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Guias de Investigaci6n CIP 

Estas guias describen tecnologias que han sido desarrolladas y usadas 
por el CIP y los programas nacionales para promover la investigaci6n y 
el intercarnbio de informaci6n entre cientificos. Se actualizan regularmente 

de acuerdo con los avances cientificos. 
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1 INTRODUCCION 

Las papas cultivadas y silvestres conforman una serie poliploide con el nfimero 

bfisico de cromosomas x = 12 con 2n = 2x, 3x, 4x, 5x y 6x. El nivel de ploidia se 

determina contando el ntimero de cromosomas en las clulas somditicas y/o sexuales. 

Sin embargo, en algunos casos se puede tener un estimado rdipido del nlimero 

cromos6mico del material en estudio mediante la determinaci6n del nfimero de 

cloroplastos en los estomas de las hojas. 

A continuaci6n se describen algunas t~cnicas que permiten obtener esa informaci6n 

en forma ficil y r~ipida. Estas son las t cnicas que han dado mejores resultados a 

trav(s de varios afios de aplicaci6n. Esta publicaci6n es una versi6n actualizada de 

la primera edici6n mimeografiada (Huamn, 1974). 
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2 CONTEO CROMOSOMICO EN CELULAS SOMATICAS 

En la actualidad se usan varias t6cnicas para estudiar los cromosomas en los tejidos 
de las plantas, pero no todas son apropiadas para plantas que tienen cromosormas 

peqoefios como la papa. 

La determinaci6n del nimero cromos6rniico en c6lulas somdticas de papa se hace 
mis frecuentemente en las puntas de las raices que son tejidos meristemdticos en 
crecim'ento activo. Sin embargo, se han descrito t~cnicas para el uso de tejidos de 
la corola con el mismo prop6sito (Kessel y Marks, 1970). Esta iiltima t6cnica 
presenta algunas dificultades; resulta mds fficil el conteo de cromosomas en las 

puntas de las raices. 

La tcnica del aplastamiento ("squash") es la mis usada por su simplicidad y 
rapidez. Sin embargo, las etapas de pretratamiento, fijaci6n y tinci6n de las c6lulas 
son variables, especialmente en lo que se refiere a los reactivos quimicos y tintes 
que se usan. Estas etapas dependen del estudio que se va arealizar y fundamentalmente 
del cit6logo que las emplea, ya que cada persona tiene sus t6cnicas preferidas o usa 
alguna variaci6n de una t6cnica de aplicaci6n general. 

A continuaci6n se describen los principios bdisicos para la aplicaci6n de estas 

t6cnicas. 

A. Recolecci6n de las puntas de raices 

Es muy dificil recolectar las puntas de las raices de plantas extraidas directamente 
del campo, por lo tanto es recomendable sembrar tub6rculos o hacer germinar 
semillas de las plantas cuyo nfimero cromos6mico se desea conocer. 

Siembre tubdrculos con brotes en macetas pequefias que contienen vermiculita, 
compost liviano o musgo; mantenga las macetas con buena humedad. En una o dos 
semanas se podrdn obtener raices en desarrollo activo, las cuales deben recolectarse 

cuando las plantas han alcanzado unos 5 crn de altura. A medida que la planta crece, 
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las preparaciones que se obtienen de sus raices son cada vez menos apropiadas para 

un fdcil y rzpido conteo de los cromosomas. 

Riegue las macetas unas horas antes de recolectar las raices; esto puede hacerse 

alrededor de las 10 a.m. La hora de recolecci6n de la muestra es particularmente 

critica en dias calurosos. Corte aproximadamente 5 mm de la parte terminal o puntas 

de las raices que tienen utn color blanco hialino (Figura I) y luego col6quelas en la 

soluci6n que se usa como prefijador. 

• ,
 

Figura I 

B. Prefijaci6n 

El pretratamiento mediante el uso de ciertos productos quimicos como el 

alfa-bromonaftaleno, 8-hidroxiquinolina, o el uso de agua a 0T, permite la 

contracci6n de los cromosomas durantc la profase, facilitando asi el conteo 
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cromos6mico. Es importante tener en cuenta que tanto los recipientes de vidrio 

como las soluciones que se usan en el iaboratorio deben estar libres de detergentes 
y otros productos quirnicos nocivos. 

C. Fijaci6n 

Para obtener una buena fijaci6n del nicleo y de los cromosomas, asi como para 

mantener la integridad estructural del citoplasma y de las c~lulas en general, se 

emplean fijadores deshidratantes. Los mdis usados son mezclas de alcohol etilico 

con dcido acdtico, propi6nico o lIctico. 

