Observaciones Citogenéticas sobre

Girasol (Helianthus Annuus)

Ing. Agr. R. CONSTANCIO LAZARO

Trabajo realizado en
la Cdtedra d= Genética.

Caracteristicas hot:inicas.

El girasol pertenece al orden de las Campanulares, fa-
milia de las Compositaceas, sub familia Diversiflora.

Sus flores en capitulo tienen un receptiaculo comin en-
vuelto en un involucro. Existen dos tipos de flores, unas es-
iériles en la periferia, verdadero rudimento floral, con un
gran pétalo amarillo, estas flores son llamadas semifloscu-
los; las demas, llamadas flosculos, son flores hermafroditas
de simetria radiada, cinco pétalos soldados y sesiles, cinco
estambres soldados al tubo de la corola, formando un tubo
que envuelve al estilo. El estilo es bifido. Sus flores protan-
dras, de dehiscencia introrsa. Il estilo al salir arrastra el
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Fot. N.» 1 — Flores centrales de girasol (flésculos) en distintos estados
de su desarrollo.
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polen con sus pelos colectores, hacia el exterior. El ovario
es infero, unilocular y uniseminado. El fruto es un aquenio.
(Fotografias 1 y 2).
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Fot. N.* 2. = Corte central-ventical de un capitulo de girasol.

Ohservacion de la Meiosis.

Para la observacion del proceso de la formacion de po-
len, es necesario tirabajar con flores que estén al principio
de su desarrollo, obtenidas a distintas horas del dia, dado
que cada planta tiene dentro de ciertos limites, un momen-
to en el dia en que se producen los fenémenos de reproduc-
cion de las células madres de poien.

Para el caso del girasol fué necesario recolectar capitu
los con un diametro aproximado de un centimetro a un cen-
timetro y medio, en las primeras horas de la maiiana.

Debido al namero relativamente elevado de preparacio-
nes, con fiores de tamanos muy proximos, que se hubieron
de efectuar para poder observar todo el proceso citomeioti-
co de esta planta, cabe suponer que éste sea muy rapido.

Dentro de los distintos estados meiodticos, 1os mas comu-
nes de ver son los correspondientes a los primeros estados
de profase (fot. 3) y tetradas polen, (fot. 8) que profases
avanzadas, (fot. 4) metafase (fot. 6), anafase (fot. 7) y te-
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lofase. El estado madas dilicil de encontrar es la anafase, lo
que concordante a la hipotesis ya formulada, parece ser la
fase de mas rapida evolucion.

En una anafase conté con notable claridad, 17 cromo-
somas en cada extremo de la figura, no siéndome posible
conservar la preparacion por falta de material adecuado en
aquella énoca. Dicho niumero concuerda con el ohservado
por el investigador Ishikawa para ‘“Helianthus” (17 cromo-
somas haploides).

Fot. 3 — Profase

Fot. 4§ — Profase Fot. 6 — Metatase



62 Revisto de lo Focultad de Agronomio

S TR P, | Gty SN :
. r b .«'\‘\? 6 "‘
; \ &
W 0% e W
Koot H % 1
. i 5 &
i R
AN g e s
4 s W A ;
P {
.- ¥ f
e
’ 4
Yo g
g " L
e I . o D
Fot. 7 — Anafase Fot. § — Tetrada de polen.

Mitosis y recuento de cromosomas.

Se trabajoé con puntas de raices de plantitas de 15 a 20
dias, obtenidas en macetas, utilizando tierra muy arenosa.
Mas tarde se obtuvieron raices, de semillas germinadas en
soluciéon nutritiva, consiguiendo en esta forma raices lim-
pias y derechas, que facilitan mucho los trabajos posteriores.

En la reproducciéon somatica es interesante examinar
que en la metafase, la disposicion de los cromosomas, guar-
da una forma caracteristica, que se puede comparar a un
triangulo de puntas truncadas. Observose esta disposicién en
numerosos cariotipos, notandose éstos, deformados en algu-
nos casos en los que la membrana celular presionaba al
nucleo.

Para el recuento de cromosomas comparé varios dibujos
de metafases, realizados con camara clara, a fin de delimi-
tar con exactitud cada cromosoma, pudiendo al mismo tiem-
po observar la posicion relativa de cada uno de ellos. En di-
chos recuentos, efectuados en dibujos procedentes de cortes
en serie, me fué posible constatar el numero de 34 cromo-
somas (numero diploide). (Ver dibujo correspondiente).
TECNICA OBSERVADA.

Meiosis. — Método del ecarmin acético.

