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RESUMEN

Guadua angustifolia posee importancia econémica y ecoldgica tanto en las regiones donde es nativa como
en aquellas donde ha sido introducida razén por la cual se han desarrollado multiples trabajos de investiga-
cion encaminados a determinar su diversidad genética y sus propiedades fisico-mecanicas, entre otros, los
cuales estan dirigidos a programas de conservacion, propagacion y mejoramiento genético. En el presente
trabajo se evalud el ciclo celular y se estandarizé la técnica citogenética a partir de tejido meristematico
radicular. Se determiné la hora mitética realizando colecta de apices cada hora durante 24 horas. Por otro
lado, se aplicaron técnicas de: Pre-tratamiento, fijacion, hidroélisis, tincion y montaje, para la acumulacion de
células metafésicas a fin de lograr la estandarizacion del protocolo para estudios citogenéticos. Los resulta-
dos indicaron que esta especie posee un ciclo celular corto en el tejido meristematico que no supera las cinco
horas y un comportamiento bimodal en cuanto a su actividad mitética. La estandarizacion del protocolo para
la obtencion de células metéafasicas se logro con un pretratamiento con colchicina al 1%, fijacion durante 24
horas con Carnoy, hidrdlisis doble con HCI al 2N y un coctel enzimdtico de celulasa, macerozima y pecti-
nasa, tincidén con orceina acética o DAPI, segtin fuera el caso y montaje del tejido mediante las técnicas de
squash o extendido.

Palabras clave: Guadua angustifolia, Ciclo celular, Citogenética vegetal, meristemo radicular.
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ABSTRACT

Guadua angustifolia has economic and ecological importance both in its native and in those where it has
been introduced which is why they have developed multiple research aimed to determine the genetic diver-
sity and its physical and mechanical properties, among others, which programs are aimed at conservation,
propagation and breeding. The present study evaluated the cell cycle and cytogenetic technique was stan-
dardized from root meristem. Mitotic time was determined by performing collection of apices each hour
for 24 hours. Furthermore, techniques were applied: Also, pre-treatment, fixation, hydrolysis, staining and
mounting techniques were implemented in order to accumulate metaphase cells to achieve the standardiza-
tion of the protocol for cytogenetic studies. The results indicated that this species has a short cell cycle in
meristematic tissue which does not exceed five hours and a bimodal behavior in their mitotic activity. The
standardization of the protocol for obtaining metaphase cells was achieved by pretreatment with colchicine
1% fixation for 24 hours with Carnoy, double hydrolysis with 2N HCI and a cocktail enzyme cellulase and
pectinase macerozyme, staining with acetic orcein or DAPI, as the case and tissue assembly through the

techniques of squash or extension.

Keywords: Guadua angustifolia, Cell Cycle, plant Cytogenetic, meristematic root

INTRODUCCION

La especie Guadua angustifolia es uno de los bambues
americanos con importancia a nivel mundial (1); esta
distribuido a través de Colombia, Ecuador y Venezue-
la (2); ha sido introducido en varios paises de Centro
América, el Caribe y Asia. Se encuentra naturalmente
en los bosques muy humedo subtropical (bmh-ST), bos-
que humedo subtropical (bh-ST), bosque seco tropical
(bs-T) y bosque muy humedo montano bajo (bmh-MB).
Esta presente tanto en la region tropical como en la sub-
tropical, pero se encuentra en mayores areas en los bos-
ques humedos y muy humedos concentrandose en las
laderas de montafia y en las riveras de los rios (3). En
Colombia se encuentra distribuida en la region central
de los andes (cordilleras central y occidental) general-
mente entre los 1.000 y 1.500 m de altitud, en esta zona
se conserva, un area de aproximadamente 17.000 hecta-
reas entre guaduales naturales y cultivados (3-5).