Es muy importante que el fijador sea preparado cada vez que se usa, debido a que 

dste reacciona rfpidamente a temperatura ambiental, formando un 6ster, y por Jo 

tanto no tiene el mismo efecto fijador. 

D. Hidr6lisis 

El objeto de la hidr6lisis es romper las peptinas que unen las c(lulas y facilitar el 

aplastamicnto. 

Generalmente se usa HCI IN a una temperatura de 60C. Una prfctica que da buenos 

resultados es calentar el ,cido a 60C antes de colocar las raices que se van a 

hidrolizar. 

E. Aplastamiento 

Segfin la tdcnica que se use, las raices se tifien por un determinado tiempo antes de 

hacer ]a preparaci6n citol6gica; por ejemplo, cuando se usa el colorante lacto

propi6nico-orceina. En otros casos la raiz es tefiida al momento de hacer la 

preparaci6n citol6gica; por ejemplo, cuando se usa carmin-propi6nico. 

Para el aplastamiento. coloque de una a tres raices sobre un portaobjeto y corte la 

punta (apqroxinadamente 1mm) que tendrd un color mds oscuro. Agregue una gota 

de col wante fresco y descarte el resto de las raices (Figura 2). Coloque un 

cubreobjeto limpio sobre la gota de liquido en la que se encuentra el tejido, suj6telo 

7
 



cuidadosamente y golpee suavemente con un lIpiz para extender el tejido
 
(Figura 3). Caliente el portaobjeto pasdndolo 2 6 3 veces sobre la llama de un
 

mechero de alcohol e inmediatamente invi6rtalo sobre un papel filtro, de tal manera
 

Figura 2
 

Figura 3
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Figura 4 

que el cubreobjeto quede en cor, acto con el papel. Coloque otro papel de filtro sobre 

el portaobjeto y presi6nelo fuertemente con el pulgar para aplanar las c~lulas 

(Figura 4). Evite cualquier movimiento lateral del portaobjeto. Finalmente, vuelva 

a pasar ]a preparaci6n por la llama del mechero y obs(rvela bajo el microscopio. 

Procedimiento 1: Mtodo con Lacto-Propi6nico-Orceina 

Este m~todo ha sido desarrollado por Tarn (1967). Su ventaja es que no requiere 

muchos reactivos quimicos y, ademdjs, las muestras de raices se pueden almacenar 

en el fijador por varias semanas en refrigeraci6n sin que haya deterioro de los 

tejidos. 

1. 	 Coloque las puntas de las raices en agua a 0C y mant6ngalas a esta temperatura 

hasta el dia siguiente. Esto se consigue usando una botella t6rmica con agua y 

abundante hielo, en la cual se colocan los frasquitos con las raices. 

Una alternativa que ha dado muy buenos resultados es el uso de una soluci6n 

del insecticida piretroide Ambush 50EC (ca rboxilato ciclopropano -3

fenoxibencilo (+-) cis trans-2,2-dimetilo 3-(2,2-diclorovinilo)) a una 

concentraci6n de 100 ppm a pH 5.8 ajustado con HCI IN. Coloque las muestras 
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en un refrigerador a 4'C por 24 horas. Se ha informado que este pretratamiento 

produce una mejor visibilidad de los cromosomas que el agua helada o la 

8-hidroxiquinolina 0.02M (Watanabe y Orrillo, 1993). 

2. 	 Pase los tejidos a la soluci6n fijadora tambi(n a 0C y mantenga las muestras 
en refrigeraci6n (4"C) por un minimo de 24 horas. A mayor tiempo en 

refrigeraci6n, mejores serdn los resultados. 

La soluci6n tijadora se prepara con 99 partes de alcohol etilico al 30% y una 

parte de icido lActico. Es recomendable guardar el alcohol en el congelador 
por unas horas arles de preparar el fijador. La mezcla del alcohol y el Acido se 

hace minutos antes de usarla. 

3. 	 Hidrolice la, muestras con HCI IN en una estufa a 60'C por 6 a 8 minutos. El 
volumen de acido necesario es aproximadamente 2 ml por muestra y es 
recomendable calentarlo a 60C por 8-10 minutos antes de colocar las raices y 

proceder con la hidr6lisis. 

4. 	 Lave con agua destilada. 

5. 	 Tifia con el colorante lacto-propi6nico-orceina por un minimo de dos horas. 

Este tinte se prepara de la siguiente manera: Disuelva I g de orceina natural en 

una mezcla de 23 ml de dcido l.ctico y 23 ml de .cido propi6nico a temperatura 
ambiental. Complete a 100 ml con agua destilada. Mezcle bien y filtre (Haskell 
y Wills, 1968). 

