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Resumen

Las actividades agrı́colas, pecuarias y piscı́colas que se desarrollan en Colombia han contribuido a la contaminación actual de
las fuentes hı́dricas con plaguicidas, siendo este un problema ambiental en constante ascenso. Una de las fuentes hı́dricas con
una alta tasa de contaminación es el lago Tota. Este lago ha sido catalogado como uno de los ecosistemas más amenazados
del planeta por la red mundial de humedales. A pesar de los problemas ambientales que representa la contaminación de las
fuentes hı́dricas en el paı́s, existen muy pocos estudios que investiguen el daño citogenético generado por la exposición a
agentes tóxicos. A este respecto, un modelo biológico óptimo para la evaluación de los efectos genotóxicos por la exposición
ocupacional o ambiental a plaguicidas lo constituye el pez cebra, debido a su sensibilidad a los contaminantes, sensibilidad
evidenciada por el daño al material cromosómico. Considerando lo anterior, el objetivo de esta investigación fue estandarizar
técnicas de citogenética de bandas (Bandeo GTG) y de citogenética molecular (Hibridación In Situ por Fluorescencia - FISH),
para su aplicación en estudios de genotoxicidad utilizando como modelo in vivo, larvas de pez cebra (Danio rerio). El desarrollo
de este estudio permitió la estandarización de la técnica de Bandeo GTG para el conteo de cromosomas en larvas de pez cebra,
ası́ como la estandarización de la técnica FISH, importante en la evaluación de la inestabilidad cromosómica. La estandarización
de técnicas de citogenética de bandas y de citogenética molecular en pez cebra, se constituye como una herramienta muy
importante para la aplicación de modelos de estudio in vivo que permitan evaluar el daño cromosómico generado por la
exposición a agentes genotóxicos, incluidos los plaguicidas
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Abstract

The agricultural, livestock and fish farming activities carried out in Colombia have contributed to the current contamination
with pesticides of water sources, this being a constantly rising environmental problem. One such water source with a high rate
of contamination is Lake Tota. This lake has been listed as one of the most threatened ecosystems on the planet by the global
network of wetlands. Despite the environmental problems that contamination of water sources represents in our country, there
are very few studies that investigate the cytogenetic damage generated by exposure to toxic agents. In this regard, an optimal
biological model for the evaluation of the genotoxic effects of occupational or environmental exposure to pesticides is the
zebrafish, due to its sensitivity to contaminants, sensitivity evidenced by damage to chromosomal material. Considering the
above, the aim of this study was to standardize banding cytogenetics (GTG Banding) and molecular cytogenetics (Fluorescence
In situ Hybridization-FISH) techniques, for their application in genotoxicity studies using zebrafish (Danio rerio) larvae as an
in vivo model. The development of this study allowed the standardization of the GTG banding technique for the chromosome
count in zebrafish larvae, as well as the standardization of the FISH technique, important in the evaluation of chromosomal
instability. The standardization of banding and molecular cytogenetics on zebrafish, constitutes a very important tool for the
application of in vivo study models that allow evaluate the chromosomal damage generates by the genotoxic agent’s exposure,
including the pesticides.
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1. Introducción

El lago de Tota conforma el humedal de alta montaña más
extenso del paı́s [1] y la segunda cuenca con mayor extensión
en Sur América. Se encuentra ubicado en el departamento de
Boyacá especı́ficamente entre los municipios de Aquitania,
Tota y Cuı́tiva [2]. Esta cuenca hidrográfica se caracteriza por
presentar servicios ecosistémicos de gran trascendencia para
la población, entre ellos se destaca: abastecimiento de agua
para el consumo, actividades productivas e industriales y el
aprovisionamiento de alimentos [3]. Actualmente, es posible
evidenciar una serie de problemáticas ambientales que reper-
cuten en la funcionalidad del lago y, en consecuencia, en las
poblaciones que allı́ habitan. Dentro de las principales fuentes
de contaminación se encuentran: la escorrentı́a de agentes
quı́micos (plaguicidas) empleados en los cultivos de la zo-
na, especialmente de cebolla larga (Allium fistulosum) [1], la
eutrofización, debida a la pérdida total de fósforo causada
por el uso excesivo de plaguicidas organofosforados [4] y las
constantes fumigaciones [5].

El uso persistente de plaguicidas se constituye como un grave
problema de salud pública a nivel mundial debido a la morbi-
lidad y mortalidad que estos agentes quı́micos pueden causar.
Dado que los plaguicidas son sustancias que se han empleado
para prevenir, destruir, repeler o mitigar plagas tanto en la
agricultura como en la lucha contra vectores, su uso ha traı́do
beneficios, pero también ha generado riesgos para el hombre,
los animales y el medio ambiente [6]. Las actividades agroin-
dustriales representan serios problemas de intoxicación para
la población humana, de hecho, el Instituto Nacional de Salud
de la mano con el Sivigila [7] reportaron en su investigación
8245 intoxicaciones en el 2013, seguido por 9214 en 2014
y 8732 casos de intoxicaciones para el 2015 en Colombia.
Aún más preocupante, en el departamento de Boyacá los pla-
guicidas son la primera causa de intoxicación, ası́ mismo, el
44,7% de los casos se produjeron con mayor frecuencia en
zonas rurales, en donde se informa que sus principales causas
fueron ocupacional y accidental [8].

