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RESUMEN: La cafia de azlcar es un hibrido complejo de naturaleza
autopoliploide que presenta cromosomas de pequefio tamafio (1 — 3 pum),
lo que dificulta la identificacion y la caracterizacion de los mismos. Hasta
el momento los estudios sobre la estructura gendmica y la evolucion han
estado basados en la distribucion de los nimeros cromosémicos y se
desconoce el empleo de las técnicas de bandeo cromosémico que resultan
de gran utilidad para la identificacion de cromosomas individuales y para
su empleo como marcadores citogenéticos. En este trabajo se ajusto la
técnica de Bandeo -C con Giemsa a un grupo de clones silvestres del
género Erianthus, probandose diferentes concentraciones de hidrolisis
desde 0,05 N de HCI hasta 0,2 N y tiempos desde 0,5 min. hasta 2 min.
Se ensayaron variantes de tiempo de tincién con Giemsa, que oscilaron
desde los 15 min. hasta 1,5 horas. Finalmente, la concentracion y el
tiempo adecuados de hidrolisis resultaron de 0,1 N de HCI durante 1 min.
y el tiempo de tincién en Giemsa de 1 hora. Se observaron bandas en las
regiones centroméricas, intersticiales y combinaciones de bandas
centroméricas con teloméricas y teloméricas con intersticiales que
permitieron realizar la caracterizacion de los genotipos sobre la base de
sus patrones de bandeo.

ABSTRACT: Sugarcane is a complex hybrid of autopolyploid nature
with small chromosomes (1 — 3 um), which difficult the chromosome
identification and characterization. Up to now, studies on genome
structure and evolution have been mainly based on the distribution of
chromosome numbers and unknow the use of chromosome banding
techniques, which are very useful for individual chromosome
identification and as cytogenetic markers. Giemsa C - banding technique
was established in new wild clones of Erianthus genus, testing different
concentrations of hydrolysis from 0,05 N HCI to 0,2 N and times from 0,5
min. to 2 min. Variants of time in Giemsa stain were evaluated from 15
min. to 1,5 hours. At last, suitable hydrolysis concentration and time were
resulted of 0,1 N HCI for 1 min., as well as time of Giemsa stain of 1
hour. Centromeric, interstitial bands and combinations of centromeric
with telomeric and telomeric with interstitial were observed. These bands
allowed to perform genotype characterization based on banding pattern.

Aceptado: 3 de diciembre del 2002

INTRODUCCION

El descubrimiento de las técnicas
que producen patrones de bandeo en los
cromosomas es uno de los aconte-
cimientos mas significativos en la
citogenética. Actualmente se encuen-
tran disponibles una serie de técnicas de
bandeo, de las cuales, la técnica de
Bandeo C con Giemsa ha sido la méas
utilizada para identificar cromosomas
individuales en muchas especies
vegetales."! Esta técnica se basa en
aplicar a las preparaciones cromo-
somicas diferentes pretratamientos vy
tincion con Giemsa.? Estos pretra-
tamientos degradan el ADN cromo-
somico y lo extraen selectivamente de
las partes eucrométicas del cromosoma,
dejando que las zonas heterocromaticas
se tiflan mas intensamente con Giemsa.
El nombre del Bandeo C se debe a que
produce bandas constantes que corres-
ponden a regiones de heterocromatina
constitutiva que no se descondensan en
interfase, siendo visibles tanto en
mitosis como en interfase y de tamafio
relativamente constante. Seglin los
organismos pueden ser centroméricas,
teloméricas o intersticiales.

Este método ha sido aplicado a
especies de plantas con grandes
cromosomas como trigo, **>® centeno,
"8 cebada °'° 'y triticale,**"?
permitiendo una identificacion precisa
de los cromosomas. En el caso de plan-
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tas con cromosomas pequefios como
arroz, Arabidopsis y Brassica, que
miden de 1 a 2 um en metafase mi-
totica, ha habido dificultades para
identificar sus cromosomas por me-
dios morfolégicos.” Los métodos de
bandeo no han dado resultados para
los cromosomas de soya y Brassica
e incluso no han aparecido bandas
en cromosomas de Arabidopsis y
arroz.