6. 	 Aplaste la punta de la raiz en una gota de Acido ac6tico o propi6nico al 45%. 
Tambi6n se puede usar una gota de lacto-propi6nico-orceina. Si se quiere 
abreviar este m6todo, se puede omitir el paso 2. Sin embargo, la hidr6lisis debe 

durar 8 a 10 minutos. 

Procedimiento 2: Mtodo con Carmin-Propi6nico 

Esta 	es otra tdcnica ampliamente usada en tejidos de papa. 
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1. 	 Recolecte las puntas de las raices en una soluci6n de 8-hidroxiquinolina 0.002 

M (0.29 g/I de agua destilada). Mantenga las muestras a temperatura ambiental 

por 5 a 6 horas. 

2. 	 Coloque la muestra en ]a soluci6n fijadora por un minimo de 12 horas a 

temperatura ambiental. Las muestras pueden mantenerse en esta soluci6n por 
varias semanas. 

El fijador se prepara mezclando tres partes de alcohol etilico de 95% y una 
parte de dcido propi6nico al 45%. 

3. 	 Hidrolice en HCI IN por 6 a 8 minutos a 60C. 

4. 	 Lave con agua destilada. 

5. 	 Aplaste la punta de la raiz sobre una gota de carmin-propi6nico al 1%. 

El tinte carmin-propi6nico se prepara con 45 ml de Acido propi6nico y 55 ml 

de agua destilada. Caliente hasta que hierva y afiada I g de carmin. Mezcle, 

filtre y ahiada 5 gotas de una soluci6n saturada de acetato f~rrico en 45% de 

dcido propi6nico. Djelo reposar una semana antes de volverlo a filtrar. Es 

importante no usar acetato frrico en exceso porque puede producir 

precipitaci6n dcl carmin. 
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3 CONTEO CROMOSOMICO EN CELULAS SEXUALES
 

Para este prop6sito se usan c6lulas madres de polen que se obtienen de los botones 

florales. 

El m6todo que a continuaci6n se describe ha sido proporcionado por el Dr. F. Haynes 

de ]a Universidad del Estado de Carolina del Norte (EE.UU.). 

Procedimiento 

I. 	 Recolecte botones florales en diferentes estados de desarrollo. Esto se logra 

recolectando la mayoria de los botones florales de una inflorescencia. Con la 

prctica se determinari el tarnafio apropiado del bot6n floral que se debe 

recolectar. 

2. 	 Abra suavemente la punta del bot6n de tal manera que el fijador penetre. 

Col6quelo dentro de frasquitos de vidrio que contienen el fijador de Carnoy 
modificado por 24 a 48 horas a temperatura ambiental. Puede mantenerse en 

refrigeraci6n por varias semanas. 

El fijador de Carnoy modificado se prepara mezclando tres partes de alcohol 

absoluto y una parte de una soluci6n saturada de acetato f~rrico en dcido 

propi6nico. Para preparar esta 6ltima soluci6n, se afiaden 10 g de acetato f6rrco 

a 100 ml de Acido propi6nico puro. Mezcle bien y deje sedimentar hasta el dia 

siguiente. Decante cuidadosamentc la soluci6n, dejando todo el precipitado en 

el recipiente. 

Es preferible preparar el fijador una vez por semana. 

3. 	 Coloque Lin bot6n floral en un vidrio de reloj que contiene el fijador y 

diseccione cuidadosamente las anteras. Use agujas de disecci6n viejas y nunca 

use la misma aguja en el tinte. 
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4. 	 Enjuague con dicido propi6nico al 45%. Esta es una etapa esencial para obtener 

los mejores resultados. Coloque las anteras en otro vidrio de reloj que contiene 

dcido propi6nico al 45% por varios minutos. 

5. 	 Con una pinza de pIstico transfiera ]a antera a un portaobjeto limpio. Seque 

con papel filtro los residuos de dcido propi6nico y afiada ripidamente una gota 

de carmin propi6nico. 

6. 	 Corte los extremos de la antera y presi6nela con una aguja de disecci6n limpia. 

Remueva luego todos los restos de ia antera. Es esencial usar agujas de 

disecci6n relativamente nuevas para evitar que el tinte se oscurezca. Limpie 

las agujas frecuentemente y no las deje con restos de tinte. Esto previene la 

corrosi6n. 

7. 	 Coloque un cubreobjeto limpio sobre la gota de tinte y golp(elo suavemente 

con el borrador de tin hipiz. 

8. 	 Pase el portaobjeto dos o tres veces a trav6s de la llama de un mechero de 

alcohol e inmediatamente invi6rtala sobre un papel filtro y presione 

fuertemente con el pulgar. 