En Colombia y en Boyacá, son pocos los estudios que eviden-
cian el efecto deletéreo de los plaguicidas sobre el material
genético de diferentes especies, incluyendo a humanos y a

peces. Lo anterior, muestra la necesidad del uso de modelos
biológicos como el pez cebra, que permita la evaluación de
un posible daño genético por exposición a plaguicidas, ası́
como realizar seguimiento a las poblaciones expuestas a los
mismos.

Las investigaciones realizadas hasta la fecha muestran que
el pez cebra (Danio rerio) es un modelo biológico de gran
importancia para el desarrollo de estudios de genotoxicidad
por exposición a plaguicidas. Lo anterior debido a la alta sen-
sibilidad de este organismo a los cambios ambientales y su
alta homologı́a con el genoma humano [9]. De hecho, en los
últimos años, el pez cebra se ha convertido en un importante
modelo biológico para las actividades cientı́ficas y experi-
mentales, incluidos los estudios que buscan comprender la
dinámica (daño del ADN) de diversas sustancias tóxicas. Por
ejemplo, investigaciones recientes indican que su genoma
es aproximadamente la mitad del tamaño de la mayorı́a de
los genomas de los mamı́feros y contiene alrededor de 4,6
picogramos (pg) de ADN que se encuentran distribuidos en
25 pares de cromosomas [10].

Este organismo, además de poseer genes similares a los hu-
manos, se destaca por compartir un alto nivel de homologı́a
fisiológica en donde se incluye el cerebro, el tracto digestivo,
la musculatura y el sistema inmune innato. Por tanto, es posi-
ble inducir diferentes mutaciones genéticas o activar vı́as de
señalización mediante el uso de productos quı́micos, ası́ como
inducir tumores en una amplia variedad de órganos [11] como
el hı́gado, el páncreas, el canal intestinal, la piel, los múscu-
los, la vasculatura y los testı́culos. Adicionalmente, el pez
cebra tiene la capacidad de imitar el carcinoma humano en el
sentido de que exhibe aneuploidı́a masiva y heterogeneidad
en el mismo tumor [12].

Teniendo en cuenta lo anterior, el objetivo de este estudio
fue estandarizar técnicas de citogenética de bandas (Bandeo
GTG) y de citogenética molecular (FISH) sobre larvas de
pez cebra, y de esta manera postular su uso como mode-
lo biológico en estudios de genotoxicidad. El éxito de los
estudios citogenéticos depende de que los cromosomas se
hayan diseminado correctamente y de una correcta expresión
de patrones de bandeo. Sin embargo, la inconsistencia de la

© 2024 Revista Ciencia en Desarrollo Vol. 15 No. 1 Enero - Junio de 2024 37



Natalia Rodrı́guez Sosa et al.

distribución cromosómica óptima sigue siendo un problema
importante en los estudios citogenéticos.

2. Materiales y métodos

2.1. Preparación de acuarios y alimentación

La preparación de los acuarios se realizó mediante el uso
de agua con pH entre 6.5 y 7.0, grava (para que los dese-
chos orgánicos y los huevos queden fijos y no en suspensión),
adorno artificial (para simular en lo posible el entorno natu-
ral) y dos sistemas de filtración. La alimentación se realizó 3
veces al dı́a, empleando tanto alimento vivo (Artemia salina)
como comida en hojuelas.

2.2. Obtención de larvas

Los huevos fueron retirados de la grava mediante el uso de
una aspiradora de bomba manual, luego fueron lavados y final-
mente transferidos a caja de Petri conteniendo agua destilada.
Las cajas de Petri conteniendo los huevos fueron incubadas a
28°C por un periodo de 72 - 90 horas.

2.3. Obtención de metafases y núcleos interfásicos

La obtención de las suspensiones celulares conteniendo las
metafases y los núcleos interfásicos (pellets), se realizó usan-
do protocolos de recolección previamente estandarizados en
el laboratorio de investigación BIOEDUQ de la Universidad
del Quindı́o. Brevemente, larvas de 3 a 6 dı́as post eclosión,
fueron depositadas en tubos eppendorf conteniendo solución
de colchicina 0.15% + DMSO 2%, por 6 horas. Transcurrido
este tiempo, las larvas fueron tratadas con solución hipotónica
(KCl 0.075 M) por 18 minutos y fijadas tres veces con fijador
carnoy (Metanol – Ácido acético 3:1).

