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MODELO DE INFORME DE PRACTICA DE LABORATORIO

|. Cardtula:

1.1 Universidad, Facultad y Escuela Académico Profesional:

1.2 Semestre:

1.3 Titulo del informe (el de la guia de experimentacion)

1.4 Curso: Biologia Molecular

1.5 Docente: Mg. Blga. Jessie De La Cruz Lazo

1.6 Estudiante: (nombres y apellidos)

1.7 Fecha de entrega: (segun lo acordado con el docente-una semana
después de la prdctica de laboratorio)

Il. Objetivos (Copie los objetivos de la guia de experimentacion)

lll. Fundamento tedrico (Complemente el fundamento cientifico de la guia de
experimentacion)

IV.Equipos, materiales y reactivos (Dibuje y coloque el nombre de los equipos,
materiales y reactivos, que utilizd durante la experimentacion. En su defecto se
puede incluir fotografias de los diversos materiales utilizados)

V. Procedimientos (Explique por escrito y en forma grdfica cada experimento
realizado)

VI.Resultados (Elabore una tabla en la que se especifiquen: el niUmero de
experimento, titulo del experimento y resultados particulares)

VIl. Conclusiones (3 como minimo)

VIIl. Cuestionario (Estas preguntas se encuentran en la parte final de la guia de
experimentacion, respdndalas en forma concreta y clara)
IX. Referencias bibliogrdficas (en orden alfabético) Ejemplo:

Karp, G. (2011). Biologia Celular y Molecular. Conceptos y experimentos. 6% ed.
Meéxico D. F.: Mc Graw Hill.

EL INFORME DEBE SER:

¢ Manuscrito
e Grupal

* Entregado en la fecha y hora indicada por el docente, en un félder manila de
color celeste, forrado: félder de informes de prdactica en el laboratorio.

e Preciso
¢ Ordenado

* Limpio
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INTRODUCCION

El desarrollo de la ciencia y la tecnologia en estos Ultimos anos ha tocado all
mundo de las ciencias de la salud. Tanto asi que una de las dreas que mds se ha
desarrollado gracias a los nuevos adelantos tecnoldgicos es la Genética Humana,

en especial la Citogenética.

La escasa bibliografia especializada y textos de consulta en esta drea motivo
a elaborar la presente GUIA DE PRACTICA DE LABORATORIO que servird como una
guia bdsica para comprender los principales métodos de estudio citogenético que
se realizan en la prdactica clinica. El esquema y contenidos de la presente guia estdn
ordenados en funcién al Programa de la asignatura de Citogenética que forma
parte de la curricula del estudiante de la Escuela Académico Profesional de
Tecnologia Médica en la Especialidad de Laboratorio Clinico y Anaftomia

Patoldgica.

Con las practicas disenadas en esta guia los estudiantes podrdn aprender y
adquirir las competencias que les permitan aplicar estas metodologias en un
laboratorio de citogenética clinica, asi mismo permitird a los estudiantes tener una
formacidén prdctica importante que podrd aplicar en la realizacién de trabajos de
investigacion que involucren procedimientos de diagndstico de las alteraciones
cromosdmicas numéricas y estructurales que ocurren en un gran nUmero de

patologias que aquejan al ser humano.
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GUIA DE PRACTICA

Practica N° 1: INTRODUCCI(’)I:I A UN LABORATORIO DE
CITOGENETICA

SECCION: oo, Fecha: ..../.....[...... Duracién: .... minutos

Nombres y apellidos: ........uiiieiiiiieee e

Instrucciones: En equipos de trabajo los estudiantes desarrollan cada una de las actividades lanteadas,
para ello lee las indicaciones con detenimiento para y presenta r un informe de la practica mas el
desarrollo de su cuestionario.

1. PROPOSITO: Conocer la importancia del laboratorio e citogenética.

2. CONCEPTOS BASICOS:

El laboratorio de citogenética es una herramienta importante para el campo de la
citogenética, para poder investigar, los frastornos cromosdémicos constituyen una
categoria importante de enfermedades genéticas, las anomalias cromosdmicas
representan una gran parte de pacientes con malformaciones congénitas,
discapacidad intelectual e infertilidad o aborto habitual.

Para los pacientes con neoplasias malignas hematoldgicas u oncoldgicas, las pruebas
citogenéticas desempenan un papel clave en el diagndstico, el prondstico, la
seleccion y el seguimiento del tratamiento. A medida que se identifican los marcadores
tumorales y se crean los tfratamientos dirigidos, 1os resultados de las pruebas realizadas
en el laboratorio de citogenética son una valiosa adiciéon a la informacion clinica y
patoldgica.

Estudio del ordenamiento de los cromosomas de una célula metafdsica de acuerdo a
su tamano y morfologia, permitiendo detectar alteraciones numéricas y estructurales,

siendo su limite de deteccién de aproximadamente 5 MB.

3. CUESTIONARIO
a) Investigue que equipos se require para un laboratorio de citogenética
b) sCudl es la importancia de la implementaciéon de un laboratorio de Citogenética
en un hospital?

c) sCudleslaimportancia de los studios citogenéticos?

ucontinental.edu.pe | 6
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Practica N°2: ESTUDIO DE LA CROMATINA SEXUAL

SECCION: e, Fecha: ..../.....[...... Duracion: .... minutos

NOMBIes Y APEllIOS: ..veveieeieeeeeeeeee e

Instrucciones: En equipos de trabajo los estudiantes desarrollan cada una de las actividades planteadas,
para ello lee las indicaciones con detenimiento para y presenta r un informe de la préctica mdés el
desarrollo de su cuestionario.

1. PROPOSITO:

Explica la estructura de la cromatina y diferencia entre eucromatina y heterocromatina.

2. CONCEPTOS BASICOS:

CROMATINA SEXUAL: Es bien sabido que las mujeres poseen dos cromosomas X y 10s
hombres solo fienen uno. Durante la mayor parte de este siglo sabemos que el
cromosoma X contiene muchos genes codificadores de proteinas importantes. Asi, las
mujeres tienen dos copias de cada gen ligado al cromosoma X, mientras que los
hombres Unicamente poseen una copia.

Se sabe desde los comienzos de este siglo que las células masculinas difieren de las
femeninas normales por su complemento de cromosomas sexuales, pero no se verificd
hasta 1921 con el descubrimiento de una diferencia entre las células masculinas y
femeninas, visibles en la interface. El Dr. Barr de la universidad de Westeer Ontario y su
alumno E. G. Bertram, observaron la existencia de una pequena masa de cromating,
reconocida ya previomente, pero mal interpretada, que se situaba en el nicleo de
algunas células nerviosas; esta masa era muy frecuente en las mujeres y en cambio,

muy rara en los hombres; se conoce en la actualidad con el nombre de Cuerpo de Barr.

3. EQUIPOS/MATERIALES Y REACTIVOS A UTILIZAR EN LA PRACTICA:
a. Materiales:
e Matraz 250ml

¢ Probeta 100ml
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¢ Pipetas Volumétricas de 5mly 10ml
* Pipetas Pasteur de 3 ml

* Frascos color caramelo 100 ml

* Baguetas

* Papel Filtro

e Embudo

e Espdtulas

b. Reactivos

e Alcohol etilico absoluto 200 ml
e Fteretilico 100 ml
e Acido Clorhidrico gp 100 ml
e Fucsina bdsica 39

e Acido fenico 5% 200 ml
e Acido Acético glacial 10 ml
e Formol 40% 10ml
e Agua Destilada 200m|
c.- Equipos:

¢ Balanza Analitica

NOTAS DE SEGURIDAD: El estudiante no deberd comer, ni beber en las horas précticas
HIPOTESIS: El corpUsculo de Barr es positivo en las mujeres.

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL:

TECNICA DEL CARBOL FUCSINA:

a.- Toma de Muestra:

Se recomienda que se haga un enjuague bucal, o se haga una higiene bucal

utilizando una gasa, previa al momento de toma de muestra.

Utilizando una ldmina portaobjetos limpia se hace un raspado de la mucosa oral, y luego

se hace un frotis sobre una ldmina portaobjetos, evitando retornar la Idmina por el mismo
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lugar del extendido
b.- Fijacion:
Una vez tomada, la muestra colocar la Iédmina en un frasco (Koplins) que contenga all
fijador durante 15 minutos como tiempo minimo, aunque lo podemos dejar por mds
fiempo (1 semana) sin que la muestra se deteriore.
c.- Hidrdlisis:
Dejar secar, y luego colocarlo en un frasco (Koplins) que contenga el HCI 5N por un
tiempo de 10 segundos o mds, dependiendo del tiempo de fijacién.
d.- Lavado:
Una vez retirada la muestra de la Solucion de Hidrdlisis, pasar al frasco (Koplins) que
contenga Agua Destilada o Agua simple para detener la accidn del HCL.
e.- Coloracion:
Luego del lavado, la Idmina es cubierta por el colorante Carbol Fucsina. El tiempo de
coloracion dependerd fundamentalmente del grado de madurez y/ o tiempo de
preparado el colorante. Tiempo promedio 5 a 10 minutos.
f.- Decoloracion:
Luego la ldmina deberd ser pasada sucesivamente en dos frascos (Koplins) que
contenga Alcohol Etilico 70% y Alcohol Etilico 100%, a manera de lavados rdpidos.
g.- Observacién al Microscopio:
Una vez seca la l[dmina se procede a observar en el microscopio primero con objetivo
de 10X para seleccionar el campo a estudiar y luego se pasa a objetivo de 100X para
readlizar el recuento de corpUsculos de Barr siguiendo un criterio el conteo

preestablecido.

ucontinental.edu.pe | 8
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RESULTADOS:

CRITERIOS PARA EL RECUENTO DE CORPUSCULOS DE BARR

e Se considera como cromatina X (CorpUsculo de Barr) solamente el corpuUsculo
Heteropicndtico que se encuentra situada periféricamente y pegado a la cara interna
de la membrana nuclear (carioteca).

e Se debe contar solo los ndcleos que tengan membrana nuclear completa y cuya
cromatina este finalmente distribuida asi presente o no el corpusculo de Barr, para luego
sacar el porcentaje de CB observados en la muestra. Para esto se deberd contar no
menos de 100 nUcleos.

