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INTRODUCCION. 

t 

Los estudios cromos6micos en la especie bovina son 

necesarios para el diagnóstico de una amplia gama de patolo­

glas en el plano reproductivo, tales como el freema~tfn, o -

las translocacfones robertsonianas {3), sobre todo en aque-~ 

llos sementales que serán destinados para la inseminación ar 

tificial como una medida para evitar la difusión de material 

genético anormal. Además, estudios citogenéticos serán vita­

les para la nosologizaci6n de entidades malfomativas mal co~ 

preRdidas (75). 

Por lo tanto, la obtención de preparaciones cromo­

sómicas de buena calidad y de forma rutinaria se hace neces! 

ria una buena preparación cromósomica en la que se requiere­

el obtener las células en estado de metafase, que es el pe-­

riodo en el cual los cromosomas adquieren su forma caracte-­

rfstica y es posible estudiarlos. El cultivo invit~o de cil~ 

las ha sido la fuente principal de metafase, empleándose pa­

ra ésto: biopsias de piel, cultivos de órganos y linfocitos, 

tanto de médula ósea como de sangre periférica {2). Para es­

tudios rutinarios, el método más operativo parece ser el de­

linfocitos de sangre periférica, ya que es ·un tejido de fá-­

cil acceso, y por que requiere menos gastos en material, -•­

equipo y manejo. 

La literatura está plagada de un buen número de--
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técnicas que al fin de cuentas sólo son (1,6,4) modificacio­

nes de aquella descrita por Moorhead y col. en 1960 {8) sin­

embargo, las condiciones óptimas para preparaciones excelen­

tes han sido poco detalladas o incluso a ser confusas. 

Se han descri~o el empleo de varios medios de cul­

tivo, tales como el medio mfnimo de Eaglés, Connaughts H597, 

Ham's F 10 y el medio 199 (1,4,9,6,). Por otro lado, algunos 

autores informan buenos resultados empleando suero fetal de­

tern~ra para enriquecer el medio, mientras otros se~alan que 

no es necesario o que posee efectos tóxicos (9,4). 

OfiCINA ül: 
~~rrUSJofu r.'r~:nl(:l~t 
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OBJETIVO. 

El objetivo del presente trabajo es el de analizar 

ciertas variables en el cultivo in vitro de linfocitos de --. 

sangre periférica del ganado bovino para la obtenc16n de Mi­

tosis para estudios citogenéticos. 
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MATERIAL Y METODOS. 

Se utilizó sangre heparinizada (100 U/10 ce), obt! 

nida por punción yugular, la cual se mezcló en condiciones -

de esterilidad en una solución conteniendo: medio 199 (PH 7. 

3), phitohemaglutininia, suero fetal de ternera, glutamina,­

heparina y antibióticos, usando como constantes: la misma 

cantidad de medio 199, phitohemaglutinina y antibióticos; y­

como variables la cantidad de sangre, suero fetal de ternera 

glutamina (29.2 mg/ml) y la'heparina {1,000 U/ml), según se­

muestra en la tabla No. l. 

TABLA No. l. 

MEDIO 199 SUERO FETAL SANGRE GLUTAMINA HEPARINA 

PH (7.3) DE TERNERA P ER IFERI CA (1 GOTA) (o. 2) 

DE BOVINO 

1 8 cm 3 2 cm 3 

2 11 11 2 + 

3 11 11 1 cm 3 l. 5 cm 3 + 

4 11 11 1 cm 3 2 cm 3 · 

5 11 11 2 cm 3 . 5 cm 3 

6 11 11 2 cm 3 .5 cm 3 + 

7 11 11 1.5 cm 3 + 

8 11 11 1.5 cm 3 + + 

9 11 1 cm3 1.5 cm 3 + + 

10 11 11 1 cm 3 1.5 cm 3 + 

NOTA: Todos los cultivos llevan .09 ml. de solución de a nt i-
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bi6tico y 0.5 cm3. ·de phitohemaglutinina. 

·La tácnica 1 y 2 la reportó Smith (iO); la tácnica 

3 y 4 es una variante de las dos anteriores en donde se pru! 

ba el grado de toxicidad del suero fetal de ternera. 

Las técnicas 5 y 6 las reportó Moorhead (9); asf a 

su vez las 7 y 8 son variantes de las 9 y 10 reportadas por­

Halnan (4), con el fin de probar la glutamina y con variante 

a la heparina. 



JERINGA DESECHABLE. 

PIPETAS 

~ATRACES ERLENMEYER 

TUBOS DE ENSAYO. 

PROBETAS GRADUADAS. 

PIPETAS PASTEUR. 

BOMBILLAS DE GOMA. 

TAPONES DEL No. 5. 

MECHERO DE BUNSEN. 

CHAROLAS DE PELTRE. 

GASAS. 

GORRO Y CUBREBOCAS. 

BATA. 

