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Abstract 

Culture media 1-A, recommended for the growth of memben of the genus Agrobacterlum 
was modified. The resulting nutrient combinaUon dowed isolation and abundant growth of a 
selected strain of Agrobcidmkm tumefaciens. 

Key word.: AgrobacterIum tumefaclens; growth: isolatlon: media. 

GBS-1, un medio nuevo para el aislamiento y cultivo 
de Agrobacterium tumefaciens 

Resumen 

El medio de cultivo 1-A. recomendado para el crecimiento de miembros del genero 
Agrobacteriwn fue modificado. La formulación resultante de una combinación de nutrientes, 
permitió el aislamiento y crecimiento abundante de miembros de la especie Agro- 
t u m e f r n .  

Palabras dave: Aislamiento: Agrobucterliun tumefaclens: crecimiento: medio. 

The culture medium 1-A (1). recommen- 
ded in the Uterature for the culture of mem- 
bers of the benus Agrobacterlum (2). was 
modified to favor selectivity. Media 1-A is 
recommendetl in protocols. such as the mo- 
dified potato hisc technique (3). In a separate 
observation (4). medla 1-A was found to be 
non selective/for thls bacterium. It ailows the 
growth of saFophytic bacteria @am negative 

positive cocci) and yeasts. a s  
repetitive culture and mi- 

croscopic of inoculated potato 
tumorfgenlc strain of A. 

1 

* Author to whom correspondence should be addressed. 

tumefmlens (ATCC 15955). Additlonally. 
scant growth of the target strain was attained. 
ln the present note we propose a formula 
modification for the original 1-A mediurn. 
with the aim to obtain selected and abundant 
bacteria1 growth of Agrohxterlum specially 
tumefa- species. 

The originai 1-A medium formulation (Ta- 
ble l) was mcdMed qualltatively usinganaiyüd 
grade reagents ffom the ñrms Sigma or Baker 
reagents. A tumotigenic strain of Agrobacte- 
r[rmitumefaclensATCC No. 15955wasused to 
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Table 1 
Medium 1-A ingredient composition 

(Clark, A., 1969) in gr/L8 

INGREDIENTS AMOUNT 

L ( arabitol) 3.04 

NH4 NO3 0.16 

KHzPO4 0.54 

KzHP04 1.04 

Sodium Taumcholate 0.29 

MgS04. 7Hz0 0.25 

Mar 15.00 

Crystal vlolet 0.1% (w/v) 2.00 m1 

Cyclohdmide 2% (w/v) 1.00 m1 

^final pH 69 

estabkh pure bacterialgrowtb Culture ofsam- 
ples fmm contaminated macerated potato discs 
was performed to study bacterlal selectMty on 
solid 1 -A and GBS 1 media. Resuits were com- 
pared. 

Results and Mscuesion 
The modífied medium GBS-1 (Table 2) 

include various changes. aliowing improved 
selectivity and bacteria1 growth of the Agre 

Table 2 
Medium GBSl nukient formulation (gr/L) * 

Mediu for the isoiation and culture of A . tumefaciens 

bacteWm species. Taurocholate salts were 
ehinated from the formulation. since it sti- 
mulated the development of saprophytic bac- 
teria. as obtained in other studles (4). Itallows 
growth of gram negative enterics. such as 
Enterobactercloocae and gram positive COCC~ 

such as M i c n n m w m  and Staphylococcus 
epidermldFs. The use of xylitol as carbohy- 
drate introduced a particular selectivity. per- 
mitting abundant growth of AgrobaderIum 
t u m e f m .  It  was prepared in solid or liq- 
uid form. witb similar results. 

The qudtative modlficaUon implemen- 
ted to obtain media GBS- 1. aiiowed elimina- 
tion of bacteriaI contaminant growth. and 
exuberant growth of the AgrobaderIum 
s m .  

The autbors offer speclal thanks to An- 
Son Pebochc?mdd, inc. for making available 
the CKC solution. Thanks also to Eduardo 
Quintem and manklyn Escalona of the Facul- 
tad de Agronomia and Facultad de Ciencias 
of Universidad del Zulia. respectively. for 
ldndly donating the Agrobact&um strain. 