* No entran en el recuento los nUcleos que estén superpuestos o plegados.

e No enfran en el recuento los nicleos cuya cromatina sea heteropicndtica y
distribuida de forma irregular.

e No entran en el recuento los nucleos vacuolizados, ni nlcleos que estén
contaminados por gérmenes.

NOTA: En el recuento de los CORPUSCULOS DE BARR no solo se deberd tener en cuenta
el numero de corpusculos presentes si no también se deberd poner especial interés en la
morfologia y el tamano del corpUsculo. Las formas de corpUsculo pueden ser
redondeados, triangulares, frapezoidales, barra, etc. Pero siempre pegados a la
membrana nuclear. Se pondrd atencion también al tamano, si es demasiado pequeno
o demasiado grande ya que en estos casos se asocian con una delecion o
isocromosoma del X, que deberd ser necesariamente confirmado con el estudio de

cariofipo.

VALORES NORMALES

Mujeres: 20 — 40%
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8. CONCLUSIONES:

9. CUESTIONARIO:
sExisten Metodologias alternas para la observacion del CB, mencione las ventajas y
cudl es el tipo de muestra a utilizar?
sCudles son las Hipdtesis de Mary Lyon?

5Como se produce la Inactivacién molecular del Cromosoma X2

Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces recomendados

1.- Resumen de la evolucién de las técnicas de citogenética y genética molecular para la identificacién de las
alteraciones genéticas del desarrollo  embrionario. M.L.  Martinez-Fernéndez, M.D. Sdnchez-lzquierdo.
Semergen.2010;36(9):520-525

2.- Robert F. Muller, lan Young. EMERY’S GENETICA MEDICA. Editorial Marban. 2009

3.- J. Solari y Col. GENETICA MEDICA. Ed. Manual Moderno. 2010.

4.- Thompson J. Thompson M. GENETICA MEDICA. Ed. Salvat. 2010
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GUIA DE PRACTICA

Prdctica N° 3: INTERPRETACION DEL ESTUDIO DE LA CROMATINA
SEXUAL

SECCION: weeeeeeeeeeeeeeeeee, Fecha: ..../.....[...... Duracion: .... minutos

NOMBIes Y QPEllIOS: ..vvveeieieieeeeeeee e

Instrucciones: En equipos de trabajo los estudiantes desarrollan cada una de las actividades
planteadas, para ello lee las indicaciones con detenimiento para y presentar un informe de la prdctica
mds el desarrollo de su cuestionario.

1.

PROPOSITO:

Explica la estructura de la cromatina y diferencia entre eucromatina y heterocromatina.

CONCEPTOS BASICOS:

En 1949 Barr y Bertfram descubrieron una masa de cromatina sexual en células en
interfase femenina y no masculina que inicialmente las mal denominaron SATELITES DE
NUCLEOLO. A esta observacion le siguid el desarrollo de una técnica sencilla que
permitia detectar los Cuerpos de Barr en células de mucosa oral. Lo que llevo a la
conclusién que las mujeres son CB positivas vy los varones CB negativos en condiciones

normales.

Actualmente se sabe que el corpuUsculo de Barr representa uno de los cromosomas X de
las células de las hembras, el X que contempla su réplica, mds tarde que su homdlogo y

queda condensado e inactivo genéticamente a lo largo de las interfaces.

En 1959 Ohno, Kaplan y Kinosita demostraron que la cromatina X corresponde a la
condensacién de uno solo de los cromosomas X en la mujer. Cuando un cromosomad o
parte de este difiere de la mayoria en un ciclo de condensacién, se dice que exhibe
heteropicnosis, por lo tanto, el cuerpo de Barr es el resulfado de la heteropicnosis

positiva de un cromosoma X durante la interfase.

La INACTIVACION EL CROMOSOMA X fue explicada en 1961 por Mary Lyon quien detalla

lo que se denomina en general "LA HIPOTESIS DE LYON", basa su hipétesis en parte sobre

uvcontinental.edu.pe | 11
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observaciones genéticas de los genes ligados al cromosoma X que determinan el color

de la piel del ratén y en parte sobre datos citolégicos.

e En las células somdaticas de las hembras de los mamiferos, solo un cromosoma X es
activo. El segundo cromosoma X esta condensado e inactivo y aparece en las
células en la interfase como cromatina sexual.

e Lainactivacion se origina al comienzo de la vida embrionaria (149ve dia).

e Fl cromosoma X INACTIVO puede ser indistintamente un X paterno o materno (Xp y
Xm) en células diferentes del mismo individuo; pero una vez inactivado un
cromosoma X en una célula, este permanecerd inactivo en todos los descendientes

de dicha célula. En otfros términos, la inactivacién es ALEATORIA, pero FIJA.

Como consecuencia de la inactivacion del cromosoma X, todas las mujeres tienen dos
poblaciones distintas de células: una poblacién posee un cromosoma X activo
procedente del padre y la otra posee un cromosoma X activo de la madre. Al tener dos

poblaciones de células, las mujeres son mosaicos para el cromosoma X.

Aungue la inactivacioén es aleatoria entre las células que constituyen el embridén, en las
células que formaran el tejido extraembrionario sélo se inactiva el cromosoma X
procedente del padre. Aungue la inactivacidén del cromosoma X es permanente en
todas las células somdticas de la mujer, el cromosoma X inactivo debe reactivarse en la
linea germinal de las mujeres, de modo que cada évulo recibird una copia activa del

Cromosoma.

XIST codifica para un RNA de 17kb poliadenilado que no se traduce y es inestable (200 a

1000 / célula). También se transcribe Tsix.

XIST es un gen localizado dentro de una regién denominada XIC (Xq13.2). Unos pocos

genes del cromosoma X inactivo, 15% permanecen activos, incluyendo el gen XIST.

ucontinental.edu.pe | 12



Gestion Curricular
Citogenética

XIST se expresa en ambos

cromosomas X en . o
hembras. N\ _

El RNA Xist se distribuye y
cubre el cromosoma X que
lo sintetiza

RNA XIST RNA interactua

con factores de
estabilizacion

Factores bloquean la
expresion de XIST del X
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L1 LINE enriquecido en cromosoma X de Humano y raton. Lyon propuso
que estos L1 LINEs pueden ser elementos propagadores (correlacion
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3. EQUIPOS/ MATERIALES Y REACTIVOS A UTILIZAR EN LA PRACTICA:

a.- Materiales
e Puente de coloraciéon
e Embudo de vidrio

e Koplins

b.- Reactivos
e Colorante Carbol-Fucsina (solucion de trabajo)
e Alcohol- Eter efilico v/v
e HCI5N
e Alcohol Etilico 96°
e Papel Filtro
e Ldminas Portaobjetos

e Marcador de vidrio

c.- Equipos
e Microscopio Binocular
e Aceite de inmersidn

e EqQuipo de limpieza de microscopio

Gestion Curricular
Citogenética

4. NOTAS DE SEGURIDAD: El estudiante no deberd comer, ni beber en las horas prdcticas.

5. HIPOTESIS: El corpUsculo de Barr es positivo en las mujeres.

6. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL:

uvcontinental.edu.pe | 14
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7. Observacidn al microscopio:

Una vez seca la ldmina se procede a observar en el microscopio primero con objetivo de
10X para seleccionar el campo a estudiar y luego se pasa a objetivo de 100X para
realizar el recuento de corpUsculos de Barr siguiendo un criterio el conteo

preestablecido.

Los corpuUsculos de Barr se identificardn como una masa heteropicnética pegada a la

membrana nuclear. Ver esquemas (abajo)

NUCLEOS CON UN CB NUCLEOS CON DOELE CB

8. RESULTADOS:

Podemos observar en el PMN, el de la derecha presenta el corpuUsculo CB en la forma de

Palillo de Tambor, mientras que el de la izquierda no.

uvcontinental.edu.pe | 15
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9. CONCLUSIONES:

10. CUESTIONARIO:

a. Paciente con fenotipo femenino con corpusculo barr positivo 12%. Escriba usted el o los
probables cariotipos. Asi como su Dx. citogenético.

b. Paciente con fenotipo femenino con corpusculo barr Unicos 25% y corpUsculos barr
dobles 15%. Escriba usted el o los probables cariotipos. Asi como su Dx. citogenético.

c. Paciente con fenotipo femenino con corpuUsculo barr positivo 10%, pero estos
corpusculos son pequenos. Escriba usted el o los cariotipos probables, asi como su
diagndéstico citogenético.

d. Paciente con fenotipo femenino con corpuUsculo de barr positivo 28%, pero estos
corpusculos son grandes. Escriba usted el o los cariotipos probables, asi como su Dx.
citogenético.

e. Paciente con fenotipo femenino con corpusculo barr doble 25% y corpusculo barr triple
22%. Escriba usted el o los cariotipos probables, asi como su Dx citogenético.

f. Recién nacido con genitales ambiguos con corpuUsculo barr positivo 30%. Escriba usted
el o los probables cariotipos, asi como sus Dx citogenético.

g.Recién nacido con genitales externos femeninos, con ecografia que evidencian
testiculos, presenta corpuUsculo barr negativo. Escriba usted el o los probables cariotipos,

asi como los Dx. citogenéticos.
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h. Recién nacido con genitales externos masculinos, con ecografia que evidencian
ovarios, presenta corpUsculo barr positivo 25%. Escriba usted el o los probables
cariotipos, asi como los Dx. citogenéticos.

i. Paciente con fenotipo masculino presenta corpusculo Barr Unico positivo 26% pero
ademds presenta doble corpuUsculo Y. Escriba usted el o los probables cariotipos, asi

como los Dx citogenéticos.

Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces recomendados

1.- Resumen de la evolucién de las técnicas de citogenética y genética molecular para la identificacién de las
alteraciones genéticas del desarrollo embrionario. M.L.  Martinez-Ferndndez, M.D. Sdnchez-lzquierdo.
Semergen.2010;36(9):520-525

2.- Robert F. Muller, lan Young. EMERY’S GENETICA MEDICA. Editorial Marban. 2009

3.- J. Solari y Col. GENETICA MEDICA. Ed. Manual Moderno. 2010.

