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INTRODUCCION

El nGmero diploide de los cromosomas del conejo (2n = 44)
fué establecido por vez primera, en 1.926, por PAINTER, usando
células amnibticas de embriones de 14 dias, y més tarde confir
mado por numerosos investigadores. No obstante, hasta que las
técnicas de cultivos celulares y de observacidn de cromosomas
no se perfeccionaron, no se realizb6 el primer andlisis comple-
to de los cromosomas de esta especie, lleglndose a estudiar la
longitud relativa de cada par asi como la correcta posicibn --
del centrdmero (MELANDER, 1.956). Aunque los cromosomas pudie-
ran ser agrupados, era dificil la identificacién individual de
cada par cromosdmico y especialmente del cromosoma X, el cual,
era dificil de diferenciar de algunos pares de longitud media
y morfclogia submetacéntrica.

El desarrollo actual de las técnicas de bandeo cromosdmico
ayuda a clarificar la situacidén. Mediante la aplicacién de las
técnicas de bandas G, O, Ry C se ha logrado la identificacibn
de todos los pares, adem8s de la diferenciacién del cromosoma
X (CHAN y cols., 1.977; SCHRODER y cols., 1.978 y HAGELTORN vy
y GUSTAVSSON, 1.979). No obstante, quedan todavia algunos seg-
mentos o cromosomas individuales sin reconocer en su totalidad,
lo que obliga a seguir, mediante el perfeccionamiento de las --
técnicas de observacibdn cromosdmica.

En nuestro pais, no se ha identificado el nfimero cromos&-
mico de esta especie animal, y gqueda mucho . terreno por reco- -
rrer hasta la total identificacidn de cada segmento cromosdmi-
co, haciendo ello extensible a las diferentes lineas genéticas
gue se explotan en Espaha. Especial interés refinen estos estu-
dios, concretamente en el conejo comfin espaiol, cuyas caracte-
risticas citogenéticas son todavia desconocidas.

Por ello, en el presente trabajo, se aplican técnicas --

standard de anélisis carioldgico complementadas con diferentes
técnicas de bandeo (C, G y NOR).

MATERIAL Y METODOS

Los estudios citogenéticos se han realizado a partir de cul
tivos leucocitarios sanguineos procedentes de 6 machos y 6 hem=-
bras. '

Las muestras sanguineas fueron extraidas directamente de -
corazbn sobre los animales vivos y recogidas en tubos al vacio
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conteniendo heparina (100 U.I./10 ml sangre).

Los leucocitos fueron separados y puestos en cultivo con
medio RPMI al que se ahadieron antibibticos (100 U.I. de peni-
cilina y 0,2 mg de streptomicina por ml de medio), 20% de sue-
ro fetal bovino y 0,05 ml de fitohemaglutinina como mitdgeno.
Los cultivos fueron incubados durante 48 a 50 horas a 37°C.

Una hora antes del final del periodo de incubacidn se afa
didé colchicina a una concentracién del 0,01% (0,1 ml/10 ml de
medio).

A continuacidén las cé&lulas fueron sometidas al choque hi-
potdnico (K Cl 0,075 M) y posteriormente al fijador (metanol/
dcido acético).

Finalmente, y una vez realizada la extensibdn sobre los --
portaobjetos, se procedid a la tincidn standard con colorante
Giemsa al 20% en buffer fosfato (pH = 6,8), durante 5 minutos.

Técnicas de bandas.

Las extensiones no tenidas fueron sometidas a diferentes
técnicas de marcaje cromosdmico. Asi por ejemplo para bandas G,
se utilizdé el método proteolitico, utilizando tripsina al 0,25%
(tripsina 1:250) en PBS, manteniendo los portaobjetos durante
10-15 segundos a temperatura ambiente. A continuacidn, lavados
con PBS y tehidos con Giemsa.

La coloracidn de la heterocromatina constitutiva mediante
las denominadas bandas C, se llevd a cabo colocando las exten-
siones en HCl 0,2 N durante 1 hora a temperatura ambiente, la-
vadas con H,0O destilada y tratadas durante 30 segundos con una
solucidn de Ba(OH), 0,3 N a 50°C. Lavadas con H20 destilada y
colocadas durante 1 hora en solucidén 2 x SSC a 60°C. Finalmen-
te, tenidas con Giemsa.

La tincién de las regiones portadoras de los organizado--
res nucleolares (NOR), se realizd por precipitacidn argéntica
mediante nitrato de plata. Los portas son recubiertos de una -
solucibn de AgNO3 al 50% en H)O destilada, colocados durante -
horas a 50°C, al cabo de este tiempo, se lavan y se observan.
En ocasiones, también han sido tenidos ad1c1onalmente, con’ ==
Giemsa al 2% durante 15 segundos.

