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RESUMEN: El objetivo del presente estudio es analizar el cariotipo
bovino mediante la elaboracion del cariograma, idiograma y carioidiograma; ademas, de
identificar las regiones organizadoras de nucléolo (NOR) en bovinos de la especie Bos
taurus. Muestras de sangre de hembras bovinas fueron cultivadas en periodos de 66 y
72 horas. El andlisis citogenético, incluyd tincion convencional con Giemsa y bandeo
Ag-NOR. El niimero diploide fue 2n = 60 y el nimero fundamental NF = 58. Para la
clasificacion cromosomica se halld tanto el indice centromérico (r) como la longitud
cromosodmica total relativa (% LT). El cariotipo se clasifico en tres grupos: grupo A, con
12 pares de cromosomas telocéntricos de tamafio mediano; grupo B, con 17
cromosomas telocéntricos pequefios y grupo C, con cromosomas sexuales
metacéntricos. La tendencia en tamafio y forma fue analizada por medio del idiograma y
carioidiograma. Seis NOR fueron identificadas en cuatro cromosomas del grupo A y
dos del grupo B.

Palabras clave: bandeo cromosomico, bovino, cariotipo, cromosoma, cultivo celular.

Cytogenetic Analysis in Bos taurus females: ideogram, karyo-ideogram, Ag-NOR
banding

ABSTRACT: The objective of the present study is to analyze the bovine
karyotype through the elaboration of the karyogram, ideogram and karyoideogram, in
addition to identifying the Nuclear Organizer Regions (NORs) in cattle of the
species Bos taurus. Female cattle blood samples were cultured in periods of 66 and 72
hours. The cytogenetic analysis included conventional Giemsa staining and banding Ag-
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NOR. The diploid number was 2n = 60 and the fundamental number FN = 58. For the
chromosomal classification, both the centromeric index (r) and total chromosomal
relative length (TL %) were found. The karyotype was classified into three groups,
group A with 12 pairs of medium size telocentric chromosomes, group B with 17 small
telocentric chromosomes, and group C with metacentric sex chromosomes. The trend in
size and shape was analyzed by means of the ideogram and the karyoideogram. Six
NORs were identified in four chromosomes from group A and two from Group B.

Key words: chromosome banding, bovine, karyotype, chromosome, cell culture.

Introduccion

Los avances en la ciencia de la citogenética han permitido la descripciéon de los
cromosomas con suficiente detalle a fin de facilitar su identificacion inequivoca,
especialmente al cromosoma X (Gustavsson, 1991) y la caracterizacion de los
complementos cromosémicos (Ford et al., 1980). La nomenclatura estandarizada para
animales domésticos mediante bandeo cromosomico (Ford et al., 1980; DiBerardino et
al., 1990) esta basada en el sistema de clasificacion humano de la Conferencia de Paris,
de 1971, cuyo objeto fue el describir los cromosomas y las regiones cromosomicas
reveladas por las diversas técnicas que para aquel tiempo eran novedosas (Hamerton et
al., 1972).

La citogenética animal asocia el complemento cromosémico y sus caracteristicas con
las funciones anatomicas o fisiologicas generales, considerandolas en conjunto
(Fechheimer, 1979). Por tanto, permite detectar y evaluar anormalidades cromosoémicas
numéricas y estructurales (Iannuzzi, 2010) y la posibilidad de mejorar las caracteristicas
animales (Carlyle & Duncan, 1990; Barragan, 2005).

En los bovinos la citogenética ha contribuido a la clasificacién y nomenclatura mediante
técnicas de bandeo (Wurster & Bernirshke, 1968; Ford et al., 1980), identificacion de
regiones organizadoras de nucléolo (bandas NOR) (Mayr & Gruber, 1987; lannuzzi,
2010), bandas-Q y la aplicacion de bromodesoxiuridina (BrdU) para estudios de
conservacion cromosomica de la familia (Gallagher & Womak, 1992), bandas-C en
estudios comparativos del cromosoma Y (Halnan & Watson, 1982), identificacion de
aberraciones estructurales (Parma et al., 2010; Biltueva et al., 2014; Trukhachev et al.,
2017) y numéricas (Kochneva & Zhidenova, 2010; Kochneva et al., 2011).

