Estuflio citolégico c[el género

(cAtroPa»

Nota Fa > —Nﬁmero Y estructura de 103 cromosomas c]e

«Atropa belladonas en las células madres del grano de PoIen
por el Profesor Dr. D. JUAN HOMEDES RANQUINI

L A mejora de la especie oficinal 4. belladona en vista a la obten-

cién de individuos con un mayor rendimiento de alcaloides, im-
plica el realizar su mejora genética para cuyo logro es indispensable el
estudio citolégico, conocimiento del ntimero v estructura de los cro-
mosomas, datos de interés para interpretar v valorar eficientemente los
fenémenos hereditarios,

Numerosas aportaciones de los citogenetistas han puesto de relieve
las causas por las cuales se modifica el ntimero y arquitectura de los
cromosomas y su repercusién hereditaria. Aparte de la poliploidia,
aumento miltiple del niimero de cromosomas, caracteristico de la es-
pecie y que representa una fuente muy importante de nuevas especies,
existen otros casos en que los cromosomas sufren profundas modifi-
caciones mediante procesos de variacién estructural, translocaciones,
intercambios (translocaciones reciprocas) e inversiones, que alteran
profundamente las especies : si bien algunas veces estas modificaciones
no afectan cualitativa ni cuantitativamente los factores hereditarios, no
obstante las variaciones topograficas de los genes determinan por sf
sélo mutaciones genéticas por rotura del balance génico.

Los datos obtenidos en esta investigacién son suficientemente de-
mostrativos para que nos decidamos a incluir a la especie 4. bella-
dona en el grupo de plantas hibrido-estructurales, producidas por los
fenémenos de variacién estructural arriba indicados.
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MATERIAL Y TECNICA

El material, constituido por capullites muy jévenes, procede de
plantas que hace tiempo se cultivan en el Jardin Botanico de Barce-
lona que proceden de un ejemplar recogido en el pueblo de Almusara,
de la provincia de Tarragona.

La fijacién de las tiernas florecillas ofrece algunas dificultades,
dado el considerable grosor de la envoltura celulésica de las células
madres del grano de polen. Para ello, ha sido necesario emplear la
solucién fuerte del liquido fijador de Flemming y realizar ésta en ca-
liente a 40° con una permanencia no inferior a 24 horas.

La inclusién ha sido hecha en parafina de 41 a 42° de fusién
primero y de 51° después, obteniéndose bloques de los que se han
hecho cortes de un espesor de 10 micras. Para conseguir cortes per-
fectos, teniendo en cuenta la resistencia que opone la envoltura de que
estan protegidos los elementos ontogénicos, es muy recomendable para
evitar el deterioro de los sacos polinicos, someter los bloques de
parafina a un principio de congelacién, a — 3.°, antes de microtomar.

En la coloracién de las preparaciones hemos empleado la técnica
de Nawaschin (violeta de genciana segin Gram).

ESTUDIO DE 1LOS CROMOSOMAS DURANTE LOS PROCESOS DE MADURACION

Profase heterotipica—Dada la gran trascendencia genética de la
profase de conjugacién o sinapsis, hemos investigado con deteni-
miento todos aquellos estados que pueden aportar esclarecimientos
sobre el ntimero, estructura y comportamiento de los cromosomas.

Cuando los elementos celulares inician el proceso madurativo, la
observacién minuciosa permite darse cuenta que los finisimos fila-
mentos leptotene, que surgen de un magma acromatico en el que se
destacan pequefios corpisculos nucleolares, se reparten por todo el
4mbito del nicleo aproximandose primero para conjugarse después
paralelamente, como si se tratara de una parasindesis. Pero hay qﬁe
indicar también como hecho muy importante, que los filamentos alu-
didos, simultineamente establecen relaciones entre ellos, adoptando
formas de unién, més o menos angulares, al tiempo que los hilos
primeramente conjugados se fusionan para constituir hilos dnicos (h-
gura ).