GUAIITES DE HULE 

FENOL AL 5%. 

ESTUFA DE 37°C. 

COLCHICINA. 

SOLUCION BUFFER. 

CENTRIFUGA. 

GRADILLAS. 

PORTA OBJETOS. 

CUBRE OBJETOS. 

t~ETANOL. 

MATERIAL. 

10 

10 

125 

15 

250 

5 3 ml. 

1 m l. 

ml • 

ml • 

ml • 

OFICINA OE 
OtfUSIOI\J CIENflfM.'Il 

6 
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LAPIZ DE PUNTA DE DIAMANTE. 

SOLUCION HIPOTONICA. 

AOCOHOL ETILICO. 

ALCOHOL AL 70%. 

HEPARINA. 

GL UT AH ltlA. 

GIEHSA. 

AGUA BIDESTILADA. 

LAMPARA DE ISO WATTS. 

I~EDIO 199 PH. (7.3). 

SUERO FETAL DE BOVINO. 

SOLUCION ANTIBIOTICO. 



8 

La solución de antibióticos se utilizó con el fin­

de bloquear el·crecimiento bacteriano o cualquier tfpo de 

germen bacteriano que pueda alterar los resultados de las 

siembras. 

SOLUCION STOCK. 

Dosis: Penicilina lOD,OOO U/ml. de H2D 

Estreptomicina 0.25 gms/ml. H2o. 

SOLUCION DE USO: 

2 ml. de Stock/B ml. de H20. 

Cada uno de los experimentos fueron realizados 4 -

veces, las muestras de sanrre se procesaron de la siguiente-

manera: 

l. Los ingredientes se depositaron en matraces Erlenmeyer­

de 125 ml., y se taparon con tapones de hule del No.S. 

2. Se incubaron durante 72 hrs., a 37°C. 

3. Previo al término del cultivo se le agregaron .03 cm 3 -

de una soluci6n de colchicina (5.34 mg/500 cm 3 de H20 -

destilada), durante una hora. 

4. Enseguida se centrifugaron a 1,200 RPH., durante 

tos, desechando el sobrenadante. 

min~ 

1 . 
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5. Al botón celular se le dió un ~hoque hipotónico ponién­

dole a cada cultivo 10 cm 3 de una solución de Kcl al 

0.75 mol~r y se incuba durante 26 minutos. 

6. Se centrifugó y nuevamente se deshechó el sobrenadante, 

y al botón se le fijó con 10 cm 3 de solución frfa car-­

noy¡ ésto es: 3 partes metanol, 1 de ácido acético, re­

suspendiéndose suavemente y dejándose reposar por 10 mi 

nutos, ésto se repite otra vez. 

7. Se centrifugó y se ~liminó el sobrenadante dejando úni­

camente el doble volúmen del botón celular. 

8. Se preparan las laminillas goteando desde una altura de 

.5 mts., aproximadamente sobre el portaobjetos humedeci 

do en alcohol de 70° previamente desengrasados y seca-­

dos ante una.lámpara de 150 watts. 

9. Una vez secas las laminillas, se tiñeron en una solución 

de Giemsa al 2% en BUFFER de fosfatos Ph-6.8 durante S­

minutos lavá~dose con h20 destilada. 

10. Se secaron al aire, se montaron y observaron al micras-

copio. 

Todo el material de vidrierfa se 1av6 de la sfg~e~ 

te manera: 
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LINPIEZA DE MATERIAL: 

l. Colocar el material usado en tinas de plástico conteni­

endo 4 1/2 lts. de agua de la llave+ 125 ml. de jab6n· 

EXTRAN {MERCK). 

2. Sumergir perfectamente el material en el agua y dejarlo 

en la soluci6n jabonosa de 1 1/2 hrs. a 12 hrs. 

3. Cepillar perfectamente el material con esta solución. 

4. Enjuagar 7 veces con agua de la llave. 

5. Enjuagar 3 veces con agua destilada. 

6. Escurrir perfectamente todo el material y secar en la 

estufa durante 30 minutos. 

1. Envolver, etiquetas y esterilizar. 

Una vez lavado y secado, se encuelve y se esterili 

za durante 15 minutos a 250°C en la autoclave; 
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RESULTADOS. 

El promedio de mitosis por placa (NO. 4) en cada -

uno de los experimentos se muestra en la tabla 2. 

En general en todos los experimentos se obtuvieron 

células, siendo el paquete celular proporcional a la canti-­

dad de sangr~ cultivada. Asf mismo, en la medida que se uti­

lizaba más sangre completa se encontraba mayor cantidad de­

detritus compuestos principalmente por Fibrina, aún en aque-
. . 

llos cultivos que se les agregaba heparina, se encontró mu--

chos problemas de contaminación en los cultivos, debito tan­

to a bacterias como con hongos: 

TABLA NO. 2. 

