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InTRODUCCION

En los laboratorios y campos de experiencias de Genética, es objeto
preferente de estudio la accién de los diversos agentes 1d10qu1net1cos
tanto fisicos como quimicos, sobre los cromosomas ¥ sus genes, prescin-
diéndose, en general, del andlisis de los fendmenos c1t0plasm1cos que co-
rrelativamente se producen. Estos agentes, adecuadamente empleados no
limitan sus efectos al désencadenamiento o produccién de mutacienes
cromosdmicas y alteraciones nucleares, sino que dan también lugar
a modificaciones estructurales citopldsmicas, manifestadas por cambios
.morfoldgicos v funcionales en condriosomas, dictiosomas u otres orgénu-
los celulares. :

Pretendiendo analizar esta accién citopldsmica en plantas cultivadas,
realizamos experiencias y trabajos en los laboratorios de Biologfa y Bio-
quimica de la Faculiad de Ciencias de nuestra Universidad de Murcia,
y los hechos observados confirman, en efecto, aquella presuncidn; de tal
modo que la influencia del agente idioquinético sobre los organulos cito-
pldsmicos es evidente y demostrable no s6lo morfolégicamente sino tam-
bién funcionalmente, como detallaremos en la presente publicacién tra-
tando concretamente de la accién de disoluciones de etil-uretano sobre el
desarrollo de las células meristemdticas de Faba vulgaris (Vicia faba)
o haba comun.
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Nos anima la idea de llegar a obtener de este modo razas fisiolégicas
nuevas, caracterizadas por p(,cuhaudades constantes en su actividad me-
tabdlica, lo que ha de traducirse en mutaciones bioquimicas en la natu-
raleza y proporcién relativa de los productos elaborados por sus proto-
pla@mas no interesindonos, por el momento, los caracteres meramente
morfolégicos. Pretendemos, por consiguiente, llegar a obtener variedades
nuevas de plantas cultivadas, siguiendo un camino distinto al ordinario
empleado por la mayorfa de los investigadores quc pe131guen ¢l mismo
fin. Nuestro punto de partida no ha de ser la presencia de un cardcter
morfologlco nuevo o de un conjunto de caracteres de esta naturaleza,
sino la aparicién de una modificacién funcional, con su consiguiente
trascendencia en el metabolismo v sus productos.

De ordinario, en los trabajos de Genética dirigidos hacia la hiisqueda
de vartedades especiales, se comienza por fijar germinalmente caracteres
morfolégicos bien ostensibles, nuevos o combinados de un modo nuevo;
y después de obtenida la variedad morfolégica es cuando se procede
a estudiar sus propiedades fisiolégicas y ecolégicas, como si aquella mo-
dificacién morfolégica tuviera el cardcter de preliminar indispensable
para efectuar el estudio fisioldgico.

Nosatros nos hemos propucsto seguir, en cuanto sea posible, un mé-
todo distinto, casl opuesto, en el estudio de la influencia mutante de
agentes 1d10qumcrlcos de naturaleza quimica; y asi consideramos como
cardcter primario o principal la modificacién fisiolégica que aquel agente
determina, lo que se averigua estudiando los productos del metabolismo
o un determinado producto de los considerados como esenciales o fun-
damentales, lo cual bastard de momento, toda vez que la correlacién
quimica, esencial cn la materia viviente, determinard las correlativas mo-
dificaciones en los otros constituyentes fundamentales del protoplasma.
En este articulo nos concretamos al andlisis de las variaciones en la ela-
boracién de lipidos, provocadas por el etl-uretano sobre la actividad de
células parenquimatosas muy jévenes de Faba vulgaris.