4.- Thompson J. Thompson M. GENETICA MEDICA. Ed. Salvat. 2010
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GUIA DE PRACTICA
Practica N° 04: PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO CELULAR

SECCION: weeeeeeeeeeeeeeeee, Fecha: ..../.....[...... Duracion: .... minutos

Nombres y apellidos: ...

Instrucciones: En equipos de trabajo los estudiantes desarrollan cada una de las actividades
planteadas, para ello lee las indicaciones con detenimiento para y presentar un informe de la prdactica
mds el desarrollo de su cuestionario.

1. PROPOSITO:
Discrimina y desarrolla los diferentes métodos de preparacién de medios de cultivo celular

para el estudio cito genético, su aplicacién y utilidad.

2. CONCEPTOS BASICOS:

Para el estudio Citogenético (Estudio Cromosdmico) es necesario que las células estén en
divisidon celular (Mitosis) ya que los cromosomas sdlo podrdn ser analizados, de acuerdo a
su morfologia y patréon de bandas, cuando las células estén en el estadio de metafase.

Algunas células de nuestro organismo normalmente pueden estar en un proceso de
proliferacién y diferenciacion por lo que no es necesario estimularlos para que entren en
division celular; pero otras células como los linfocitos de sangre periférica como son
células ya diferenciadas requieren de un estimulante mitégeno para que entren en

mitosis.

MEDIOS DE CULTIVO
Los medios de cultivo celular son compuestos que contienen: Aminodcidos, vitaminas vy
cofactores, enzimas y coenzimas, sales, iones, indicadores de pH. Todo lo necesario para

que la célula pueda dividirse in vitro.

Existen distinfos medios de cultivo los cuales se seleccionardn dependiendo del tipo de
muestra o tipo de célula a cultivar y lograr que estos respondan adecuadamente con un

crecimiento celular, asi tenemos:
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a. MEDIO McCoy's 5 MODIFIED: Utilizado con mas frecuencia para
 Sangre periférica (Linfocitos).

* Cultivo de Médula Osea

b. MEDIO Tc 199: Utilizado en condiciones especiales
« Deficiencia de dcido fdlico.
Para el estudio de Cromosoma X fragil.

« Utilizado también para el cultivo de sangre periférica (Linfocitos).

c. MEDIO Ham F10 o Ham F12: Utilizado con mds frecuencia para:
e Cultivo de piel.
* Cultivo inicial de liquido amnidtico (células fetales)

 Cultivo de tumores (células neopldsicas)

d. MEDIO RPMI 1640: Utilizado para:
* Sangre periférica (Linfocitos)

 Cultivo de tumores (células neopldsicas)

e. MEDIO DE CULTIVO CHANG B + CHANG C: Utilizado para:
e Cultivo de vellosidades coriales.
 Cultivo de liguido amnidtico (células fetales)

 Cultivo de tumores (células neopldsicas)

f. MEDIO AMNIOMAX: Utilizado para:
e Cultivo de vellosidades coriales.

 Cultivo de liguido amnidtico (células fetales)

SUPLEMENTOS:
Ademds del medio de cultivo base las células requieren para su crecimiento y division
celular de suplementos, los cuales serdn utilizados dependiendo del tipo de células que

se desea cultivar. Asi tenemos:
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a. SUERO BOVINO FETAL (SBF): Se utiliza a diferentes concentraciones:

e Para el estudio de X fragil al 5%

« Para Cultivo de Sangre Periférica y cultivo de Medula Osea al 20%.

e Para Cultivo de Liguido Amnidtico (células fetales) al 30%.

b. PENICILINA + ESTREPTOMICINA: utilizado como antibidtico para impedir la
contaminacién bacteriana.

c. FUNGIZONA: Utilizado como antimicdtico en caso que fuera necesario.

d. L - GLUTAMINA: Utilizado para mejorar el crecimiento celular.

e. FITOHEMAGLUTININA (PHA): Utillizado solo en caso de cultivo de sangre periférica

(linfocitos) como un estimulante mitogénico.

. EQUIPOS Y MATERIALES:
a.- Equipos:
e Balanza andalitica
e Agitador mecdnico

e pHmetro

b. Materiales:
e Probeta 100 ml
e Matraz 250 ml
e Pipetade 5mly 10 ml
e Bagueta
e Filtro millipore estéril 0,22 micras
e Jeringas de 20 m

e Jeringas de 10 ml

c. Reactivos:
e Colchicina

e Cloruro de Potasio
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e Fosfato Monopotdsico: KH2PO4

e Tripsina 1/250

e Metanol gp

e Acido Acético Glacial gp

e Medio de Cultivo RPMI 1640 (Gibco Lab)
e Suero Bovino Fetal (Gibco Lab)

e Penicillina + estreptomicina (Gibco Lab)
e |-Glutamina (Gibco Lab.)

e Fitohemaglutinina (Gibco Lab)

e Colorante Giemsa

e Agua destilada

e Alcohol etilico absoluto

e NaOH gp (perlas)

4. NOTAS DE SEGURIDAD: El estudiante no deberd comer, ni beber en las horas practicas

5. HIPOTESIS: Los medios de cultivo requieren de suplementos y factores que favorecen el
crecimiento y divisiéon de la célula.

6. PROCEDIMIENTO:
PREPARACION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO:
Este procedimiento se sigue cuando el Medio de Cultivo base (McCOY'S 5A Modified,
RPMI 1640, F10, F12, etc.) estd en polvo.
a. Pesar la cantidad de gramos de medio a preparar. Eiemplo: Preparacién
del Medio McCOQOY's 5A Modified. Pesar 12gr Para un volumen de 1000ml.
b. Disolver lo pesado en el volumen respectivo de agua bidestilada y agitar en un vortex
por 10 minutos o agitar manualmente.
c. Se pesa Bicarbonato de Sodio COsHNa. Cada medio de cultivo requiere una cantidad
adecuada de COsHNa. Ver lista de preparacion de reactivos.

d. Se adiciona el COsHNa al frasco y seguir con la agitacion.
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e. Se adiciona el Suero Bovino Fetal al medio en la concentracién necesaria para cada
cultivo. Ej.: Para 1000mI McCQOY's se le adiciona 250ml (SBF 20%).

f. Adicionar al medio 2cc de Penicilina + Estreptomicina por cada 100ml de medio a
preparary continuar con la agitacién por 5 minutos.

g. Ajustar el pH del medio a 7.0 £ 0.2 utilizando HCI 1N o OHNa 1N. Generalmente se
utilizan los medios a este pH, pero en algunos casos como cultivo de células fetales (LA)
se usa pH dacido 6.0 £0.2.

h. Para el caso de cultivo de Sangre (linfocitos) se adicionard la PHA tipo M en proporcion
de 2cc/100ml de medio preparado. Se recomienda adicionar la

PHA después de esterilizado el medio y en el momento de su uso.

i.La esterilizacién del Medio de Cultivo: Se realiza solamente por filtracién al vacio
utilizando Filtros Millipore de 0.22um.

j- Conftrol de Esterilidad: Una vez filtrado todo el medio se recomienda alicuotar en frascos
de 50ml o 100ml y se confrola la esterilidad colocando los frascos en estufa a 370C por 24
a 48hrs. NOTA: Si el Medio cambia de color (amarillo) o se observa una turbidez o fldculos
es mejor desechar los frascos porque probablemente estdn contaminados.

k. Finalmente, los medios de cultivo se guardan en congelacion a -4.0 o -20.0 hasta su uso.

7. RESULTADOS

e Los medios de cultivo, reactivos y colorantes deberdn prepararse de acuerdo a
como esté indicado para cada tipo de cultivo.

e Se deberd realizar la siembra con la mayor esterilidad posible.

e No deberdn ser modificados los tiempos o rangos de centrifugacién ni las
temperaturas incubacién inadecuadamente.

e Deberd tenerse en cuenta que son muchas las causas que interfieren con el normall
desarrollo de la mitosis y que incluso producen alteraciones cromosdmicas. Estos
agentes interferentes pueden ser de naturaleza fisica como los rayos X, la Luz

Ultravioleta, cambios bruscos de temperatura, campo magnético u ondas sonoras.

uvcontinental.edu.pe | 23



|= Gestion Curricular

Citogenética

8. CONCLUSIONES:

9. CUESTIONARIO:
e 5Qué ofros inhibidores mitdticos se pueden utilizar en el cultivo de linfocitos?
e 5Qué ofros estimulantes mitogénicos se pueden utilizar en el cultivo de linfocitos?
e ;Como actian especificamente los estimulantes mitogénicos?
e 5Qué ofras soluciones hipotdnicas se pueden utilizar en el cultivo de células para el

estudio cromosémico?

Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces recomendados

1.- Resumen de la evolucién de las técnicas de citogenética y genética molecular para la identificacién de las
alteraciones genéficas del desarrollo embrionario. M.L.  Martinez-Fernédndez, M.D. Sdnchez-lzquierdo.
Semergen.2010;36(9):520-525

2.- Robert F. Muller, lan Young. EMERY’S GENETICA MEDICA. Editorial Marban. 2009

3.- J. Solari y Col. GENETICA MEDICA. Ed. Manual Moderno. 2010.

4.- Thompson J. Thompson M. GENETICA MEDICA. Ed. Salvat. 2010

5.- Estudio del cariotipo humano. Aplicacion en la vida prenatal y postnatal en una clinica de reproduccién

asistida. Tesis para optar Titulo Bidloga. Maria de JesUs Gaytdn Garcia. UNAM.México. 2009
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GUIA DE PRACTICA
Practica N° 5: CULTIVO DE CROMOSOMAS - LINFOCITOS

SECCION: weeeeeeeeeeeeeeee, Fecha: ..../...../ ...... Duraciéon: .... minutos

NoMbres Y QpellidOs: ....uvveeiiiieeeeeeeeeeeeee e

Instrucciones: En equipos de trabajo los estudiantes desarrollan cada una de las actividades
planteadas, para ello lee las indicaciones con detenimiento para y presentar un informe de la prdctica
mds el desarrollo de su cuestionario.

1. PROPOSITO:
Desarrolla la técnica de cultivo de linfocitos para obtener los cromosomas metafisicos

humanos, realiza la preparaciéon de cromosomas metafisicos.