2.4. Extendidos metafásicos y dispersión de los
cromosomas

Para la realización de los extendidos metafásicos se usó un
baño serológico. Brevemente, doce (12) microlitros de la sus-
pensión celular en fijador carnoy obtenida previamente, se
dejaron caer sobre un portaobjetos desde una altura de 1 cm y
con grado de inclinación de 45°C. Con el objetivo de lograr
una correcta dispersión de los cromosomas, la suspensión
celular (conteniendo las metafases y núcleos interfásicos) fue
extendida sobre portaobjetos secos, o con agua, o con fija-
dor carnoy. Ası́ obtenidos, los extendidos metafásicos fueron
expuestos a diversas condiciones de temperatura y humedad
(Tabla 1).

Especı́ficamente, los portaobjetos con los extendidos cro-
mosómicos fueron colocados sobre un baño serológico a
68T°C hasta la evaporación total del fijador carnoy. El baño
serológico se utilizó para proporcionar la humedad y la tempe-
ratura adecuada para el secado de las células y la propagación

de los cromosomas. De la misma manera, se realizaron los
extendidos cromosómicos a T° ambiente con una humedad
relativa del 78%.

2.5. Análisis Citogenéticos – Bandeo G con tripsi-
na y Giemsa (Bandeo GTG)

Las placas conteniendo las metafases obtenidas previamen-
te, fueron deshidratadas a 80°C durante 2 horas e incubadas
en tampón 2xSSC por 30 minutos. Luego las preparaciones
fueron sometidas a tripsina a concentración de 0,25% (Gibco,
Life Technologies, Nebraska, USA) por diferentes tiempos,
incluyendo: 1 segundo, 2 segundos, 3 segundos y 4 segundos.
El establecimiento del tiempo adecuado en tripsina se consti-
tuye como un paso primordial en la obtención de un patrón
de bandas especı́fico para cada cromosoma. Pasado el tiem-
po de incubación en tripsina, las preparaciones metafásicas
fueron coloreadas con Giemsa (Sigma, St. Louis, MO, USA)
por 10 minutos. Finalmente, las metafases bandeadas fueron
visualizadas y analizadas usando un microscopio Olympus.
Las imágenes fueron adquiridas mediante el uso del software
Cytovision System 7.4 (Leica Biosystems Richmond, VA,
USA).

2.6. Hibridación In Situ (FISH) por Fluorescencia

FISH se realizó sobre núcleos interfásicos y metafases usando
sondas NOR (Nucleolar Organizing Regions) humanas, mar-
cadas con fluorocromo rojo (LPE NOR, Cytocell, Cambrid-
ge). Las sondas NOR son especı́ficas para los genes de ARNr
ubicados en los brazos cortos de los cromosomas acrocéntri-
cos. Estos genes de ARNr son de importancia crı́tica para
la viabilidad celular. Las NOR contienen grupos de genes
que codifican las tres moléculas de ARNr estructural más
grandes (5.8S, 18S y 28S). La localización cromosómica de
los principales ADN ribosómicos (18S, 5.8S y 28S), corres-
pondientes a NOR, aplicando FISH sobre cromosomas de pez
cebra ha sido reportada en estudios previos [13]. Se analizaron
ocho áreas seleccionadas al azar utilizando un microscopio
Olympus con el software citogenético Cytovision System 7.4
(Leica Biosystems Richmond, Inc.).

3. Resultados y discusión

La agricultura, especı́ficamente el monocultivo de cebolla
larga es sin duda la actividad que genera el mayor grado de
transformación en la cuenca del Lago de Tota. Como se in-
dicó anteriormente, son múltiples los efectos que se presentan
como consecuencia del uso y manejo inadecuado del material
orgánico, de productos quı́micos de uso agrı́cola (plaguicidas
y fungicidas) y de las aguas de riego y escorrentı́a utilizados
para esta labor productiva. Estos tres elementos, sumados a
la densidad e intensidad del cultivo, son la base de las tensio-
nes ambientales en este ecosistema [14]. Dichos efectos han
sido evaluados principalmente mediante caracterizaciones fi-
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Tabla 1: Tratamientos aplicados en las parcelas

No Porta Objetos H T°
1 Seco 78% Ambiente
2 90% 68ºC
3 Con agua antes del extendido de pellets 78% Ambiente
4 90% 68ºC
5 Con fijador carnoy antes del extendido de pellets 78% Ambiente
6 90% 68ºC

T°, Temperatura; H, humedad relativa

sicoquı́micas de agua y sedimentos, análisis toxicológicos en
algunos vertebrados e invertebrados presentes en el cuerpo
de agua y la identificación de los plaguicidas utilizados en la
cuenca. Sin embargo, los estudios de genotoxicidad por expo-
sición a plaguicidas son escasos o nulos por lo que, a la fecha,
la frecuencia y el tipo de daño celular y genético generado
por la exposición a los compuestos tóxicos presentes en el
lago de Tota son desconocidos.

