion (datos no
mostrados). Esta gran resistencia es debida a las condiciones ionicas de los medios donde se
efectuaron las reacciones. Se trataba de condiciones lo suficientemente estructurantes como

para mantener laintegridad de los cromosomas.
3.2.7 Resoluciéon y contraste de cromosomas sin platinar

La exceente resolucion y contraste de los cromosomas mostrados en este trabajo es
debida principamente a la aplicacion de la técnica de tincién por platinado rotacional o
unidirecciona (seccidn 2.3.9). Laimportancia de la platinacion parala correcta observacion
de los cromosomas y sus detalles estructurales, puede constatarse cuando se comparan
muestras platinadas con otras muestras sin efectuar € paso final de platinado.

Las muestras no platinadas observadas en el microscopio electronico pierden mucho

contrastey resolucion (ver figura3.2.7).
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Figura 3.2.7. Cromosomas aislados y purificados mediante un gradiente de sacarosa escalonado en PME-
MgCl, 5 mM (seccion 2.2.2.5). A continuacién fueron depositados por centrifugacidn en rejillas (seccion
2.3.5.1), sometidos a un cambio de medio en Pipes 0.1 mM pH 7.2 (punto 12.1 de latabla 2.3.6) y finalmente
fijados (seccidn 2.3.8.1). En este caso los cromosomas no fueron platinados. La barra representa 600 nm.

3.2.8 Caracteristicas estructurales de los cromosomas obtenidos

3.2.8.1 Diametro de las croméatida

Una de las caracteristicas estructurales de los cromosomas que nos permiten
apreciar su integridad estructural, es el diametro de sus crométidas. Por este motivo
intentamos medir todos los didmetros de todas las crométidas posibles para cada unos de los
experimentos efectuados en presencia de poliaminasy PME-MgCl,5 mM. En latabla3.2.1,
se muestran como ejemplo |os datos obtenidos para un experimento concreto de poliaminas.
En esta tabla se detallan los diametros obtenidos para las crométidas qi, g, (cromatidas
largas) y pi1, p2 (cromatidas cortas) de cada cromosoma. Después de medir 226 crométidas
de un total de 61 cromosomas, se obtuvo un promedio fina de 0.51 + 0.04 um.

La tabla 3.2.2 muestra como gemplo los datos hallados para un experimento en
PME-MgCl, 5 mM. En este caso, después de medir 98 crométidas en 25 cromosomas, €l
diametro promedio final para este experimento fue de 0.53 + 0.06 um.

Finalmente, latabla 3.2.3 engloba todos |os promedios finales de didmetro obtenidos

para cada uno de los experimentos efectuados en poliaminas y PME-MgCl, 5 mM. El
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promedio final para cada condicion fue de 0.50 + 0.05 um en poliaminas, y de 0.53 + 0.06

um en PME-MgCl, 5 mM.

Estos valores, si bien concuerdan con los conseguidos por otros laboratorios (Pienta
y Coffey, 1984; Strukov et al, 2003: Maeshima y Laemmli, 2003), denotan una cierta

compactacion de las cromatidas (ver mas adelante en discusion general).

Tabla3.2.1

Cromosomas en presencia de poliaminas ®

Medidas en pum y desviacién estandar del diametro delas
cromatidas en el experimento 2 (tabla 3.2.3 dela seccién

3.2.8.1)

Micrografia o dz p1 p. Promedio
5249a 040 042 042 050 0.44
5249b n.d n.d 050 048 0.50
5249c 055 055 055 055 0.55

