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— SUMMARY

In the present paper we offer some technical
improvements for the NORs detection in Mugilids.
With these modifications we have got tu detect two
carrier chromosomes, with subterminal localiza-
tion. At the same time, we got clear pictures of the
nucleolus in the interphasic cells. The NORs’
knowledge of this species offers important taxono-
mic and cytoevolutive information about this family
and it is usefull to design planes of genetic impro-
vement based in the chromosomic manipulation

and interspecific hybridizations.

== RESUMEN

En el presente trabajo se presentan una mejora
metodolégica para la deteccion de las NORs en
mugilidos. Con estas modificaciones se ha conse-
guido detectar dos cromosomas portadores con
localizacién subterminal e imagenes de los nucleo-

los en las células interfasicas altamente definito-
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rias. El conocimiento de los NORs en los mugilidos
ofrece una valiosa informacién taxonémica y ci-
toevolutiva y es util en el planteamiento de planes
de mejora genética basados en la manipulacién

cromosémica y en la hibridacién interespecifica.

== INTRODUCCION

Las distintas especies de la familia
Mugilidae son cultivadas en todo el
mundo, desde antiguo, como fuente de
proteinas de alta calidad con destino al
consumo humano (Iversen 1968). Los
cultivos de estas especies toman especial
relevancia en paises del tercer mundo
donde llegan a ser masivos (Kurian
1975).

La escasez de estudios, sobre todo
genéticos, sobre los mugilidos, a pesar
de su importancia comercial, fue sefia-

Arch. zootec. 40: 301-305. 1991. —=x



lada por, Oren (1975) quien solicitaba
una mayor atencion, en este drea.

Consecuentemente Kirpichnicov
(1981) plante6 las hibridaciones inte-
respecificas como via para la mejora
productiva de la familia. En este senti-
do, nuestro equipo ha realizado varios
estudios sobre los complementos cro-
mosomicos de algunas de las especies
que componen esta familia, para los
cuales ha sido necesario desarrollar toda
una metodologia especifica.

En la presente nota, ofrecemos algu-
nas precisiones técnicas para la investi-
gacion de las regiones del organizador
nucleolar de los cromosomas de los
mugilidos, en funcién de los resultados
obtenidos en tres de sus especies
mediterraneas; Liza aurata, L. ramada
y Chelon labrosus.

Las regiones cromosomicas del orga-
nizador nucleolar (NORs), donde se
ubican los genes responsables de la or-
ganizacién del nucleolo, son unas de las
partes del genoma mads conservadas en
la evolucién de los organismos eucario-
tas. De ahi la importancia de su analisis
tanto a nivel molecular como citogené-
tico, ya que sus posibles variantes sue-
len ser selectivamente neutras.

Desde el punto de vista citogenético,
el estudio de los NORs se lleva a cabo
mediante técnicas de tratamiento y
tincioén especificas que permiten:

- Distinguirlas de otras regiones
cromosémicas por su naturaleza y ca-
racteristicas.

- Considerarlas como un criterio
adicional a fin de establecer grados de
divergencia filogenética.

- Corroborar algunos tipos de reor-
denacién cromosémica.

- Utilizar a los cromosomas portado-
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res como marcadores especificos.

Todo eillo constituye una informa-
cion genética fundamental, a la hora de
establecer las pautas de manipulacion
intra o interespecifica para conseguir
una mejora adaptativa, reproductiva y
productiva de la familia.

Para obtener toda esta informacion,
se analizan [as caracteristicas mas signi-
ficativas, como: el numero de NORs en
el cariotipo, su localizacion en la estruc-
tura de los cromosomas portadores, y su
amplitud dentro de cada cromosoma.

== MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron 22 individuos de Liza
aurata, 28 de L. ramada y 25 de Chelon
labrosus, capturados en la costa suroc-
cidental espafiola, para la obtencién de
preparaciones cromosémicas se utilizé
el método de Alvarez et al. (1980), con
ligeras modificaciones.