RESULTADOS

Mas de 1.000 metafases han sido estudiadas (50 metafases/
individuo) y en todas ellas ha podido comprobarse el nfimero --
cromosdmico 2n = 44, tanto en los machos como en las hembras.

Del total de metafases analizadas han sido seleccionadas
aquéllas que reunian mejores condiciones para la realizacidn -
del cariotipo (cromosomas separados unos de otros, cromdtidas
paralelas, etc.). De esta forma se ha obtenido el cariotipo de
todos los animales estudiados, comprobandose tanto el n@imero -
como la morfologia cromosdmica,
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La ordenacidén de cada par de cromosomas homdlogos, ha sido
realizada siguiendo las normas y recomendaciones de la Confe--
rencia Internacional de Reading (1.976) y del Comité para Stan
darizacién del cariotipo de Oryctolagus cuniculus (1.981).

De esta forma y como puede observarse en la figura 1, los
44 cromosomas se dividen en dos grupos: el par sexual (gonoso-
mas) y los pares autosédmicos. Estos fltimos, comprenden 4 gru-
pos seglin la morfologia (posicidn del centrdmero). Dentro de -
cada grupo la disposicién sigue un orden de tamano decreciente

El primer grupo comprende los pares 1 al 6 todos ellos me-
tacéntricos (posicidn central del centrdmero). El1 segundo, --
constituido por los pares 7 al 11 y submetacéntricos (el cen--
trdmero ligeramente desplazado hacia un extremo). El tercero,
formado por-los 6 pares siguientes, del 12 al 17, presentando
una morfologia subtelocéntrica (un brazo muy corto, frente al
otro bastante mds largo) y finalmente, el cuarto grupo autosd-
mico con todos los pares telocéntricos (el centrdmero ocupa —-
una posicidn terminal), comprende los pares 18 al 21, de menor
tamano.

Con respecto al par sexual, en los machos se comprueba la
presencia de un cromosoma X submetacéntrico, con un tamano in-.
termedio entre los pares 8 y 9 y un cromosoma Y, subtelocéntri
co, de tamafio semejante al par 20. Por otra parte, las hembras
presentan 2 cromosomas X, ambos submetacéntricos.

Respecto a los resultados obtenidos a partir de las técni-
cas de bandeo aplicadas, se han identificado todos los pares -
cromosdmices y confirmado la ordenacién del cariotipo.

Mediante las bandas G, los cromosomas presentan una alter-
nancia de bandas claras y oscuras a lo largo de los brazos cro
mosbmicos, excepto la regidn centromérica que suele aparecer -
bastante clara.

En la figura 2, se observa un cariotipo obtenido con ban--
das C, donde se pone de manifiesto, finicamente la regidn cen--
tromética y las constricciones secundarias. Por el contrario,
las cromatidas aparecen tenidas pé&lidamente.

En la figura 3, sobre el cariotipo correspondiente, se ob-
"servan las regiones cromosdmicas donde se identifican los orga
nizadores nucleolares. Mediante esta técnica las crom&tidas --—
aparecen poco tenidas y s6lo son coloreadas las regiones porta
doras del DNA ribosfémico, aunque en realidad parece que se ti-
nen mas probablemente las proteinas cromosdmicas que el DNA.
‘Los granos de plata, se sitian, de esta forma, sobre los bra--
zbs portadores de dicho DNA ribosdmico.

Con estos resultados, se contribuye a un mejor y mds com--
pleto conocimiento de los cromosomas del conejo en nuestro --
pais y de las caracteristicas de comportamientce y diferencia--
cidn, para posteriores aplicaciones en la seleccibn y mejora -
de las razas explotadas.
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Fig. 1.~ Cariotipo de Oryctolagus cuniculus L. Tincibén standard.
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44 , XY

Fig. 2.- Cariotipo tenido con bandas C donde se pone de manifiesto
la regibén centromérica y las constricciones secundarias.
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Fig. 3.- Cariotipo correspondiente a la tincifén de las regiones
de los organizadores nucleolares sefialadas mediante
flechas.
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DISCUSION

La aplicacidén de la técnica convencional para la obtencibn
de cariotipos en una especie animal tan poco estudiada, desde -
este punto de vista, como la que nos ocupa en este trabajo, --
constituye una técnica perfectamente vidlida y es ya un primer -
paso para su conocimiento citogenético. Pero en muchas ocasio--
nes, no va a dar la.suficiente resolucibén y es posible que no -
permita la completa identificacibn de cada par cromosdmico, de-
bido al tamano o morfologia similar entre algunos de ellos.

Es por esto, que se hace imprescindible la aplicacién de --
otras técnicas mds resolutivas, como son las de bandeo, en cual
quiera de sus manifestaciones (G, C, R, T, etc.).