EXPERIMENTO PROMEDIO DEL NUMERO DE MITOSIS/PLACA {4) 

1 

2 

3 

4 ' 49 

5 

6 

7 

8 

9 

10 
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La figura No.l muestra micrograffas en algu~os de­
los cultivos en donde no se obtuvo resultados; note las cel~ 
las picn6ticas y los dep6sitos de fibrina. 

Aumento-- (10 x 0.25). 

J 

En la figura No. 2, se muestra una composici6n de~ 
4 migrograffas en los cultivos en donde se obtuvieron imáge-
nes de células en metafase (Exp.4 (40 x 0.65). 



EXPERIMENTO No. 4. 

(40 X 0,65), 

EXPERIMENTO No. ·4, 

(100 X 1.25), 

13 

OfiCINA 01:. . 
~fUS\O~ <'.lt~WrFt1Y\ 
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DISCUSION. 

El hecho que sólo se haya encontrado mitosis en ·­

uno de los experimentos (No~4), nos dá una clara idea de la­

dificultad para inducir a la mitosis de lÓs linfositos de·­

bovino tal como los reportó Halnan en 1977 {4) nuestros re-­

sultados nos sugieren que al agregar glutamina par~ enrique­

cer el medio o heparina para evitar la formación de fibrina, 

no mejora en nada los resultados, (Experimento No. 7, 8,.; 9,y 
J ' 

10), notamos que la adición de poca cantidad de suero fetal-

de ternera, indujo a la aparición de mitosis en los cultivos 

de linfositos; cuando se agregan grandes cantidades de san-­

gre, siendo ésto necesaria, ya que sin el suero no existe mi 
tosfs en estado de metafase (Experimentos No, 1 y 2). Contr~ 

diciendo los resultados de Smith, etal (10). 

El cultivo de poca cantidad de san~re y grandes 

cantidades de suero fetal de ternera (Experimentos 5 y 6) 

con nulos resultados, tal vez sea debido a que el suero po-­

see efectos tóxicos ·a grandes cantidades, tal como lo repor­

tó el mismo H·alnan (4). 

Desde luego nuestros resultados no son concluyen-­

tes y hace falta mayor nGmero de obser~aciones y experimen-­

tos probados con otras variables, tales como: 

- Otros medios de cultivo. 
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- Otros enriquecedores. 

- La cisteina 6 tirosina. 

-El aislamiento de linfosftos a partir de la san--

gre completa. 

- O probando otros mitósenos, etc. 

Las técnicas de cultivo de células, de .ninguna ma­

nera son de fácil manejo y estandarización, sino que requie­

ren de condiciones muy bien controladas¡ 1azón por la cual -

creemos que sólo técnicos experimentados y especializados ·­

pueden hacer el manejo rutinario de cultivos ¿elulares y de­

las preparaciones cromosómicas, así como de su análisis. 

Esto es importante, dado que. los· problemas cromos~ 

micos en los bovinos cada vez ganan más importancia, ya que­

se han asociado a alteraciones reproductivas, de diferencia­

ción sexual, y morfológicas, así como con mecanismos evoluti 

vos de las especies (5). Por lo tanto, el análisis citogené­

tico es indispensable como una herramienta para el diagnósti 

coy la erradicación de esta patología genética, mal evalua­

da y que por lo consiguiente, no se realiza ningún esfuerzo­

para controlarla. 
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CONCLUSIONES. 

Data la problemática·que implica el inducir la mi­

tosis, los linfositos de bovinos, debe de contarse con pers~ 

nal técnico y el material adecuado, el cual debe de seguir­

las normas de esterilidad establecidas para este cultivo, ya 

que sólo de esta forma se puede obtener mejores resultados. 

Después de varios experimentos se logró perfeccio­
J 

nar una de las técnicas (No. 4)(Tabla No. 1) en la cual se -

obtuvieron resultados favorables, dado que fue en la única­

en la que se observó metafases en un número adecuado, ya que . 
es la etapa que nos interesa para cualquier estudio relacio­

·nado con la citogenética. 
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RE SUIIEil. 

El el presente trabajo se evalúan 10 variantes pa­

ra el cultivo de linfositos de sangre periférica de bovino­

adulto (Tabla No.2). Obteniéndose que bajo nuestras condic1~ 

nes de trabajo solamente una de las variantes es útil para -

un posteriar análisis citogenético (Tabla No. 2). 

Se tomaron muestras de sangre de ganado bovino -·­

adulto de ambos sexos para el total de los experimentos. El­

recuento se hizo por placas en microscopio biocular .bajo el­

objetivo seco débil; ésto en base al númer~ d• mitosis por -

placa, quedando como técnica única la No. 4. 

EXPERIMENTO No. 4. 

tiEDIO 199 SUERO Ff SANGRE 
PH (7.3}. TAL DE - PERIFERICA 

TERNERA. DE BOVINO. 

8 cm3 1 cm3 2 cm3 

.. 
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