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Resumen

Se revelaron zonas NORs activas en metafases somaticas y la organiza-
cién de nucleolos en ntcleos interfasicos de Aloe petricola empleando AgNO.,.
Las principales modificaciones en la estandarizaciéon de la técnica estuvieron
dirigidas a variaciones en lavados previos, tiempos de permanencia de las la-
minas en el buffer borato, calidad de la malla empleada como cubreobjeto y
periodo de incubacién de los preparados en la cAmara htimeda. Se determiné la
frecuencia de distribucién del nimero de nucleolos en nucleos interfasicos y el
numero de NORs activos en las placas metafasicas. Los resultados muestran
AgNORs activos en las regiones subteloméricas del brazo largo de uno de los
cromosomas L, y en el par L, coincidiendo con el nimero maximo (tres) de
nucleolos.

Palabras clave: Aloe petricola, nitrato de plata, organizadores nucleolares
(NORs).

Abstract

Places active NORs were revealed in somatic metaphases and the nucleolus
organization during interphase cell nucleus in Aloe petricola, with AgNO,. The
main modifications were related with variations in previous washes, time of
permanency of the sheets in borate buffer, variations in the mesh used to spread
the stain and variations in the period of incubation of the preparations in a
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moisture chamber. The frequency of distribution of nucleoli number during
interphase was determined, as well as the number of active NORs in metaphase
plates. Results show active AgNORs in subterminal regions of the long arm of
one of the L, chromosomes, and in the L, pair, corresponding with the maximum
number (three) of nucleolus in the studied interphase nucleus.

Key words: Aloe petricola, Silver—staining, NORs.

Introduccién

Los nucleolos se forman por re-
giones especificas de los cromosomas
denominadas organizadores
nucleolares (NORs); cada nucleolo
esta asociado a uno o mas cromosomas
por la zona de organizaciéon nucleolar,
donde la cromatina forma bucles den-
tro de la misma, y el ADN alli asocia-
do transcribe a ARN ribosomal, el cual
existe en multiples copias repetidas
(en tandem) agrupadas en areas es-
pecificas en los cromosomas (2).

Aunque los NORs generalmen-
te se reconocen por la presencia de
constricciones secundarias, algunos
podrian no ser detectados por tincién
convencional, principalmente si son
pequenios o si se encuentran en los
telémeros de los cromosomas, y no se
puede saber si estuvieron activos en
la interfase previa (1); resultando con-
veniente emplear tinciones especificas
para su identificacion.

La técnica de tincién con plata
fue desarrollada por Goodpasture y
Bloom en 1975, y se emplea para de-
tectar zonas NORs activas, ya que
aparentemente reacciona con protei-
nas acidas asociadas al ADNr (1). La
técnica ha sido empleada en diversos
estudios para hacer inferencias acer-
ca de la actividad de la regién de or-
ganizacion del nucleolo en metafases

somaticas y en el establecimiento de
homologias entre especies de
Capsicum (5), entre otros grupos de
plantas.

Si bien existen numerosas con-
tribuciones sobre la cariologia de Aloe
con métodos de tincion clasica (2), los
estudios cromosémicos con técnicas de
bandeo AgNORs se limitan a A. vera,
donde reportan la localizacién de
NORs activos en los brazos cortos de
los cromosomas 1, 4, 6 y 7 (4); sin
embargo, esta es una técnica que se
hace compleja de estandarizar para
un grupo completo.

Aloe constituye un excelente
material de trabajo debido a la apa-
rente seleccion positiva hacia la uni-
formidad del cariotipo en el grupo y a
la claridad con que pueden observar-
se las constricciones secundarias en
muchas de las especies. En este sen-
tido, se plantea la estandarizacién de
AgNORs en Aloe petricola con la fi-
nalidad de mejorar el revelado de zo-
nas NORs activas y explorar su po-
tencial informativo en la realizacién
de futuras interpretaciones sistema-
ticas dentro del género y el empleo
como marcadores citogenéticos en es-
tudios de mejoramiento genético en el
grupo.
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Materiales y métodos

Se siguié una combinacion de los
protocolos mas empleados que general-
mente proporcionan resultados positivos
(1, 3, 5), con las modificaciones pertinen-
tes de acuerdo a la estandarizacién de
técnicas de coleccion, pretratamientos,
fijacién y montaje de laminas para la es-
pecie trabajada.