INGREQIENTS AMOUNT 

L (-) Xylitol 3.04 

C W 4  0.16 

m2p04 0.54 

K2HP04 1 1.04' 

MgSO4.7HzO 

15.00 

2.00 m1 

1.00 m1 
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Resumen 

Con la finaiidad de investigar algunos factores que conducen a la no disyuncion (ND) del 
cmmosoma 21 extra. en este trabajo se  determinó el origen parentai y fase meiótica de la ND del 
cmmosoma 21 extra. en pacientes afectados con Síndrome de Down (SD) y se  evaluó en los padres 
de estos pacientes la importancia de las asociaciones de satélites (AS) y de las variantes en las 
regiones organizadoras nucleolares (NOR) como factores de riesgo para ND cromosómica. Se 
estudiaron 28 famiiias (padre, madre. y afectado con SD) para un total de 84 individuos que 
asistieron a la consulta de asesoramiento genético de la Unidad de Genética Médica de la Facultad 
de Medicina de LUZ. Como testigos se estudiaron 40 individuos normales de ambos sexos sin 
historia famiiiar de SD. Las muestras de sangre periférica se  cultivaron según la técnica de 
Moorhead (1960) con modificaciones. A los extendidos se les re&ó bandas Q y NOR. Los 
resultados del origen parental y fase meiótica indican que 66.6% de los errores de ND ocurren en 
meiosis 1 materna. 25Oh en meiosis 1 paterna y 4.2% en meiosis 11 materna o paterna. Las AS entre 
los brazos cortos de los diferentes cromosomas acrocéntricos y la frecuencia de NOR entre padres 
y testigos no fue estadísticamente significativa. En cuanto al tipo de variante NOR su distribución 
entre padres y testigos fue altamente significativa. fundamentalmente a expensas de la variante 
masiva. Los resultados corroboran lo reportado en la Literatura donde se indica un mayor 
predominio de casos en meiosis 1 materna. Hasta ahora no existe suficiente información 
experlmentai que permita relacionar la ocurrencia de trisomía 2 1 con la AS en los padres de niños 
afectados con SD. Dada la naturaleza subJetiva del anáiisis de las vanantes NOR y la falta de 
unlfonnidad en los criterios para clasificarlas no es posible establecer una relación entre estas 
variantes y la ND cromosómica. por lo que se hace necesario continuar con estudios de esta 
naturaleza que permitan esclarecer tal asociación. 

I Palabras clave: Asociaciones de satéutes: no disyunción; regiones organizadoras 
I 

nucleolares. 

Departamento de Citogenética. Unidad de Genética Médica, Facultad de 
Hospital Universitario. Apartado Postal 15066. Teléfono-Fax (061) 519496. 
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122 Síndrome de down 

Down Syndrome: parental origin, satellite of 
associabons and nucleolar organizer regions 

The parental orfgln and meiotic stage of the nondisjunction (ND) in the extra chromosome 
21 was invesügated in patients aííected wlth Down Syndrome (DS), in order to determine the 
factors that lead to the ND in the extra chromosome 21. The importante of satelllte associations 
(SA) and the variants in the nucleolar organizer regions (NOR). as risk factors were evaluated in 
the parents of the aííected chfldren. Eighty four individuals (father. mother and aiTected child) 
from 28 f a d e s  were studied. The families were selected from patients of the Genetic Counseüng 
Clinic at the Medical Genetics Unit. Faculty of Medicine, University of Zulia. Forty normal 
Individuals. with no family history of DS of both sexes. were studied as controls. Peripheral blood 
samples were cultured according to Moorhead's technique (1960). with some modificatlons. and 
bands Q and NOR were anallzed in the smears. Slxty six per cent of the ND errors ocurred in 
maternal meiosis 1, 25% in paternal melosis 1 and 4.2% in maternal or paternal meiosis 11. No 
statistically signgnificant differences were found between parents and controis regarding the 
presence of SA between the short arms of the achrocentric chromosomes and the frequency of 
N O R  However. a highiy signincant staüstical difference was encountered in the distribution of 
the NOR varlants. &atnly represented by the Massive varlant. These results agree with previous 
dtudies that reported a predominance of ND errors in maternal meiosis 1. At present there is no 
suñicient experimental evídence of a reladonshlp between the presence of the trisomy 21 with SA 
in parents and DS in the child. Considering the subjectfve nature of the NOR variants analysis. 
and the lack of uniformed criteria for their classificatlon. further studies of this nature are 
necessary in order to stablish the hue relationshlp between DS and the parental ND in the extra 
chromosome 21 and the DS. 