Para la deteccion de los NORs, se
aplicé una técnica de tincion consisten-
te en el tratamiento de preparaciones
cromosoémicas con una solucién de ni-
trato de plata al 50%, a unos 60°C
durante unos minutos. Esta técnica
fundamental, descrita por Rufas et al.
(1982), fue modificada de la siguiente
forma:

I.- La solucién de nitrato de plata
(manteniendo la concentracion del 50%)
se prepara con agua desionizada, ajus-
tada con 4acido férmico a pH 3,1-3,9.

II.- La incubacion de las preparacio-
nes en estufa se lleva a cabo a 652C, en

-ambiente humedo hasta la saturacion,

durante un tiempo que puede oscilar
entre 4 y 15 minutos.
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== RESULTADOS Y DISCUSION

Factores que influyen en la resolucion
de la técnica. El acido férmico impide
la precipitacion de plata en la propia
solucion, lo cual es frecuente cuando
esta se ha expuesto a la luz. Su utiliza-
cién para conseguir el mencionado rango
de pH, se ha encontrado 6ptima a fin de
evitar la aparicion de precipitados inde-
seables en las preparaciones. Un pH=3,9
resulta mas conveniente para intensifi-
car la tincién en preparaciones someti-
das previamente a tratamiento.

La variacion en el tiempo de trata-
miento dependié principalmente de la
concentracion de células en cada prepa-
racion, y se establecia al observarse el
color amarillo parduzco de una correcta
impregnacion argéntica. A una concen-
tracion mads alta de las células, la inten-
sidad del color de la preparaciéon es
mayor sin representar por ello un grado
superior de tincién de las NORs.

La humedad es también un factor
importante ya que evita la desecacion y
la consiguiente aparicion de precipitado
del nitrato de plata en las preparaciones.

Por ultimo, 48 horas de antigiiedad o
“envejecimiento’ de las preparaciones
son necesarias, antes del tratamiento, en
orden a evitar posibles efectos negativos
del fijador aplicado a los cromosomas.

Otras técnicas para la deteccion de
NORs, como el bandeo con acridina
naranja, son menos consistentes (Ver-
ma,1988). La hibridacién “in situ” con
sondas marcadas de ARNr o ADNr, es
por el contrario mas fidedigna y reso-
lutiva; y, si bien revela todas las NORs
existentes, resulta mas compleja y bas-
tante mas costosa. Por todo ello, la
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tincion con sales de plata ha sido y sigue
siendo una técnica fundamental en ci-
togenética, y su optimizacion especifica
imprescindibles para la consecucion de
imagenes claras y definitivas de los
NORs.

Resolucion de la técnica en la deteccion
de los NORs de mugilidos. En las tres
especies estudiadas (figura 1) la distri-
bucién de los NORs fué muy conserva-
tiva pues el patron encontrado fue idén-
tico y formado por un solo par de cro-
mosomas portadores (par 24), el unico
con dos brazos que posee en comple-
mento cromosomico (Delgado et al.).
Los NORs se encontraban en posicion
terminal en los brazos cortos de los cro-
mosomas portadores (figura 2).

Complementariamente, la técnica,
permitio tefiir los nucleolos en las célu-
las interfdasicas, lo que es de utilidad
para el estudio de las correspondencias
entre el numero de NORSs en las células
metafdsicas y el namero de nucleolos en
las interfasicas.

Asi mismo, se puso de manifiesto
una cierta variacion en el tamado de los
NORs, sugiriendo un diverso grado en
la expresion de las regiones NORs de
diferentes cromosomas (Delgado et al. ).

Como conclusiéon final podemos
apuntar que la optimizaciéon de esta
técnica en la familia Mugilidae con toda
certeza, posibilitara la obtencién de
importantes datos citogenéticos y citoe-
volutivos que podran ser utilizados,
tanto en la definicién de las distintas
especies y su origen, como en la mani-
pulacién de las mismas con fines pro-
ductivos.
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Figura 1. Metafase somatica de L. aurata, mostrando la disposicion de los NORs en
los cromosomas del par 24. (Somatic metaphase of L. aurata, showing the NORs disposition on the

chromosomes of the pair 24).

Figura 2. Descripcion esquematica de la situacion de los NORs en los cromosomas
portadores. (Schematic description of the NORs localization on the carrier chromosomes).
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