Por otra parte, representan una eficaz metodologia para la
identificacidn de posibles anomalias numéricas o estructurales
(translocaciones, fusiones céntricas, inversiones, etc.) que --
pueden presentarse en los animales, destacando, en este aspec—-
to, la técnica de bandas C (fig. 2).

En cuanto a las bandas NOR, corresponden a las regiones de
los organizadores nucleolares (NOR) (fig. 3) y se definen como
aquellas &areas cromosbdmicas portadoras del cddigo en el DNA que
codifica para la produccidn del RNA ribosbdmico.

El nGmero de regiones que se ha observado a lo largo del --
presente trabajo, varia en cada individuo. Se han encontrado un
médximo de 6 y un minimo de 3 por cada metafase. Estas variacio-
nes pueden ser explicadas en base a que el material tenido no -
sea &cido nucleico sino probablemente de naturaleza protéica, -
que esté presente en los lugares activos de la transcripcibn --
del RNA ribosdmico, como ya' sehalaran GOODPASTURE y BLOOM -
(1.975), HOWELL (1.975) y MARTIN DE LEON y cols. (1.978).

La importancia de la localizacidn de las NOR, no reside s6-
lo en el hecho de que contribuyen a un mejor conocimiento del -
comportamiento cromosédmico dentro de la célula, sino que ademés
dada la existencia de variacidn entre los individuos de una mis
ma especie, constituyen un inapreciable marcador genético, pues
to que no sblo se heredan los cromosomas sino también sus carac
teristicas y comportamiento. -

No obstante y a pesar del gran avance gue supone la aplica-
cidén de las bandas, se han hecho diferentes tipos de ordenacio-
nes dentro de los pares cromosdmicos a la hora de la confeccidn
del cariotipo, destacando la del Comité& para Standarizacién del
cariotipo de 0. cuniculus que podemos considerar como definiti-
va, y la gque se ha seguido en la realizacibén de los cariotipos
en el presente trabajo.

Los estudios citogenéticos en conejo relnen un gran interés
por las numerosas aplicaciones a que pueden destinarse. Dentro
de la mejora genética, son fundamentales los efectos que los --
factores cromosbébmicos estdn produciendo en los individuos, ya -
que la causa de numerosas muertes de embriones tempranos es la
presencia de dotaciones cromosdmicas andmalas. Por otra parte,
las alteraciones de los cromosomas, tanto estructurales como --
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numéricas son causa de baja fertilidad en los portadores. Cabe

senalar el inter&s que representa el conocimiento del cariotipo
del conejo, con vistas a trabajos de experimentacién como el ma
peo genético mediante la té&cnica de hibridacién celular 1nt9res
pecifica, por ejemplo.

La aplicacibén de los estudios citogenéticos en conejos y —--
concretamente en razas y lineas genéticas propias del pais, --
constituye un primer paso en el mejor conocimiento genético de
las lineas utilizadas en las explotaciones cunicolas, con vis--
tas a la seleccidén y mejora de dicha especie.
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RESUMEN

El conejo doméstico (Oryctolagus cuniculus L.) presenta, --
desde hace largo tiempo, un gran interés desde el punto de vis
ta citogenético. A pesar de ello, en Espaha son tan escasos di-
chos estudios que en el conejo comfin espanhol, no se ha determi-
nado todavia, su cariotipo.

En el presente trabajo se estudia el nfimero y morfologia --
cromosdmica en esta linea genética, identificado cada par cromo
sébmico mediante técnicas convencionales y aplicando técnicas de
bandas G, C y NOR, siguiendo las normas y recomendaciones de la
Conferencia Internacional de Reading celebrada en 1.976 y del -
Comité para Standarizacién del cariotipc de Oryctolagus cunicu-
lus (1.981) se observan los organizadores nucleolares en metafa
se usando tincidén de AgNO3. El nfimero de organizadores observa-
dos, varia de 3 a 6 por metafase en los individuos estudiados.

SUMMARY

The domestic rabbit has for a long time been of great
interest from several cytogenetical points of view.

The Karyotype of Spanish common rabbit aren't determinated.
In Spain, these studies are actually few.

In the present work, the standard and G-, C- and NOR's
banding patterns of the domestic rabbit chromosomes are
described and verified by representative karyotypes. The
chromosomes, arranged according to the system recommended by
an international study group at Reading in 1976 and Committee
for Standardized Karyotype of Oryctolagus cuniculus in 1981,
are individually identifiable with each of the banding
techniques used. Nucleolar organizer regions (NOR's) were
demonstrated in metaphase chromosomes using silver staining.
The number of Ag-NOR's seen in the rabbit varied among
individuals. There was a maximun of six Ag-NOR's, with an
average of three to four per metaphase.
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