Durante décadas, el pez cebra se ha empleado para pruebas
de toxicidad ambiental y calidad del agua, siendo la prime-
ra especie de pez en la que se desarrollaron experimentos
asociados con la carcinogénesis. El pez cebra es un organis-
mo importante para el estudio de vertebrados en una gran
variedad de disciplinas biológicas debido a su alta fecundi-
dad y rápida generación que favorecen los análisis genéticos,
además, pueden ser fácilmente mantenidos en acuarios. Por
ello, esta especie ha adquirido gran importancia en los últi-
mos años ya que ha resultado ser un excelente modelo para la
investigación de diversas patologı́as y enfermedades humanas,
entre ellas el cáncer [15, 16], en quı́mica toxicológica, estu-
dios de neurobiologı́a (neuroanatómica y neuroquı́mica) [17]
y en la evaluación morfológica de los efectos de la exposición
ambiental a variedad de compuestos [18].

El pez cebra y el humano comparten gran parte del geno-
ma (aproximadamente el 70%), incluyendo el 82% de genes
asociados a enfermedades como el cáncer, el Alzheimer, el
Parkinson y algunas cardiopatı́as [19]. A este respecto, se han
realizado descripciones detalladas de la anatomı́a del embrión
y la larva del pez cebra y se han desarrollado metodologı́as
robustas que permiten la experimentación, destacando el estu-
dio de la mutagénesis a gran escala en este modelo biológico
para indagar acerca de las alteraciones cromosómicas numéri-
cas (aneuploidı́a) y estructurales, la función de los genes y
la heterogeneidad caracterı́stica de enfermedades como el
cáncer [20].

Este organismo, además de poseer genes similares a los hu-
manos, también se destaca por compartir un alto nivel de
homologı́a fisiológica, en donde se incluye el cerebro, el trac-
to digestivo, la musculatura y el sistema inmune innato, por
lo que se estima que aproximadamente se pueden reproducir
en el pez cebra 8 de cada 10 enfermedades humanas [21],
incluyendo la inducción de tumores en una amplia variedad

de órganos como el hı́gado, el páncreas, el canal intestinal, la
piel, los músculos, la vasculatura y los testı́culos [11]. Adicio-
nalmente, es posible evaluar diferentes mutaciones genéticas
o activar vı́as de señalización mediante el uso de productos
quı́micos.

La incorporación del pez cebra al listado de animales em-
pleados en los procedimientos experimentales ha supuesto
la consolidación de este modelo animal. De hecho, su uso
se ha incrementado debido a sus ventajosas caracterı́sticas,
permitiendo enfocar numerosas áreas de estudio desde nue-
vas perspectivas [22]. Por ejemplo, en diversos estudios de
toxicidad se ha determinado la capacidad del pez cebra para
regenerarse, adaptarse y responder inmunológicamente a altas
concentraciones de sustancias quı́micas como el arsénico, el
plomo y el glifosato [23]. Sumado a estos factores, su estudio
representa un gran valor para la salud y la prevención, pues
la exposición humana a quı́micos ambientales se asocia con
toxicidad aguda y consecuencias a largo plazo que incluyen
anomalı́as congénitas y crónicas, cáncer e incluso, muerte
[18].

Los embriones de pez cebra expuestos a carcinógenos exhi-
ben una amplia variedad de neoplasias que se derivan princi-
palmente de tejidos epiteliales, mesenquimáticos y neurales,
donde el hı́gado representa el principal órgano afectado por la
exposición a este tipo de agentes en cualquier etapa de desa-
rrollo [24]. Muchos de estos agentes tóxicos se introducen en
el medio ambiente especialmente por medio del vertimiento
de aguas residuales en fuentes hı́dricas y conforme pasan los
años, la presencia de estas sustancias tiende a ser mayor. De
acuerdo con ello, la contaminación de ecosistemas acuáticos y
su efecto sobre las poblaciones que allı́ habitan, han sido reco-
nocidas como una de las principales emergencias ambientales
actuales [25].

Considerando lo anterior, el pez cebra se constituye como
un excelente modelo biológico y en un prototipo ideal pa-
ra la evaluación de los efectos genotóxicos por exposición
ocupacional o ambiental a sustancias quı́micas [25] debido a
su sensibilidad a los contaminantes, sensibilidad evidenciada
por daño al material genético (rupturas, inserciones y delecio-
nes cromosómicas). Además, en la actualidad existen pocos
modelos animales en los que sea posible estudiar los efectos
de la exposición a sustancias tóxicas [18]. Las investigacio-
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nes realizadas hasta la fecha muestran que el pez cebra es
un modelo biológico de gran importancia para el desarrollo
de estudios de toxicidad y genotoxicidad por exposición a
pesticidas presentes en fuentes de agua como el lago Tota.