5256 050 050 050 0.50 0.50
5259 050 050 047 045 0.48
5260 050 050 063  0.60 0.56
5261 043 045 045 045 0.45
5262a 055 054 0.5 0.48 0.52
5262b 047 050 055 050 0.51
5266 047 045 045 048 0.46
5270 n.d n.d 055 051 0.53
5273 053 045 051 0.50 0.50
5360 050 045 050 055 0.50
5370 045 043 050 0.50 0.47
5373 055 055 051 055 0.54
5374 050 050 nd nd 0.50
5379 043 041 040 040 041
5382 055 0.60 056  0.66 0.60
5385 051 055 053 052 0.53
5386 047 050 0.49 nd 0.49
5393 n.d n.d 051 0.56 0.54
5398 050 050 050 0.50 0.50
5411a 045 051 052 053 0.50
5411b 052 054 055 052 0.53
5415 045 045 042 045 0.44
5416 065 0.60 0.58  0.60 0.61
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5418 0.46 0.46 045 046 0.46
5424 0.48 0.47 054 054 0.51
5426 0.55 0.55 0.55 n.d 0.55
5427 0.43 0.42 0.47 0.50 0.46
5428 0.47 0.48 0.51 0.50 0.49
5430 0.51 0.54 0.56 0.55 0.54
5433 0.50 0.50 048 050 0.50
5435 0.51 0.51 055 050 0.52
5436 n.d 0.53 0.49 051 0.51
5437 0.50 0.51 055 055 0.53
5438 0.49 0.50 0.57 0.50 0.52
5448 n.d n.d 0.49 0.51 0.50
5449 0.52 0.49 0.56 0.54 0.53
5451 0.50 0.53 055 047 051
5455 054 055 0.57 0.55 0.55
5456 0.47 0.49 048 048 0.48
5461 0.49 0.47 0.56 0.56 0.52
5485 0.50 0.55 055 055 0.54
5486 0.51 0.46 n.d n.d 0.49
5488 0.53 0.50 055 055 0.53
5491 0.55 nd 048 045 0.49
5494 0.75 0.60 0.50 0.60 0.61
5499 n.d n.d 0.53 0.55 0.54
5500 n.d n.d 0.53 0.55 0.54
5501 0.46 0.50 0.50 0.46 0.48
5502 0.50 0.50 0.47 0.46 0.48
5505 0.54 n.d 0.57 0.55 0.55
5506 0.57 0.57 n.d n.d 0.57
5510 0.50 0.50 055 055 0.53
5511 0.52 0.51 060 0.65 0.57
5514 0.65 nd 054 056 0.58
5516 0.46 0.47 n.d n.d 0.47
5518 0.46 0.47 nd nd 0.47
5677 0.60 0.57 0.53 0.51 0.55
5678 0.47 0.45 055 052 0.50

Promedio final y desviacion estandar: 0.51 + 0.04

& Cromosomas obtenidos en poliaminas (seccion 2.2.2.2), depositados
sobre rejilla (seccion 2.3.5.1), fijados (seccion 2.3.8.2) y finamente
platinados rotacional mente (seccion 2.3.9.1).

n.d. No determinado.

q: Y g2. Crométidas largas del cromosoma.

p1Y p2. Crométidas cortas del cromosoma.
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Tabla3.2.2

Cromosomas control en presenciade
MgCl, 5mM @

Medidasen um y desviacion estédndar del diametro

de las crométidas cromosdmicasen € experimento 1
(tabla 3.2.3 dela seccion 3.2.8.1)

Micrografia gz p1 p. Promedio
6366 056 053 052 0.52 0.53
6373 040 040 045 045 0.43
6374 049 047 045 0.46 0.47
6378 053 055 056 0.60 0.57
6380 055 057 055 0.52 0.55
6382 062 0.60 058 0.60 0.60
6389 055 053 053 0.50 0.53
6391 056 051 059 0.58 0.56
6395 058 0.61 060 0.61 0.60
6397 045 040 046 043 0.44
6404 050 050 065 0.61 0.57
6406a 060 0.60 0.57 0.60 0.59
6406b 059 058 066 0.64 0.62
6407 050 040 045 049 0.46
6453 047 045 047 0.50 0.47
6456 050 050 nd nd 0.50
6459 045 045 045 045 0.45
6461 060 0.60 0.60 0.60 0.60
6462 057 055 057 055 0.56
6465 053 055 046 0.50 0.51
6466 048 048 050 0.50 0.49
6468 060 0.60 053 0.57 0.58
6471 043 043 051 0.50 0.47
6472 045 043 045 045 0.45
6473 060 0.58 058 0.58 0.59

Promedio final y desviacion estandar: 0.53 = 0.06

& Cromosomas purificados mediante un gradiente de sacarosa en PME-MgCI, 5 mM (seccién
2.2.2.5). A continuacion la muestra fue depositada sobre rejilla, fijada y platinada segin €l

procedimiento habitual (secciones 2.3.5.1, 2.3.8.1y 2.3.9.1, respectivamente.

n.d. No determinado.

d: Y g2. Crométidas largas del cromosoma.
p1Y p.. Crométidas cortas del cromosoma.
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Tabla 3.2.3

Diametro promedio y desviacion estandar de las crométidas
cromosomicas en presencia de diferentes medios

Condicion  Experimento NUmero de Promedio final del didmetro delas
croméatidas medidas  crométidasy desviacion estandar
para cada experimento (um)

Poliaminas 1 58 0.49 + 0.04
2 226 0.51+ 0.04
MgCl,5 mM 1 98 0.53+ 0.06
2 81 0.53+ 0.04
3 16 0.53+ 0.03
4 20 0.54+ 0.04
5 58 0.54+ 0.05
6 13 0.61+ 0.05
7 23 0.52+ 0.03
8 01 0.53+ 0.04
9 23 0.5+ 0.04
10 31 0.54 + 0.04