2. CONCEPTOS BASICOS:
Una de las alteraciones genéticas frecuentes, se debe a un defecto en los cromosomas
ya seda por una alteracién del nUmero o una alteracion en su estructura (deleciones,
translocaciones, inserciones, etc.); esta causa de alteracion genética motivé a los
investigadores a desarrollar técnicas de cultivo que permitieran el estudio de los
cromosomas. Asi desde la década del 50 se desarrollaron técnicas de cultivo celular lo
cual permitié a Soe Thio y Albert Levan en 1956 demostrar una preparacion a través del
cual se podia observar separadamente cada uno de los cromosomas. Este
descubrimiento hizo posible hacer el recuento del niUmero de cromosomas y estudiar su
configuracién individual. Como resultado de estas investigaciones se concluyd que el
humano tenia un nUumero diploide de cromosomas, (46) puesto que antes se
consideraba que eran 48 cromosomas. Esta observacion fue confirmada por Ford vy

Hamerton.

Mds tarde reportes de ofros investigadores presentaron técnicas que aumentaban
grandemente la fineza de la preparacion de los cromosomas. Un ejemplo de estos

hallazgos es la adicion de Phitohemaglutinina (PHA) en el medio de cultivo celular. La
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PHA es un extracto salino de un tipo de frijol rojo llamado Phaseolus vulgaris. La PHA fue
originalmente utilizada dentro de su capacidad para producir hemoaglutinacion. Mds tarde,
Nowell descubrié su propiedad mitdégenica.

Para el estudio Citogenético es necesario que las células estén en divisidn celular (Mitosis) ya
que los cromosomas sélo podrdn ser analizados, de acuerdo a su morfologia y patrén de

bandas, cuando las células estén en el estadio de metafase.

Por ello aprenderemos la metodologia para la obtencién de metafases a partir de un Cultivo

de Sangre Periférica (Linfocitos), para luego hacer la observacion directa de los cromosomas

3. MATERIALES Y EQUIPOS
a.- Equipos:
e Cdmara de Flujo Laminar

e Mechero de Bunsen

b. Materiales:
e Pipeta estéril de 5mly 10 ml
e Jeringas de 5 ml
e Jeringas de 10 ml
e Jeringade 1 ml
e Agujas descartables 21 X 1"
e Lligadura
e GCradillas de tubos
e Tubos Estériles Falcon de 15 ml

Frascos de cultivo estéril Falcon de 50 ml 1

c. Reactivos:
e Medio PB- Max Kariotyping Medium
e Medio RPMI Completo
e Suero Bovino Fetal

e Fitohemaglutinina
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e Alcohol etilico absoluto
e Algododn

e Heparina sédica 2,500 Ul

4. NOTAS DE SEGURIDAD: El estudiante no deberd comer, ni beber en las horas prdcticas.

5. HIPOTESIS: La citogenética requiere que las células estén en divisién celular para el estudio
de los cromosomas.

6. PROCEDIMIENTOS:

TOMA DE LA MUESTRA:

Se obtiene 5ml de sangre venosa teniendo en cuenta todas las medidas de
bioseguridad, con una jeringa previamente cargada con 0.1 ml de heparina sédica.
Tomada la muestra se deja la jeringa en posicidon vertical con la aguja hacia abagjo el

fiempo necesario para que sedimente el paquete globular.

SIEMBRA DE LA MUESTRA:

Se elimina el paqguete globular de la jeringa, dejdndose la interfase entre el paquete
globular y el plasma, donde se encuentra la mayor cantidad de gldbulos blancos que se

utilizaran para la siembra.

Se adiciona al frasco de cultivo 1 a 1.5ml de la muestra (plasma + elementos celulares).
Mezclar suavemente y cerrar herméticamente el frasco de cultivo. Se deja en incubacién
en una estufa a 37°C por 72 horas. Todo el procedimiento de la siembra se debe realizar
en absoluta esterilidad, diariamente se debe de mezclar el frasco de cultivo y observar si
hay cambios de color del medio o turbidez que nos indicariac una probable

contaminacion.

7. RESULTADOS:
Los cultivos luego de la siembra e incubacion deberdn permitir un crecimiento adecuado
de los linfocitos. La division celular de los linfocitos puede ser evaluada subjetivamente por

el cambio de color del medio (ligeramente amarillo) por cambio de pH del medio.
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8. CONCLUSIONES

9. CUESTIONARIO:

1.- 8Qué pasaria si las muestras son tomadas con otro anticoagulante (EDTA, Citrato,
Oxalato, Etc.)2 gPor qué?

2.- 5Como se debe transportar o enviar las muestras a los laboratorios de citogenética si
estdn a distancias de 24 o 48 horas?

3.- 3Qué pasaria si los cultivos se cosechan a las 24 o 48 horas de la siembra?

Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces recomendados

1.- Resumen de la evolucién de las técnicas de citogenética y genética molecular para la identificacién de las
alteraciones genéticas del desarrollo  embrionario. M.L.  Martinez-Fernédndez, M.D. Sdnchez-lzquierdo.
Semergen.2010;36(9):520-525

2.- Robert F. Muller, lan Young. EMERY’S GENETICA MEDICA. Editorial Marban. 2009

3.- J. Solari y Col. GENETICA MEDICA. Ed. Manual Modemo. 2010.
4.- Thompson J. Thompson M. GENETICA MEDICA. Ed. Salvat. 2010

5.- Estudio del cariotipo humano. Aplicacion en la vida prenatal y postnatal en una clinica de reproduccién
asistida. Tesis para optar Titulo Bidloga. Maria de Jesus Gaytdn Garcia. UNAM.México. 2009
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GUIA DE PRACTICA

Practica N° é: CULTIVO DE LINFOCITOS: COSECHA Y
PREPARADO DE EXTENDIDOS

SECCION: woeeeeeeeeeeeeeeee, Fecha: ..../...../ ......Duraciéon: .... minutos

NoMbres Y QpellidOs: ....uvveeiiiiieeeeeeeee e

Instrucciones: En equipos de trabajo los estudiantes desarrollan cada una de las actividades planteadas,
para ello lee las indicaciones con detenimiento para y presentar un informe de la prdctica mds el
desarrollo de su cuestionario.

1. PROPOSITO:
Adquirir conocimientos sobre el manejo de técnicas citogenéticas que les puedan servir
para la identificacion y diferenciaciéon cromosémica; e integrarse en los grupos de
investigacion de servicios de genética en hospitales, institutos de investigacién, salud

publica, Etc.

2. CONCEPTOS BASICOS:
En estos cultivos las células crecen libres en el medio (en suspensidn), sin adherirse a las
paredes del recipiente en que se encuentran. Las condiciones de cultivo varian de
acuerdo al tipo de anomalia sospechada y a las caracteristicas que se deseen
observar. Se pueden utilizar diferentes clases de medio, los mds apropiados incluyen:
RPMI 1640, Medio Esencial Minimo (MEM) y medio TC 199; a los cuales se les adiciona
suero fetal bovino (SFB) inactivado, que proporciona enriquecimiento al medio; como

estimulante mitogénico se adiciona fitohemaglutinina (PHA).

En presencia de la PHA, los linfocitos pequenos se transforman en células
indiferenciadas grandes, denominadas bldsticas, que tienen nicleo redondo uno o dos

nucleolos, citoplasma basdfilo y entran en la primera mitosis a las 48 horas de cultivo.

Oftro hallazgo fue el uso de Colchicina, una sustancia derivada del Autumn crocus que
tiene un efecto especifico de inhibicién mitdtica deteniendo la divisién en el estadio
de metafase. Esto permite la acumulacién de células en metafase en el
cultivo. Hughes y Hsu reportaron que el pre-tratamiento de las células en
mitosis con una solucidn hipotdnica causaba la absorcidn de liquido y el
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hinchamiento de la célula, facilitando la separacién de los cromosomas.
Moorehead vy colaboradores fueron los primeros en describir el método

del cultivo de linfocitos de sangre periférica.

3: EQUIPOSY MATERIALES:

a.- Equipos:

Cenftrifuga de tubos
Estufa a 37°C

Bafo Maria

Vortex

Refrigeradora

b. Materiales:

Pipeta pasteur de vidrio de 3 ml
Pipetas de 5 ml

Propipetas

Micropipeta de 10-100 ul
Puntas amarillas

Gradillas de tubos

c. Reactivos:

Metanol absoluto gp
Acido Acético Glacial gp
Cloruro de Potasio

Colchicina

4. NOTAS DE SEGURIDAD: El estudiante no deberd comer, ni beber en las horas prdacticas.

5. HIPOTESIS: La identificacién y diferenciacion cromosémica se realiza en etapas de la

metafase.
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6. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL:

COSECHA DE LA MUESTRA:

1.- Cumplida las 72 horas se saca el frasco de cultivo de la estufa y se agregar
100ul de Colchicina al 0.1ugr/ml. Mezclar suavemente e incubar en estufa a 37°C
por 50 minutos.

2.- Cenfrifugar a 1000rpom por 10min. Luego utilizando una pipeta Pasteur,
decantar o eliminar el sobrenadante y homogenizar el sedimento o Pellet.

3.- Luego agregar éml de Cloruro de Potasio 0.075M (solucion Hipotdnica) y agitar
bien el Pellet usando la pipeta Pasteur por 2 6 3 minutos. Se colocard el tubo en la

estufa a 37°C durante 10 minutos.

NOTA: El tiempo de exposicidn en la solucién Hipotdnica no deberd exceder en ningln

caso mds de 15minutos.

4.- Sacar el tubo de la estufa y agregar de 5 a 8 gotas de fijador Carnoy (recién preparado),
para detener la accién de la solucién Hipotdnica. Mezclar suavemente usando
una pipeta Pasteur.

5.-Luego se centrifuga a 1000rpm por 10min. Utilizando una pipeta Pasteur eliminar el
sobrenadante y resuspender el Pellet. Agregar 5ml de fijador Carnoy, el Ter ml
agregarlo gota a gota, el resto puede hacerse mds rdpido.
6.-Utilizando una pipeta Pasteur agite y deje fijdndolo por 30 minutos a To

ambiente. NOTA: En este paso puede dejarse fijando el cultivo por 24h (0 mds
tiempo si fuera necesario) a To de refrigeracion. Luego se centrifuga a
1000rom por 10min y se procede con los siguientes pasos.