La orientación citogenética en investigaciones acerca de geno-
toxicidad por exposición a contaminantes ambientales sobre
organismos modelo y/o especies centinela está poco desarro-
llada a nivel nacional. Concretamente son escasos los estudios
que indagan acerca del daño causado al material genético en
peces expuestos a sustancias tóxicas o aguas contaminadas
con dichos agentes, y aún más limitada es la aplicación de
técnicas de citogenética de bandas y molecular para la evalua-
ción de los posibles efectos producidos sobre los cromosomas
de este grupo de vertebrados.Adicionalmente, la evaluación
de micronúcleos en eritrocitos de sangre periférica junto con
el ensayo cometa, son los biomarcadores mayormente uti-
lizados en estudios de genotoxicidad en peces. Lo anterior
debido a la rapidez y sensibilidad de las técnicas para identifi-
car el daño al ADN, ası́ como un alto valor predictivo en la
detección de efectos citogenéticos causados por exposición
a contaminantes ocupacionales y medioambientales [26, 27].
Tales factores han incentivado el uso de estas metodologı́as
en las investigaciones enfocadas en evaluar toxicidad y daño
genético en peces en Colombia, siendo objeto de estudio
especies ı́cticas de importancia comercial del rı́o Magdale-
na [28], además de otras como Prochilodus magdalenae y
Oreochromis sp. [29].

Los estudios desarrollados hasta la fecha evidencian la impor-
tancia de la implementación de un modelo biológico como el
pez cebra para la evaluación de alteraciones cromosómicas
(en los 25 pares de cromosomas del pez cebra [10]) de tipo
numérico y estructural, inducido por la exposición a genotóxi-
cos, como los encontrados con mayor frecuencia en análisis
toxicológicos de aguas del Lago de Tota, y que incluyen a los
plaguicidas Mancozeb y Malathion.

Las pruebas de genotoxicidad aplicadas en peces tienen co-
mo principio el aislamiento celular y la cuantificación del
daño causado al material genético [30], aplicaciones en las
cuales el análisis citogenético y las técnicas de bandeo, como
el bandeo GTG, proporcionan herramientas robustas para la
observación de la estructura de los cromosomas en vertebra-
dos superiores, incluidos los humanos [31]. El éxito de los
estudios citogenéticos depende, entre otros, de la correcta
diseminación o dispersión de los cromosomas, y del estable-
cimiento del tiempo adecuado en tripsina. No obstante, la
inconsistencia de la distribución cromosómica óptima y la
obtención de un patrón de bandas especı́fico para cada cro-
mosoma, siguen siendo importantes limitantes en los estudios
citogenéticos.

Considerando lo anterior, la primera parte de este estudio se
enfocó en determinar las condiciones de extendido, tempera-
tura y humedad óptimas para la obtención de metafases con
una adecuada dispersión cromosómica, puesto que de esta
caracterización depende en gran medida la separación o dis-

persión de cromosomas, ya que la velocidad de la evaporación
del fijador carnoy incide directamente en la distancia entre
cromosomas. Para lo anterior, se analizaron los efectos de la
altura de caı́da de la suspensión celular, el estado del porta-
objetos (seco, con agua o con fijador carnoy), el tiempo de
secado, la proporción de fijador, la temperatura y la humedad
relativa sobre la calidad de los extendidos metafásicos.

La evaluación de éstas variables permitió determinar que la
humedad sobre el portaobjetos fue la variable que más afectó
la dispersión cromosómica. Se obtuvo una mejora constan-
te en factores de dispersión como un área de metafase más
grande, menos superposiciones de cromosomas o frecuencias
más bajas de metafases rotas cuando los portaobjetos con los
extendidos metafásicos fueron expuestos a una temperatura
de 68ºC y una humedad relativa de 90%. Esto se logró rea-
lizando el extendido de las metafases sobre portaobjetos de
vidrio secos colocados en un baño de agua cubierto a 68ºC.
Lo anterior se explica por el hecho que, a esta temperatura y
humedad la velocidad de evaporación del fijador carnoy es
menor, lo que conduce a que los cromosomas se dispersen
lentamente a medida que el fijador se evapora, por lo que
a mayor velocidad de evaporación del fijador menor disper-
sión cromosómica y viceversa, evidenciando una relación
inversamente proporcional entre estas variables (Figura 1).

Con el objetivo de obtener un patrón de bandas especı́fico
para cada cromosoma, se procedió a la estandarización de
diferentes tiempos de incubación con solución de tripsina
al 0,25%. A pesar de que se usaron diferentes tiempos (1
segundo, 2 segundos, 3 segundos y 4 segundos) no fue posi-
ble evidenciar un patrón de bandas claro, siendo la principal
limitante el tamaño de los cromosomas (Figura 2).

Esta limitante ha sido reportada en estudios previos, en donde
ha sido indicado que los cromosomas de los peces son más
pequeños y presentan un rango más estrecho de valores de
GC% en genomas completos [32, 33]. De hecho, investiga-
ciones recientes [34] indican que especı́ficamente para el pez
cebra, la aplicación de citogenética de bandas ha demostrado
varias dificultades relacionadas con la correcta clasificación
de los cromosomas basados en su tamaño, patrón de bandas y
morfologı́a, por lo que los esfuerzos realizados con el objetivo
de estandarizar metodologı́as de bandas cromosómicas, espe-
cialmente bandeo G, han sido poco exitosos al no producir
patrones de bandas utilizables en estos organismos [31].