En reproduccion ganadera la identificacion, localizacion y frecuencia de aparicion de

cromosomas de células con bandas NOR en bufalos permite establecer su relacion con
la variacion entre razas de animales para reproduccion (lannuzzi et al., 1996). Las
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aberraciones cromosomicas son un criterio de seleccion de toros reproductores (Ahmad
et al., 2004). Los cromosomas sexuales son los mas estudiados. El analisis sobre el
cromosoma Y mediante bandeo-C, bandeo-R e hibridizacion in situ permite identificar
rapidamente la presencia y extension de posibles alteraciones reproductivas en toros (Di
Meo et al., 2005; Yimer & Rosnina, 2014). Por ejemplo, la deteccion de procesos de
introgresion genética en razas criollas por cruces Bos taurus x Bos indicus en Colombia
y Brasil es evidenciada por el dimorfismo en el cromosoma Y de tipo acrocéntrico,
submetacéntrico y metacéntrico (Sanchez et al., 2008; Issa et al., 2009; Canavez et al.,
2012); semejante a lo hallado en ganado blanco y negro polaco (Parada et al., 2017). Sin
embargo no todos los polimorfismos, en este cromosoma, implican alteraciones en la
fertilidad (Stranzinger et al., 2007).

El objetivo del presente estudio es hacer un anélisis del cariotipo bovino mediante la
elaboracion del cariograma, idiograma y carioidiograma; ademas, de identificar las
NOR en bovinos de la especie Bos taurus.

Materiales y Métodos
Toma de muestras de sangre

En la Granja Los Cerezos, del SENA Regional Caldas, se efectud la toma de muestras
de sangre de 5 hembras bovinas Bos taurus mediante puncién venosa aséptica. Se
almacenaron 10 ml de sangre en tubos vacutainer heparinizados (BD Franklin Lakes).
Las muestras fueron transportadas y almacenadas en refrigeracion (4-6°C) hasta su
procesamiento en un periodo menor a cuatro horas tras la toma.

Cultivo celular

Se sigui6 el protocolo sugerido por Moorhead et al. (1960) y Verma & Babu (1989).
Cada muestra se sembrd por duplicado, depositando 2 ml de sangre en frascos de
cultivo de 75 cm?; a los cuales se les adiciond 6 ml de cultivo RPMI 1640 y 2 ml de
suero fetal bovino con el fin de que se hallara una concentracion de 20%, 300 pl de
fitohemaglutinina y 100 pl de solucion antibidtica de penicilina-estreptomicina. Los
tiempos de incubacion fueron de 66 horas y 72 para las muestras por duplicado a una
temperatura de 38,5°C.

Cosecha celular
A una hora de finalizar el tiempo de cultivo (65 y 71 horas, respectivamente) se

adicion¢ colchicina a concentracion de 0,016% 200 pl. Finalizado el periodo de cultivo,
la muestra fue centrifugada a 1000 rpm durante 15 minutos y el sobrenadante fue
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descartado. Se adicion6 la solucion hipotonica (KCI1 0,075 M), precalentada, dejando en
incubacion nuevamente por 30 minutos a 38,5°C. Posteriormente se realizd la
prefijacion y la fijacion de las células con solucion de Carnoy 3:1 (3 partes metanol: 1
parte acido acético glacial) recién preparada y en frio. Los lavados del material celular
se efectuaron con la misma solucion, centrifugando a 1000 rpm por 10 minutos hasta
que el pellet estuviera de color blanquecino. La deposicion en lamina se realizé de
manera convencional, dejando secar el extendido al aire libre y se efectud la tincion con
Giemsa, lavando los excesos con agua destilada y dejando secar nuevamente al aire.

Bandeo-NOR

Se envejecieron las ldminas con material celular en camara de desecacion durante siete
dias. Se adopto el protocolo sugerido por Howell & Black (1980) en el que, a cada una,
en sentido horizontal, se adiciono6 cinco gotas de gelatina acida al 2% y siete de nitrato
de plata (AgNOs) al 50% para homogenizar. Las ldminas se cubrieron con cubreobjetos,
evitando la formacién de burbujas e incubando en baino maria a 60°C hasta obtener un
color marron. El cubreobjetos se desprendié mediante lavado con agua destilada y se
dej6 secar al aire libre.