7 -Eliminar el sobrenadante y resuspender el Pellet usando una pipeta Pasteur. Se adicionard
5ml de fijador y nuevamente centrifugar a 1000 RPM. Se repite este paso 3 veces
a manera de lavados con fijador.

8.-El Pellet obtenido finalmente se debe resuspender con 1 a 2 ml. de fijador (esta canfidad
puede variar dependiendo de la canfidad de Pellet) hasta obtener una

suspensidn opalescente.
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PREPARACION DE LAMINAS:

Las ldminas portaobjetos son limpiadas previamente con una mezcla de alcohol y acetona, se

almacenardn en la nevera hasta el momento de su empleo

La preparacion de las [dminas se obtiene anadiendo 3 6 4 gotas de la suspension final sobre
las ldminas portaobjetos a una distancia de 20 a 30cm de altura y soplar para
obtener un extendido homogéneo. Secar la I&dmina usando un mechero de

alcohol.

7. RESULTADOS:

COLORACION Y OBSERVACION DE LAMINAS:

e Se prepara la solucidn colorante de Giemsa al 4% en un Koplyns.
e Seintroducen las Idminas y dejarlo por espacio de 6 minutos.

e Enjuagar con agua destilada y secarlo usando papel filtro.
La metafase seleccionada deberd ser una metafase aislada y que presente los cromosomas

separados, no sobrepuestos, para lograr una facil visualizacién

8. CONCLUSIONES:
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9. CUESTIONARIO:

3Qué sucederd si nuestra muestra es incubada por mas de 15 minutos (30 minutos 0 mdas) con la

Solucién Hipotdnica?

3Qué sucederd si nuestra muestra es incubada por mds tiempo (1h30m o mds) o menos tiempo (15

a 30 minutos) con la colchicina?

Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces recomendados

1.- Resumen de la evolucién de las técnicas de citogenética y genética molecular para la identificacién de las
alteraciones genéficas del desarrollo embrionario. M.L.  Martinez-Fernédndez, M.D. Sdnchez-lzquierdo.
Semergen.2010;36(9):520-525

2.- Robert F. Muller, lan Young. EMERY’S GENETICA MEDICA. Editorial Marban. 2009

3.- J. Solariy Col. GENETICA MEDICA. Ed. Manual Moderno. 2010.

4.- Thompson J. Thompson M. GENETICA MEDICA. Ed. Salvat. 2010

5.- Estudio del cariotipo humano. Aplicacién en la vida prenatal y postnatal en una clinica de reproduccién

asistida. Tesis para optar Titulo Bidloga. Maria de Jesus Gaytdn Garcia. UNAM.México. 2009
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GUIA DE PRACTICA
PRACTICA N° 7: TECNICAS DE BANDEO CROMOSOMICO

SECCION: oo, Fecha: ..../...../ ...... Duraciéon: .... minutos

NomMbres Y QpellidOs: ....uvveeiiieeeeeeeeeeee e

Instrucciones: En equipos de trabajo los estudiantes desarrollan cada una de las actividades
planteadas, para ello lee las indicaciones con detenimiento para y presentar un informe de la prdactica
mds el desarrollo de su cuestionario.

1. PROPOSITO:

Identificar y diferenciar las técnicas de bandeo cromosémico.

2. CONCEPTOS BASICOS:
Hasta antes del ano de 1970 no era posible estudiar los cromosomas bandeados sino
s6lo de manera convencional. Pero en la actualidad se conocen varias técnicas de
bandeo cromosdémico que permiten identificar individualmente los cromosomas, lo cual
facilita la identificacion de una alteracidon cromosdémica numérica y especialmente

demostrar la presencia de alteraciones cromosémicas estructurales.

3. MATERIALES Y
EQUIPOS a.-
Equipos:
e Microscopios con objetivo 100X
e Bafo Maria
e Estufaincubadora 37°C
e pHmetro

e Refrigeradora

b.- Materiales:
e Pipeta estériide 5mly 10 ml

e Propipetas
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e Probeta de 50 ml

e Aceite de inmersion

e Material de limpieza de microscopios
e Koplins de vidrio o pldstico

e Gradilla de I&dminas de pldstico o metal

c. Reactivos:
e KH2P04 (Fosfato monopotdsico)
e NaOH (hidréxido de sodio) gp (perlas)
e Indicador de pH
e Solucion Salina Fisioldégica CINa 0.9%
e Agua destilada

e Colorante Giemsa
4. NOTAS DE SEGURIDAD: El estudiante no deberd comer, ni beber en las horas prdcticas.

5. HIPOTESIS: La identificacion y diferenciacion de las técnicas de bandeo cromosémico se

realiza en etapas de la metafase.

6. PROCEDIMIENTO:

6.1. TECNICA DE BANDAS Q:

Primera metodologia utilizada, desarrollada por Casperson, en 1970 quien utilizo mostaza de
quinacrina para luego observar la distinta emision de fluorescencia cuando eran
observados en el microscopio de fluorescencia (utilizando luz ultravioleta). Este método
fue posteriormente denominado como las técnicas de bandas Q (Paris, Conferencia de

1971).

Esta metodologia tiene como principal desventaja que la fluorescencia desaparece
progresivamente por lo que la observacién y andlisis cromosdémico asi como la toma de

microfotografia debe ser lo mds rdpido posible.
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Las bandas obtenidas con esta técnica son caracteristicas para cada cromosoma; pero
tienen mayor utilidad para demostrar la porcién distal del brazo largo del cromosoma Y, que

se tine mds intensamente que los demds cromosomas. Las regiones pericentromericas de los
cromosomas 3 y 4, y las regiones satélites y pericentromericas de los cromosomas
acrocéntricos muestran variaciones significativas conocidos como Polimorfismos o

Heteromorfismos, que pueden ser demostrados con esta técnica.

Soluciones:
1. Buffer Sorensen’s a pH 5.6

2. Colorante Dihidrocloruro de Quinacrina al 1%

Procedimiento:

1. Se tifnenlas ldminas con el Colorante de Quinacrina por 15 - 20 minutos en
oscuridad.
2. Selavan las ldminas con el Buffer Sorensen's.
3. Se monta con una laminilla cubreobjetos con el Buffer.
Examinar al microscopio de fluorescencia utilizando una luz de longitud de onda de 450 -

550nm

6.2. TECNICA DE BANDAS G:

Es la mds utilizada en los Laboratorios de Citogenética para el andlisis rutinario de los
cromosomas, esta técnica es descrita o conocida como GTG (Bandas G por tripsina

usando Giemsa).

Un rol directo de la tincidén con Giemsa es producir bandas G (Mc Kay, 1973; Shuh et al, 1975).
Clark y sus colegas (Clark y Felsenfeld, 1975) sugirieron que las Histonas ricas en argininas
estdn involucradas en las bandas GTG y no tanto la pérdida de DNA vy las proteinas de los
cromosomas, durante el tratamiento con la tripsina. Esta hipdtesis que diferencia entre
bandas G positivas (oscuras) y bandas G negativas (claras) puede ser debido a la
distribucion de las proteinas cromosdmicas y el DNA. También se ha sugerido que las

bandas G positivas son relativamente ricas en proteinas disulfuro, mientras que las bandas
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G negativas contienen sulfhidrilos.

Soluciones:
1. Solucién Tripsina 1%
2. Solucién Salina Fisiolégica
3. Colorante Giemsa 4%

Procedimientos:

1. Se coloca en Bano Maria a 37°C el frasco Nro 1 de Solucion de tripsina 1% (5ml de
Tripsina + 22.5 Buffer Fosfato + 22.5m de SSF).

2. Se colocan las [dminas con la preparacién cromosdémica (menos de 1 semana) en
el frasco Nro 1 por 10 segundos.

3. Se enjuaga las Idminas en el frasco Nro 2 de Solucién salina fisioldégica.

4. Se colocan las I&dminas en el frasco Nro 3 de Colorante Giemsa 4% por 10 minutos.

5. Lavar con agua corriente y Examinar al microscopio
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6.3. TECNICA DE BANDAS R:

El principio bdsico de esta técnica es el tratamiento de las Idminas a altas temperaturas
en varios buffer, seguido por la tincién con Acridina Orange (RFA) o en Giemsa (RHG,
bandas R, por calor usando Giemsa). Las bandas que produce estd técnica en los
cromosomas humanos son el reverso de las bandas G o bandas Q, es decir que las
bandas claras en Q o G son bandas oscuras en R y viceversa. (Dutrillanx and Lejeune

1971; Sehested, 1974; Bobrow and Madan, 1973).

Una de las mds importantes ventajas de la Técnica de bandas R, es que las regiones
teloméricas de los cromosomas son tenidas, a diferencia de las Técnicas bandas Qy G en
las que no son tan claras. El mecanismo de las bandas reversas no estd totalmente

conocido. (Coming's 1978).

El fratamiento con calor induce desnaturalizacion de las proteinas cromosdmicas asi
como de las secuencias del DNA ricas en nucledtidos A-T, mientras que el DNA rico en G-
C de las bandas R en una configuracion nativa (SUMMER 1982). Coming s (1978) detalla
que a temperaturas altas el DNA rico en A-T de las bandas G es denaturada vy

parcialmente extraida mientras que el DNA nativo de las bandas R no lo es.

6.4. TECNICA DE BANDAS C:

La técnica de bandas C produce una tincién selectiva de la Heterocromatina
constitutiva. Estas bandas estdn localizadas en la regidén pericentromerica de los

Cromosomas humanos.

El método original descrito por Arrighi y Hsu (1971) involucra primero un tratamiento con
dlcali, (OH)Na, para denaturar el DNA Cromosdmico vy subsiguiente incubacién en una
Solucién Salina. Posteriormente se describe un método por SUMMER (1972) en la que el
dlcali usado es el (OH)2Ba. Ambos métodos producen un patrén caracteristico similar de
bandas C.