A pesar que se obtuvieron cromosomas con buena morfologı́a
y tamaño, no fue posible evidenciar un patrón claro y óptimo
de bandeo. Sin embargo, se destaca el hecho de que el uso de
la citogenética de bandas en este modelo, ası́ como el protoco-
lo estandarizado propuesto para la obtención de metafases con
una adecuada dispersión cromosómica (Tabla Suplementaria
1), puede ser aprovechado para el análisis de alteraciones de
tipo numérico y por tanto, para la evaluación de inestabilidad
cromosómica numérica por exposición a agentes genotóxicos.

Adicionalmente, es importante resaltar que las metafases y
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Figura 1: Dispersión cromosómica en pez cebra (Danio rerio). Extendidos metafásicos expuestos diferentes condiciones de temperatura
y humedad. A) Metafase con una correcta dispersión cromosómica, sometida a una Tº de 68ºC y humedad relativa del 90%. B) Metafase
con reducida dispersión cromosómica, sometida a Tº ambiente y humedad relativa del 78%.

Figura 2: Cromosomas pez cebra (Danio rerio) obtenidos mediante la técnica Bandeo GTG. Se observan cromosomas con buena morfo-
logı́a y longitud. Sin embargo, el patrón de bandeo GTG no se evidencia claramente.
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núcleos interfásicos obtenidos se constituyen como muestras
importantes para la evaluación de alteraciones cromosómicas
numéricas y para el estudio de inestabilidad cromosómica
mediante FISH.

Las investigaciones realizadas hasta la fecha demuestran las
dificultades que representa la estandarización de técnicas de
citogenética de bandas no solamente sobre el pez cebra, sino
sobre los peces en general, por lo que la estandarización de
técnicas de citogenética molecular (FISH) se constituye como
necesaria y prometedora en la evaluación de daño cromosómi-
co por exposición a agentes genotóxicos.

En FISH, sondas locus especı́ficas, centroméricas y/o NOR
son usadas para identificar la presencia tanto de alteraciones
de tipo numérico como estructural, por lo que su uso podrı́a
permitir, no solo indagar acerca de los efectos deletéreos
sobre el número de cromosomas del pez cebra y por ende
la evaluación de inestabilidad cromosómica, sino incremen-
tar las posibilidades de utilizar este modelo en estudios de
investigación biomédica.

De hecho, los resultados obtenidos en este estudio permiten
postular el uso de sondas NOR en la evaluación de inestabili-
dad cromosómica numérica en pez cebra. Lo anterior teniendo
en cuenta que, las variaciones en el número de cromosomas
pueden ser fácilmente evidenciadas por el conteo del núme-
ro de señales fluorescentes en extendidos tanto metafásicos
como de núcleos interfásicos. Especı́ficamente, el uso de la
sonda NOR (LPE NOR. Fluorocromo rojo. Cytocell) sobre
núcleos interfásicos de larvas del pez cebra, permitió iden-
tificar variaciones en el número de las señales emitidas por
núcleo analizado, las que oscilaron entre 6 y 10 señales (Figu-
ra 3 ). Nuestras observaciones son concordantes con estudios
previos en pez cebra [13], en donde fueron observadas entre
siete a ocho señales de ADNr por núcleo interfásico.

La implementación de protocolos de citogenética molecular
como FISH, se encuentra ampliamente extendida en la de-
tección de alteraciones cromosómicas tanto numéricas como
estructurales, las cuales se pueden analizar mediante la loca-
lización, disposición y recuento de secuencias individuales
de interés, y visualizar a través de fluoróforos unidos a la
sonda de hibridación en células en metafase e interfase por
igual [35]. Sin embargo, a pesar de los enormes y rápidos
avances en esta técnica molecular, la introducción de FISH
para el estudio de alteraciones cromosómicas causadas por
sustancias quı́micas aún no está generalizada [36], por lo que
su aplicación en estudios de genotoxicidad usando como mo-
delo biológico el pez cebra, es prometedora. Considerando
lo anterior, como resultado de este estudio se propone un
protocolo para la realización de ensayos FISH usando sondas
NOR sobre preparados metafásicos y de núcleos interfásicos
obtenidos del pez cebra (Tabla Suplementaria 2). Se considera
que la implementación de este protocolo se constituye como
una alternativa viable en la investigación de genotoxicidad
sobre este organismo.

En lo que respecta al tipo de sondas especı́ficas usadas con
mayor frecuencia en pez cebra, es escasa la información dis-
ponible, por lo que los investigadores han empleado sondas
de ADN para regiones cromosómicas especı́ficas de este bio-
modelo y sondas NOR humanas.

