Localizacién in situ de heterocromatina

-ADN satélite- en cromosomas humanos *

INTRODUCCION

a técnica para localizar hete-
Lrocromatina constitutiva, de la
variedad respectiva (ADN satélite),
surgié de los trabajos de Jones (1)
y Pardue y Gall (2). Con ellos
se mostr6 claramente que el ADN
satélite, marcado radioactivamente,
hibridizada in situ con regiones
complementarias en los cromosomas.
Las zonas de hibridos formados
de esa manera estaban localizadas
alrededor, del centrémero. El hecho
notorio de que esas regiones tienden
en muchas oportunidades esponta-
neamente a colorearse mas intensa-
mente cuando se usa el colorante
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de Giemsa, llevé a pensar y desarro-
llar técnicas que permitieran realizar
dicho fenémeno (3, 4). Esto se
ha logrado empleando el mismo
procedimiento que el seguido por
Pardue y Gall usando como agente
desnaturalizador del ADN el calor
o el NaOH seguida de renaturaliza-
cién en buffer adecuado por periodos
de tiempo variables.

MATERIAL Y METODOS

Cultivos de leucocitos de
varios pacientes procesados en
forma rutinaria fueron empleados
como base del presente trabajo
y tratadas luego las preparaciones
de acuerdo a la técnica descrita
por Arrighi y Hsu (4) con ligeras
modificaciones. En esencia consiste
en tratar las células con RNAsa

previa hidrélisis de las mismas
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con HCl 0.2N. El agente desnatura-
lizador empleado fué en todos los
NaOH 0.07N de
renaturalizacion  durante la
noche en 2 x SSC (5).
empleada de

Pardue y Gall en el hecho de

casos seguida

toda
La técnica
difiere la seguida
por
no ser auto-radiografica sino cito-qui-

mica.

RESULTADOS Y DISCUSION

La heterocromatina aparece
practicamente en todos los cromoso-
mas en la regién centromérica,
Sinembargo, una mirada mas detenida
permite ver que la cantidad de Ia
misma no es igual en todos ellos.
(Figuras N¢s, 1y 2).

Presentan un

bloque mayor

heterocromatina los cromosomas
1,16, un par del grupo C, un par

del grupo D y el cromosoma Y.

El
forma constante un bloque hetero-

cromosoma 3 muestra en

cromatico menor que el que presenta
1,
aprecia en el 2. (Figura N2 3).

el pero mayor que el que se

El

presenta

grupo B de cromosomas

cantidades pequefias

de heterocromatina, en forma muy

similar para cada uno de los pares.

El grupo C despliega cantidades

variables de heterocromatina en
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cada uno de sus cromosomas; es
notorio un bloque de mayor tamafio
en uno de ellos, como fue anotado

antes.
El grupo D de cromosomas
presenta un patrén diferente para

cada uno de sus pares; los contenidos
de heterocromatina parecen decrecer
hasta llegar a ser poco ostensible
en uno de ellos. (Figura N2 4),

El 16

un bloque grande de heterocromatina,

cromosoma presenta
localizado sobre los brazos largos,
en tanto que el tamafio del mismo
es menor para el 17 y el 18 locali-
zandose en éste ultimo preferencial-
mente sobre los brazos cortos.

En el grupo F la distincion es
dificil y

pares presentan

aparentemente  ambos
bloques visibles

localizados centroméricamente,

En el grupo G el contenido
de heterocromatina es mayor aparen-
temente en un par. (Figura N2 4).

Notorio es el hecho de no
revelarse heterocromatina en sitio

diferente a la regién del centrémero,

con excepcién del cromosoma Y
que presenta heteropicnosis en
la porcién distal de los .brazos

largos. (Figuras Nos. 2 y 4). Este
fenomeno es de gran interés dado
concuerda exactamente

que con

A
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FIGURA N?1 Cariotipo correspondiente a una célula femenina. Ngtese
la constancia en la localizacién de la heterocromatina
repetitiva en la regién centromérica.
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FIGURA N° 2 Cariotipo correspondiente a una célula masculina. Se observa
el mismo patrén que en la Figura N? 1. El cromosoma Y
muestra clara heteropicnosis en la porcién distal de sus brazos largos.
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los resultados obtenidos en los

estudios de fluorescencia con el
cromosoma Y humano (6). Sinembargo,
aparentemente, los resultados que
ésta nueva técnica arroja parecen
dada
gama de patrones demostrada para
todos De

lado, en el cromosoma Y es posible

mas ventajosos la amplia

los cromosomas. otro

demostrar siempre  eucromatismo

en la porcién proximal de los brazos

largos, el centromero y los brazos
cortos. Esto dltimo se muestra
importante como punto de partida
para dilucidar la evolucién de
dicho cromosoma, dado que se
piensa que originalmente era un

eucromatico pequefio que fue aumen-
tando su tamafio por translocaciones
de

observaciones

heterocromatina autosomica;
en ese sentido se
desprenden de estudios realizados
en mamiferos primitivos del orden
Marsupialia y una especie de primates
en donde no ha sido posible encon-
trar dimorfismo en los cromosomas
sexuales (7).