La guadua es una especie multipropdsito que propor-
ciona servicios ambientales y bienes al hombre para
sus necesidades. Desde el punto de vista ambiental la
guadua posee la capacidad de regulacion y control de
las fuentes hidricas; esto relacionado con la estructura
morfolégica de su culmo, que le permite la retencion de
agua ademads de su sistema radicular entrecruzado que
amarra los suelos evitando su erosion (6,7). Ademas por
ser una planta de rapido crecimiento y de tipo lefioso,
tiene la capacidad de fijar cincuenta toneladas métricas
de CO, ha/afio (7). En cuanto a los usos dados por el
hombre a la especie estan: la utilizacion en la construc-
cion y reparacion de viviendas, usos domésticos, artesa-
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nales y para la industria de la pulpa, laminados y todo lo
relacionado con la cadena productiva que gira en torno
a esta especie.

A pesar de la importancia econémica y ecologica de
Guadua angustifolia, la informacion citolégica de la es-
pecie es poca; hasta el momento no se encuentra reporte
alguno sobre la duracion del ciclo celular, el nimero
cromosodmico, o el cariotipo; lo que es una limitante
para la resolucion de problemas taxondémicos y el uso
sostenible de la especie, dado que el cariotipo permite
la caracterizacién de especies, poblaciones, individuos,
biotipos o razas (8).

Consecuentemente, los objetivos de la presente investi-
gacion consistieron en: 1) Determinar la hora y el indice
mitotico para Guadua angustifolia biotipo macana. 2)
Estandarizar el protocolo citogenético para la obtencion
de células metafasicas adecuadas para estudios de cito-
genética.

MATERIALES Y METODOS

Colecta de material vegetal

Se colectaron 60 chusquines (plantulas originadas por
reproduccion vegetativa) y 60 riendas laterales (esque-
jes) de Guadua angustifolia var. angustifolia biotipo
macana en la Reserva Natural “La Montafia del Ocaso”
ubicada en el municipio de Quimbaya; se transporta-
ron al invernadero del programa de Biologia en la UQ,
donde se sembraron en vermiculita suplementada con
medio M&S liquido, realizando riegos con agua de gri-
fo periddicamente.
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Fase de Laboratorio

La determinacion taxonémica de la especie se llevo a
cabo en el laboratorio de Biotecnologia Vegetal del CI-
BUQ de la Universidad del Quindio, y en colaboracion
con el laboratorio de Citogenética Vegetal del Centro
Nacional de Investigaciones de Café (CENICAFE), se
desarrollo la estandarizacion del protocolo.

Ciclo celular e indice mitotico

Se aislaron muestras de apices radiculares en intervalos
de una hora (tres apices radiculares cada hora), durante
24 horas, éstas se fijaron en Carnoy (Etanol absoluto
+ Acido acético glacial en proporcion 3:1) durante 24
horas a 3°C.

Segun lo sugerido por Talledo y Escobar (9), una vez
fijados, se realizo una hidrolisis acida con HCI 1IN a
60°C por 5 minutos y posteriormente se maceraron con
cuchilla en aceto-orceina durante 10 minutos; a conti-
nuacion se realizo el squash o aplastamiento, golpeando
la muestra con una varilla de goma, lo que permitié ob-
tener una sola capa de tejido meristematico.

Las muestras procesadas cada hora se evaluaron al mi-
croscopio en el campo visual de 40X, realizando conteo
celular e identificando la fase del ciclo celular en que se
encontraba (interfase, profase, metafase, anafase, telo-
fase) con un minimo de 1200 células por montaje (cada
hora), para la determinacion del indice de fases parcia-
les, Indices de fases totales, indice mitotico y duracion
del ciclo celular.

Una vez establecida la duracion del ciclo celular, se de-
termino la hora del dia con mayor indice mitotico (IM
m), es decir, la hora en la cual se dividen mas inten-
samente las células meristematicas del apice radicular,
como la hora 6ptima para la colecta de apices.