La cafia de azlcar se caracteriza
por una alta poliploidia y una aneu-
ploidia frecuente.** Los cultivos mo-
dernos presentan cromosomas muy
numerosos (100 — 130)* y de peque-
fio tamafio (1 — 3 um). Los estudios
sobre la estructura genodmica y la
evolucién han estado basados en la
distribucién de los ndmeros cromo-
somicos. Hasta el momento las
técnicas de bandeo no se han em-
pleado para la identificacion taxono-
mica del complejo Saccharum y
resultaria de suma importancia dis-
poner de las mismas para este fin y
para su empleo como marcadores
citogenéticos.

El objetivo de este estudio es
ajustar y aplicar la técnica de Ban-
deo-C con Giemsa, empleada en
cromosomas de cereales, a un grupo
de clones silvestres del complejo
Saccharum colectados en Laos
(Expedicion Cuba - Laos, ECL) para
lograr la identificacion de sus
cromosomas.

MATERIALES Y METODOS

Los estudios fueron realizados en los
clones silvestres ECL 1 - 29, ECL 1
-30,ECL6-1,ECL1-24,ECL®6 -
6, ECL5-4yECL 1-31, pertene-

cientes al género  Erianthus,
procedentes del Banco de Germo-
plasma de la Estacién Provincial de
Investigaciones de la Cafia de
Azlcar de Matanzas (INICA).

Estos clones fueron colectados en
el Sudeste Asiatico™, por constituir
un centro de diversificacion impor-
tante de estas especies, con el
objetivo de ampliar la base genética
del programa cubano. Los cultivares
comerciales de cafia de azlcar pre-
sentan como limitante una estrecha
base genética por lo que se hace
necesario emplear otras fuentes
genéticas disponibles entre las que
se encuentran las especies del
género Erianthus. Estos clones
fueron identificados taxondmica-
mente mediante marcadores molecu-
lares (RFLP y cebadores especi-
ficos)'’” y fueron escogidos por
constituir un material de fécil
manipulacién, ya que su ndmero
cromosémico no excede los 40
cromosomas.*®

Se tomaron muestras de tallos de
plantones escogidos al azar y de los
entrenudos de los tercios medio e
inferior. Los &pices radiculares fue-
ron pretratados con 8 — hidroxi-
quinolina al 0,002 % durante 3 horas
y fijados en etanol - &cido acético
(3:1) por 24 horas.

El procedimiento para realizar el
Bandeo-C fue tomado del reportado
para cereales.’ Las preparaciones
fueron observadas en un micros-
copio optico Olympus Vanox - T
con camara fotografica acoplada,
fotografiando las mejores placas
metafésicas sin cromosomas super-
puestos.
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Fig. 1. Bandeo - C, prometafase somatica del clon silvestre ECL 1 - 29 (2n = 40) con 0,5 N HCI por
0,5 min. (a) y 0,1 N HCI por 1 min. (b), x 220.

RESULTADOS Y DISCUSION

El punto de partida para lograr
resultados satisfactorios en el ban-
deo es obtener buenas preparaciones
del material fijado, con células que
presenten cromosomas bien exten-
didos durante la prometafase mité-
tica. Estas preparaciones se reali-
zaron después de la fijacion de los
dpices radiculares mediante el
aplastamiento con &cido acético al
45%. Posteriormente, se separaron el
porta y cubreobjetos con nitrégeno
liquido y se introdujeron en etanol
absoluto por 24 horas.

Durante la hidrolisis fue necesa-
rio ajustar la concentracion y el
tiempo de las preparaciones en la so-
lucion de &cido clorhidrico, proban-
dose concentraciones desde 0,05 N
hasta 0,2 N y tiempos desde 0,5 min.
hasta 2 min. en los clones ECL 1-29
y ECL 1-30. En la figura 1a se ob-
servan los cromosomas del clon
ECL 1 - 29 muy oscuros debido a
tiempos y concentraciones insufi-
cientes de hidrdlisis (0,05 N durante
0,5 min.), condiciones que no per-
miten una diferenciacion adecuada
de las bandas dentro de los cromo-
somas. En el caso de concentra-
ciones y tiempos de 0,2 N durante 2
min. no se pudieron observar cro-
mosomas, lo cual puede deberse a la
pérdida de gran cantidad de ADN,
producto de la elevada concen-
tracion del 4cido clorhidrico.™* Sin
embargo, con concentraciones de 0,1
N a 60°C y tiempos de 1 min. se
pudieron diferenciar de manera pre-
cisa las regiones de heterocromatina
constitutiva dentro de los cromo-
somas (Fig. 1b).