Promedio final del diametro delas crométidasy desviacion estandar para cada
condicion

Poliaminas; 0.50 + 0.05
MgCl,5mM: 0.53+0.06

3.2.8.2 Altura de las crométidas

Al aplicar técnicas de centrifugacion para la extension de las muestras sobre las
regjillas de microscopia, teniamos la preocupacion de que los cromosomas a depositarse
guedaran con las crométidas aplastadas. Para investigar esta posibilidad, se procedié a
determinar la atura de las crométidas mediante la técnica de la platinacién unidireccional
(seccion 2.3.9.2). Las crométidas escogidas pertenecian a cromosomas aislados y
purificados mediante un gradiente de sacarosa en PME-MgCl, 5 mM y a continuacion

sometidos alos cambios de medio indicados en lafigura 3.2.8.

98



RESULTADOS Y DISCUSION

Figura 3.2.8. Cromosomas aislados a partir de un gradiente de sacarosa en PME-MgCl, 5 mM
(seccion 2.2.2.5) y depositados en rejilla por centrifugacion (seccidn 2.3.5.1). A continuacion, los
cromosomas fueron sometidos a | os siguientes cambios de medio (seccion 2.3.6):

-Pipes5mM pH 7.2, NaCl 5 mM, MgCl, 10 mM (punto 12.6 delatabla2.3.3)(A) y (B).
-Pipes5mM pH 7.2, NaCl 5 mM, MgCl, 5 mM (punto 12.5 delatabla2.3.3) (C), (D) y (E).
-Pipes5 mM pH 7.2, NaCl 5 mM, MgCl, 1.7 mM (punto 12.4 delatabla 2.3.3) (F).

Finamente los cromosoma fueron fijados (seccion 2.3.8.1) y platinados unidireccionamente con
un angulo de inclinacion de 20° (A), (B), (E) y (F) o 10° (C) y (D) (seccién 2.3.9.2). La barra
representa 600 nm.
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La figura 3.2.8 muestra una seleccion de estos cromosomas platinados
unidireccionamente en las tres condiciones especificadas. Podemos ver que los
cromosomas en presencia de 1.7, 5y 10 mM de MgCl, presentan sus crométidas en un
estado compacto muy similar. Aunque e éangulo de platinacion es diferente para cada
cromosoma, las sombras proyectadas de sus cuerpos nos dan unaidea aproximada del buen
estado de sus crométidas, que aparentemente no presentan un aplastamiento significativo.

En la seleccidon de imégenes mostrada, también podemos distinguir las bolas de
l&tex de 90 nm de diametro, que nos permitieron calcular €l angulo aparente de platinacién
para cada muestra (ver seccion 2.4.2.1).

Latabla 3.2.4 nos indica la altura aparente calculada de forma individual para cada
cromosoma. Este valor se determind a través de la expresion (7) descrita en la seccion
2.4.2.3.1. El vaor promedio de todas las aturas aparentes calculadas fue de 0.59 + 0.13
um.

Si imaginamos la seccion de la cromatida como una seccion circular, también
deberiamos tener en cuenta en € céculo de la adtura € radio de la crométida, ya que las
longitudes de las sombras proyectadas se midieron a partir de la base de la crométida y no
desde € centro (recordar secciéon 2.4.2.3.1). Si consideramos € radio de una crométida en
presencia de Mg*" como 0.265 pm (ver seccién anterior) y aplicamos la férmula descrita en
(6) (seccidn 2.4.2.3.1), entonces €l valor promedio de la atura de las crométidas es de 0.72
+12 um.

Sin embargo, o mas probable es que durante el proceso de extension sobre las
rgjillas, los cromosomas se vieran un tanto aplanados y que por tanto la seccion de las
crométidas tenga forma de évalo. Entonces, aplicando la formula detallada en (9) de la
seccion 2.4.2.3.2, € nuevo vaor promedio seriade 0.62 + 0.11 pum.