La duracion del ciclo celular del tejido meristematico
y hora mitdtica para la especie, se determiné median-
te la metodologia sugerida por Talledo y Escobar (9),
realizando tres repeticiones del ciclo durante 24 horas
en diferentes dias; con el fin de minimizar el sesgo que
se puede presentar al realizar el analisis solo una vez,
ya que, las condiciones ambientales en las que se en-
cuentra la planta influye en las fluctuaciones presenta-
das en las poblaciones celulares. Los apices radiculares
se colectan cada hora durante el periodo de 24 horas.
Posteriormente se procesaron las raices y se realizaron
los registros fotograficos con los cuales se calculd el in-
dice de fases en porcentaje tanto parcial por hora como
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total; posteriormente se realizo el calculo del IM m en
porcentaje parcial y total, haciendo uso de las siguientes
formulas, con lo que se determiné la hora mitotica.

Calculo de indices de fases

# celulas de cada fase
# total de de celulas

IFp% = X 100
IF (%) parciales de cada fase

IFt(%) = # total de horas

X100

Calculo del indice mitotico
IM,,(%) =[Fp+1IF,+IF,+IF,
IMT (%) = IFP + -[Fm + IFa + IE (IF totales)

IF = indice de fases parciales
IM = indice mitotico parcial
IF = indice de fases total
IM = indice mitotico total

Obtencion de cromosomas en metafase

La estandarizacion del protocolo para la obtencion de
cromosomas en metafase se realizd a partir de las téc-
nicas descritas en citogenética vegetal (10-13). Para el
proceso se consideraron cinco fases: Pretratamiento, fi-
jacion, hidrolisis, coloracion y montaje, sobre las cuales
se trabajo para generar una metodologia adecuada para
esta especie.

Pretratamiento: Se emplearon dos de los agentes inhi-
bidores mitoticos propuestos por Jahier (13), los cuales
fueron colchicina 1% por 1 y 2 horas y baja temperatu-
ra (0°C) por 12 y 24 horas. Se defini6 el mejor pretra-
tamiento de forma cualitativa, por observacion de los
cromosomas en el campo visual de 100X, teniendo en
cuenta que se observaran cé¢lulas en metafase con posi-
bilidad de conteo y cromosomas dispersos.

Fijacion: Se empled Carnoy fresco (3 etanol al 96%:
1 acido acético glacial), de acuerdo con lo recomen-
dado por Sharma y Sharma (11). Evaluando diferentes
tiempos de fijacion con Carnoy (12, 24, 36 y 48 horas
a 3°C), para determinar cualitativamente cual fue el de
mejor tiempo por medio de la observacion de las lami-
nas.

Hidrolisis: Se evalud la hidrolisis 4cida, enzimatica y la
combinacion de ambas; en el primer caso de utiliz6 HCI
al IN, 2N y 3N a 60°C por 10, 15 y 20 minutos, en el
segundo caso se realizaron cocteles enzimaticos de ce-
lulasa (1.8 y 3.6%) Yakuh Honsha®, macerozima (0.2
y 0.4%) Yakuh Honsha® y pectinasa (3 y 6%) Sigma®,
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a 37°C y la doble hidrdlisis se realizo con HCl al 2N y
coctel enzimatico en ambas concentraciones por 1, 1.5
y 2 horas, en camara humeda.

Se evalud su efectividad por la calidad de los cromo-
somas, utilizando la microfotografia como evidencia y
justificacion de la eleccion de alguno de los métodos.

Tincion, montaje v observacion: Para la tincion de los
cromosomas se utilizaron dos tipos de sustancias; en el
primer caso se usé aceto-orceina como lo sugiere Garcia
(14), tomando secciones de tejido de aproximadamente
3 mm de longitud que se colocaron sobre el portaobje-
tos con 30 pl de aceto-orceina durante 20, 30 y 45 min.
a 50°C; posteriormente se retird el exceso de colorante
y se agregaron 30 pl de colorante diluido 1:1 con acido
acético glacial al 45% durante 10 min.