Cariotipo, idiograma y carioidiograma

El conteo cromosomico se realizd sobre células en estado de metafase con buena
dispersion y diferenciacion cromosomica bajo microscopio de fluorescencia Nikon
Eclipse Ci; para la toma de las microfotografias se empled el software Nikon NIS-
Elements y el procesamiento de imdagenes fue realizado en los programas Adobe
Photoshop CC y Adobe Illustrator CC. En total se analizaron 65 metafases.

Las medidas de brazo largo (BL) y brazo corto (BC) se realizaron mediante el programa
ImageJ (NIH Image) en escala de micras. Luego, las medidas fueron promediadas. La
determinacion de la longitud total de cada cromosoma fue obtenida mediante la suma de
los brazos (LT = BL+BC). La longitud total relativa (% LT) se estim6 mediante el
indice de Reig et al. (1980). A la clasificacién cromosémica, mediante el indice
centromérico (1), se le aplico el indice de Levan et al. (1964); en donde r = % BL / %
BC. Todos estos pardmetros fueron usados para la identificacion de cada par
cromosOomico, los cuales fueron ordenados de acuerdo a la Primera Conferencia
Internacional para la Estandarizacion de Bandeo de Cariotipos de Animales Domésticos
(Ford et al., 1980).
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Resultados y Discusion

El mejor tiempo de incubacion para células linfocitarias bovinas es de 72 horas. De alli
se obtuvieron células en metafase con un adecuado tamafio para su analisis, entre tanto
los cultivos de 66 horas presentaron una deficiente morfologia cromosomica. Esto
concuerda con los procedimientos efectuados por Ahmad et al. (2004), Di Meo et al.
(2005), Jantarat et al. (2009), Marafiga et al. (2014), con variaciones en tiempo de
accion de colchicina (Issa et al., 2009).

El complemento cromosoémico es 2n (diploide) = 60, NF (numero fundamental) = 58.
La familia Bovidae posee una alta conservacion dado que el cariotipo caracteristico
oscila entre 2n = 48 — 60, NF = 58; a excepcion del bufalo cuyo NF = 56 (Jantarat et al.,
2009; Marafiga et al, 2014). Todos los cromosomas somaticos hallados son
telocéntricos, distribuidos en dos grupos: el primero (grupo A) 12 pares de tamafio
mediano y el segundo (grupo B) compuesto por 17 pares; por ultimo, un tercer grupo
(grupo C) en el que se encuentran los cromosomas sexuales (Tm12 + Tpl7 + M1 = 58 +
XX 0 60, XX); lo cual aplica a hembras Bos taurus con cariotipo normal (Figura 1).
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Figura 1. Cromosomas tefiidos mediante tincion convencional con Giemsa. Escala = 10
um. Cromosomas dispersos en metafase (arriba) y cariotipo (abajo).

\'/, Veterinaria y Zootecnia ISSN 2011-5415 Vol 12 No.2, julio - diciembre de 2018

Veterinaria y Zootecnia. 2018; 12(2): 10-21



C
\

"/, Veterinaria y Zootecnia ISSN 2011-5415 Vol 12 No.2, julio - diciembre de 2018

El cromosoma X es metacéntrico, siendo este par el mas grande de todo el complemento
(Tabla 1).

Tabla 1. Medidas cromosomicas de metafases y clasificacion por forma y tamano del
complemento de hembras Bos taurus