Sobre genética -de caracteres meramente fisioldgicos o bioquimicos,
han realizado estudios e investigaciones (algunas notabilisisimas), diver-
sos bidlogos, bien que persiguiendo fines o guiados por propdsitos distin-
tos a los nuestros. Tratindose de experiencias de esta naturaleza, no es
posible dejar de mencionar los notabilisimos trabajos realizados por el
Prof. G. W. BeabLE v sus colaboradores (1) sobre ¢l moho Neuroshora
crassa, Hongo Ascomiceto de micelio haploide, como es corriente en los
hongos, y heterotdlico. El micelio de este moho, que es de color anaran-
jado y vegeta suprofiticamente sobre substancias feculentas, crece y se

(1} Teclmique of obluining Nenrospora Mutants. Chemical Aclivities of Fungi by Jackson
W, Fosler.-Academic Press Tnc,, New York, 1949, papg. 228.
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multiplica asexualmente, bastidndole un hidrato de carbono en su subs-
trato para elaborar, utilizando substancias inorganicas con los necesarios
biolementos, tados los aminoicidos que precisan para componer sus pro-
teinas.

La conjugacién de niicleos haploides de sexualidad distinta sdlo se
realiza al constituir sus ascas. y siendo esta especie heterotdlica se precisa
el contacto entre micelios de sexualidad diferente, aunque aparentemen-
te no se distingan. El nicleo del asca viene pues a ser diploide, pero in-
mediatamente, para formar las ascosporas, sufre las divisiones de meio-
sis, resulrando ya haplmdes las ascoeporas y por tanto los micelios produ-
cidos por su germinacién. La conjugacién de los micleos en ¢l asca per-
mite la posibilidad de combinaciones nuevas de los cromosomas al dis-
tribuirse para formar las series haploides de las ascosporas. El nimero
n de estas series es 7.

La haploidia del talo, pai‘a el estudio de caracteres genéticos, tiene la
ventaja de que toda mutacién producida ha de manifestarse inmediata-
mente, sin que aparezca recesividad, ya que la accién del correspondien-
te gene no puede estar contrarrestada por la de un alelomorfo que lo do-
mine, no existiendo cromoesomas homologos ¥l hongo se cultiva bien en
medio artificial que contenga sales inorginicas, azicar y pequefias can-
tidades de biotina (vitamina del complejo B). Asi, con los fosfatos, nitra-
tos o sales amoniacales y el carbono organico del azicar, este moho sin-
tetiza aminodcidos y con ellos construye su propia materia protopldsmica.

El Prof. Beapue, sometiendo las esporas de este moho a la accién de
rayos X (y también a los ultravioletas) ha conseguido provocar mutacio-
nes fisiolégicas muy caracteristicas por mostrar 1ncapac1dad para la sin-
tesis de algiin aminodcido indispensable, que es la.arginna en unas
variedades, el triptofano en otras (a causa de haber perdido la facultad
de fabricar indol), etc. Asi, por la accién de agentes idioquinéticos, dicho
bidlogo ha obtenido en este Ascomiceto varias razas estables genética-
mente, caracterizadas por sus especiales cualidades metabélicas y no por
varlaciones en la morfologia de su talo o micelio.

Notable cardcter fisiolégico de raza fué hallado y minuciosamente es-

tudiado en el infusorio Paramectum aurelia por el Prof. T. M. Sonng-
BogN, de la Universidad de Indiana. En estc infusorio, tan comin y
abundante hay una raza calificada de asesina (killer), que produce y
exuda una substancia llamada paramicing, la cual, difundiéndose, aun
en cantidades pequeiisimas, en el agua en que viven, envenena y mata
a todo Paramecium de otra raza que allf pueda encontrarse. Ninguna
particularidad morfolégica revela en el infusorio esta caracterfstica fisio-
l6gica, tan Gl en la lucha por la vida de la especial raza que la posee.

El Prof. SonneEBORN, cstudiando genéticamente tan ‘notable cardcter,
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puso de relieve que es de herencia c1t0plasmlca pero influida por un
gene cromosémico. Encontré también que existen algunas razas resisten-
tes a tan extraordinario y especifico veneno; pero no es este el lugar ade-
cuado para exponer y discutir los fenémenos bioquimicos y otros deta-
lles que el estudio de tan curioso cardcter ha revelado.

Claro es que toda modificacién quimica en un protoplasma viviente
implica una correlativa modificacién morfolégica. Realmente la morfolo-
gia y estructura de un organismo son consecuencia o traduccién de su
composicién quimica: esta composicidon no serd estitica sino dindmica,
como dindmica es también la morfologfa, siempre cambiante segin la
dimensién «tiempo», Pero una modificacién intensa o importante en la
actividad quimica y metabdlica de un organismo puede determinar una
morfologia no muy ostensible, al menos en los caracteres macroscépicos.
Si se atiende, pues, con preferencia a estos caracteres macroscopicos se
corre el riesgo de despreciar modificaciones fisiolégicas que pueden ser
importantes.