En el segundo caso se utilizo DAPI 6 4 ‘6-diamidino-
2-fenilindol es cual es un fluérocromo que se une fuer-
temente a ADN. Esta sustancia pasa a través la mem-
brana celular, puede ser utilizada para tefiir en vivo o
en células fijadas el acido nucleido. Se agregaron 30pl
de este reactivo sobre el tejido por 10 min a temperatu-
ra ambiente en condiciones de oscuridad para evitar el
desgaste de ésteantes de ser visualizado.

Para el montaje se utilizaron dos técnicas; squash o
aplastamiento y extendido; para lo cual se tomo el teji-
do que previamente habia sido degradado por la hidroli-
sis y se extendi6 con una pinza de punta fina o una aguja
a través de las 2/4 partes centrales del portaobjetos y
posteriormente se sometio al proceso de tincion con or-
ceina acética o DAPL.

La observacion se realizdo en un microscopio Optico
marca GS-VISION, inicialmente en el campo visual de

10X para buscar las areas de la placa con mayor dis-
persion celular, luego se procedi6 al campo visual de
40X con el fin de seleccionar las células que presenta-
ran una buena degradacion de la pared celular, con un
80 al 100% de la membrana, que tuvieran su material
genético condesando en cromosomas y presentaran una
buena tincion; las cuales se observaban en detalle con
el objetivo de 100X y se tomo registro fotografico. Las
laminas tincionadas con DAPI fueron procesadas en el
microscopio de fluorescencia Labomed Lx400.

RESULTADOS

Ciclo celular e indice mitdtico

Para la determinacion del ciclo celular en G. angusti-
folia var. angustifolia se contaron en promedio en un
ciclo de 24 horas de treinta y un mil seiscientas nueve
(31609) células, de las cuales el 51,9% se encontraron
en interfase, y el 48,1% en mitosis (Tabla 1).

Indice mitético: Del porcentaje mencionado, el 44,5%
corresponde al tiempo de duracion de la profase y el
3,6% restante a las demas fases mitdticas (Tabla 1). Por
lo tanto, el Indice mitdtico: para la especie es de 48,1%.

Duracion del ciclo celular: Para G. angustifolia Var.
angustifolia el tejido meristematico tiene una duracion
de ciclo de cuatro horas con diez minutos (4:10’), de
las cuales la mayor parte del tiempo esta ocupada por la
interfase con dos horas diez minutos (2:10°), mientras
que la mitosis tiene una duracion de dos horas (2:00’);
donde la fase mas prolongada es la profase con una
duracién de una hora con cincuenta y cuatro minutos
(1:54’) (Tabla 1).

Hora mitética: Se calculo6 el IM m (indice mitotico), el
cual evidencié un comportamiento bimodal. Dos horas

Tabla 1. Determinacion de IF, IM totales y la duracion del ciclo celular para G. angustifolia var. Angustifolia

biotipo Macana.

Estado Total Interfase Profase Metafase Anafase Telofase
Numero de 31609 16310 14129 455 549 166
células

IF (%) total 100 51,59 44,69 1,4 1,7 0,5

IM (%) 48,1 48.3 (44,5+1,4+1,7+0,5)

Duracion total 4,17 2,2 1,9 0.05928 0.07152 0.02106
del ciclo en 4:10:00”  2:10:00”  1:54:00”  0:03:06”  0:04:02”  0:01:02”
horas.
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del dia (9:00 am y 2:00 pm) fueron las de mayor actividad mitotica, la primera con un valor de 78,7%, coinci-
diendo con el rango horario de mayor actividad mitdtica para las especies vegetales; que se estima entre las 8 y
las 10am, mientras que la segunda tuvo un valor del 83,5% al inicio de la tarde(2pm), que incluso es mayor que el

encontrado en las horas de la mafiana (Figura 1).
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Figura 1. Secuencia del ciclo celular para G. angustifolia