Los vaores promedio presentados hasta ahora se calcularon teniendo en cuenta el
diametro de las bolas platinadas. Aplicando los factores de correccion detallados en (12) y
(13) (seccion 2.4.2.3.3) los cuales tienen en cuenta e diametro de las bolas sin platinar, los
valores corregidos de la altura de | as cromatidas segln su seccion seacircular o en formade

ovalo serian de 0.66 y 0.56 um respectivamente.
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Tabla 3.2.4

Deter minacion de la altura aparente de las cromatidas a partir de

cromosomas platinados unidir eccionalmente (um)

Bolas de latex Cromatidas

Condicion®  Micrografia n° be’ Led tgos’ Led hap?
MgCl,1.7 mM 3549 2 0.10 0.215 0.47 1.03+0.10 048
MgCl,5 mM 3558 2 0.10 0.142 0.70 0.73+0.17 051
3559 3  0.093+0.011 0.148 + 0.010 0.63+ 0.08 0.85+0.04 054

3561 2 0.098 0.17 0.57 0.93+0.08 0.4

3562 4 0.096 + 0.005 0.155 + 0.010 0.62 + 0.02 0.84+0.12 0.55

3572 7 0.098 + 0.004 0.285+ 0.021 0.34+0.02 230+£0.19 0.79

3573 4 0.098 + 0.005 0.315+ 0.035 0.31+0.02 215+0.15 0.67

3576 4 0.099 + 0.003 0.335+ 0.017 0.29 + 0.02 1.81+0.11 053

MgCl,10 mM 3579 4 0.099+ 0.002 0.186 + 0.002 0.54+0.00 091+0.12 049
3582 6 0.097 + 0.005 0.147 + 0.023 0.67 +0.13 1.23+0.22 0.83

Promedio dela altura aparente: 0.59+ 0.13

& Los cromosomas fueron obtenidos y tratados segln el procedimiento descrito en la figura anterior. La platinacion
se efectud de manera unidirecciona con diferentes angulos de inclinacion.

® Numero de bolas de latex examinadas.

¢ Promedio de los didmetros experimental es de | as bolas de |atex platinadas.

4 Promedio de |as longitudes experimentales de las sombras provocadas por la deposicion unidireccional del platino
sobre las diversas bolas de |1&tex. La medida se obtuvo desde la mitad de la bola hasta el final de la sombra.

¢ Tangente del angulo aparente. Célculo realizado mediante la expresion matemética tgo= dex / Lex (SECCION
24.21).

" Promedio de las longitudes experimentales de las sombras de la crométida. En este caso, la medida se realizé
desde la base de la crométida hasta el final de la sombra, teniendo en cuentala direccion del haz de platino.

9 Altura aparente de la crométida. El calculo se obtuvo aplicando la expresion matemética ha= tgota X Lex. cromatica
(seccion 2.4.2.3.1).
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Tabla3.2.5

Estimacion de la altura delas cromatidas a partir delos datos de la tabla
anterior (um)

¢ bolasdelatex 0.1 um ¢ bolasdelatex 0.09 pm
hapa hcb hoc hc’d ho’e
0.59+0.13 0.72+0.12 0.62+0.11 0.66 0.56

2 Promedio de la altura aparente.

®Y ¢ promedio de la altura de la crométida suponiendo una seccion circular (b) o una seccién en forma de
ovalo (c). En caso de b e calculo se obtuvo aplicando la expresion matemética he = (L ex cromatidat 1) X 190Lap,
siendo r € radio de la crométida en presencia de Mg®* (0.265 pm). Por lo que se refiere a ¢, se utilizo la
expresion hy = Ley cromaida X 190ea, €N la cua tgoyey fue calculada mediante un método gréfico. Tanto en b
como en ¢, la tgog Y la tgoe Se calcularon a partir del diametro experimental de las bolas de latex
platinadas (= 0.1 um, tabla 3.2.4). Paraver méas detalles ver la seccién 2.4.2.3.

d¥ e Altura corregida suponiendo una seccion circular (d) o una seccion en forma de 6valo (€), pero en este
caso utilizando como didmetro, el calculado a partir de bolas sin platinar (= 0.09 um). Ency d se aplicaron
los factores de correccion hy = 0.92 h.y hy = 0.91h,, respectivamente. El calculo detallado de estos factores
de correccion, seindicaen laseccion 2.4.2.3

Las diversas estimaciones efectuadas de |a altura de las crométidas se muestran en la
tabla 3.2.5. Todos estos vaores, comparados con € valor promedio del diametro de las
crométidas en presencia de Mg®* (0.53 + 0.06 um, tabla 3.2.3) nos indican que las
cromaidas no se encuentran en absoluto aplastadas en nuestras preparaciones

mi croscopi cas.

3.2.8.3 Concentracion local de DNA

La concentracion loca de DNA se define como la masa de DNA por unidad de
volumen de la estructura biol égica que contiene dicho DNA. En nuestro caso, la estructura
biolégica es e cromosoma, y para cacular su volumen se utilizd los diametros de las
crométidas en presencia de poliaminas y de Mg?* determinados en la seccién 3.2.8.1y las

longitudes de las crométidas dadas por diversos autores (ver tabla 3.2.6). En estos célculos
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se aplicd la formula V = © r? L, ya que las crométidas se consideraron como cilindros
regulares. En cuanto a la masa para cada cromosoma los valores se obtuvieron de
Internacional Human Genome Sequencing Consortium (2001).

