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RESUMEN

Se eval@an las caracteristicas morfolégicas, citolbgicas e isoenzimé-
ticas de dos tipos de callos obtenidos de dos variedades de la cafia de
azficar (Saccharum officinarum L.) C-8751 y Ja 60-5. Para el andlisis citold-
gico se probaron diferentes combinaciones de pretratamientos, fijadores y
colorantes. Las isoenzimas peroxidasas se evaluaron por la técnica de la

bencidina después de separadas en gel de poliacrilamida.

Se presentan diferencias en la morfologfia, en las caracteristicas cito-
l6gicas y en los patrones isoenzim&ticos entre los dos tipos de callos de
cada variedad v se discuten las posibles causas de estas diferencias. Se
recomienda un método de andlisis citolégico sencillo, econfmico vy cue da

buenos resultados para el andlisis citoldgico de los callos.

ABSTRACT

Morphologic, cytologic and isoenzvmatic characteristics from two types
of callus obtained from two sugarcane varieties were evaluated. For
cytological analysis different pretreatments, fixative and dye combinations
were tested. Peroxidase isoenzymes were evaluated by the bencidine method

after separation by polyacrilamide gel electrophoresis. Differences in

(%) "Presentado en el VII Congreso Latinoamericano de Genética, Medellin,
Colombia, octubre, 1985.
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callus morphology, cvtological characteristics and isoenzvmatic patterns
between two types of callus from each variety were detected and discussed.
A good, simple and economic method for callus cvtological analvsis is
proposed.

ERTRODYUCCTIAON

El estudio de las caracteristicas morfolbgicas v citolbqgicas de los
callos de la cafia de azficar ha sido reportado por diferentes autores con
distintos objetivos (Liu y Chen, 1974; Liu y cols., 1270; Nadar v cols,,
1978; Torroella y cols., 1982; Torroella v Kouri, 1984; Ancheta ¥ colgs,
1982; entre otros). En ellos se han empleado distintos fijadores, colo-
rantes, tiempos de tratamientos, etcétera.

En la estrucfura del callo de la cafa de azficar, obtenido a martir de
las c&lulas parencuimatosas de los primordios foliares enrrollados del
cogollo (spindle) se ha reportado la formacién de tres tipos de zonas o
estructuras en el callo: 1la gelatinosa, la blanca v la rosada (Torroella
¥ cols,, 1982).

A través de los trabajos en el laboratorio hemos detectado cue se pro-
duce una mavor cantidad de callo gelatinoso cuando ocurre un stress té&r-
mico o hfdrico (Gonzilez Y Garcia, 1985).

Este trabajo tiene como objetivo estudiar las caracteristicas morfols-
gicas,'citolégicas e isoenzim8ticas de callos normales v gelatinosos de
dos variedades cultivadas en Cuba, asi como buscar un método de anflisis
citoldgico sencillo, econémico Y gue dé& buenos resultados para el estudio
de los callos.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal. Se emplearon callos de generacidn (Ry, R_,86R_,) de las
variedades C-8751 y Ja-60-5 de cafia de azlicar (Saccharum of ficinarum 1..)
obtenidos en el laboratorio a partir de las hojas enrolladas del cogollo
(spindle) cultivados in vitrc, en un medio Heinz (Heinz Yy Mee, 1969).

Andlisie eitolégico. Con este objetivo se realizaron diversas combinaciones
de pretratamientos, fijadores v colorantes, como se muestra en la tabla 1.

® 4

(Heinz y cols., 1969; Wetter Yy Constabel, 1982; Borges Vv cols., 1983

Tabla 1. Pretratamientos, fijadores y colorantes empleados en el andlisis
citolbgico de los catlos

PRETRATAMIENTOS FIJADORES COLORANTES
8-h3dggx;qglgoi1na etanol: acético 3:1 acetocarmin 4 g
colchicina 1 % metanol: ac&tico 3:1 acetorceina 2 &
vincubina 0.1 % hematoxilina de Gomorv
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Los pretratamientos de los callos se hicieron con 8-hidroxiguinolina,
colchicina y vincubina, en todos los casos durante un periodo de tres
horas. Como fijadores se emplearon etanol: acético 3:1 y metanol: acético
3:1, pas@ndose los callos fijados con etanol: ac&tico a etanol al 70 %,
después de siete dias en el fijador. Para la tincién se probaron distintos

tipos de hidr6lisis con HCl 36.5 g/l a 60°C. Se probaron tres colorantes:

el acetocarmin al 4 %, precedido de la impregnacifén de hierro con sulfato
férrico de amonio al 4 %, la hematoxilina de Gomorv para la aue se emplea-
ron varios tiempos, y la acetorcefna al 4 % en dos tiempos. Los sauash
para el montaje de las preparaciones se efectuaron de forma tradicional,
con adicibn de unas gotas de fcido acético al 45 %, el cual también fue
utilizado para decolorar el tejido cuando presentaba sobretincifn. Debhe
flamearse varias veces, antes de hacer el squash.