A medida que avanza este proceso y progresa la retraccién y
condensacién de los filamentos, iniciado el estade paquitene, van

surgiendo estructuras cromosémicas bivalentes, generalmente con ten-
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dencia anular, formadas por dos ramas en paréntesis, unidas por un
extremo, por el lado céncavo, y otras, menos frecuentes, por el lado
convexo, con la particularidad de estar ligadas unas con otras constitu-
vendo una cadena de cromosomas.

La interpretacién de los hechos apuntados se aclara mucho en
estados posteriores a medida que progresa el proceso, puesto que al
acentuarse la condensacién y retraccién de los cromosomas se llega
al convencimiento de que los filamentos primeramente conjugados,
que interpretamos como parasindéticos, contra lo que pudiera presu-
mirse, forman univalentes, y los bivalentes observados derivarian de
una conjugacién telosindética, representada por las uniones angulares
de unos filamentos con otros.

Los procesos de contraccién y condensacién consecutivos a la
diacinesis, dan a los bivalentes telosindéticos formas muy caracteristicas
que hemos dibujado en la figura 2.

Mas adelante, en un estado diacinético posterior, desaparecida
la membrana nuclear y fragmentado el nucléolo, que se dispersa sobre
la membrana celular, los bivalentes se hallan acusadamente diferen-
ciados en forma y tamafio, permitiendo clasificarles y realizar recuen-
tos exactos. Aceptamos como nlimero muy probable el de 25 bivalentes
entre los que hallamos 14 anulares y los restantes de forma méas o
menos alargada en los que se aprecian agrupaciones cromomerales
apareadas con cierta regularidad (fg. 3).

La determinacién de este ntimero de bivalentes estd garantizado
por la revisién efectuada en numerosas células madres en las que
se ha podido identificar e individualizar estructuras muy préximas
o {ntimamente ligadas.

Es evidente, por otro lado, la existencia en los cromosomas de
una asimetria cromomeral, preferentemente en las formas anulares,
gue debe relacionarse con translocaciones e intercambios experimen-
tados en dichas estructuras (fg. 3).

En estados posteriores, a causa de una mayor retraccién de los
bivalentes, aparece muy claramente la composicién de la cadena de
forma circular, probablemente abierta con ramificaciones laterales,
como puede apreciarse en la figura 4.

Metafase y anafase heterotipicas.—Por la forma de reunirse los
componentes de la cadena en sucesivas fases de contraccién zinizé-
tica, la imagen metafasica parece estar resuelta por agrupaciones
circulares efecto debido a la manera de aproximarse las ramas a la
cadena principal que agrupa {ntimamente todas las estructuras cro-
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mosémicas. Por esta circunstancia, en la metafase heterotipica es
imposible discernir el ntmero y estructura de los cromosomas exis-
tentes (ﬁg. 5).

Situado el circulo de bivalentes en el ecuador de la célula, el
huso acromético previamente formado, inserta mediante sus fibras,
cada uno de los univalentes de cada par que en la anafase son
atraidos hacia los polos opuestos (fig. 6). Los cromosomas en su
movimiento anafésico siguen conservando las uniones telosindéticas
y la imagen de las estrellas hijas es muy semejante a la metafase
originaria (fg. 7).

Las escasas anafases observadas indicarian la rapidez con que
se efectia el proceso anafasico.

En la telofase, las agrupaciones cromosémicas se relinen estre-
chamente perdiendo colorabilidad y al regenerarse los ntcleos hijos
pasan a una interfase de larga duracién.

Interfase.—l os ntcleos asi formados de la célula madre que per-
manece indivisa, en su evolucién posterior aumentan considerable-
mente de volumen en el curso del movimiento profasico, en el que
los cromosomas reaparecen muy perceptiblemente por haber adquirido
afinidad tintérea.

El ntiimero de cromosomas observados al finalizar la profase homo-
tipica, en los niicleos de las numerosas células investigadas es de 25
diadas, nimero coincidente con el de bivalentes observados en los
estados diacinéticos de la profase heterotipica (fig. 8).