El promedio de la concentracion local de DNA en los cromosomas humanos en
presencia de poliaminas o Mg®* fue de 0.21 y 0.18 g/ml respectivamente. Estos valores son
un poco superiores a promedio hallado de forma experimental por diversos laboratorios
(0.17 g/ml) (Daban 2000; ver seccion 1.3.3).

Tabhla 3.2.6

Estimacion dela concentracion local de DNA en los cromosomas

humanos
Referencia Cromosomas Longitud (um) Volumen (um®? DNA (pg)> Concentracion de
DNA (g/ml)
Lewin (2000) n° 22 20 0.39-0.44 0.052 0.13-0.12
Manuelidisy Chen (1990) n°1 7.2 1.41-1.59 0.30 0.21-0.19
Pientay Coffey (1984) n°4 315 0.62-0.70 0.21 0.34-0.30
Stryer (1995) 46 (cdulas 200 39.3-44.1 7.08 0.18-0.16
diploides)
Sumner (2003) 46 (céulas 200 39.3-44.1 7.08 0.18-0.16
diploides)
Wagner et al. (1993) n°16 3.0 0.59-0.66 0.11 0.19-0.17

Promedio dela concentracion del DNA (g/ml) :  0.21-0.18

& Célculos efectuados teniendo en cuenta los didmetros de las crométidas en presencia de poliaminas (0.50 pm) y de
Mg* (0.53 um) determinados en este trabgjo (ver tabla 3.2.3) y las longitudes de las crométidas dadas por diversos
autores. En estos calculos las crométidas se consideran cilindros regulares sin tener en cuenta los estrechamientos del
centromero ni las formas redondeadas de | os extremos.

®\/alores obtenidos de Internacional Human Genome Sequencing Consortium (2001).
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3.3 Estructura global de los cromosomas en diferentes

medios

Después de la observacion por microscopia electronica de los cromosomas
obtenidos en diferentes medios y condiciones, nuestros resultados indican que es posible
agrupar la estructura globa de éstos en tres grandes categorias. compactos, granulados y
fibrosos.

En muchas de las muestras observadas, |0s cromosomas no presentaban un solo tipo
de morfologia, sino que habia una mezcla de estructuras globales con una cierta dominancia
de alguna de las tres formas. No obstante, la dominancia de una de estas morfol ogias sobre

las otras dos dependia del tipo de medio en el cua se hallaban.

Tabla3.3.1

Estructura de los cromosomas en diver sos medios

Estado del cromosoma Condiciones finalestipicas que producen estas
estructuras
Compacto Pipes5 mM pH 7.2, NaCl 5 mM, MgCl, 1.7-40 mM?
Extendido granular Pipes 5 mM pH 7.2, NaCl 5 mM, MgCl, 0-1.25 mM"

Muy extendido fibroso Pipes 0.1 mM pH 7.2, MgCl, 0-0.1 mM*©

@ En todos los experimentos este tampdn contenia ademéas sacarosa 50 % y EGTA 1 mM. También se
observan cromosomas compactos en: (1) Pipes5 mM pH 7.2, NaCl 20 mM, KCI 120 mM, MgCl, 1.7-20 mM
(o CaCl, 20 mM); (2) TEA 50 mM pH 7.5, KCI 25 mM, MgCl, 5 mM, CaCl, 1 mM; (3) TEAB 90 mM pH
8.6, NaCl 80 mM, sacarosa 50 %; (4) TEA-HCI 15 mM pH 7.5, NaCl 20 mM KCI 80 mM, espermina 0.2
mM, espermidina 0.5, EDTA-KOH 2 mM, EGTA 0.5 mM, sacarosa 50%. (5) Fosfato 5-10 mM pH 7.5, ATP
5-10 mM, NaCl 20 mM, KCI 120 mM, MgCl, 3-10 mM.

® También se forman cromosomas granulados en presencia de: (1) Pipes 5 mM, NaCl 5 mM, EDTA 10 mM,
50% sacarosa; (2) Pipes 5 mM, NaCl 20 mM, KCl 120 mM; (3) TEAB 90 mM pH 8.6, MgCl, 1.7 mM; (4)
TEA 7.5 mM pH 7.5, KCI 40 mM, espermina 0.1 mM, espermidina 0.25 mM; (5) Citrato sédico 26 mM pH
7.8.