7 1‘

138



Revista CENIC Ciencias Bioldgicas, Vol. 34, No. 3, 2003.

Seguidamente, los portaobjetos se
sometieron a un tratamiento alcalino
en solucién saturada de Ba(OH), a
temperatura ambiente durante 7 min.
con el objetivo de desnaturalizar el
ADN y a un tratamiento con una
solucién salina de citrato de sodio 2
X SSC a 60°C durante 1 hora para
renaturalizar el mismo.

La tincion se llevd a efecto introdu-
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ciendo los portaobjetos en una solu-
cién de Giemsa al 2,5 % en tampén
fosfato a ph=7. El tiempo de tincién
fue establecido luego de ensayar con
diferentes variantes que oscilaron
desde los 15 min. hasta 1,5 horas. La
figura 2a muestra una célula del clon
ECL 1 - 30 sometida a un tiempo
intermedio de 30 min., donde se

pueden diferenciar las bandas dentro

de los cromosomas, aunque ain se
encuentran poco nitidas. En la figura
2b se observan cromosomas pertene-
cientes al mismo clon sometidos a
una hora en la solucién de Giemsa,
constituyendo éste el punto maximo
para obtener el contraste necesario.
Por encima de este tiempo se
observé una sobretincion y no se
diferenciaron las bandas.
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Fig. 2. Clon ECL 1 - 30 con cromosomas sometidos a 30 min. de tincion (a),

Posteriormente, se lavaron los
portachjetos con agua corriente, se
secaron y sellaron las muestras con
Balsamo de Canada.

Una vez ajustada la técnica, ésta

cromosomas con 1 hora de tincion (b).

se aplicé al resto de los clones
mencionados anteriormente. En los
clones estudiados se pudo observar
la presencia de bandas en diferentes
regiones a lo largo del cromosoma:

centroméricas (1), intersticiales (IV)
y combinaciones de bandas centro-
méricas y teloméricas (Il) y telo-
méricas e intersticiales (I11) (Figuras
3ay 3h).
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Fig. 3. Representacion esquematica de las bandas del género Erianthus (a).
Clon ECL 6 - 6 (2n = 40) con cromosomas bandeados (b) x 400.

I:  Bandas centroméricas

Il: Combinaciones de bandas centroméricas y teloméricas
I1l: Combinaciones de bandas teloméricas e intersticiales

IV: Bandas intersticiales

Se debe sefialar que en las com-
binaciones de bandas centromé-ricas
y teloméricas (II) y teloméricas e
intersticiales (1), las bandas telo-
méricas aparecieron en un solo bra-

z0 0 en ambos brazos del cromoso-
ma. Lo mismo ocurri6 en los cromo-
somas que presentaron bandas in-
tersticiales solamente (1V). Las ban-
das intersticiales (IV) y la combina-

cién de teloméricas e intersticiales
( 1) fueron mas frecuentes en los
cromosomas de mayor longitud. No
se apreciaron bandas en las regiones
s6lo teloméricas.
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CONCLUSIONES

Se logré establecer la técnica de
Bandeo-C con Giemsa en clones sil-
vestres del género Erianthus, perte-
necientes al complejo Saccharum.

La concentracion y el tiempo
adecuados de hidrdlisis resultaron de
0,1 N de &cido clorhidrico durante 1
minuto y el tiempo de tincién con
Giemsa de 1 hora.

Se pudieron observar bandas en

las r

egiones centroméricas (1), inter-

sticiales (IV) y combinaciones de
bandas centroméricas y teloméricas

(m
an

y teloméricas e intersticiales
en todos los clones estudiados,

lo que pudiera considerarse como
caracteristica del género Erianthus.
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