Segun lo observado en la interfase, el nucleo de las cé-
lulas de G. angustifolia var. angustifolia presentd una
coloracion homogénea (Figura 2a); en la profase tem-
prana los cromosomas se hicieron visibles por primera
vez con una apariencia de pequefios filamentos (Figu-
ra 2b), los cuales, a medida que avanzaba el proceso
mitotico se transformaron en estructuras mas gruesas,
compactas y cortas, producto del proceso de condensa-
cion propio de esta fase (Figuras 2¢). Ya en metafase los
cromosomas se encontraron alargados y entrelazados en
el plano ecuatorial Se logro un conteo de cromosomas?
(Figura 2d); la anafase muestra la separacion inicial del
material genético sobre el plano ecuatorial (Figura 2e),
mientras que se observo ésta en estado tardio, donde es
evidente la migracion del material genético hacia los
polos (Figura 2f), en la telofase se puede notar el inicio
de la formacion de la pared celular que posteriormente
conllevara a la citocinesis (Figura 2g).

Estandarizacion del protocolo para la observacion
de cromosomas en metafase

Pretratamiento

Para la estandarizacion se emplearon apices radicula-
res colectados a las 9am. Los resultados para el pre-
tratamiento fisico a 0°C mostraron un bajo niumero de
células en metafase (inferior al 20%), mientras que la
cantidad de células en estadio metafasico aument6 con
el uso del agente quimico colchicina siendo 2 h. el tiem-
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po de exposicion con mejores resultados 60% de células
en metafase (Figura 3); un tiempo de exposicién mayor
puede inducir la poliploidizacion (13), condiciéon que
no es favorable en este estudio ya que no se conocia
con certeza la dotacion cromosomica de la especie y un
tiempo menor no permite obtener una buena cantidad
de células inhibidas, ya que la presencia de la pared ce-
lular, fosfolipidos y proteinas de membrana, limitan la
penetracion del inhibidor del huso mitotico.

Fijacion

La evaluacion de los diferentes tiempos de fijacion se
hizo de manera descriptiva sobre las variaciones en la
morfologia de los cromosomas, la persistencia de resi-
duos citoplasmaticos y el estado de deshidratacion de
los tejidos, caracteristicas que influyen en la resolucion
con la que se lograron visualizar los cromosomas.
Teniendo en cuenta los resultados, los tiempos de expo-
sicién menores a 12 horas no permitieron una adecua-
da visualizacion de la estructura cromosomica, por la
permanencia de restos citoplasmaticos, se estimé que la
exposicion al fijador para la especie debe ser como mi-
nimo de 24 horas para conseguir distinguir cromosomas
adecuadamente.

Hidrolisis
La hidrolisis acida presentd buenos resultados para la

degradacion de la pared al emplearse una concentracion
2N durante 20 minutos a 50°C, sin embargo, persistie-
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Figura 2. Células de G. angustifolia var. angustifolia a. interfase, b. profase temprana, c. profase tardia,
d. metafase e. anafase temprana, f. anafase tardia, g. telofase.
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Figura 2. Promedio de 1000 metafases de G. angustifolia var. angustifolia acamuladas
con los pretratamientos utilizados.
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ron restos de pared que impidieron obtener montajes de
cromosomas en un solo plano, concentraciones iguales
0 menores y tiempos de exposicion mas bajos, no per-
mitieron retirar la pared; mientras que una concentra-
cion mayor (3N) fue un tratamiento drastico, con el cual
se observo un dafio celular donde se perdié completa-
mente la morfologia de las células, obteniendo prepa-
raciones de aspecto amorfo, sin células ni cromosomas
reconocibles. La combinacion de la hidrodlisis acida con
la enzimatica permitio la degradacion de la pared celu-
lar y la adecuada visualizacion de los 2n=2x=46 cro-
mosomas.

Tincion, montaje y observacion

Para la tincion y el montaje cromosomico, se siguieron
las recomendaciones de Garcia (14), antes de tefir el
tejido se agregaron 30ul de acido acético al 70% para
que las células quedaran fijadas sobre el portaobjetos,
posteriormente, se realizaron tres lavados con agua des-
tilada estéril de cinco minutos cada uno con el fin retirar
el exceso del reactivo.