¢ Los cromosomas tratados con (1) H,O sin tampones, y (2) TEA 0.15 mM pH 7.5, NaCl 0.2 mM KCI 0.8
mM, espermina 0.002 mM, espermidina 0.005 mM, también producen estructuras fibrosas.
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3.3.1 Cromosomas compactos

La morfologia compacta es € tipo de estructura méas abundante cuando observamos
los cromosomas en condiciones idnicas similares a las fisiolégicas. En estos medios
estructurantes de fuerza ionica alta, con elevadas concentraciones de iones monoval entes,
divalentes y/o poliaminas (ver tabla resumen 3.3.1), los cromosomas se caracterizan por
tener unas cromatidas muy densas y compactas, sobretodo en la parte central (ver figuras
3.3.1, 3.3.2, 3.3.3 y 3.3.4). Debido a esta compactacion el surco central entre crométidas
apenas es perceptible. El borde de los cromosomas esta formado por una serie de replanos
imbricados (ver figuras 3.3.2 y 3.3.3) sugiriendo que la estructura global del cromosoma
esta formada por agrupaciones de planos cromatinicos superpuestos |os unos con |os otros.

En estos cromosomas, también podemos ver |a existencia de otras morfologias. Asi
por gemplo, en el interior de los cromosomas de lafigura 3.3.2B y D y en la periferia de

los cromosomas de la figura 3.3.4 podemos apreciar la existencia de pequefios cuerpos en
formade granulos.

Figura 3.3.1. Cromosomas metafasicos aidados mediante un gradiente de sacarosa escalonado en PME-

MgCl, 5 mM (seccién 2.2.2.5). A continuacion, la muestra fue extendida, fijada y platinada segin el
procedimiento habitual (secciones 2.3.5.1, 2.3.8.1y 2.3.9.1, respectivamente). La barra representa 600 nm.
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Figura 3.3.2. Ampliacion de cromosomas obtenidos segin el mismo procedimiento que el indicado en
lafigura anterior. El tiempo de exposicién de las micrografias B y D fue superior respecto al de Ay C.
Barra: 600 nm.
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Figura 3.3.3. Cromosomas aislados a partir de un gradiente de sacarosa en PME-MgCl, 5 mM (seccion
2.2.2.5) y depositados en rejilla por centrifugacion (seccion 2.3.5.1). A continuacién, los cromosomas fueron
sometidos a un cambio de medio con Pipes 5 mM pH 7.2, NaCl 5 mM, MgCl, 10 mM, sacarosa 50% (punto
3.4 de latabla 2.3.3 ). Los procesos de fijacion y platinacién se reaizaron de la manera habitual (seccién
2.3.8.1y 2.3.9.1). Lamicrografia D tiene un tiempo de exposicion superior a la micrografiaC. En A 'y B la
barra representa 600 nm mientras que en C y D representa 300 nm.
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Figura 3.3.4. Cromosomas aislados a partir de un gradiente de sacarosa en poliaminas (A) y (B)
(seccién 2.2.2.5) o obtenidos en medio hipoténico y TeaKMC-MgCl, 5 mM (C) y (D) (seccion
2.2.2.3.1). Después de extender la muestra en la rejilla (seccién 2.3.5.1) los cromosomas fueron fijados

(ver seccion 2.3.8.1 en caso de A y B, 0 seccion 2.3.8.2 para C y D) y finamente platinados (seccion
2.3.9.1). Labarrarepresenta 600 nm.
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3.3.2 Cromosomas granulados

Cuando disminuimos la fuerza iénica del medio donde se hallan los cromosomas
(ver tabla 3.3.1) estos empiezan a perder su elevado nivel de compactacion y muestran una
morfologia més granulada.

En caso de los cromosomas obtenidos en poliaminas, a bajar ligeramente la fuerza
idnica, las crométidas presentan un aspecto granuloso causado por unos corpusculos
esféricos de aproximadamente 100 nm de diametro. A diferencia de los cromosomas
compactos, en esta condicion se puede distinguir € surco central entre crométidas (figura
3.35).

Estos resultados indican que pequefias diferencias en los procesos experimentales
pueden dar lugar a diferencias morfolégicas en el aspecto de los cromosomas. En las
mismas condiciones globales de la figura 3.3.5, también obteniamos cromosomas con un
aspecto como el mostrado en las figuras 3.3.6 y 3.3.7. En estos cromosomas, desaparecen
los cuerpos de 100 nm de didmetro, pero aparece un tipo de granulado maés periférico y de
tamafio mas pequefio (30-40 nm de diametro).