Esta cs, pues, la razén que nos ha inducido a seguir un método con-
trario, fisiolégico en el sentido de observar preferentemente caracteres
quimicos manifestados en la actividad metabdhica, y relacionarlos con va-
riaciones en la morfologia microscépica celular, despreciando por el mo-
mento, caracteres macroscopicos cuya relacién de causa a efecto respec-
to a las variaciones metabdlicas no se muestran de un modo indudable,
claro o evidente. Estas investigaciones biolégicas, en las que han de
realizarse trabajos bioqufmicos, fisiolégicos y citolégicos coordinados,
ex1gen inevitablemente mucho tiempo y numerosas y variadas experien-
clas para poder llegar a conclusiones definitivas. Por el momento, pues,
nuestras conclusiones seran solo provisionales, Pero hemos de sefialar la
importancia no sélo cientifica y tedrica, sino préctica y econémica, que
ofrece la obtencién de razas fisioldégicas de las plantas cultivadas, como
también de los animales domésticos. Caracterizadas estas razas por dife-
rir de las corrientes en su actividad metabdlica, ello determina variacio-
nes mis o menos intensas en la composicidn y estructura de sus proto-
plasmas. Tales distintas propiedades fisiolégicas pueden determinar in-
munidad contra el ataque de muchos agentes patégenos (bacterias, hon-
gos, virus, etc.} que atacan a variedades cultivadas, y tan sensibles a va-
riaciones en la composicién citopldsmica.

La variacién en las propiedades fisioldgicas ha de ser motivo de
cambio de otras caracteristicas orgdnicas como, por ejemplo, en las exi-
gencias ecolégicas y en el retardo o aceleracion del ciclo ontogénico. Por
consiguiente el cultivo de estas variedades ﬁsmloglcas podrd realizarse en
condiciones éptimas en suelos no adecuados y en épocas no a propdsito
para las variedades actuales.
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De¢ mayor importancia bajo el punto de vista econdmico es en estas
variedades fisiolégicas el aumento del poder nutricio de la planta y de
sus semillas, en razén a su mayor riqueza en lipidos, por una parte, y en
prétidos por otra. En este articulo sélo nos ocuparemos del aumento de
riquezas en lipidos. Y no menos interés ofrece el conseguir aumentar el
rendimiento en la fructificacién y en el desarrollo total de la planta.

En este articulo daremos cuenta de los primeros resultados obtenidos
estudiando de la manera indicada la especie botinica Haba comiin
(Faba vulgaris o Vicia faba), de la variedad ordinaria cultivada en Mur-
cia. Después de sometidas las semillas a la accién del agente idioquiné-
tico, actuando en las concentraciones y tiempos que indicaremos, se ha-
cen germinar en soluciones hidropénicas unos lotes y en agua pura con
el agente a estudiar, en otros. Las plintulas muy jévenes son inmediata-
mente ob]eto de estudios micrograficos por una parte y bloqulmlcos por
otra. Los resultado sobtenidos tanto del estudio mlcrograﬂco como del
bioquimico se comparan con los datos que arrojan las mismas experien-
cias realizadas partiendo de semillas no tratadas por el agente idioqui-
nético.

En este articulo limitamos este estudio a las plantulas muy jévenes,
nurridas exclusivamente o casi exclusivamente con las reservas almace-
nadas en sus cotiledones y movilizadas durante la germinacién por la
actividad de numerosas diatasas hidrolizantes, que llevan los polisaciri-
dos a monosacdridos, las protelnas a aminodcidos o a polipéptidos rela-
tivamente sencillos y los lipidos complejos al aislamiento de sus grupos
fosforados y simplificacién de sus moléculas grasas, ficilmente oxidadas
durante el intenso fenémenc respiratorio tan caracteristico de la germi-
nacién.