1.° Fijacion del material (capullos florales) en alcohol
absoluto 3 partes, y acido acético glacial 1 parte, dqurante 24
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Fot. 9. — Metafase somatica. Dibujo con camara clara.

horas, siendo necesario mezclarlos en el momento de efec-
tuar la fijacion.

2. Conservacion de]l material. Para esto se pasa el ma-
terial fijado a un frasco con alcohol a 70°, quedando pronto
para su utilizacion ulterior.

3." Forma de erectuar la preparacion. Se coloca la flor
a examinar sobre un porta objeto, en el cual se procede a la
eliminacion de los pétalos y ruptura de las anteras. a fin
de extracr las células madres de polen, con la ayuda de agu-
Jas histoldogicas de acero, en una gota de carmin acético
(carmin en ~xceso. en Acido acético glacial y agua destila-
da en partes iguales). Luego se eliminan cuidadosamente
los restos de los tejidos de las anteras, tapando con un cu-
bre objeto al que previamente se le agrega una gota de car-
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min acético, del lado que ha de apoyarse sobre el portaob-
jeto, ejerciendo una suave presion. Después se pasa la pre-
paracion, ligeramente, por la }Jlama de un mechero. En estas
condiciones ya estid pronta para ser observada al microsco-
pio. Dicha preparacién efectuada segun la técnica expuesta,
se conserva 5 a 7 dias v ann mas, si se toma la precaucion
de bordearla con una mezcla de parafina y cera.

Mitosis. — Método de ln hematoxitina,

1. Para observar la mitosis se procede a fijar el ma-
terial (puntas de raices) en una solucién de 1,5 gramos de
acido cromico, 10 cc. de acido acético glacial en 90 cc. de agua
destilada, nmrezclada en el momento de la fijacion, con forma-
lina en solucion al 40 %.

A la hora se elimina la solucion fijadora, agregando una
nueva cantidad de la misma en el tubo que contiene las rai-
cillas, donde se mantienen 24 horas.

2.° Al cabo de este tiempo se procede a un lavado en
una corriente de agua durante 12 horas.

3.° Deshidratacion. — Para realizarla, se las pasa a tu-
bos conteniendo alcoholes de 5", 10° 20", 35°, 50", 70° y S0° en
forma de efectuar tres pasajes diarios por alcoholes de su-
cesivas graduaciones.

4" Despué~ de esta deshidratacion parcial se procede a
pegar las raicili. de a tres, en cartulinas de 1 centimetro
por 1 centimetro ,roximadamente, teuniendo la precaucion
de dejar las punt fuera de la cartulina.

5. Se contit a luego con la deshidratacion, en alcohol
de 80°, 95" y abs' 1ito, permaneciendo en cada uno durante
24 horas. Repitié 1ose el pasaje en alcohol absoluto, por el
término de otras 24 horas mas.- Luego se pasan los cartonci-
los conteniendo las raicillas a mezclas de: tres partes de al-
cohol absoluto y una de xilol, tres partes de xilol y una de
alcohol y por altimo a xilol puro, efectuando tres pasajes en
cada una de estas soluciones, de un cuarto de hora de dura-
cion.

6. Imclusion. — Kste proceso tiene por objeto, hacer
posibles los cortes al micrétomo y se realiza en la siguiente
forma: agrégase parafina de 42° fundida al frasquito que con-
tiene:las raicillas con xilol, colocandolo luego en la estufa
a 40° - 42° durante 24 horas. Al cabo de este tiempo se eli-
mina gran parte del Xxilol con parafina y se agrega nueva
cantidad de ésta, volviendo el frasco a la estufa otras 24 ho-
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ras. Se-procede luego a dos nuevas eliminaciones parciales
de la parafina de 42° y del resto °del xilol, seguidas de agre-
gados correspondientes de parafina de 46° de punto de fu-
sion, en igual forma que la anterior.

Estas operaciones se realizan también cada 24 horas,
manteniendo el frasco con las raicillas, todo €l tiempo que
media entre agregado y agregado, en la estufa a 46°

Se repite luego la operacion anterior con parafina de
52°, manteniendo la estufa a 52° aproximadamente.

Pasadas las ultimas 24 horas en parafina de 52, se vuel-
ca el contenido total del frasco en cajitas de cartulina de 4
centimetros de ancho por 6 centimetros de largo y un centi-
metro de protundidad, enfriando rapidamente en agua a tin
de que la parafina no cristalice y forme una masa homogé-
nea. Se corta después este pan, en pancitos perfectamente
rectangulares, de manera que cada uno contenga un carton-
cito con tres puntas de raices, quedando asi terminada la in-
clusion.