Al disminuir ain més las condiciones idnicas (ver tabla 3.3.1), la granulacion en los
cromosomas se vuelve muy abundante (ver figuras 3.3.8, 3.3.9, 3.3.10, 3.3.11, 3312y
3.3.13). Los granulos de 30-40 nm, son muy evidentes sobretodo en la periferia. En el
interior del cromosoma también se aprecian estos granulos, aungue la gran cantidad de
éstos hace que no los podamos ver con claridad. Estos cuerpos circulares vistos
microscopio electronico, tienen las mismas caracteristicas estructurales que las observadas
con pequefios fragmentos de cromatina de eritrocitos de pollo estudiadas previamente en
nuestro laboratorio (ver seccion 1.2.3). En las condiciones de fuerza idnica mas baja
también se puede observar cuerpos del tamafio de nucleosomas (figuras 3.3.8, 3.39 y
3.3.12) incrementando de esta manera el aspecto granulado de las crométidas.

Pese a la dominancia de la morfologia granulada en estas condiciones también
aparecen elementos de los otros dos tipos de estructura global. Asi por giemplo es facil
encontrar elementos compactos y placas en las partes centraes de algunas crométidas
(figuras 3.3.6, 3.3.7, 3.3.8, 3.39, 3310 y 3311), y en las periferias de agunos
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cromosomas también podemos observar la presencia de largas fibras de cromatina
compuestas por cuerpos de 30-40 nm de didmetro (ver figuras 3.3.8, 3.3.9y 3.3.12).

Figura 3.3.5. Cromosomas metafasicos obtenidos en medio de poliaminas (seccién 2.2.2.2).
La extension de la muestra sobre rgjilla, fijacién y posterior platinacion, se realizé segin el
procedimiento descrito en las secciones 2.3.5.1, 2.3.8.2 y 2.3.9.1. La barra representa 600
nm.
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Figura 3.3.6. Cromosomas metafasicos obtenidos en medio de poliaminas (seccién 2.2.2.2). Aunque los
procedimientos de obtencion y tratamiento de la muestra son los mismos que los realizados en la figura
anterior, los experimentos de los cuales se obtuvieron las muestras son distintos. La barra representa 600
nm.
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Figura 3.3.7. Ampliacion de un cromosoma metafasico procedente de la misma rejilla que
los cromosomas mostrados en lafigura anterior. La barraindica 600 nm.
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Figura 3.3.8. Cromosomas aislados a partir de un gradiente de sacarosa en PME-MgCl,
5 mM (seccion 2.2.2.5) y depositados en rejilla por centrifugacion (seccion 2.3.5.1).
Estos cromosomas fueron sometidos posteriormente a un cambio de medio con Pipes 5
mM pH 7.2, NaCl 5 mM, EDTA 10 mM, sacarosa 50% (punto 3.1 delatabla2.3.3). La
fijacion y la platinacion se realizd de la manera habitual (secciones2.3.8.1y 2.3.9.1). La
barra representa 600 nm.
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Figura 3.3.9. Ampliacion de dos cromosomas metafasicos procedentes de la misma rejilla de microscopia
electrénica, que los cromosomas expuestos en la figura anterior. Barra: 600 nm.
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Figura 3.3.10. Cromosomas aislados a partir de un gradiente de sacarosa en PME-
MgCl, 5 mM (seccion 2.2.2.5) y depositados en rejilla por centrifugacion (seccion
2.3.5.1). Después de someter a los cromosomas a un cambio de medio en Pipes 5 mM
pH 7.2, NaCl 5 mM, MgCl, 0.5 mM (punto 12.3 de la tabla 2.3.3) éstos fueron fijados y
platinados de la manera habitual (secciones 2.3.8.1y 2.3.9.1). La barra representa 600
nm.
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Figura 3.3.11. Cromosomas aislados a partir de un gradiente de sacarosa en PME-
MgCl, 5 mM (seccion 2.2.2.5) y extendidos en rejilla por centrifugacion (seccion
2.35.1). En esta ocasién, el cambio de medio fue con citrato sodico 26 mM pH 7.8
(punto 5.3 delatabla 2.3.3). Lafijacién y platinacion de las muestras de nuevo se realizd
segUin el procedimiento habitual (secciones2.3.8.1y 2.3.9.1). Labarraindica 600 nm.
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Figura 3.3.12. Los cromosomas mostrados en esta figura, fueron aislados,
extendidos, fijados y platinados, segin e mismo procedimiento que € detallado
en las Ultimas cuatro figuras. El cambio de medio se realizd con Pipes 5 mM pH
7.2, NaCl 5mM (punto 4.1 de latabla 2.3.3). La barra representa 600 nm.
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Figura 3.3.13. Cromosomas metafasicos aislados, extendidos, fijados y
platinados de igual modo que el descrito en las Ultimas cinco figuras. El
cambio de medio en esta ocasién fue con TEAB 90 mM pH 8.6, MgCl, 1.7
mM (punto 4.0 de latabla 2.3.3). Labarra representa 600 nm.
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3.3.3 Cromosomas fibrosos

En condiciones ionicas de muy baja concentracion (ver tabla 3.3.1), los cromosomas
presentan un estado extendido con gran abundancia de fibras que se proyectan hacia el
exterior de sus crométidas. La gran mayoria de estas fibras tienen un didmetro de 30-40 nm
y estédn formadas por los mismos cuerpos de 30-40 nm observados en los cromosomas
granulados (ver figuras 3.3.14, 3.3.15, 3.3.16, 3.3.17, 3.3.18, 3.3.19, 3.3.20y 3.3.21).