La tincién con orceina acética permitio la observacion
de cromosomas bien coloreados después de 30 minutos,
posteriormente se uso la técnica de squash para la dis-
persion del tejido; siendo adecuado para G. angustifolia
var. angustifolia.

En cuanto a la tincion con DAPI se utilizo la técnica de
extendido, con la que se obtuvo resultados 6ptimos de-
bido a la especificidad de este fluérocromo por el ADN
con altos grados de condensacion (cromosomas). Para
finalizar en ambos casos se coloco el cubreobjetos y se
procedio a la evaluacion visual de la placa en el micros-
copio con el objetivo 100X.

DISCUSION

Los resultados con respecto a la duracion del ciclo ce-
lular fueron coherentes con respecto a la duracion de
las fases del ciclo celular de la mayoria de las especies,
debido a que la mitosis es un poco mas corta que la
interfase; que es el periodo donde la célula crece en vo-
lumen y efectia funciones metabdlicas, transcripcion,
traduccion y duplicacion, lo cual justifica que mas de la
mitad del ciclo celular sea invertido en tales actividades
(15-17).

Kreps y Kay (18), proponen que factores ambientales

como la luz, humedad y temperatura se encuentran
estrechamente relacionados con las variaciones en los
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ciclos celulares, ya que, se comportan como factores
interdependientes; de tal modo que la luz promueve
la morfogénesis, crecimiento, desarrollo y es necesa-
ria para la activacion de la fotosintesis. El efecto de la
temperatura es directamente proporcional al desarrollo
de la planta (produccion de hojas, tallos y raices); por
tal motivo, las poblaciones celulares con que se traba-
jO pertenecen a un sistema asincronico y explicarian el
comportamiento bimodal de la actividad mitotica.

Las mediciones de los diferentes parametros de la ac-
tividad celular en poblaciones asincronicas daran solo
valores promedio, como los que se presentan en este
trabajo; ya que tales parametros, variaron en todas las
células segiin en el momento del ciclo que se encontra-
ba la célula y las condiciones ambientales que se pre-
sentaban (19).

El indice mitético de G. angustifolia var. angustifolia
mostré un crecimiento en el numero de células que se
encuentran en el estadio de mitosis, relacionado con el
fotoperiodo, ya que éste varid a través de las 24 horas
del dia mostrando altibajos, indicando que la division
celular para esta especie es altamente influenciada por
los ciclos de luz y oscuridad (20).

La division celular aument6 en las horas de mayor in-
tensidad luminica, ya que se incrementan las concentra-
ciones de carbohidratos producidos por el metabolismo
de la planta; por tanto, es de esperarse que los cambios
de fase, dentro del ciclo celular, se hicieran dentro de
este periodo de tiempo, debido a que estas actividades
demandan un gasto alto de ATP, por ejemplo, el cambio
de ADN relajado como se encuentra en la interfase y la
fase de sintesis requiere de un gasto energético por parte
de la planta (21), e igualmente esto ocurre en los meca-
nismos de regulacion del ciclo celular que implican el
ingreso de la célula a la mitosis.

El momento del dia en el cual las células entran en el
proceso de mitosis varia de una especie a otra; por lo
general, va desde las 7 am hasta aproximadamente las
11:00 am, con un optimo entre las 9 y 10 am (22,23),
esto coincide con lo encontrado en este trabajo, pero,
cabe resaltar que G. angustifolia var. angustifolia pre-
senta un comportamiento bimodal, y que a las 2:00 pm
hay un aumento notable en la actividad mitdtica que
puede relacionarse con que las poblaciones celulares
exhiben oscilaciones mitoticas, crecimientos periodicos
o bien una mezcla de ciclos de crecimiento lento y ra-
pido (24-27).
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La profase en la especie, se caracterizo por un alto nu-
mero de células hacia las 3:00 am; sin embargo, el valor
maximo se encontr6 hacia las 10 am. Segtin lo expuesto
por Ekamen y Osuji (28), los niveles de mitosis obser-
vados tienen un punto maximo cuando hay luz solar, lo
que indica que estos procesos demandan para la planta
altas cantidades de ATP.