El uso de sondas para regiones cromosómicas especı́ficas se
ha convertido en una herramienta útil para estudios de identifi-
cación y confirmación de translocaciones inter cromosómicas
y deleciones terminales, ya que facilitan un análisis rápido
y preciso de la inestabilidad genómica y la susceptibilidad
al cáncer en ensayos de pez cebra haploide [37]. En lo que
respecta al uso de sondas NOR humanas, ha sido indicado
que dichas sondas son ideales para estudios citogenéticos
porque proporcionan señales de hibridación aptas para el
reconocimiento cromosómico directo en preparaciones de
cromosomas en metafase, y una enumeración cromosómica
precisa en núcleos interfásicos [38]. Teniendo en cuenta que
el pez cebra y el ser humano comparten gran parte del geno-
ma (aproximadamente el 70%) [19], la implementación de
las sondas NOR se constituye como una buena alternativa en
estudios de genotoxicidad sobre pez cebra [13].

4. Conclusiones

El uso del pez cebra como modelo biológico, es sin duda una
herramienta clave para lograr dilucidar el efecto deletéreo
sobre los cromosomas por exposición a agentes genotóxicos,
incluyendo a los plaguicidas.

Nuestros hallazgos nos permiten indicar qué si bien la cito-
genética de bandas se constituye como una excelente herra-
mienta en la evaluación de alteraciones cromosómicas numéri-
cas y estructurales en seres humanos, su uso es limitado en el
pez cebra debido al corto tamaño de los cromosomas, siendo
este un impedimento para la correcta obtención de un patrón
de bandas adecuado. Sin embargo, se resalta que si bien, no
fue posible obtener un patrón de bandeo óptimo en los cro-
mosomas del pez cebra, el uso de la citogenética de bandas
en este modelo puede ser aprovechado para el análisis de alte-
raciones de tipo numérico y por ende para la evaluación de
inestabilidad cromosómica numérica por exposición a agen-
tes genotóxicos. Considerando lo anterior, se recomienda el
uso de FISH con sondas NOR, como una técnica óptima y
confiable en la evaluación de daño genotóxico por exposición
a plaguicidas, usando como modelo biológico el pez cebra.

Los resultados de este estudio representan un punto de partida
para desarrollar estrategias y estudios dirigidos a salvaguar-
dar las fuentes hı́dricas del paı́s y ası́ mismo, la salud de las
poblaciones que habitan en las zonas aledañas.
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Figura 3: Imágenes representativas de FISH en larvas de pez cebra (Danio rerio). FISH se realizó sobre núcleos interfásicos usando sondas
NOR (Regiones Organizadoras Nucleolares), especı́fica para los genes de ARNr marcada con espectro rojo.
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Este estudio no recibió ninguna subvención especı́fica de
agencias de financiación en los sectores público, comercial o
sin fines de lucro.

8. Agradecimientos

A la Universidad Pedagógica y Tecnológica de Colombia,
ası́ como también, al Semillero de Investigación en Ciencias
Básicas y Aplicadas (SICBA) adscrito al Grupo de Investiga-
ción en Ciencias Biomédicas (GICBUPTC), y finalmente, a
la Universidad del Quindı́o.

Referencias
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[Internet]. Bogotá; 2017. Available from: https://www.
ins.gov.co/BibliotecaDigital/PRO-Intoxicaciones.pdf

[8] Secretaria de Salud de Boyacá. Informe del comporta-
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Tabla suplementaria 1: Protocolo Citogenética de bandas - Bandeo GTG para pez cebra (Danio rerio)

ETAPA DESCRIPCIÓN
1. Preparación

1. Vortexar la muestra por 3 segundos, posteriormente centrifugar a 3.000 rpm
por 5 minutos.

2. Eliminar sobrenadante y adicionar Carnoy.
3. Repetir el paso 1.
4. Indispensable generar una temperatura cálida al ambiente de trabajo en el labo-

ratorio. Ayudarse con planchas de calentamiento y baño marı́a.

2. Extendido
1. Resuspender. Tomar doce (12) microlitros de suspensión celular en fijador

Carnoy (metanol : ácido acético 3:1) y dejarlos caer sobre un portaobjetos se-
co desde una altura de 1 cm y con grado de inclinación de 45º. Depositar los
portaobjetos con los extendidos cromosómicos sobre baño serológico a 68°C y
90% de humedad, hasta la evaporación total del fijador Carnoy.

2. Realizar observación al microscopio con el fin de comprobar el éxito del exten-
dido.

3. Bandeo GTG
1. Llevar la lámina al horno para realizar el proceso de envejecimiento por 2 ho-

ras a 82°C.
2. Agregar en un copling 108 mL de agua destilada y 12 mL de 20xSSC, deposi-

tarlo en baño marı́a a 62°C por 30 minutos. Lavar con abundante agua y dejar
secar.

3. Preparar Tripsina: 12 mL de agua destilada y agregar 12 mL de Tripsina, con-
servar en nevera.

4. Proporcionar calor a la lámina por medio de la plancha de calentamiento e
inmediatamente introducirla en Tripsina frı́a por 3-4 segundos con el fin de
generar el choque térmico. Lavar con abundante agua y dejar secar.

5. Se debe realizar una observación preliminar al microscopio para observar si la
lámina requiere más tiempo en Tripsina, si es ası́, repetir el paso 3.4.