Kcy words: Nondisjunction; regions organizer nucleolar; sateliite associations. 

e de Down (SD) es la principal 
de retardo mental. con una 

tasa de ocurre cia estimada de 1:600 a 1:800 f nacidos vivos., Su alta frecuencia y su gran 
ca hace que esta sea la ano- 

mas extensamente estu- 
diada en h+ (1-10). 

el 95% de los casos 

del par de cromoso- 

(11-15). 

A pesar de las extensas investgaciones 
realizadas. muy poco se conoce acerca de los 
mecanismos que determinan la ND; por esta 
razón. es importante idenüilcar el padre en 
quien ocurrió y la fase meiótica, así como 
tambibn determinar algunos factores de ries- 
go para su ocurrencia. Esto permite evaluar 
el papel de los múltiples factores etiol6gicos 
que han sido implicados en la segregaci6n 
inadecuada de los cromosomas tales como: 
consangulnidad. presencia de un determina- 
do haplotipo de ADN. edad materna, exposi- 
ción a rayos X desbalance hormonal. fre- 
cuencias de recombinación disminuidas. M- 

riantes en ias regiones organizadoras nucleo- 
lares. asociación de satélites. Además, permi- 
te idenüilcar aquellos individuos que poseen 
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un riesgo elevado de tener un hijo con SD u 
otras trisomias asociadas con ND (16). 

En este trabajo se determin6 el origen 
parental de la ND del cromosoma 2 1 extra en 
pacientes afectados con SD y se establecib la 
fase meibtica de la ocurrencia de la ND en los 
padres. Se evaluó también la Importancia de 
las asociaciones de satélites (AS) y de las 
variantes en las regiones organizadoras nu- 
cleolares (NOR) como factores de riesgo para 
la ND de este cromosoma. 

Materiaies y metodos 

Se estudiaron 28 familias (28 padres. 28 
madres, y 28 afectados para un total de &4 
individuos) con al menos un hijo aíectado con 
SD: que asistieron a la consulta de asesora- 
miento genético de la Unidad de Genética 
Mtdica de la Facultad de Medicina de la Uni- 
versidad del Zulia durante los años 1993 a 
1994. Se obtuvieron muestras de sangre pe- 
riférica heparbizada de la madre. el padre. el 
afectado y de 40 individuos normales (testi- 
gos) de ambos sexos sin historia familiar de 
anomaüas cromos6rnicas. Los pacientes se- 
leccionados correspondían todos a trlsomia 
2 1 libre y se excluyeron los casos de translo- 
caciones y/o mosaicos si ello fuera el caso. 

Para la ~btenci6n de cromosomas las 
muestras se cultivaron según la técnica de 
Moorhead (17. 18). Se rea1lz.b bandeo Q si- 
guiendo la tkcnica de Caspersson (19). Se 
estudiaron 2 0  metafases por cada indivlduo. 

10 de elias. Para el copiado se 

El origen parental y la 

Posterior- 

la presencia de AS. número 
de cromosomas 
NOR se clasiflca- 
establecidos por 

Serra y Bova (22) que se describen a conti- 
nuaclón: ausencia de NOR NOR simple indis- 
tinta (SI): una sola NOR de tamaño normal. 
ligeramente variable: debido a la aposición de 
los tailos. NOR simple (S): dos NOR claramen- 
te distinguibles. una por tallo de tamaño nor- 
mal o muy pequefio. NOR masiva m: gene- 
ralmente una sola NOR la cual aparece no- 
tablemente agrandada pero algunas veces 
puede aparecer como dos grandes NOR p- 
tapuestas o solapadas. NOR doble (DI: dos 
NOR claramente separadas. localizadas a di- 
ferentes niveles a lo largo del tailo. En meta- 
fases pueden aparecer como 2 o 4 de acuerdo 
al grado de aposición de los dos brazos del 
cromosoma. 

Resultados 

En la Tabla 1 se presentan los resulta- 
dos del origen parental y fase meiótica de la 
ND del cromosoma 21 extra. L a  mlsma solo 
incluye los casos informativos para ambas 
variables estudiadas lo cual represent6 el 
85.7%. Se observa que la mayoría de los 
errores de ND ocurren en meiosis 1 materna 
(66.6%) y el 25% ocurren en meiosis 1 pater- 
na. los errores en meiosis 11 materna o pater- 
na son poco frecuentes. 4.2% en cada caso. 