La duracion del ciclo celular fue de 04:10°, tiempo que
es considerado corto segin Talledo y Escobar (9). Esto
se relaciona con la eficacia metabodlica de G. angustifo-
lia var. Angustifolia por presentar fotosintesis tipo C,
(1,29), dado que ésta es mas eficiente en la captura de
CO,; poseen una tasa maxima de crecimiento 40-50 g/
m*d y una productividad entre 70 y 80 ton/afio, que en
ambos casos, es superior a las tipo C, y CAM (30).

La duracion de ciclo celular de esta especie es corto,
para ser de tipo forestal perenne; hay reportes de otras
especies vegetales anuales tales como Phaseolus acu-
tifolius, Ph. aureos, Ph. coccineus, Ph. lunatus donde
la duracion en promedio es 10:00 horas; para Zea mays
esigual a 11:30", en el caso del género Ullucus el valor
es 6:20" (9) mientras en especies como [resine herbs-
tii la duracion es de 24:00°06” y en [. retusifolia dura
23:24°02” (31).

En sintesis, el hallar un ciclo celular corto en la Guadua
explica el rapido crecimiento y capacidad colonizadora,
porque las células entran en mitosis mas de una vez en
el dia, lo cual permite la rapida proliferacion de teji-
dos, justificandose la observacion del comportamiento
bimodal en la actividad mitética (9:00 am y 2:00 pm).

Estandarizacion del protocolo para la observacion
de cromosomas en metafase.

Pretratamiento

El pretratamiento fisico con baja temperatura (0°C)
actua sobre toda la célula deteniendo bruscamente los
procesos vitales que se estén llevado a cabo, sin ser es-
pecifico (12,13); sin embargo, este método ha sido efec-
tivo en plantas de tipo herbaceo y con cromosomas pe-
quetios, donde se utilizan largos tiempos de exposicion
que pueden llegar a generar un acortamiento considera-
ble en la longitud de los cromosomas (17); teniendo en
cuenta lo anterior, la poca efectividad obtenida en este
trabajo se relaciona con el hecho de que la especie sea
de tipo lefioso.

De acuerdo a los resultados obtenidos (Figura 3), el ma-
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yor numero de metafases acumuladas se logré mediante
el uso de colchicina, ya que es un agente quimico que
actia directamente interfiriendo en la division celular,
por medio de la disociacion de las subunidades o y
B-tubulina que componen los microtubtilos (32).

Fijacion

A medida que aument6 el niimero de horas, el fijador
actu6 sobre los componentes citoplasmaticos deshidra-
tando homogéneamente la célula. Un tiempo prolon-
gado superior a las 24 horas alter6 la morfologia cro-
mosomica afectando sensiblemente la visualizacion de
los cromosomas, En especies como Physalis peruviana
L. (33) Rubus glaucus (34), Iresine herbstii e 1. retu-
sifolia (31), utilizaron tiempos de fijacion de 24 horas
eliminando los residuos citoplasmaticos y permitiendo
extendidos adecuados para estudios de citogenética, lo
que concuerda con lo obtenido en este estudio.

Segtin lo propuesto por Fukui y Nakayama (12) y los
resultados del presente estudio, se considera adecuado
poner los apices colectados después de 24 horas de fi-
jacion en etanol al 70%, para evitar el endurecimiento
excesivo y la deshidratacion total o parcial del tejido.

Hidrdlisis

Segun lo recomendado por Moscone (35), Hernandez
(36) y Guerra y Souza (37) el empleo de cocteles en-
zimaticos arrojo los resultados esperados, las concen-
traciones de celulasa (3.6%), pectinasa (6%) y macero-
zima (0.4%) durante 120 minutos, degrado parte de la
pared celular permitiendo observar extendidos cromo-
somicos. Mientras que hidrolisis realizadas con bajas
concentraciones de enzimas y tiempos de exposicion
inferiores a 120 minutos no degradaron la pared evitan-
do la visualizacion de los cromosomas en un solo plano.