El tratamiento de desnaturalizacion con el dlcali (OH)2Ba es critico y debe ser dptimo
para obtener mejor calidad bandas C. La duracidén del tratamiento depende de la edad
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(vejez) de la preparacion cromosdmica y del tejido de origen. Un tratamiento
inadecuado con dlcali produce una pobre diferenciaciéon de bandas C, mientras que un
fratamiento excesivo resulta en la pérdida de la morfologia cromosémica.
Las bandas C requieren de dos pasos sucesivos para la pérdida del DNA cromosémico,
primero una depurinacién y denaturaciéon sucesiva durante el tratamiento con un &cido (HCI)

y un dlcali (Ba(OH)2). La denaturacién del DNA es seguida de una remocion de los pequenos

fragmentos y eliminacién de ellos durante la incubacién en la solucién 2xSSC.

La principal aplicacion de la técnica de bandas C es para demostrar la variaciéon de tamano
de la regidon de Heterocromatina Constitutiva presente en las regiones pericentromérica de
los cromosomas, en especial de los cromosomas 1, 9, 16 y los brazos largos del cromosoma Y.
Estas variaciones constituyen los llamados Polimorfismos. Ademds esta técnica es Util para

demostrar la presencia de una inversidn pericentromérica.

Bandas C
) » » e
‘ . |I ' L ] '
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Se observan los cromosomas bandeados de acuerdo a un patrén de bandas claras vy

oscuras caracteristico de cada uno de los cromosomas que permitirdn su identificacion.

Ver figura abagjo:
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9. CUESTIONARIO:
1.- Revisiéon del patrén de Bandas GTG de los Cromosomas Humanos 2.-
Encuentre 5 diferencias entre las bandas G y las bandas R
3.- Qué técnica de bandeo cromosémico aplicaria para evaluar las deleciones

teloméricas, los polimorfismos cromosdmicos y las regiones NOR.

Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces recomendados

1.- Martinez ML, Sdnchez MD. Resumen de la evolucién de las técnicas de citogenética y genética molecular para la
identificacion de las alteraciones genéticas del desarrollo embrionario. Semergen 2010: 36(9):520-525

2.- Robert F, Muller Lan Young. EMERY’S GENETICA MEDICA. Editorial Marban. 2009 3.-

Solari J, et al. GENETICA MEDICA. Ed. Manual Modemo. 2010.

4.- Thompson J, Thompson M. GENETICA MEDICA. Ed. Salvat. 2010

5.- Gaytdn MJ. Estudio del cariotipo humano. Aplicacién en la vida prenatal y postnatal en una clinica de
reproduccién asistida. Tesis para optar Titulo Bidloga. UNAM. México. 2009

6.- Serre JL. DIAGNOSTIC TECHNIQUES IN GENETICS. Wiley-Liss. 2009
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PRACTICA N° 8: IDENTIFICACION DE CROMOSOMAS CON
BANDAS GTG
SEeCCION: oo Fecha: ..../.....[...... Duracién: .... minutos

NOMDBIes Y QPEllIOS: ..vvveiieieeeeeeeeee e

Instrucciones: En equipos de frabajo los estudiantes desarrollan cada una de las actividades planteadas,
para ello lee las indicaciones con detenimiento para y presentar un informe de la prdctica mds el
desarrollo de su cuestionario.

1. PROPOSITO:

Identificar los cromosomas con bandas GTG: grupos A, B, C, D, E, Fy G.

2. CONCEPTOS BASICOS:
Los cromosomas cambian ligeramente de forma segun la etapa de la divisién celular; son

mds alargados en profase y alcanzan el méximo de condensacién en la metafase; por lo

cual es el momento ideal para observarlos.

En esa etapa podemos observar que cada cromosoma tiene una zona que €s cComo una
constriccién, y se llama el centrémero (constriccion primaria). El centrémero determina en

el cromosoma los brazos cortos (p) vy los brazos largos (g).

Segun la posicion del centrémero, los cromosomas se clasifican en:
e Metacéntricos: el centromero se localiza a mitad del cromosoma y los dos brazos
presentan igual longitud.
e Submetacéntricos: la longitud de un brazo del cromosoma es algo mayor que la del

ofro.

e Acrocéntrico: un brazo es muy corto (p) y el ofro largo (q).

e Telocéntrico: sdlo se aprecia un brazo del cromosoma al estar el centrémero en el
extremo (este tipo de cromosomas no se encuentran en el cariofipo humano).
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Los pares cromosdémicos se ordenan de forma decreciente de tamano, y luego se clasifican en

grupos, de acuerdo al tamano y a la ubicacion del centrébmero. Estos grupos se nombran

con las letras: A, B, C, D, E, F, G. La representacién ordenada de los cromosomas

constituye el cariotipo.

BRAZO REGION BANDA SATELITES \

CONSTRICCION
SECUNDARIA

CONSTRICCION
PRIMARIA
(CENTROMERO)

CONSTRICCION
SECUNDARIA
(NOR,
ORGANIZADOR
NUCLEOLAR)

\d

Grupo A: Metacéntricos grandes. Cromosomas 1, 2, 3, excepto el 2, el cual es un

cromosoma submetacéntrico grande.

Grupo B: Submetacéntricos grandes. Cromosomas 4 vy 5.

Grupo C: Submetacéntricos medianos. Los cromosomas 6, 7,8,9, 10,11, 12y el

cromosoma X.

Grupo D: Acrocéntricos medianos. Cromosomas 13,14 y 15, presentan satélites en sus

brazos cortos.

Grupo E: Submetacéntricos pequenos. Los cromosomas 16, 17, 18,

Grupo F: Metacéntricos pequenos. Los cromosomas 19 y 20.

Grupo G: Acrocéntricos pequeios. Los cromosomas 21y 22 y el cromosoma
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3. MATERIALES Y EQUIPOS

a.- Equipos:

Rl

e Microscopios con objetivo 100X

b. Materiales:

e Aceite de inmersidon

3
o
LI

10
‘;‘0_{_‘
§
16

&

22

e Material de limpieza de microscopios

e Preparado cromosdémico con bandas GTG

c. Reactivos:

e Alcohol absoluto
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4. NOTAS DE SEGURIDAD: El estudiante no deberd comer, ni beber en las horas prdcticas.

5. HIPOTESIS: La identificacion de los cromosomas en etapas de la metafase v la localizacion

del centrémero permite una mejor observacion y representacién de su cariotipo.

6. PROCEDIMIENTO:

1. Buscary seleccionar metafases completas y abiertas con el objetivo 10X

2. Observar con objefivo 100X la metafase seleccionada y confirmar que los
cromosomas estén bien bandeados de tal modo que permita su identificacion.

3. Identificar los cromosomas segin el patrén de bandas caracteristicas: los

cromosomas de los grupos A, B, C, D, E, Fy G.

7. RESULTADOS

La metafase seleccionada deberd ser una metafase aislada y que presente los

cromosomas separados, no sobrepuestos, para lograr una fécil visualizacion

8. CONCLUSIONES:
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9. CUESTIONARIO:
1.- 5Qué diferencias hay entre los cromosomas del Grupo A, B, C, D, E, Fy G2
2.- 3Por qué el cromosoma Y no es un cromosoma Acrocéntrico?

3.- 5Como definiria una banda marcadora?

Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces recomendados

1.- Martinez ML, Sdnchez MD. Resumen de la evolucién de las técnicas de citogenética y genética molecular para
la identificacién de las alteraciones genéticas del desarrollo embrionario. Semergen 2010: 36(9):520-525

2.- Robert F, Muller Lan Young. EMERY’S GENETICA MEDICA. Editorial Marban. 2009

3.- Solari J, et al. GENETICA MEDICA. Ed. Manual Moderno. 2010.

4.- Thompson J, Thompson M. GENETICA MEDICA. Ed. Salvat. 2010

5.- Gaytdn MJ. Estudio del cariotipo humano. Aplicacion en la vida prenatal y postnatal en una clinica de
reproduccion asistida. Tesis para optar Titulo Bidloga. UNAM. México. 2009

6.- Serre JL. DIAGNOSTIC TECHNIQUES IN GENETICS. Wiley-Liss. 2009
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GUIA DE PRACTICA

PRACTICA N°9: IDENTIFICACION DE CROMOSOMAS EN
MICROSCOPIA

SECCION: weeeeeeeeeeeeeeeee, Fecha: ..../.....[...... Duracion: .... minutos

NOMDBIes Y APEllIAOS: ..vvveiieieeeeeeeeee e

Instrucciones: En equipos de frabajo los estudiantes desarrollan cada una de las actividades planteadas,
para ello lee las indicaciones con detenimiento para y presentar un informe de la prdctica mds el
desarrollo de su cuestionario.

1. PROPOSITO:

Identificar los cromosomas a través del microscopio los cromosomas.

2. CONCEPTOS BASICOS:

Los pares cromosdmicos se ordenan de forma decreciente de tamano, y luego se clasifican
en grupos, de acuerdo al tamano y a la ubicacién del centrémero. Estos grupos se
nombran con las letras: A, B, C, D, E, F, G. La representacién ordenada de los cromosomas

constituye el cariotipo.

BRAZO REGION BANDA SATELITES \

CONSTRICCION
SECUNDARIA [ T™p

CONSTRICCION
PRIMARIA LY

(CENTROMEROQ)

CONSTRICCION
SECUNDARIA

(NOR, J
ORGANIZADOR

NUCLEOLAR) O
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Grupo A: Metacéntricos grandes. Cromosomas 1, 2, 3, excepto el 2, el cual es un
cromosoma submetacéntrico grande.

Grupo B: Submetacéntricos grandes. Cromosomas 4 y 5.

Grupo C: Submetacéntricos medianos. Los cromosomas 6,7, 8,9, 10,11, 12y el
cromosoma X.

Grupo D: Acrocéntricos medianos. Cromosomas 13,14 y 15, presentan satélites en sus
brazos cortos.

Grupo E: Submetacéntricos pequenos. Los cromosomas 16, 17, 18,

Grupo F: Metacéntricos pequenos. Los cromosomas 19 y 20.