Estas moléculas relativamente simples, y por ello solubles, son las
que circulan por el embrién, llegan a los meristemos y tejidos en vias de
formacién, desarrollo y diferenciacién, y consutuyen las materias primas
para la intensa actividad metabdlica constructiva de las jévenes células.
Ahora, la influencia del agente idioquindtico se manifestard por una par-
te modificando la morfologia de orgédnulos celulares y alin el desarrollo
total celular, y por otra en la proporcién de las matenas orgénicas elabo-
radas, que vienen a formar parte del citoplasma porque éste las almace-
na en forma de reservas.
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11
{JBSERVACIONES MICROCRAFICAS COMPARADAS

Con el calificativo de «normales» designamos las células de raicillas
procedentes de semillas no sometidas a tratamiento previo alguno, sino
puestas a germinar directamente en agua pura o en un liquido de cultivo
hllepODlCO durante tres dias, al cabo de los cuales las puntas de las rai-
cillas fueron cortadas e inmediatamente sumergidas en el reactivo fija-
dor, para continuar de%pues las man1puL1c10ncs precisas, hasta obtener
las adecuadas preparaciones microscopicas.

Los caracteres microgrificos presentados por estas células que deci-
mos «normales», los utilizamos como tipo para compararlos con los
ofrecidos por células andlogas procedentes de plintulas nacidas de semi-
llas que se sometieron, durante 24 horas, a la accién de disoluciones valo-
radas de etil-uretano, inmediatamente antes de colocarlas en ¢l agua
pura o en la disolucién hidropénica para su germinacién, va de la misma
manera que las normales y, por tanto, a los tres dias se recolectan las
puntas de sus raicillas para tratarlas con el reacuvo ﬁ]ador v utilizarlas
como piezas histoldgicas en la obtencidn de preparaciones microscopicas.
El estudio de estas preparaciones es indispensable para poder determinar
la influencia que aquel agente idiequinético ha ejercido en ¢l desarrollo
y morfologia de los organulos celulares, lo que se aprec1a con claridad
comparando estas preparaciones con las andlogas de células normales.

En uno vy otro caso hemos empleado dos mérodos muy distintos de
pI‘del‘d(‘lOﬂ de las pleza‘% histoldgicas: uno el de practicar y montar fi-
nas secciones microtémicas; otro, el de preparar las células disociadas,
sueltas, aisladas unas de otras.

El primer método ¢s ¢l ordinario, tan conocido, para conseguir cortes
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-muy finos de la pieza histolégica a estudiar, previamente fijada, deshi-
dratada e incluida en parafina. Como se trata del método general de ob-
tencién de secciones finas, cuya técnica es detalladamente descrita en
todos los manuales de Micrografia, s6lo haremos aqui algunas indicacio-
nes acerca de particularidades no esenciales, sino simples modificaciones
de la marcha a seguir.

Es conveniente insistir sobre la necesidad de vigilar cuidadosamente
la fijacién de la pieza o fragmento orginico que va a ser sometido a las
sucesivas manipulaciones de esta técnica. Cuestién de gran importancia
es la de eleccidn del reactivo fijador a emplear en cada caso. De cllo tra-
taremos mds tarde. La deshidratacién es conveniente que sea lenta, muy
gradual y cuidadosa; como esta operacién siempre ocasiona una contrac-
cién, es interesante para nuestro estudio conseguir que ésta sea relativa-
mente pequefia y, sobre todo, que no ocasione deformidad morfoldgica
en orgdnulos celulares. Por consiguiente, interesa no apresurar el paso
de la pieza por la serie de alcoholes, de graduacic’m creciente hasta llegar
al absoluto, y también, sin apresuramiento, ir empleando las mezclas de
alcohol y *(ﬂeno xileno puro, xileno con parafina, paraﬁna en xileno hasta
llegar lentamente a la parafina pura.

El enfriamiento rdpido del bloque de parafina se consigue bien con
agua fria. Las secciones pueden hacerse con un buen microtomo cual-
quiera, pero tiene ventajas el usar el Minot, con el que se consiguen lar-
gas cintas formadas por las finas secciones, adheridas unas a otras por sus
bordes. Debido a su aspecto, estas cintas son llamadas «teniasy por los
micrografos. Interesa obtener secciones de varios valores en cuanto a su
espesor, para elegir los mds Gtiles en cada caso, asi como también orien-
tar la pieza de manera que los cortes resulten tangenciales, longitudina-
les o transversales. En otros casos, sin embargo, pueden convenir algunos
oblicuos.