Bz = - BC BL LT Tamafic Tipe Grupo
pm pm pm
0 B2 821 00% 53 53% 0,00 m T A
‘ ] q i 00% 48 4= 0,700 m )
3 o T4 T4 00 4.5 4.5 0,00 m T A
q 0 B45  &45 0.0 drT 4% 17T m )
5 o 523 623 00 4.0 4.0 0,00 m T A
b o o0 0,10 0,0 -] 3,9 0,0 m A
T 0 55T 55T 00% 3EB% 3IEW 000 m T A
] 0 5EBE 5BE 00 3.8 3.8 0,00 m T A
] 0 B 571 00 3 3 0,00 m s
10 0 584 564 00 3.5 3.5 0,00 m T A
] BEE 558 00 3.5 3.5 0,700 m A
- 0 556 556 00 36% 36 0,00 m T A
13 0 B3 5,25 00 4% I4 0, P B
4 0 515 515 0.0 33% 33 0,00 P T B
(1] ] 478 478 00 F3T% 34 0,700 P E
] 445 445 T ] k] 0,700 P E
8 o 433 433 0.0 25 ey 0,00 P T B
2 - 432 13 00% I8 L. e (e B
z o 473 43I 00 27 27 0,00 P T B
z ] 3.5 357 00 2% I8 0,00 P E
22 0 388 38E 00 25% 25% 000 e T E
i} 0 376 378 00 4% Z4% 10 P B
24 0 3T 375 0.0 4% Z24% 000 P T B
P ] W =, O &, 0L o, PR e FL: T W, E o
25 0 351 351 00 22 2.2 0,00 P T B

BC= brazo corto; BL= brazo largo; LT= longitud total; r= indice centromérico; T=
telocéntrico; m= mediano; p= pequefio; g= grande.

Los pares con mayor longitud relativa total del complemento cromosdémico en
hembras Bos taurus son: el par sexual con 6,5%; seguido del par 1 del complemento de
cromosomas autosoémicos y del grupo A con 5,3%; finalizando este grupo con el par 12
con 3,6%; mientras que el grupo B inicia con el par 13 y una longitud relativa de 3,4%,
cerrando con el par 29 con 2% LT con una tendencia decreciente (Jantarat et al., 2009;
Canavez et al., 2012) (Tabla 1) (Figura 2).
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Figura 2. Idiograma de hembras Bos taurus 2n = 60. LT= longitud total.

No hubo dificultad para la identificacion y determinacion de los pares cromosomicos. El
carioidiograma evidencia la tendencia de todo el complemento cromosomico a partir de
las longitudes relativas de los brazos largos y cortos (Spotorno, 1985; Spotorno et al.,
1995) (Figura 3).
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Figura 3. Carioidiograma de longitudes relativas de conteos cromosémicos de
metafases de hembras Bos taurus. BC= brazo corto; BL= brazo largo; C= centromero;
M = metacéntrico; Sm = submetacéntrico; St = subtelocéntrico; T= telocéntrico.
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Las NOR son sitios especificos en los cromosomas de alta transcripcion de genes
ribosomales, por lo cual la cromatina es dispersa en estas regiones (lannuzi et al., 1996).
A través de la tincion con AgNO3 se observan 6 cromosomas positivos a bandas-NOR,
cromosomas telocéntricos medianos pertenecientes al grupo A y dos del grupo B; esto
concuerda con lo hallado por Iannuzi et al. (1996), Jantarat (2009) y Marafiga et al.
(2014) (Figura 4).
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Figura 4. Tincion Ag-NOR en cromosomas de hembra Bos taurus. Las flechas indican
las regiones positivas a tincion argéntica referentes a las NOR.

Conclusiones

La presente investigacion constituye la primera experiencia realizada en estudios
citogenéticos con miras a realizar caracterizaciones cromosOmicas aplicadas a los
procesos productivos y a las limitaciones de la ganaderia de la region. Adicionalmente
se reafirma el alto indice de conservacion que presenta la familia Bovidae; lo cual es
completamente favorable al permitir, a partir del analisis citogenético, realizar procesos
de seleccion animal con miras al mejoramiento genético. Sin embargo se debe tener en
cuenta que la citogenética cldsica presenta claras limitaciones, particularmente en la
deteccion de pequefios cambios en la estructura cromosdmica que no son perceptibles
en un estudio citogenético convencional. Por su parte el conocimiento del complemento
cromosomico y la disposicion del mismo, sumado con bandas cromosomicas que tienen
importancia como marcadores, son preponderantes en los primeros acercamientos de
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estudio de individuos objeto de un programa de mejoramiento animal para luego
apoyarse en herramientas mas finas como las moleculares. Asimismo, se presenta la
aplicacion del carioidiograma como una técnica que representa la tendencia del
complemento cromosémico; técnica, que ha sido utilizada en especies silvestres. Sin
embargo es importante aplicar tal proceso en caracterizacion de especies domésticas,
especialmente si se trata de programas de seleccion animal.
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