Material vegetal: El material
de Aloe petricola evaluado se adqui-
ri6 originalmente en el afio 2002 en el
jardin botanico comercial «Mesa
Garden» (Nuevo México, EE.UU.) y
fue mantenido bajo condiciones de vi-
vero en el banco de germoplasma de
especies suculentas (UDO-Biologia),
ubicado a 10°26°32” N, 64°09'14” O,
Cumana—Venezuela .

Preparacion de laminas: Se
colectaron 4pices radicales que fueron
pretratados con colchicina (0,05%) por
2,5 h y fijados en 3:1, etanol:acido acéti-
co glacial por 48 h a 4°C (6). Las prepa-
raciones cromosémicas se realizaron por
aplastamiento, previo lavado con buffer
citrato 0,01 M y maceracién con solu-
cién enzimatica pectinasa—celulasa 1,9
- 2% (5), por 40 — 50 min. Las laminas
cubreobjeto fueron tratadas con CO,en
estado s6lido (hielo seco) por 2 min.

Protocolo basico para la
tincion argéntica: Se procedi6 a

embeber las laminas en buffer borato
(pH 9.22, tetraborato de disodio 0,01
M, diluido 1:1 en agua destilada) en-
tre 5—10 min (5); posteriormente se
colocé una gota de solucién fresca de
nitrato de plata (AgNO,a 0,5 g.mL",
disuelto en agua destilada -
desionizada) sobre el preparado (1), y
se empleb como cubreobjeto una ma-
lla fina de nylon de 0,243 mm (3, 5);
los preparados se llevaron a una ca-
mara himeda por 15 — 60 min, o has-
ta obtener la intensidad de coloracién
deseada (revelado de nucleolos o ban-
das AgNOR de marrones a negras, y
brazos de los cromosomas y ntcleos
interfasicos color crema) a 60°C,
monitoreando los nucleolos cada 20
min bajo un microscopio Nikon
LABOPHOT-2 a 40X. Cuando las la-
minas estuvieron listas se lavaron con
abundante agua destilada
desionizada (H,0dd) hasta retirar la
malla y eliminar el exceso de reactivo
(1, 2). Se secaron a temperatura am-
biente, colocandoles aire para acele-
rar el proceso, y se empledé Entellan
como medio de montaje. Las
micrografias se tomaron en un micros-
copio Nikon OPTIPHOT - 2 con ca-
mara digital Sony-DSC-52.

Resultados y discusion

Cambios en el protocolo: Con
la combinacién de los protocolos so-
bre coleccion de raices,
pretratamientos, fijado, montado de
laminas y tincién argéntica se logra-
ron laminas limpias, con metafases en

buen estado para la tincién AgNORs
y se revelaron nucleolos con muy bue-
na coloracién (figura 1a); sin embar-
g0, no se observaron NORs activos. En
consecuencia, se realizaron cambios
progresivos hasta obtener los resul-
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Figura 1. Tincién con nitrato de plata en metafase somatica y nucleo
interfasico de Aloe petricola 2n=14. a) nucleo con tres
nucleolos Ag-positivos. b) metafase con tres NORs activos,
senalados con flechas. Barra = 10 pm.

tados deseados: buenas placas
metafasicas, con cromosomas claros
y zonas NORs activas facilmente
identificables.