Las observaciones se realizaron en un microsconio clinico con disposi-
tivo fotoqgr&fico Orthomax acoplado.

Igoenzimas peroxidasag. Las muestras de callos fueron maceradas en mortero,
con una solucibén de sacarosa al 20 %, almacenindose en congelacidn hasta

su empleo. Las isoenzimas peroxidasas de los callos se separaron por elec-
troforesis en gel de poliacrilamida, en una corrida de 4h a 50 mA, dentro
de un refrigerador, a una temperatura de 10°C (Gonzdlez v cols., 1982).

Los geles se revelaron para las isoenzimas peroxidasas nor medio de la ben-
cidina dihidroclérica. Se realizd el zimograma de los geles.

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracteristicas morfolbgicas de los callos. Las caracteristicas morfolbgicas de
los callos dependen del tipo de callo, ya sea normal o gelatinoso, nero no
de las variedades, en este caso C-8751 y Ja-60 5, como se puede apreciar
en las figuras 1 y 2. En ambos, el callo gelatinoso se presenta como una
masa mis compacta, de consistencia variable, de color pardo claro a oscuro
debido al parecer a la abundancia de compuestos fendlicos; v con una apa-
riencia gelatinosa. Los callos normales presentan una coloracién entre
blanco y amarillo p&lida, en algunos casos con zonas de color vardo claro
o rojizas, debidas d la presencia de derivados fen8licos o de piamentos

flavonoides (antocianinas), respectivamente.
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Figura 1. Callo normal (N) y gelatinoso Figura 2. Callo normal (N) y gelatinoso
(G) de la variedad Cuba-8751. (G) de la variedad Jaron{i-60-5

Anfiligie eitolbgico de los callos. Para el anflisis citolbgico de los callos se
emplearon distintas combinaciones de pretratamientos, fijadores y coloran-
tes (tabla 1) tipicos de los utilizados en estudios citogénéticos. Esto se
realiz6 con vistas a la determinacibn y estandarizacién de una técnica eco-
némica, rfpida y sencilla para el andlisis de las c&lulas del callo. Fue
la combinacifn de la 8-hidroxiquinolina al 0.2 % durante tres horas como
pretratamiento, la fijacién con metanol: acé&tico y la tincibn con aceto-
carmin al 4 %, durante una hora previo tratamiento con sulfato f£&rrico de
amonio al 4 % durante 30 minutos con la cual se obtuvieron los mejores re-
sultados. Este m&todo es iqualmente aplicable a raices y yemas, con muy
buenos resultados (Borges y cols.,1933. (Figura 3).

En la literatura se reportan diversos métodos vara el andlisis citoqe-
nético de la cana de azficar, utilizando dpices radiculares o yemas. Estos
m&todos varian en relacifn con su costo, grado de compleiidad y calidad
de los resultados (Price, 1962; Heinz y Mee, 1970; Barreto y Simbén, 1°279;
Krishnamurthi, 1984; entre otros). En la mayoria de estos trabajos, se
plantea la utilizacidn de colchicina como pretratamiento v en muchos de
ellos, la mezcla de Newcomer como fijador, ambos son reactivos téxicos vy

costosos.

Borges y cols. (1983) reportaron una técnica para el andlisis citold-
gico de la cafia de azficar, en la que emplearon la 8-hidroxiquinolina como
pretratamiento v el fijador de Farmer. Esto redujo considerablemente el
costo de la t&cnica y permitif la obtencidn de resultados satisfactorios
en el andlisis cariolbgico.
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PRETRATAMIENTO
l 8-hidroxiquinolina 0.2 °,

3h

FIJACION
l Metanol:AcH

Lavar " con H20 destilada

Hidrolisis con HCl 1mol/L a 60°C

|

Lavar “con H20 destilada

Sulfato férric% de amonio 4% 30 minutos

Escurrir

- .
TINCION

l Aceto carmin 4. 1hora
AcH 45°,

‘Squash’

Figura 3. Método para el estudio citoldgico de los callos de la
cafia de azficar.
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Actualmente, en nuestro pais el mé&todo de cultivo de células v tejidos
constituye un valioso método auxiliar en el mejoramiento de la cafia de
az@icar. Las caracteristicas citolbgicas intrinsecas de este cultivo (mosai-
co poliploide-aneuploide, de alto nivel de ploidia) v la variabilidad cro-
mosOmica que introduce el cultivo "in vitro", reportada por numerosos auto-
res, hacen obligatorio el anilisis citolbgico comparativo de las plantas
obtenidas por esta via, con el material del cual se parte.