Grupo G: Acrocéntricos pequenos. Los cromosomas 21 y 22 y el cromosoma

Tamano: Los cromosomas sufren grandes variaciones en su tamafio a lo largo del ciclo
celular, pasando de estar muy poco compactados (interfase) a estar muy compactados
(metafase), por tal motivo, los estudios sobre el tamafo suelen realizarse en metafase
mitotica. Ademas, es necesario tener en cuenta que los tratamientos para tefiir los
cromosomas Y para obtener las metafases mitéticas influyen de manera muy importante en
el tamafo de los cromosomas. En cualquier caso, en general es posible decir que hay
especies eucarioticas con cromosomas grandes y especies con cromosomas pequefios. Las
monocotiledoneas (vegetales) y los anfibios y ortopteros (animales) poseen cromosomas
muy largos (10 a 20 micras). Las dicotiledoneas, las algas, los hongos y la mayoria de las
especies animales poseen cromosomas pequefios (longitud inferior a 5 micras).
Naturalmente, existen algunas excepciones en los ejemplos citados. El cromosoma 1
humano tiene 0,235 pg de ADN, que equivalen a una longitud total de ADN doble helice 7,3
cmy en metafase mitética presenta una longitud aproximada de 0,001 cm.
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3. MATERIALES Y EQUIPOS

a. Materiales:
[
o Tijeras

|
‘)M‘""Tr.n L

VAR
e

Hojas de Cariograma

Gestion Curricular

Fotografias de cromosomas de cariotipos normales

Citogenética

4. NOTAS DE SEGURIDAD: El estudiante no deberd comer, ni beber en las horas prdacticas.

5. HIPOTESIS: La identificacion de los cromosomas en etapas de la metafase permite una

mejor observacion y representacién del cariotipo.

6. PROCEDIMIENTO:
[ ]
[ ]

Identificar los cromosomas en las microfotografias

Recortar los cromosomas con una fijera.

Realizar el Cariograma de las metafases analizadas
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7. RESULTADOS:
La metafase seleccionada deberd ser una metafase aislada y que presente los

cromosomas separados, no sobrepuestos, para lograr una fécil visualizacién

8. CONCLUSIONES:

9. CUESTIONARIO:

1.- Revisidon de Cariogramas Normales

Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces recomendados

1.- Martinez ML, Sdnchez MD. Resumen de la evolucién de las técnicas de citogenética y genética molecular para
la identificacién de las alteraciones genéticas del desarrollo embrionario. Semergen 2010: 36(%):520-525

2.- Robert F, Muller Lan Young. EMERY’S GENETICA MEDICA. Editorial Marban. 2009

3.- Solari J, et al. GENETICA MEDICA. Ed. Manual Moderno. 2010.

4.- Thompson J, Thompson M. GENETICA MEDICA. Ed. Salvat. 2010

5.- Gaytdn MJ. Estudio del cariofipo humano. Aplicacion en la vida prenatal y postnatal en una clinica de
reproduccion asistida. Tesis para optar Titulo Bidloga. UNAM. México. 2009

6.- Serre JL. DIAGNOSTIC TECHNIQUES IN GENETICS. Wiley-Liss. 2009

7. - Gersen SL, Keagle M. THE PRINCIPLES OF CLINICAL CYTOGENETICS. Humana Press. Second Edition; 2009
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GUIA DE PRACTICA

PRACTICA N°10: IDENTIFICACION DE CROMOSOMAS CON
ANEUPLOIDIAS NUMERICAS

SECCION: weeeeeeeeeeeeeeeeee, Fecha: ..../.....[...... Duracion: .... minutos

Nombres y apellidOs: ...

Instrucciones: En equipos de frabajo los estudiantes desarrollan cada una de las actividades planteadas,
para ello lee las indicaciones con detenimiento para y presentar un informe de la prdctica mds el
desarrollo de su cuestionario.

1. PROPOSITO:

Identificar los cromosomas en microfotografias de cariotipos anormales.

2. CONCEPTOS BASICOS:
Los pares cromosémicos se ordenan de forma decreciente de tamano, y luego se
clasifican en grupos, de acuerdo al tamafo y a la ubicacion del centrdmero. Estos grupos
se nombran con las letras: A, B, C, D, E, F, G. La representacion ordenada de los

cromosomas constituye el cariotipo.

BRAZO REGION BANDA SATELITES \

CONSTRICCION

Jg SECUNDARIA | ™
il 2
P , CONSTRICCION
2 PRIMARIA |l
| 1 (CENTROMERO)
1;3
bl
i 4
—
q &
- l | CONSTRICCION
| SECUNDARIA
' ]2 (NOR, \‘J
g g ORGANIZADOR
&

d

NUCLEOLAR) 0
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Grupo A: Metacéntricos grandes. Cromosomas 1, 2, 3, excepto el 2, el cual es un

cromosoma submetacéntrico grande.

Grupo B: Submetacéntricos grandes. Cromosomas 4 y 5.

Grupo C: Submetacéntricos medianos. Los cromosomas 6,7, 8,9, 10,11, 12y el

cromosoma X.

Grupo D: Acrocéntricos medianos. Cromosomas 13,14 y 15, presentan satélites en sus

brazos cortos.

Grupo E: Submetacéntricos pequenos. Los cromosomas 16, 17, 18,

Grupo F: Metacéntricos pequeios. Los cromosomas 19 y 20.

Grupo G: Acrocéntricos pequenos. Los cromosomas 21 y 22 y el cromosoma
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3. MATERIALES Y EQUIPOS
a. Materiales:
e Fotografias de cromosomas de cariotipos anormales
e Tijeras

e Hoja de Cariograma

4. NOTAS DE SEGURIDAD: El estudiante no deberd comer, ni beber en las horas prdcticas.

5. HIPOTESIS: La identificacién de los cromosomas en etapas de la metafase permite una

mejor observacion y representacion del cariotipo.

6. PROCEDIMIENTO:
e Identificarlos cromosomas en las microfotografias
e Recortar los cromosomas con una fijera.

e Realizar el Cariograma de las metafases analizadas

7. RESULTADOS:
La metafase seleccionada deberd ser una metafase aislada y que presente los

cromosomas separados, no sobrepuestos, para lograr una fécil visualizacion

8. CONCLUSIONES:

9. Cuestionario:

1.- Revisidn de Sistema Internacional de Nomenclatura de Cromosomas

Referencias bibliogréficas consultadas y/o enlaces recomendados

1.- Martinez ML, Sdnchez MD. Resumen de la evolucién de las técnicas de citogenética y genética molecular para
la identificacién de las alteraciones genéticas del desarrollo embrionario. Semergen 2010: 36(9):520-525

2.- Robert F, Muller Lan Young. EMERY’S GENETICA MEDICA. Editorial Marban. 2009

3.- Solari J, et al. GENETICA MEDICA. Ed. Manual Moderno. 2010.

4.- Thompson J, Thompson M. GENETICA MEDICA. Ed. Salvat. 2010

5.- Gaytdn MJ. Estudio del cariotipo humano. Aplicacion en la vida prenatal y postnatal en una clinica de
reproduccion asistida. Tesis para optar Titulo Bidloga. UNAM. México. 2009

6.- Serre JL. DIAGNOSTIC TECHNIQUES IN GENETICS. Wiley-Liss. 2009

7.- Gersen SL, Keagle M. THE PRINCIPLES OF CLINICAL CYTOGENETICS. Humana Press. Second Edition;

2009 8.- Shafffer LG, Karger A. International System for Human Cytogenetic Nomenclature; 2013.
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GUIA DE PRACTICA

PRACTICA N°11: IDENTIFICACION DE CROMOSOMAS CON
ANEUPLOIDIAS ESTRUCTURAL

SECCION: oo, Fecha: ..../.....[...... Duracioén: .... minutos

Nombres y apellidos: ...

Instrucciones: En equipos de frabajo los estudiantes desarrollan cada una de las actividades planteadas,
para ello lee las indicaciones con detenimiento para y presentar un informe de la prdctica mds el
desarrollo de su cuestionario.

10. PROPOSITO:

Identificar los cromosomas en microfotografias de cariotipos anormales.

11. CONCEPTOS BASICOS:
Los pares cromosémicos se ordenan de forma decreciente de tamano, y luego se
clasifican en grupos, de acuerdo al tamano y a la ubicacion del centrédmero. Estos grupos
se nombran con las letras: A, B, C, D, E, F, G. La representacién ordenada de los

cromosomas constituye el cariotipo.
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Grupo A: Metacéntricos grandes. Cromosomas 1, 2, 3, excepto el 2, el cual es un
cromosoma submetacéntrico grande.

Grupo B: Submetacéntricos grandes. Cromosomas 4 vy 5.

Grupo C: Submetacéntricos medianos. Los cromosomas 6,7, 8,9, 10, 11, 12y el cromosoma
X.

Grupo D: Acrocéntricos medianos. Cromosomas 13,14 y 15, presentan satélites en sus brazos
cortfos.

Grupo E: Submetacéntricos pequenos. Los cromosomas 16, 17, 18,

Grupo F: Metacéntricos pequenos. Los cromosomas 19 y 20.

Grupo G: Acrocéntricos pequenos. Los cromosomas 21 y 22 y el cromosoma
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12. MATERIALES Y EQUIPOS
a. Materiales:
e Fotografias de cromosomas de cariotipos anormales
e Tijeras

e Hoja de Cariograma

13. NOTAS DE SEGURIDAD: El estudiante no deberd comer, ni beber en las horas practicas.

14.  HIPOTESIS: La identificacién de los cromosomas en etapas de la metafase permite una

mejor observacién y representacion del cariotipo.

15. PROCEDIMIENTO:
e Identificar los cromosomas en las microfotografias
e Recortar los cromosomas con una fijera.

e Realizar el Cariograma de las metafases analizadas

16. RESULTADOS:
La metafase seleccionada deberd ser una metafase aislada y que presente los

cromosomas separados, no sobrepuestos, para lograr una facil visualizacién

17. CONCLUSIONES:

18. Cuestionario:

1.- Revisidn de Sistema Internacional de Nomenclatura de Cromosomas

Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces recomendados

1.- Martinez ML, Sdnchez MD. Resumen de la evolucién de las técnicas de citogenética y genética molecular para la
identificacion de las alteraciones genéticas del desarrollo embrionario. Semergen 2010: 36(9):520-525

2.- Robert F, Muller Lan Young. EMERY'S GENETICA MEDICA. Editorial Marban. 2009

3.-Solari J, et al. GENETICA MEDICA. Ed. Manual Moderno. 2010.