El protocolo estandarizado
fue: colecta de meristemas
subapicales entre 8:00-9:00 am, lava-
do en agua corriente hasta limpiar
completamente la superficie de las
raices, pretratamiento con colchicina
(0,05%) por 2,5 h en ambiente oscuro,
fijado con 3:1, etanol:acido acético gla-
cial por 48 h a 4°C y lavado con buffer
citrato por 10 min. La digestién
enzimatica pectinasa—celulasa (1,5%)
se realiza por 40 min, el lavado con
buffer citrato por 10 min y el lavado
con H,Od por 10 min. Luego de la di-
seccién y el macerado del tejido en
acido propidnico 45%, se procede a la
seleccion de una minima cantidad de
tejido meristematico y disgregado del
mismo. Posteriormente, se sigue con
el aplastamiento de la lamina, conge-
lacién en hielo seco (CO, sélido) por 2

min y saltado rapido del cubreobjeto.
Incubaciéon de la lAmina por 48 h a
temperatura ambiente en un sitio
hermético para evitar el polvo, lava-
do con H,0d y secado rapido.
Incubacién en buffer borato 0,01 M,
pH 9 por 2 min y colocado de papel
absorbente de algodén fino o de una
malla de Nylon — Lycra (24 x 24 mm),
bien embebidos de solucién AgNO,
0,05 g.mL!. Luego se agrega una gota
de la solucién de AgNO, 0,05 g.mL"!
sobre el preparado, con posterior
incubacién en camara humeda (con
H,0d 15 min antes de ser empleada)
a 60°C, monitoreo cada 10 min bajo el
microscopio a 40X, lavado del prepa-
rado con lamina de papel absorbente
de algodén fino a los 50 min (cuando
el papel haya tomado una coloracién
marrén clara) o lavado del preparado
con lamina de Nylon — Lycra a los 75
min de incubacién (el lavado debe
hacerse con abundante agua destila-
da), y secado rapido. Se coloca el
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cubreobjeto con Entellan como medio
de montaje, se incuba por 24 h, y se
procede al estudio microscopico.

No es recomendable incubar por
mas de 120 min a 60°C, ya que preci-
pitan materiales que afectan la visi-
bilidad de los cromosomas. También
puede ocurrir que éstos se oscurezcan
y no se diferencien de los NORs acti-
vos, pues la tincién con nitrato de pla-
ta es preferencial de sitios NORs, pero
no especifica, debido a que también
reacciona con los cinetocoros (figura
1b), y finalmente, con los mismos
cromosomas (2).

Los NORs observados coinciden
con la ubicaci6én y numero de
constricciones secundarias observa-
das en estudios previos (6),
revelandose en los subtelomeros del
brazo largo del par cromosémico gran-

de L,y en uno de los complementos
del par L, (figura 1b). La cantidad de
sitios activos siempre se presenta en
numero de tres, en todas las
metafases examinadas, indicio de que
todas las zonas de organizacién del
nucleolo se encuentran activas al mis-
mo tiempo. La heteromorfia sefiala-
da en el par L,, por ausencia de cons-
triccién secundaria y de tincidén
argéntica positiva, coincide con repor-
tes anteriores (6), donde se observan
bandas CMA+ DAPI- (zonas ricas en
G — C) en el par cromosémico L,y en
uno sélo de los cromosomas del par
L,. El total de zonas NORs activas es
igual al nimero maximo de nucleolos
revelados en los nucleos interfasicos
(figura 1a); un elemento mas que co-
rrobora la confiabilidad de la técnica
en Aloe petricola.

Conclusiones

El protocolo estandarizado con-
sisti6 en una combinacién del proto-
colo senialado en la metodologia (1, 3,
5), y variaciones en los lavados pre-
vios de las laminas, los tiempos de
permanencia de las mismas en el bu-
ffer borato, la malla empleada como
cubreobjeto (adaptacién de la técnica

a las condiciones del laboratorio) y en
el tiempo de permanencia de los pre-
parados en la cAmara himeda. Los
resultados muestran AgNORs activos
en las regiones subteloméricas del
brazo largo de uno de los cromosomas
L, y en el par L, coincidiendo con el
numero maximo de tres nucleolos.
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