6. Preparar el colorante Giemsa para realizar la tinción. Preparación: 0.2 mL de
Giemsa, 0.2 mL de tampón Sorensen y 4.6 mL de agua destilada.

7. Adicionar 10 mL del colorante Giemsa previamente preparado sobre la lámina
formando un cojı́n y evitando la formación de burbujas. Dejar actuar por 10
minutos. Lavar con abundante agua.

8. Al dı́a siguiente, agregar cubreobjeto a la lámina y sellar con Entellan. Dejar
reposar.

4. Lectura de
Metafases

Realizar la lectura y análisis de las metafases.
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Tabla 2: Protocolo técnica Hibridación in situ por Fluorescencia (FISH) para pez cebra (Danio rerio)

ETAPA DESCRIPCIÓN
1. Preparación

1.1 Vortexar las suspensiones celulares por 3 segundos, posteriormente centrifugar a 3.000 rpm
por 5 minutos. Eliminar sobrenadante y adicionar Carnoy.

1.2 Resuspender. Tomar doce (12) microlitros de la suspensión celular en fijador Carnoy (me-
tanol : ácido acético 3:1) y dejarlos caer sobre un portaobjetos seco desde una altura de 1
cm y con grado de inclinación de 45º. Depositar los portaobjetos con los extendidos cro-
mosómicos sobre baño serológico a 68°C y 90% de humedad, hasta la evaporación total del
fijador Carnoy. El baño serológico se utiliza para proporcionar la humedad y la temperatura
adecuada para el secado de las células y la propagación de los cromosomas.

1.3 Realizar observación al microscopio con el fin de comprobar el éxito del extendido.
1.4 Seleccionar la zona a hibridar, la cual debe estar conformada por una gran cantidad de

núcleos interfásicos y/o metafases.

2. Pre-Hibridación
2.1 Preparar las soluciones a usar para la prehibridación, incluyendo: un copling con solución

2xSSC, un copling conteniendo etanol al 70%, un copling conteniendo etanol al 85% y un
copling conteniendo etanol al 100%.

2.2 Depositar los portaobjetos conteniendo las suspensiones celulares en la solución 2xSSC por
2 minutos. Posteriormente retirar y dejar secar.

2.3 Pasado el tiempo en solución 2xSSC, depositar las láminas en cada uno de los etanoles
(70%, 85% y 100%) por 2 minutos cada uno.

3. Hibridación
3.1 Es indispensable manejar un ambiente con mı́nimo nivel de luz debido al uso de la sonda.
3.2 Sacar la sonda NOR del congelador mı́nimo 30 minutos antes de su uso. Luego, vortexar y

centrifugar la sonda por 3 segundos.
3.3 Tomar 3 µL de la sonda con micropipeta, y depositarla sobre la zona demarcada previamen-

te (paso 1.4) en la lámina portaobjetos conteniendo las suspensiones celulares. Para evitar
la formación de burbujas, se recomienda realizar este paso de manera lenta y cuidadosa.
Cubrir con cubreobjetos. Dejar reposar en oscuridad.

3.4 Sellar con pegante de goma los bordes del cubreobjetos. Dejar secar en oscuridad.
3.5 Depositar las láminas portaobjetos conteniendo las suspensiones celulares en el equipo

ThermoBrite (equipo usado para llevar a cabo los pasos de desnaturalización e hibridación
de la sonda). Seleccionar el programa correspondiente a la sonda, que incluye: desnaturali-
zación por 2 minutos a 75°C e hibridación a 37°C durante 20 horas.

4. Post-Hibridación
4.1 Es indispensable manejar un ambiente con mı́nimo nivel de luz debido al uso de la sonda.
4.2 Pasado el tiempo de hibridación, retirar las láminas del equipo ThermoBrite y remover el

pegante de goma con ayuda de unas pinzas. Luego, depositar las láminas en buffer 2xSSC
por 5 minutos con el objetivo de retirar el cubreobjetos.

4.3 Realizar los lavados de astringencia de la siguiente manera: depositando las láminas en
solución 0,4xSSC a 72°C por 2 minutos, luego pasarlas por solución 2xSSC + NP40 por 30
segundos, y finalizar con los pasos por los etanoles (70%, 85% y 100%) por 1 minuto en
cada alcohol.

4.4 Sacar las láminas con las suspensiones celulares del último etanol y dejarlas secar en oscuri-
dad.

4.5 Cuando las láminas estén secas, agregar 3 µL de DAPI sobre la zona hibridada usando mi-
cropipeta. Colocar el cubreobjetos y sellar con esmalte.

5. Lectura
5.1 Dejar las láminas en la nevera a 4ºC por un mı́nimo de 10 minutos para asegurar que el

DAPI se extienda de manera uniforme.
5.2 Realizar la lectura de un mı́nimo de 100 núcleos interfásicos usando un microscopio de

fluorescencia.
5.3 Es indispensable manejar un ambiente con mı́nimo nivel de luz.
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