La frecuencia de aparicion de estas fibras esté4 directamente relacionada con la
fuerza i6nica del medio. Asi en presencia de iones estructurantes como e Mg*, las
croméatidas alin conservan un aspecto denso y compacto y en las periferias los cuerpos de
30-40 nm son muy abundantes. Sin embargo, en estas condiciones, las primeras fibras se
empiezan a formar, aunque éstas no son muy abundantes y tampoco excesivamente largas
(ver figuras 3.3.14 y 3.3.15).

En los medios donde no hay cationes monovalentes ni divalentes, e aspecto
dominante de los cromosomas es € fibroso. Incluso también se observa una gran
abundancia de nucleosomas (figuras 3.3.16, 3.3.17 y 3.3.18).

Finalmente, cuando los cromosomas se tratan con un medio exento de iones (agua
milliQ) se presentan con un aspecto fibroso espectacular (ver figuras 3.3.19, 3.3.20 y
3.3.21). Se observa una multitud de fibras de 30-40 nm saliendo de las crométidas, muy
fusionadas entre ellas. Incluso los cromosomas tienen las crométidas considerablemente
alargadas en forma de fibra. Ademas estas estructuras fibrosas presentan un fondo muy rico
en nucleosomas.

En estas condiciones de dominancia de la morfologia en forma de fibra, €l interior
de las crométidas tiene un aspecto muy granulado. En agunas micrografias (ver por

gjemplo figura 3.3.20) incluso se pueden apreciar algunos elementos en forma de placa.
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RESULTADOSY DISCUSION

Figura 3.3.14. Cromosomas aislados a partir de un gradiente de sacarosa en PME-MgCl, 5 mM (seccién
2.2.2.5) y depositados en rejilla por centrifugacion (seccion 2.3.5.1). A continuacion, 1os cromosomas fueron
sometidos a un cambio de medio con Pipes 0.1 mM pH 7.2, MgCl, 0.1 mM (punto 5.1 de la tabla 2.3.3).
Finalmente fueron fijados (seccion 2.3.8.1) y platinados rotacionalmente (seccion 2.3.9.1). La barra representa
600 nm.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Figura 3.3.15.
Cromosomas metafasicos
aislados, extendidos,
fijados y platinados de
iguad manera que los
cromosomas de la figura
anterior. El cambio de
medio fue con Pipes 0.1
mM pH 7.2, MgCl, 0.1
mM (punto 5.1 de la
tabla 2.3.3). La barra
representa 600 nm.
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RESULTADOSY DISCUSION

Figura 3.3.16. Cromosomas metafasicos aislados, extendidos, fijados y platinados de igual modo que los
mostrados en la figura 3.3.14. El cambio de medio se efectud con Pipes 0.1 mM pH 7.2 (punto 12.1 de latabla
2.3.3). Barra: 600 nm.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Figura 3.3.17.
Cromosomas metafésicos
obtenidos y tratados segin
el mismo procedimiento
que el descrito en la figura
3.3.14. El cambio de medio
también se redizd con
Pipes 0.1 mM pH 7.2
(punto 5.0 de la tabla
2.3.3). La barra representa
600 nm.
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RESULTADOSY DISCUSION

Figura 3.3.18. Ampliacion de un cromosoma metafasico procedente de la misma rgjilla que los
cromosomas mostrados en la figura anterior. La barra representa 600 nm.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Figura 3.3.19. Cromosomas metafasicos sometidos a un cambio de medio en H,O (punto
3.0 de la tabla 2.3.3). La muestra fue obtenida, extendida, fijada y platinada segin €l
procedimiento detallado en lafigura 3.3.14. Labarra representa 600 nm.
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RESULTADOSY DISCUSION

Figura 3.3.20. Ampliacion de un cromosoma metafésico procedente de la mismarejilla que los mostrados
en lafiguraanterior. La barrarepresenta 600 nm
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RESULTADOS Y DISCUSION

Figura 3.3.21. Cromosoma metafésico procedente de la misma rejilla que los cromosomas mostrados
en lasfiguras 3.3.19 y 3.3.20. La barra representa 600 nm
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