La mayoria de los trabajos que reportan el estudio citol&gico de los
callos y suspensiones celulares describen métodos de coloracidn complejos
y/o costosos y diferentes de aquellos que se utilizan para el an&lisis
citolégico de las plantas crecidas "in vivo" (Heinz v cols., 1569; Liu y

Chen, 1974; Nadar y cols., 1978; Witter y Constabel, 1982; Liu v Shih,
1983; Krishnamurthi, 1984).

El anflisis citogenético de la cafia de azficar, por las caracteristicas
gen&ticas del cultivo mencionadas anteriormente, requiere de muestras ce-
lulares grandes, es decir, conlleva el procesamiento de una gran cantidad
de material. En un laboratorio de citogenética, el contar con un mismo
método simple y econbmico, para los estudios cariolBgicos, tanto para el
trabajo con raices y yemas, como con callos Yy suspensiones celulares, per-
mite la obtencifn de resultados en un tiempo mucho menor.

En nuestros resultados los callos observados de las variedades Ja-60 5
¥ C-8751 no muestran diferencias interespecificas apreciables, con respecto
a las caracteristicas celulares, como puede apreciarse en las figuras 4 y 5.
En los callos normales se presentan abundantes cé&lulas peauefias, meristem&-
ticas, de nficleo grande densamente teiiido por la cromatina condensada con
poco citoplasma. Adem§s, se presentan cé&lulas mis grandes, con el nficleo
bien tefiido y abundante citoplasma, semejando cé&lulas parencuimatosas aue
han dejado de dividirse para alargarse y diferenciarse.




Figura 4. Microfotografia del callo normal (N) y gelatinoso
(G) de la variedad Cuba 8751.

En los callos gelatinosos se observd una gran diversidad de cé&lulas
gue va desde las células pequefias, con el nficleo bien tefiido, vero en
menor cantidad que en los callos normales, hasta las denominadas cé&lulas
gigantes, multiformes y con un nficleo pequefio, que 'se observa en algunas
ocasiones. Ademis, se observan abuhdantes grupos de cé&lulas con distinto
grado de diferenciacibn, que en algunos casos lleqa hasta la formacidn de
elementos xilem&ticos (figuras 4 v 5).

En nuestro laboratorio, hemos podido observar gue la mayor © menor can-
tidad de callo gelatinoso puede estar influenciada por un stress térmico
o hidrico (Gonz&lez y Garcia, 1985). Los callos gelatinosos, trasplantados
a medio para el crecimiento de los callos, generalmente continfian produ-
ciendo callos con caracteristicas similares, que al ser trasplantados a
un medio adecuado para la diferenciacibn de las pléantulas, ésta no ocurre.

Evaluacién de las isoenzimas peroxidasae. Uno de los sistemas enzimfticos més
utilizados en los estudios biogquimicos y fisiolbgicos es el de las isoen-
zimas peroxidasas, ya que sirven como una medida de la actividad metabb-
lica durante las alteraciones del crecimiento. Los estudios con las peroxi-
dasas no se refieren sélo a los cambios en la actividad, sino también a

los cambios en los patrones isoenzimdticos, los cuales varian con el

estado de desarrollo del teiido estudiado.

En nuestros resultados, que se muestran en la fiqura 6, se presentan-di-
ferencias entre los callos normales y gelatinosos de cada variedad. En la
variedad Ja-60 5, en el callo normal se presentan ocho bandas de actividad
peroxidasa, mientras cque en el callo gelatinoso no se presenta la banda p7
(44 mm). Por otra parte, en la variedad C-8751, en el callo normal se pre-
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sentan siete bandas de actividad, mientras que en el callo gelatinoso s8lo
aparecen cinco bandas, faltando pP7 v p8 (48 mm).

El callo de la variedad C 8751 utilizado era de una generacién R5, con
callo estabilizado que crecid en el mismo tubo de cultivo, pero de zonas
diferentes. Sin embargo, en el caso de la variedad Ja-60 5, la muestra se
obtuvo de un mismo tubo, con callo regenerado directamente de un-pedazo
de la hoja, en una parte, callo normal v por otra parte callo gelatinoso.

Microfotografia del
callo normal (N) vy

gelatinoso (G) de la
variedad Jarondi 60-5

Figura 5.



Ja-605  C-8751
mm . 1 2 1 2

d ey
60! !
Figura 6. “oto de un gel y su zimograma de isoenzimas peroxidasas de los callos de dos
variedades de cana de azlicar: Cuba 8751 y Jarond 60-5. (1) Callo normal y
(2) Callo gel«atinoso.
CONCLUSIONES

1. Se presentan diferencias morfolbgicas, citol6gicas y en los patrones
de isoenzimas peroxidasas entre los callos normales v gelatinosos de cada
variedad estudiada (C-8751 y Ja-60-5).

2. Para el anflisis citol8gico de los callos, se propone un m&todo sencillo,
econdmico y aue da buenos resultados. Este método es tambifn utilizable en

estudios carioldgicos con raices v yemas de la cafia de azficar.
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