Por otra parte,en la confrontacién
de las dos técnicas es significativo
el hecho de que patrones de fluores-
cencia para todos los cromosomas
solo se ha descrito en muy pocas
especies de mamiferos, y en practi-
camente todas, con excepcién del

gorilla gorilla, no se encuentra

fluorescencia en el cromosoma Y (8).

Por el contrario, la localizacién
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in situ de ADN repetitivo con la
técnica descrita es mas universal
como se desprende de los resultados
obtenidos en ratén (3, 4), en especies

de los 6rdenes Marsupialia, Carnivora,

Insectivora y Primates diferentes
al hombre (9), con un patrén de
comportamiento y localizacién

muy similar al discutido aqui. Esto
concuerda plenamente con el gran
nimero de informaciones existentes
en la literatura

de ADN satélite
especies (10, 11, 12).

sobre presencia

en diferentes

En cuanto al cromosoma X se

refiere, no revela comportamiento

especial heteropicnético con ésta
técnica debido a que la heterocroma-
tina puesta aqui de presente es
del tipo constitutive y no facultativo,
lo cual ha sido demostrado ya en
estudios de cromosomas sexuales
de hembras de Microtus Agrestis (13).
clara

La diferenciacién de

los dos pares de cromosomas G
se presenta como un hecho importan-
te para dilucidar el discutido problema
de

ese grupo con fenotipos muy simila-

si existen dos trisomias en
res o si todos los casos corresponden

a trisomia de un solo par. (14).

Estudios por desarrollar deben
la visualizacién de la
de
preferencialmente en la

mostrar si

heterocromatina naturaleza

repetitiva
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FIGURA N°4 Composicién fotografica de cromosomas del grupo D, del
grupo G y cromosoma Y cormrespondientes a cuatro células

diferentes. Ver texto.

" 0 P
FIGURA N?3 Cromosomas r{el grupo FIGURA N°5 Profase. Las flechas estan indicando
A correspondientes a porciones teloméricas en los cromosomas

cuatro  células diferentes. con heteropicnosis. Igualmente es notorio la heteropic-

nosis centromérica en algunos cromosomas.
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region centromérica es constante
para los diferentes periodos de la
vida celular. Es sabido que el ADN
encerrado en los cromosomas se

encuentra mas compacto, plegado
y condensado durante la metafase,
mucho mds si es de naturaleza
repetitiva; esto facilitaria su renatu-
ralizaciéon y la mejor visualizacion
de

0 menor

la heterocromatina cuya mayor
densidad debe estar en
relacion directa con el grado de
contraccién que ha sufrido el cromo-
soma durante el tratamiento. Estudios
futuros podran cuantificar los conte-
nidos relativos de este tipo particular
de

de ellos.

heterocromatina en cada uno

Sinembargo, debe tenerse presen-
te la posibilidad de que cistrones
de ADN repetitivo en menor cuantia
que los presentes en la proximidad
del

otros

puedan estar
del
y que estadios diferentes en la

centromero en

segmentos cromosoma

divisién  celular, modificaciones

al procedimiento tecnico y una
situacién de mayor ‘‘Desplegamiento’’
En

valioso

puedan ponerlos de presente.

ese sentido, podria ser
revelarlos a nivel de los telémeros,
en donde podrian cumplir una funcién
“limitantes’’ o ‘‘delimita-
de individualidad del

cromosoma. (15). (Figura N2 5),

como de

dores’’ la
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RESUMEN

Se presenta un trabajo en base
a la nueva técnica de localizacidn
in situ de heterocromatina constitu-
tiva de tipo repetitivo (ADN satélite).
Se discute su constancia y valor
para diferenciar los pares de cromo-

somas del grupo D, G, A y cromosoma

Y. Se insiste en la posible
universalidad del procedimiento,
confrontado con las restricciones

que presenta la técnica de la fluores-
cencia con quinacrina, aparentemente
limitada su positividad a primates

superiores.

SUMMARY

This paper presents the results
of a work based on a new technique
for ““in situ’’ localization of consti-
tutive heterochromatin of the repetiti-
ve type (satéllite DNA). We discuss
its constancy and value to differen-
the of
groups A, D, G and Y chromosome.

tiate chromosomal

pairs
We point out the possible universa-
lization of the new technical procedure
vis a vis the restriccions presented
by the

technique which, apparently, gives

fluorescent quinacrine

a positivity limited to higher primates.
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