En nuestras preparaciones, para adherir las finas secciones histolégi-
cas al vidrio porta-objetos, hemos empleado siempre la disolucién acuosa
débil de gelatina con bicromato potdsico, calentando con cuidado el por-
ta, cuando conticne ligera capa de esta solucién con los cortes; asi se
cons]guc la completd extensidén de éstos, que en la cinta o «tenia» siem-
pre estin mas o menos arrugados Después, se coloca el porta vertical-
mente para hacer escurrir el liquido sobrante, Y en esta posicién se deja
a la luz durante 24 & mas horas, con lo cual se 1nsolub1h?a la tenue capa
de gelatina bicromatada, que fija las secciones al vidrio porta. A conti-
nuacién se procede a lavados sucesivos con xileno o con tolueno para
quitar por completo la parafina que impregna los cortes. Conseguido
ésto, se lavan los portas con alcohol absoluto, haciendo de este modo
desaparecer todo resto de xileno o de tolueno y se procede a la hidrata-
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c16n con la serie de alcoholes de concentracién decrecmnte hasta llegar
al agua destilada.

Entonces se procede a la tincién o coloracién de las secciones.
Nosotros siempre preferimos comenzar con ¢l método de la hematoxi-
lina férrica, y para ello emplcamos alumbre de hierro como mordiente,
lavando bien a continuacidn y bafiando los cortes con hematoxilina has-
ta observar fuerte ennegrecimiento. Después, para diferenciar convenien-
temente la coloracién, se puede emplear la disolucién de alumbre de
hierro, el dcido clorhidrico dilufdo, la disolucién de perborato sédico
o simplemente el bicarbonato, que actiia mas lentamente. Con el bicar-
bonato o con el perborato se consigue, ademds, el viraje del color a un
bello azul.

Para el montaje deﬁmuvo de hacerlo en bédlsamo, que es lo me]cu
¢s necesario deshidratar, comenzando con la serie de alcoholes de con-
centracidn , creciente hasta Hegar al absoluto. Enseguida se coloca sobre
los cortes una gota de esencia de clavos o de bergamota para aclarar vy,
a continuacién, el balsamo de Canadi disuelto en xileno, encima la la-
minilla cubre-objetos que se someterd a débil presién hasta que cl exceso
de balsamo rebose por los bordes y cierre por completo el preparado.

- Procediendo del mismo modo, puede emplearse, en lugar de la hema-
toxilina, ¢l carmin como colorante histolégico (carmin aluminico, car-
min clorhidrico u orra combinaciéon) usando también como mordiente el
alumbre de hierro o el alumbre alumfnico, en cuyo caso el proceso de
coloracién es lento. Otros colorantes, de los conocidos con el nombre ge-
neral de colores de la hulla o de anilina, son itiles. para revelar la presen-
cia de algunas substancias o de ciertas estructuras. Con ellos ocurre que,
durante el proceso de deshidratacién para el montaje en balsamo, los al-
coholes arrastran por completo el color. En estos casos lo mejor es renun-
clar al empleo del bdlsamo y montar el preparado sin deshidratar, sea en
glicerina, en goma- ghcumd o en gelatina glicerinada, la ventaja de este
ultimo medio de monta]e es la pOSlblIlddd de conservar bien la prepara-
cidn durante afios si se tiene la precaucién de rebordearla cuidadosamen-
te con un betiin.o barniz adecuado.

- 4 ilustre citdlogo y micrégrafo espafiol P. Pujrova, S J., ha descrito
un modo de montar en bdlsamo seccliones tefidas con colorantes que no
toleran el lavado con alcoholes. Consiste en cubrix la preparacién, ya te-
fitda; con una tenue capa de disolucién siruposa de goma ardbiga y de]ar
secar al aire. La goma impregna los cortes, éstos no tardan en. secarse v
s¢ puede entonces depositar sobre ellos la gota de balsamo v encima la
laminilla cubre-objetos. Este procedimiento sencillo, 1iti]l en muchos ca-
s0s, tiene el inconveniente de dar lugar a arrugamiento y contraccién de
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estructuras celulares finas, como consecuencia de la desecaciéon de la
goma.