En la Tabla 2 se presentan los tipos de 
AS entre los brazos cortos de los diferentes 
cromosomas acrocéntricos: D/D. D/G, G/G. 
Puede aprectarse que entre los grupos estu- 
diados (padres de pacientes con SD y testrgos) 
la distribución de los distintos tipos de AS no 
fue estadísticamente significativa (XZIz1 = 
3,78; p S ,  1). 

En cuanto a la presencia o ausencia de 
NOR en los cromosomas del grupo D se ob- 
servó que predominaba la presencia de éstos 
tanto en los padres de pacientes con S D  
845/1193 (70.8%) como en los testigos 
793/1055 (75.2%). Resultados similares se 
obsenmron para los cromosomas acrocéntri- 
cos del grupo O 549/801 (68.5%) y 484/708 
(68.4%) respectivamente. Las pequeíias dlfe- 
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Tabla 1 
No disyunción del aomosorna 21 

Origen parental y fase meiótica 

MAT PAT Total 
n % n % n % 

MI 16 66.6 6 25.0 22 91.6 
MI1 1 4.2 1 4.2 2 8,4 

Total 17 70.8 7 29.2 24 100,O 
F. de L: UGM-LUZ 
FM: fase meióüca. MI: meiosis l. MII. meiosis il. 
OP: origen parental. MAT: materno. PAT: paterno. 

Tabla 2 
Regiones organizadoras nudeolares. 

Asociaaones de satélites 

\TA D/D D/G G/G Total 

T 25 39.7 36 57.1 2 3.2 63 100 
F. de l.: UGM-LUZ 
MTA.: muesim P: padres = T: testigos = T.A: tipo de asociación. 

rencias encontradas para ambos grupos m- 
mos6micos no fueron estadísticamente s 9'- flcatiw. mZlil = 5.33; o,o5< p<o.io y x lil 
= 0.0058: pS.9) .  

La Tabla 3 prcaenta los tipos de varian- 
tes observadas sobre cromosomas acrockntri- 
cos del gmpo D; la m& frecuente en los 
padres de los pacientes fue la simple indistin- 

ta (SI) 41.1%. el segundo lugar lo ocupa la 
vartante masiva (M) 31,146, seguida de la 
simple (S) 27.6% y por U1tim0, la doble (D) 
0.2%. En el gmpo testigo la variante S I  
(57.1%) fue la m& frecuente seguida de la S 
(33,8%). M (8,196) y por último. la D (1%). 

La Tabla 4 presenta el tipo de variante 
observada en los cromosomas acrockntricos 

Tabla 3 
Variantes de ias regiones organizadoras nucleoiares. 

Cromosomas grupo D. 

\W $1 S M D Total 

scientific Journal from the Experimental 
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MTA\ n 
P 347 
T 453 

Total 800 
F. de L: UGM-LUZ. 
MTA: muestra. P: 
SI: simple indistinta. 

% n % n % n % n % 

41.1 233 27.6 263 31.1 2 0.2 845 100 
57.1 268 33.8 64 8.1 8 1.0 793 100 
48.8 501 30.6 327 20.0 10 0.6 1638 100 

mdres. X -testigos. TV tipo de variante. 
S: simple. M: masiva. D: doble. 
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Tabla 4 
Variantes de las regiones organizadoras nudeolares. 

Cromosomas grupo G. 

TV SI S M D Total 
M T ~ .  n % n % n % n % n % 

P 181 33 ,O  174 31.7 193 35.2 1 0, 1 549 100 
T 248 51,2 178 36.8 57 11.8 1 0.2 484 100 

Total 429 41,5 352 4.1 250 24.2 2 0.2 1033 100 
E de 1.. UGM-LUZ 
I K k  muestra. P: padres. T testigos. Ti? tipo de variante. 
CI: simple indistinta. S: simple. M: masiva. D: doble. 

del grupo G. En los padres de pacientes la 
variante m& frecuente fue la M (35.2%). lue- 
go le sigue la S1 (33.0%). S [31,7%) y por 
úlümo la D (0.1%). mientras que en el grupo 
testigo la variante m& frecuente fue la SI 
(51.2%) seguida de la S (36,8%), M (1 1,8%1, y 
D (0.2%). 

La  distribución de la información obte- 
nida de acuerdo al tipo de variantes NORpara 
ambos grupos fue altamente significativa 

= 139.6; p<<O.Ol y xZlsl = 102.6: 
p<<0.01). para los cromosomas del grupo D y 
G, respectivamente. 