9. 	 Examine la preparaci6n al microscopio. 

Para determinaciones rfpidas se pueden omitir los pasos 2 'y 3. Una vez 

obtenida la epidermis de los foliolos, col6quela en el portaobjeto sobre una 

gota de la soluci6n KI-I. Tape con el cubreobjeto y observe at microscopio. 
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4 CONTEO DEL NUMERO DE CLOROPLASTOS EN LOS ESTOMAS DE LAS 
HOJAS 

Procedimiento 

1. 	 Recolecte foliolos terminales de varias hojas de la misma planta. 

2. 	 Sum6rjalos en alcohol etilico al 70% por un hora. 

3. 	 Seque un foliolo con papel filtro. 

4. 	 Coloque una parte del foliolo en un vidrio de reloj y afiada una o dos gotas de 

una soluci6n de yoduro de potasio y yodo (KI-L) por cinco minutos. Luego corte 

con los dedos el foliolo por el env6s en las zonas pr6ximas a las nervaduras 

para obtcner tejidos epid6rmicos. 

La soluci6n KI-I se prepara mezclando I g de yoduro de potasio, 1 g de yodo 

y 100 ml de alcohol al 80%. 

5. 	 Corte la epidermis sobre tin portaobjeto y afiada una gota de glicerina. Coloque 

Cl cubreobjeto y observe al microscopio. 

6. 	 El conteo de cloroplastos se realiza en las c6lulas guardia de los estomas. SiI 

nirmero nos darA una indicaci6n del nivel de ploidia, segin la siguiente escala: 

Nilmero de cloroplastos 

Ploidia 	 por cMlula guardia 

2X 	 7-8 

3X* 9- 11
 

4X 12- 14
 

5X** 15- 16
 

* Determinaciones hechas en S. juzepczukii (2n = 36) 

** Determinaciones hechas en S. curtilobum (2n = 60) 
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Para determinaciones rdpidas se pueden omitir los pasos 2 y 3. Una vez obtenida la 

epidermis de los foliolos, col6quela en el portaobjeto sobre una gota de la soluci6n 

KI-I. Tape con el cubreobjeto y observe al microscopio. 
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5 DETERMINACION DE LA FERTILIDAD DEL POLEN 

Procedimiento 

I. 	 Recolecte flores recientemente abiertas. 

2. 	 Coloque dos anteras sobre un portaobjetos. Afiada una gota de. gelatina de 

aceto-carmin glicerol. Corte los dos extremos de las anteras y presi6nelos con 
una aguja de disecci6n. Remueva los restos de las anteras. Coloque el 
cubreobjeto y djelo por unas horas para que la gelatina solidifique y los granos 

de polen se tiian. 

Otra forma de obtener el polen es golpeando varias veces las anteras con una 

aguja de disecci6n sobre un portaobjeto. Coloque una gota de la gelatina sobre 
el polen. Tape con el cubreobjeto. 

La gelatina de aceto-carmin glicerol se prepara en dos etapas (Marks, 1954). 

a. Gelatina carmin glicerol: Afiada 0.25 g de carmin finamente molido a 50 ml 

de gelatina glicerol de Brandt derretida. Mezcle completamente hasta obtener 
una suspensi6n homog~nea de las particulas de carmin en la gelatina cuando 
enfrie. Esta gelatina concentrada es apropiada para almacenamiento. 

La gelatina glicerol de Brandt se prepara humedeciendo 5 g de gelatina en 
aproximadamente 75 a 100 ml de agua por tres horas. Decante el exceso de 

agua y caliente la gelatina hasta que se derrita. Mezcle en la proporci6n de 100 
ml de gelatina derretida con 150 ml de glicerol. Afiada unas gotas de Acido 
carb6lico y mientras est6 todavia caliente filtre a trav6s de fibra de vidrio 

(Haskell y Wills, 1968). 

b. Gelatina aceto-carmin: Afiada 40 ml de dicido ac6tico al 45% a 20 ml de 
gelatina carmin glicerol. Hierva lentamente hasta que la soluci6n est& clara y 
todo el carmin estd disuelto. Esto puede ser verificado examinando una gota 

en el micrcscopio. Finalmente, afiada 4 ml de una soluci6n saturada de acetato 
f6rrico en Acido ac6tico al 45%. 
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3. 	 Observe bajo el microscopio. Dos clases de polen serdn claramente evidentes: 

granos redondos y tefiidos que se clasifican como granos viables o f&rtiles; y 

granos pequefios, encogidos, deformes y poco tefiidos que se clasifican como 

granos no viables o est(riles. Determine el porcentaje de granos f~rtiles. 
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