4.- Thompson J, Thompson M. GENETICA MEDICA. Ed. Salvat. 2010

5.- Gaytdn MJ. Estudio del cariotipo humano. Aplicacion en la vida prenatal y postnatal en una clinica de
reproduccion asistida. Tesis para optar Titulo Bidloga. UNAM. México. 2009

6.- Serre JL. DIAGNOSTIC TECHNIQUES IN GENETICS. Wiley-Liss. 2009

7.- Gersen SL, Keagle M. THE PRINCIPLES OF CLINICAL CYTOGENETICS. Humana Press. Second Edition; 2009

8.- Shafffer LG, Karger A. International System for Human Cytogenetic Nomenclature; 2013.
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GUIA DE PRACTICA
PRACTICA N°12: SISTEMA DE NOMENCLATURA CROMOSOMICA

SECCION: weeeeeeeeeeeeeeeee, Fecha: ..../.....[...... Duracion: .... minutos

NOMBIes Y QPEIlIAOS: ..vvveeieieeeeceeeeee e

Instrucciones: En equipos de trabajo los estudiantes desarrollan cada una de las actividades planteadas,
para ello lee las indicaciones con detenimiento para y presentar un informe de la prdctica mds el
desarrollo de su cuestionario.

1. PROPOSITO:

Interpretar los cariotipos segun el sistema de nomenclatura cromosdémica.

2. CONCEPTOS BASICOS:
Cada cromdatide de un cromosoma estd formada por una molécula de ADN en un soporte
de proteinas. La cromdtide estd constituida por cromatina; que es el conjunto del ADN

con las proteinas de soporte, formadas fundamentalmente por histonas y otras.

Los cromosomas cambian ligeramente de forma segun la etapa de la divisidén celular; son
mds alargados en profase y alcanzan el méximo de condensaciéon en la metafase; por lo

cual es el momento ideal para observarlos.

En esa etapa podemos observar que cada cromosoma tiene una zona que €s Como una
constriccion, y se llama el centrémero (constriccion primaria). El centrémero determina en

el cromosoma los brazos cortos (p) vy los brazos largos ().

Segun la posicidon del centrémero, los cromosomas se clasifican en:
e Metacéntricos: el centrémero se localiza a mitad del cromosoma y los dos brazos
presentan igual longitud.
e Submetacéntricos: la longitud de un brazo del cromosoma es algo mayor que la del
otro.

e Acrocéntrico: un brazo es muy corto (p) y el otro largo (q).
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e Telocéntrico: sdlo se aprecia un brazo del cromosoma al estar el centrébmero en

el extremo (este fipo de cromosomas no se encuentran en el cariotipo humano).
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es cromosémicos se ordenan de forma decreciente de tamano, y luego se
clasifican en grupos, de acuerdo al tamafno y a la ubicacion del centrémero. Estos
grupos se nombran con las letras: A, B, C, D, E, F, G. La representacién ordenada de

los cromosomas constituye el cariotipo.

Grupo A: Metacéntricos grandes. Cromosomas 1, 2, 3, excepto el 2, el cual

es un cromosoma submetacéntrico grande.

Grupo B: Submetacéntricos grandes. Cromosomas 4 y 5.

Grupo C: Submetacéntricos medianos. Los cromosomas 6, 7,8,9, 10,11, 12y el
cromosoma X.

Grupo D: Acrocéntricos medianos. Cromosomas 13,14 y 15, presentan satélites en sus
brazos cortos.

Grupo E: Submetacéntricos pequeiios. Los cromosomas 16, 17, 18,

Grupo F: Metacéntricos pequenos. Los cromosomas 19 y 20.

Grupo G: Acrocéntricos pequefios. Los cromosomas 21 y 22 y el cromosoma Y
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ANOMALIAS ESTRUCTURALES DE LOS CROMOSOMAS
Deleccidn: Cuando se pierde un fragmento de cromosomas. Puede ser Terminal o

intersticial.

+~ql1.23
+~q21.2

Cromosoma 7  Cromosoma 7 1)
normal con delecion

Translocacion: Cuando hay cambio de posicién de un fragmento, el cual va a parar a

otro cromosoma, generalmente implica una ruptura en cada cromosoma.

Reciproca: Cuando hay intercambio de fragmentos entre dos cromosomas;

Robertsoniana: Unidn entre los brazos largos de dos cromosomas acrocéntricos. Se dice
qgue una translocacion es balanceada o equilibrada cuando no hay pérdida ni
ganancia de material genético en la misma (las Robertsonianas se consideran

balanceadas).

21p

/ Inversiéon: Implica dos rupturas
dentro del cromosoma. Puede ser
pericéntrica o paracéntrica, segun el

segmento involucrado comprenda o

TE i

+— g

no al centrébmero.

Cromosoma 13 Cromosoma 14 Cromosoma ti Es anomalia balanceada, pero,
dicéntrco CAHON
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mediante el fendbmeno de “entrecruzamiento desigual”, puede originar gametos con

cromosomas que contengan regiones duplicadas o faltantes.

N

Pericentric Inversion  paracentric Inversion

Eq— q11.23
Bc— q26.3

Cromosoma 10 Cromosoma 1([

normal con inversion

Duplicacién: Es un fendbmeno mas dificil de explicar; cuando no ha sido consecuencia de
una inversidn en cromosomas paternos, probablemente se debe a translocacién entre
dos cromosomas homodlogos, durante la meiosis que origind uno de los gametos paternos
O maternos.

La duplicacidén puede ser en serie o en espejo.

Cromosoma en anillo: Se origina por ruptura en ambos extremos del mismo cromosoma.
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46, XY, dup (71(g11.2922)

NOMENCLATURA EN ANOMALIAS ESTRUCTURALES DE LOS CROMOSOMAS
De acuerdo a la Conferencia de Paris (1971) y posteriores (hasta ISCN 1995) hay dos
sistemas de nomenclatura: El breve y el detallado.
El breve solamente indica cudles son los cromosomas involucrados y los puntos de
ruptura de un rearreglo.

El detallado describe cada uno de los cromosomas resultantes.

SIMBOLOS:

[} brazo corto q brazo largo
0 de...... hasta : ruptura

Ruptura y uniéon cen centrémero

chi quimera mos Mosaico

del  delecién der cromos. derivado

dic  dicéntrico fra lugar fragil

dup duplicacién dir directo

i isocromosoma mar cromosoma  marcador

inv inversion ins insercién

mat de origen materno pat de origen paterno

r anillot translocacién

rob  translocacién robertsoniana ter teldbmero
add material adicional de origen

desconocido

Delecidn terminal
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46,XX,del(8)(p12)

46 XX, del(8)(gter 1p12):

Delecidn intersticial

46,XX,del(8)(921923)

Isocromosoma del brazo largo

46,X,i(X)(q10)

Isocromosoma del brazo corto

46,XY.i(5)(p10)

Inversion pericéntrica
46,XY,inv(4)(p15913)

46 XY inv(4)(pter p15:gl131 pl15:ql3iigter)

Inversion paracéntrica
46,XY,inv(13)(q13932)

46, XY ,inv(13) (pter1q13:q3271q13::g32 1qter)

Cromosoma en anillo
46, XX,r(18)(p11922)

46,xX,r(18)(p111922)

Translocacién reciproca
46,XY,1(2:8)(013;912)

46,XY 1(2;8) (2pter12p13::8q12018pter;2gter. 2p13::8q1218qter)

Trisomia y monosomia parciales por herencia de cromosomas derivados
46,XY, der(8)t(2;8)(p13:912)pat

46, XY, der(8pter18g12:2p 131 2pter)pa

Translocacion robertsoniana balanceada
45,XX,der(14;21) (910;910)

45 XX, der(14;21)(14gteri icenl 121 gter)
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Translocacion robertsoniana desbalanceada

46,XX,+13,der(13;14)(q10;910)

46,XX,+13,der(13;14)(13gter113g10::14g100 14gter)

g‘ﬂ

1| NS0 ILZp11.23) HK:ZHp114:p13.2)
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o :

102100259221 1f:1 a2 1. 1:q25)
) ‘ i !5.
A0 (a1 1.2:31331) N 1 D10}
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4. NOTAS DE SEGURIDAD: El estudiante no deberd comer, ni beber en las horas prdacticas.

5. HIPOTESIS: La identificacion de los cromosomas en etapas de la metafase permite una

mejor observaciéon y representacion del cariotipo.

6. PROCEDIMIENTO:

La metodologia a usar serd Unicamente prdctica, cada alumno procesara su propia
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muestra y trabajara con fotografias al final de la préctica identificara cada uno de los

cromosomas.

e Identificar los cromosomas en las microfotografias
e Recortar los cromosomas con una fijera.

e Realizar el cariograma de las metafases analizadas

7. RESULTADOS
La metafase seleccionada deberd ser una metafase aislada y que presente los

cromosomas separados, no sobrepuestos, para lograr una facil visualizaciéon

8. CUESTIONARIO:

1.- Revisidn de Sistema Internacional de Nomenclatura de Cromosomas

Referencias bibliograficas consultadas y/o enlaces recomendados

1.- Martinez ML, Sdnchez MD. Resumen de la evolucién de las técnicas de citogenética y genética molecular para
la identificacién de las alteraciones genéticas del desarrollo embrionario. Semergen 2010: 36(%):520-525

2.- Robert F, Muller Lan Young. EMERY’S GENETICA MEDICA. Editorial Marban. 2009

3.- Solari J, et al. GENETICA MEDICA. Ed. Manual Moderno. 2010.

4.- Thompson J, Thompson M. GENETICA MEDICA. Ed. Salvat. 2010

5.- Gaytdn MJ. Estudio del cariotipo humano. Aplicacion en la vida prenatal y postnatal en una clinica de
reproduccion asistida. Tesis para optar Titulo Bidloga. UNAM. México. 2009

6.- Serre JL. DIAGNOSTIC TECHNIQUES IN GENETICS. Wiley-Liss. 2009

7.- Gersen SL, Keagle M. THE PRINCIPLES OF CLINICAL CYTOGENETICS. Humana Press. Second Edition;

2009 8.- Shafffer LG, Karger A. International System for Human

Cytogenetic Nomenclature; 2013.
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