Desde hace más de 20 aiios los hetero- 
morfismos cromosómicos han sldo utllfzados 

de investügadorea de 
el origen parental 

cromosoma 2 1 

I 
De acuerrb a nuestros resultados. los 

de origen materno fueron 

utores (Tabla 5). A 

ias en la proporción 
II materna y meiosis 

reportado por Dagna-Bricarelli y cols. (16). 
Todos los datos publicados del origen paren- 
tal del cromosoma 2 1 extra están de acuerdo 
en que la ND materna es la causa más común 
de trisomía 21 en el humano. pero las propor- 
ciones atribuidas a las diferentes fases meió- 
ticas del origen parental varia en algunos 
estudios (23-271. Sin embargo. las peque- 
discrepancias observadas en las diferentes 
publicaciones pueden atribuirse a variacio- 
nes en la interpretación de la información 
(28,291, dtferencias reales entre poblaciones 
(271 o a la metodología empleada en los dife- 
rentes trabajos. 

Actualmente la determinación del origen 
parental y fase meiótica de la ND del cromo- 
soma 21 extra en el SD se determina por 
medio de técnicas moleculares las cuales uti- 
Hzan sondas de ADN especíncas para el cro- 
mosoma 21. altamente poiimorficas tales 
como repeticiones en series de numero varia- 
ble 0 o iniciadores para reaiizar reacción 
en cadena de la poherasa (PCR) que ampli- 
fican secuencias cortas repetidas. Estos estu- 
dios indican que aproximadamente el 94-95% 
de los casos son de origen materno (2. 5. 
30-32). Sin embargo. el hecho de que se ha- 
yan observado algunas discrepancias entre 
estudios citogenéticos y moleculares. no inva- 
lida los estudios que utillzan heteromorfis- 
mos cromosómicos. solo indica que estos ul- 
ümos deben ser interpretados cuidadosa- 
mente (10). 
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Tabla 5 
Resumen de los habajos reportados sobre la determinación del origen parental y fase meiótica del 

cromosoma 21 exha en el Síndrome de Down 

Reportes Error meiótico materno Error meíótico Paterno Total 
I YO n % I 0/ó II YO 

Magenis y Col. 120 60.9 31 15.7 23 11.7 23 11.7 197 
(1980). 
Míkkelsen y Col. 49 67.1 12 16.4 10 13.7 2 2.7 73 
(1980). 
Robert y Caliow 4 66.6 1 16.7 1 16,7 O -. E 
(1980). 
Jongbloet y Col. 35 54.7 16 25.0 6 9.4 7 10.9 64 
(1981). 
Jacob y Mayer. 11 68.7 3 18,7 O .. 2 12,5 16 
(1981). 
Meanning y Col. 8 66.7 O .. 2 16.7 2 16.7 12 
(1981). 
Del Mazo y Col. 17 63.0 3 11.1 6 22.2 1 3.7 27 
(1982). 
Dagna B. y Col. 168 68,O 14 5,7 55 22.3 10 4,O 247 
(1990). 
Total de la literatura 412 64.2 80 12.5 103 16,O 47 7.3 642 
Presente estudio 16 66.6 1 4.2 6 25.0 1 4,2 24 
Total 428 64.2 81 12.2 109 16.4 48 7.2 666 

Por otra parte las técnicas moleculares centroméricas y para el brazo corto del cro- 
tienen algunas Umitaciones para determinar mosoma 2 1 que sean altamente polimórficas 
la fase meiótica donde ocurrió la ND, ya que y específicas. y de esta manera tratar de 
actualmente no existen marcadores centn- contribuir al esclarecimiento del mecanismo 
mericos sino mtrcadores proximaies ubica- que iniiuye en la ND meiótica del cromosoma 
dos a 5-10 CM del centrómero (31-34). por lo 21 (10. 34). 
tanto, es posiblq que se reaiicen asignaciones 

En cuanto a la AS de cromosomas acro- 
céntricos Ferguson-Smith y Handmarker in- 
dicaron que las AS entre los brazos cortos 

21 puede ser pueden formar interacciones a través de las 
NOR (35-37). Por otro lado. Mattei y cols. 

evaluado con los (1974) y Hansson (1979) indicaron que las AS 
y especificamente las asociaciones que invo- 

disponibles lucran al cromosoma 21 se observan mas 
(33). frecuentemente en padres de pacientes con 

SD que en testigos (38.39). Estos hechos han 
llevado a pensar que las AS tienen un papel 
importante en los eventos de ND que llevan a 
la trisomía 2 1. 
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