Metafase y anafase homotipicas.—Cuando desaparece la membra-
na nuclear, los cromosomas experimentan una intensa zinizesis. que
les aproxima intimamente dando a la cadena una imagen metafésica
semejante a la observada en la metafase heterotipica (fig. 9).

Las placas metafasicas pueden estar en el mismo plano o situarse
en planos oblicuos o paralelos. LLa divisién ecuacional se realiza con
rapidez; el huso acromético en la anafase atrae los croméatidos a los
polos opuestos sin alterar las relaciones de continuidad existentes entre
ellos. Las anafases pueden ser simultidneas o retrasarse una de ellas.

La divisién ecuacional origina cuatro ntcleos hijos y acto seguido
la célula madre se divide en dos planos perpendiculares para formar
las tetradas (fg. 10).

Granos de polen.—Para juzgar sobre el grado mayor o menor de
fertilidad de la especie estudiada, hemos observado el polen en el

momento de la dehiscencia de las anteras, que como es bien sabido,
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se retrasa considerablemente en relacién con la maduracién funcional
del ovario.

Los granos de polen examinados procedentes de distintas flores
de las plantas estudiadas, presentan diferencias de tamafio apreciables .
y una proporcién reducida de granos abortivos muy pequefios (fig. 11).
En general, tienen forma oblonga y algunos préxima a la esférica, que

quiza esté relacionada con un estado avanzado de madurez.

APENDICE

Para terminar este trabajo hablaremos de una particularidad re-
gistrada en las células madres del grano de polen de la especie estu-
diada. Esta se refiere al considerable espesor de la envoltura celulésica
de los elementos a medida que avanza el proceso meidtico, y que
adquiere su méximo en los estados finales de la 2.* divisién. La envol-
tura de referencia presenta una estratificacién de laminillas que puede
apreciarse en todas las figuras, por haberse dibujado en cada una
de ellas, (Véanse las laminas.)

El hecho apuntado dificulta considerablemente los tramites de la
técnica citolégica, puesto que impide muchas veces obtener buenas
fijaciones con el perjuicio de que las coloraciones son generalmente
deficientes. Otro tanto ocurre en la obtencién de los cortes, que suelen
deteriorarse por la resistencia que opone dicho revestimiento a dejarse
cortar por la cuchilla. Para soslayar estas dificultades, al ocuparnos de
la técnica seguida en este trabajo, hemos indicado las precauciones

que deben tomarse.

(CONSIDERACIONES FINALES

Los datos citolégicos investigados en A. belladona prueban que la
estructura de sus cromosomas ha experimentado en el curso evolutivo
de dicha especie fragmentaciones y subsiguientes translocaciones, in-
versiones e intercambios que han determinado la catenacién estudiada.
De ello se desprende que A. belladona debera incluirse en el tipo de
plantas hibrido-estructurales, organismos diploides que producen dos
suertes de gametos muy diferentes por sus propiedades genéticas, que
tienen una descendencia muy semejante a ellos mismos, igualmente
heterozigota ; pues en cada generacién hay eliminacién de los embrio-
nes homozigotes por ser tnicamente viables las combinaciones de
gametos distintos.

La presencia de granos de polen anormales, algunos abortivos,



8 ANAL ES

v las diferencias de tamafio en las semillas de germinacién limitada,
apoyarian el supuesto de que la planta estudiada serfa un hibrido-
estructural.

Es de advertir que a diferencia’de lo que ocurre en Oenothera
lamarkiana, en que la catenacién sélo subsiste hasta la anafase hetero-
tipica, en A. belladona los cromosomas persisten unidos a través de
las divisiones heterotipica y homotipica.

Aceptamos como ntimero haploide muy probable de 4. belladona
25 cromosomas (n=25) por haber contado con exactitud 25 bivalentes
telosindéticos, en la diacinesis y coincidir dicho ntimero con el de cro-
mosomas hallados al finalizar la profase de la divisién homotipica.