7.° Cortes al micrétomo. — Los cortes deben ser hechos
en serie y el micrétomo estar regulado segiin la calidad del
material a cortar; el espesor de los cortes para el caso del
girasol fué de 7 micras.

8. Se llevan después las tiras de parafina conteniendo
las secciones de raices a porta objetos, a los _que se ha pues-
to una ligera pelicula de la formula Mayer’s. “.50 cc. de clara
de huevo, 50 cc. de glicerina y un poco . : 4cido fénico) co-
locando los porta objetos asi preparados, en la estufa a 42°
durante 24 horas.

9. Eliminacion de la parafina. — Para esto se dispo-
nen los porta objetos en frascos de coloracion con xilo],
manteniéndolos en éstos, por espacio de 20 minutos. Se re-
nueva el xilol y se dejan en éste, otros 20 minutos. Después
se pasan a frascos de coloracion con alcoholes de las siguien-
tes graduaciones: absoluto, de 95°, 80°, 70°, 50°, 35, 20°, 10°.
5°y agua, dejandolos por el término de 5 minutos en cada uno.

10. Coloracion. — Se colocan los porta objetos en so-
lucion de.sulfato amoénico férrico al 4 % durante dos horas
aproximadamente, se lavan con una piseta con agua desti-
lada, llevandolos luego a un frasco de coloraciéon con la so-
lucion de hematoxilina.

Esta solucién se prepara disolviendo un gramo de he-
matoxilina en 50 cc. de alcohol absoluto y después de un pro-
ceso de envejecimiento que dura alrededor de dos meses, se
diluye en agua destilada hasta llevarla a 14 %..
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Los porta objetos permanecen en la hgmatoxilina asi
preparada durante 24 horas. Al cabo de ese tiempo &e proce-
de a eliminar el exceso de colorante, mediante 1a..1nmgrS}0n
de los porta objetos en solucién de sulfato amonico férrico,
a concentraciones variables entre el 2 y 4 %. Esta opera-
cién se efectiia en capsulas de Petri, a fin de poder observar
al microscopio, hasta notar una neta separacion entre Cro-
mosomas.

11.° Deshidratacion. — Previo un lavado de los porta-
objetos con agua corriente durante 2 horas, se comienza estii
deshidratacién en alcohol de 5°, 10°, 20°, 35°, 50°, 70°, 80%
95" y absoluto y en xilol puro, efectuando pases de 5 minu-
tos de duracion en cada una de estas soluciones.

12.° Cierre de las preparaciones. — Para ello se coloca
Balsamo del Canadi en exceso, sobre la parte del porta ob-
jeto que lleva adheridos los cortes de las raices, tapando lue-
go con un cubre objeto y ejerciendo sobre éste, una presion.
suave mediante un vidrio, presiéon que deberda ser manteni-
da durante un dia. .

Después se dejan las preparaciones sin tocar durante va-
rios dias, a fin de que el balsamo seque bien. Recién enton-

ces la preparacion esta terminada y en condiciones de con-
servacion.

Mitosis, — Método de Heitz.

Se fijan las puntas de raices en una solucion en calien-
te de alcohol, tres partes, y una de acido acético, durante dos
minutos, colocindolas de inmediato para su coloracion en la
solucién de carmin acético, preparada en la misma forma
que fué detallada anteriormente.

Esta coloracion se realiza en caliente, en forma tal que
transceurridos dos minutos, comience a hervir el colorante,
con las raicillas contenidas en un vasito de Bohemia.

Se procede después a efectuar un frotis con el extremo
inferior de las raices, en la forma corriente.

Estas preparaciones solo duran 6 o 7 dias.

Este método rapido es recomendable para las raicillas de

girasol, debido en parte al tamafio muy reducido de las cé-
lulas de esta planta.

SOLUCION NUTRITIVA EMPLEADA EN LA GERMINACON
DE SEMILLAS Y OBTENCION DE RAICES

Soluciones madres.
Se preparan soluciones normales con las sigujentes sales:
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cc. en un Lt. de H20.

NHH*PO*' ... ... i, 1
KNO? e e 6
Ca(NO3)2 e 4
Mg SOt e 2

Se agregan luego los cc. indicados 'para estas soluciones,
a un litro de agua, el que, en momentos de emplearse se
completara con 1 cc. de la siguiente solucion suplementaria:

Grs.disueltos en 1 Lt. de H20

H3BO® i e 2.86
MnCI24H20 ... ... ... e 1.81
ZnSOATH20 ...t e e 0.22
CuSO'5H20 ...ttt it 0.08
H2MoO*H20 ...... ... i, 0.09
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FE DE ERRATAS

Pagina 665, lirea 35. Donde dice ‘‘es recomendable” debe
decir “no es recomendable”.