De acuerdo con los resultados obtenidos se encontro
que una hidrdlisis acida tradicional con HCI al 1N a
60°C en un intervalo de tiempo de 5 a 15 minutos, no
fue suficiente para la especie, debido a que las grami-
neas por lo general poseen raices duras y en el caso de
las especies de tipo forestal como la guadua, con alta
concentracion de ligninas (37) hace que esta fase deba
de ser mas agresiva, dada la naturaleza de sus fibras
que le dan resistencia a factores fisicoquimicos que di-
ficultan el deterioro de la pared celular, por lo tanto la
hidrolisis acida que arrojo los mejores resultados para
estudios citogenéticos fue de 20 minutos con HCL al
2N a 50°C, reforzada con el coctel enzimatico de ce-
lulasa al 3.6%, Pectinasa al 6% y Macerozima al 0.4%
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durante 120 minutos a 37°C., Por lo tanto, como la pa-
red celular esta compuesta por fibras de celulosa en una
matriz de lignina y hemicelulosa, es necesaria la doble
hidroélisis, con concentraciones altas tanto de acido clor-
hidrico como del coctel enzimatico, agregando a éste
macerozima, que tiene como funcion degradar la hemi-
celulosa, para lograr retirar la pared celular y asi liberar
el material genético condensado en cromosomas. La
doble digestion; primero acida, para debilitar la pared
celular y la enzimatica para terminar de degradar sus
componentes, es sin duda, una combinacion ideal para
obtener preparaciones de buena calidad como se en-
contrd en los reportes para Rubus glaucus (34), Iresine
herbstii e 1. retusifolia (31), Physalis peruviana L (33)
y Coffea arabica L. (38), dado que garantiza la deses-
tabilizacion de la composicion de la pared celular hasta
lograr el rompimiento de la célula, lo que permiti6 que
el material genético condensado en cromosomas queda-
ra disperso y apto para su estudio.

Tincion, montaje y observacion

Las sustancias que son utilizadas como tintes se disuel-
ven en agua en forma de iones coloreados, enlazandose
quimica y fisicamente a las proteinas sin perder su color
(11). Por ejemplo, la orceina acética es un colorante ba-
sico, y por lo tanto tiene afinidad por los componentes
acidos, como el DNA, por lo tanto fue un colorante ade-
cuado para la observacion de los cromosomas en la es-
pecie G. angustifolia Var. angustifolia. Sin embargo, se
lograron mejores resultados con la utilizacion de DAPI,
ya que, se obtuvieron imagenes mas adecuadas para el
conteo y descripcion morfologica de los cromosomas
relacionandose con la especificidad que el fluérocromo
posee por la cromatina y su visualizacion en un micros-
copio de fluorescencia.

CONCLUSION

La determinacion del ciclo celular y la estandarizacion
de las técnicas apropiadas para lograr cromosomas de
buena calidad son fundamentales en estudios de cario-
tipificacion, ya que de estas dependera el logro de bue-
nos resultados y el nivel de repetitividad en los diferen-
tes laboratorios, gracias a los resultados obtenidos se
logro estandarizar la técnica para la visualizacion de los
cromosomas metafasicos de las células meristematicas
de Guadua angustifolia Var. angustifolia, para lo cual
fue vital establecer la duracion del ciclo celular (04:107)
y determinar el indice mitdtico que para esta especie
presenta los valores mas altos entre a las 9:00 am y 2:00
pm, horas en las cuales se colectaron los apices radi-
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culares para estandarizar posteriormente la técnica em-
pleando colchicina 1% por 2H a T° ambiente, fijacion
con Carnoy con un minimo 24 horas, doble hidrolisis:
HCl al 2N 20 min a 50°C y coctel enzimatico de celulo-
sa al 3.6% pectinasa 6% y macerozima al 0.4% a 37°C,
finalmente tincion con orceina-acética o DAPI. Lo an-
terior permitio establecer para la especie una dotacion
2n=2x=46.
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