Este ntimero, por otra parte se diferencia en un cromosoma del
haploide especifico de Solanum tuberosum que posee 24 cromosomas
(n=24), gque es un octoploide del ntimerc bésico n=6 del género
Solanum, perteneciente a la misma familia ‘(solaniceas) que la planta
estudiada.

Por el hecho de la catenacién se deduce que hay razones para
suponer que las posibilidades genéticas de A. belladona deben ser
mmuy restringidas, puesto gue practicamente no debe existir disyuncién
mendeliana propiamente dicha.

CONCLUSIONES

1. Que en A. belladona, en la sinapsis los cromosomas se con-
jugan telosindéticamente originadndose el hecho de la catenacién. En la
cadena, probablemente abierta, los cromosomas reciprocamente trans-
locados, se agrupan irregularmente.

2. El ntimero de 25 cromosomas bivalentes hallado en los esta-
dos diacinéticos, coincidente con el encontrado en los nicleos profa-
sicos de la divisién homotipica, indicaria que el ntcleo haploide de
A. belladona, seria n=25 y el diploide, 2 n=>50.

3. Que el encadenamiento de los cromosomas subsiste a través
de las metamérfosis cariocinéticas de las divisiones madurativas. El
hecho de la catenacién limitarfa considerablemente las posibilidades
genéticas de esta especie por oponerse a la disyuncién mendeliana,

4.° Los datos citolézicos investigados inducen a suponer que
Atropa belladona tendrd un comportamiento semejante al de los hi-
brido-estructurales. Su alcance y significacién genética hakrd que in-
vestigarlo experimentalmente en los cultivos.
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EXPLICACION DE LAS FIGURAS DE LA LAMINA 1

1. — Estado profdsico incipiente; los finos filamentos conjugados han cons-
tituido hilos dnicos, mostrandose en ellos las uniones angulares del
acoplamiento telosindético. En las mallas de los filamentos se obser-
van corptisculos nucleolares.

2. — Estado diacinético precoz con los cromosomas granulosos, presen-
tando formas tipicas anulares, que, a pesar de lo tenue de los liga-
mentos, se atisba su encadenamiento.

3. — Estado diacinético mas avanzado en el que los cromosomas muy con-
densados adquieren la médxima diferenciacién, y en donde se cuentan
95 bivalentes (gemini).

4.— Estado proximo a la metafase heterotipica en que, debido a la retrac-
cién experimentada, las estructuras aparecen claramente encadenadas,
siendo la ealenacion muy irregular.

5.— Metafase heterotipica en que los componentes de la cadena se agru-
pan intimamente.

G.— Anafase incipiente: los univalentes de cada gemini experimentan un
estiramiento al ser atraidos hacia los polos opuestos por las fibras del
huso acromatico.

EXPLICACION DE LAS FIGURAS DE LA LAMINA 2

.7.— Anafase muy avanzada, cuyas estrellas hijas muestran los cromoso-

mas ligados tal cual estaban en la metafase heterotipica. Sobre la
membrana nuclear, restos nucleolares.

8. — Interfase: niicleos hijos de la primera divisién finalizando la profase
homotipica, mostrando 25 cromosomas (diadas).

9. — Metafase homotipica: los componentes cromosomicos siguen unidos
formando cadena y adoptan una imagen metafdsica muy semejante a
la heterotipica y estrellas hijas de la primera divisién.

10.—Célula madre con los cuatro nticleos hijos producto de la segunda di-
vision u homotipica. Las agrupaciones cromosoémicas encadenadas
siguen conservando la forma caracteristica descrita.

11.—Granos de polen Atropa de belladona; aprécianse las variaciones de
tamafio y la forma abortiva del més pequefio.



1

/7
A

»
|

-:+-------n~ﬁ----—--30/u Sa s e

1

amina

L



amina 2

L



	03.pdf
	04
	05
	06
	07
	08
	09
	10
	11
	12

