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INTRODUCCIÓN
La citogenética  es una he- rramienta básica para el co- nocimiento genético de es- pecies en peligro de extin- ción, ya que permite reali- zar un estudio profundo de los elementos  cromosómi- cos.      De igual  forma  la comparación  de las carac- terísticas cariológicas de especies relacionadas sirve como argumento para aná- lisis filogenéticos y el dise- ño de  estrategias  de  con- servación (Bickham, 1981;

Bickham & Carr 1983, Théveonon et al., 2000).
Para la realización de estu- dios citogenéticos es nece- sario  el desarrollo  de  un protocolo para la obtención de  metafases, a  partir  de tejidos que permitan la replicación de los procedi- mientos y que no requieran el sacrificio de los ejempla- res, tal es el caso de la san- gre  periférica  (Or tiz  & Rodriguez, 2003).

La selección  del Mitógeno es fundamental para los es- tudios citogenéticos y aun- que la Fitohemaglutinina P (PHA-P) es  el  mitógeno más empleado, no todas las especies responden ade- cuadamente a su estímulo, adicionalmente la concen- tración óptima  en que  ac- túa debe ser establecida para cada caso.
En quelonios han sido po- cos los trabajos que repor-

tan  el empleo  de  mitóge- nos,  para  la obtención  de metafases a partir de linfocitos (Mahecha  1998, Ulsh et al
2001), sin  embargo  los protocolos  presentados por estos autores no se han logra- do aplicar  con éxito a otras especies de quelonios distintas de las estudiadas, de ahí la importancia de aportar elementos  para  el desarrollo de metodologías  de cultivo celular para quelonios en general.
MATERIALES Y MÉTODOS
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Se emplearon  nueve ejem- plares de Podocnemis vogli y ocho individuos de las es- pecies P. erytrocephala, P. expansa,  P.  unifilis,   P.
lewyana ,    Trachemmys scripta   y Rhinoclemmys sp.  Los cuales fueron pres- tados por la Estación de Biología Tropical Roberto Franco,  dentro  del  marco del Programa de Diversidad Genética  y Gestión Soste- nible de Fauna  de la Uni- versidad Nacional de Co- lombia.
Se  realizaron  77  cultivos

seriados bajo condiciones controladas  en el laborato- rio de  Citogenética  de  la Universidad Nacional de Colombia, sede Bogotá.  A partir de los cultivos se ex- tendieron 197  láminas,  en las que se contaron 13.970 campos para determinar  la cantidad de metafases pre- sentes  en cinco recorridos verticales, este valor se cal- cula como un porcentaje  y se denomina índice mitótico.
Las condiciones  de cultivo fueron las  siguientes:  Me-

dio TC 199  (4 ml para cul- tivo de 5 ml), Suero Fetal Bovino 20%,  1 ml de plas- ma  rico en  linfocitos,  la incubación   se  realizó  a
30+/-1ºC por  94  horas. Los agentes  mitógenos (Fitohemaglutinina P (Difco), Favina y Lipopolisacárido  Sigma  L-
2630 Serotipo  0111:B4) se aplicaron en diferentes concentraciones y se reali-
zaron mezclas  para probar
su efecto sinérgico.
Para la obtención de metafases a  partir  de  los
linfocitos se realizó el pro-

ceso de cosecha con la adi- ción de colchicina (0,64 mg/ml), en un tiempo de exposición de 40  minutos a 30ºC.  Posteriormente se realizó un tratamiento hipotónico con KCl 0,05 M por 45    minutos  a  30ºC, luego se fijó las células con Carnoy 6:1  y después  con Carnoy 3:1  en periodos de
30,  15  y 15  minutos.   Fi- nalmente  se  realizó la ex- tensión de las láminas para su análisis en microscopio Olympus CX31 con colora- ción homogénea Giemsa (4%).
RESULTADOS
[image: image2.png]


[image: image3.png]


[image: image4.png]


[image: image5.png]


[image: image6.png]


[image: image7.png]


[image: image8.png]


Se realizó una  representa- ción gráfica de los índices mitóticos para cada uno de los mitógenos  analizados

(Fig 1).   Identificando que la mayor cantidad de metafases  se  logró  con F itohematoglutinina 

P (8.400 µg/ml), seguido por  la  concentración   de
5.600 µg/ml.
Figura 1.   Respuesta a agentes  mitogénos en linfocitos de quelonios.
En la figura 1, también  se puede  apreciar  que con el mitógeno Favina no se obtuvo   una  respuesta en cuanto a índice mitótico comparable  a  la obtenida con Fitohematoglutinina  P, el mayor índice registrado con Favina se logró en una

concentración  de 300  µg/ ml. A una concentración superior  no se  obtuvieron resultados superiores. Lo que indica que aunque la Favina  no es  el mitógeno óptimo para  quelonios,  se puede lograr respuesta mitótica a este agente.

Con respecto  al LPS no se registró metafases en ninguna de sus concen- traciones probablemente ocasionado  por un  efecto agonista de la división celular (Fig 1 y Tabla 1).

Tabla 1.   Respuesta en el índice mitótico a la combinación  de mitógenos
	MITÓGENOS
	CONCENTRACIÓN (µg/ml)
	I.M

	FITO FAVINA
	5.600
300
	0,25

	FITO FAVINA
	8.400
300
	0,36

	FITO FAVINA
	4.200
450
	0,07

	FITO LPS
	5.600
55
	0

	FITO LPS
	8.400
55
	0

	FAVINA LPS
	300
55
	0

	FAVINA LPS
	450
100
	0


La realización  de  mezclas de mitógenos en los cultivos celulares no aumentó los índices mitóticos registrados, al contrario los redujo significativamente  (tabla
1),   indicando   que   las 

mezclas de mitógenos pueden tener un efecto agonista  sobre las células,
impidiendo su transformación  y división. No se registró efecto sinérgico  con  ninguna  de las mezclas  contrario  a lo

propuesto  por Ulsh  et  al (2001).   Por  lo tanto  se recomienda emplear como agente mitógeno la fitohematoglutinina  P con una concentración en cultivo de 5.600 a 8.400 mg/ml.
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