En nuestro estudio, tratindose de observaciones inmediatas o a plazo
no muy largo, preferimos por sencillo y rdpide montar las preparacto-
nes en gelatina glicerinada, sobre todo, cuandoe han sido tefiidas emplean-
do Suddn IIT o Escarlata R, como conviene hacer para marcar la locali-
zacién de grasas y lipoides en los orgdnulos celulares.

A veces resulta til realizar la coloracién en masa de la pieza histold-
gica a seccionar. Esto puede hacerse inmediatamente después dc la fija-
cién, antes de proceder a la deshidratacién para incluirla en parafina.
Con hematoxilina férrica se obtiene bien la coloracién en masa; para
ello, una vez fjada, se mantiene la pieza durante una o mas horas en di-
solucidén de alumbre de hierro, se lava después repetidamente y con len-
titud, y se coloca por dltimo en la disolucién de hemdtoxﬂlna que se
renovard si se observa alteracién o disminucién en la intensidad del co-
lor. Al dia 51gu1ente se procede va a la deshidratacién, inclusién en para-
fina, etc.

Entre las varias ventajas que esta prev1a coloracién del bloque deter-
mina, no es de desdefiar el que a simple vista se perciban bien las sec-
ciones en la cinta o «tenla» obtenida con el Minot. Por su color oscuro
se destacan de la parafina que las circunda. Las zonas ricas en células
Jévenes apretadamente dispuestas, se localizan bien por su intenso color
v todo ello permite el eleglr las mejores partes de [a «teniay para las
preparaciones, Una vez pegados estos cortes al porta y llmplos de parafi-
na, se procede a la diferenciacién del color por regresion, como de ordi-
nario, o bien, si conviniera, a intensificarlo con nueva hematoxilina.
También pucde interesar la decoloracién total lavando repetidamente
con alumbre de hierro, para emplear después cualquier otro colorante.

La observacién de estas finas secciones de los extremos de raicillas
que empleamos en este estudio, nos muestra su estructura general y la
distribucién de los distintos tipos de células, en vias de diferenctacién
para formar tejidos definitivos, asi como las zonas meristemdticas de
donde proceden. La ﬁgura 1 es reproduccidn de microfotografia de una
de. estas preparacmnes vista con débil aumento con el fin de abarcar
gran extensién del corte, que, como se indica, es una seccidén longitudi-
nal practicada en la zona meristemdtica de raicilla de Faba wvulgaris

a los tres dias de germmacmn.

El segundo procedimiento para confeccionar buenas preparacioncs
utilizables en este estudio mlcrograﬁco es para nosotros més interesante
que el de cortes, por cuanto nos permite observar las células, que son ob-
jeto de nuestra investigacién completa, no seccionadas o fragmentadas.
Esto lo conseguimos con facilidad sigmendo estrictamente el método de

L]
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disociacién, que hace afos publicamos en un trabajo dedicado al estudio
citolégico de niicleos y nucleolos de células vegetales (1).

FIGURA 1.—Micrografia de seccion longiludinal de la regidon merislemdlica de rafz la de
Faba vulgaris (x 50). Por su débil amplificacién, esla folografia ha pcdido abarcar exlenso
campo del corle, permiliendo por ello mostrar el aspeclo general de esta zona de células muy
jovenes digpuestas a iniciar su diferenciacién en tejidos definitivos. A tan débil aumente no
pueden apreciarse detalles estructurales de las edulas. Claramenle se ve que algunas parecen
no poseer niicleo, apariencia debida a su seccién por la cuchilla del microlomo a través del espacio
entre nicleo ¥y membrana, resltando el aquél en el fragmenio celular del corle gemelo. Por
andloga razén olras ofrecen nicleo puntiforme por resullar seccionado este orgdnulo en dos
parles muy desiguales, reslando en esle corle la mds pequena, La misma causa es la razén de
que parezcan allernar con las ordinarias algunas céluas aparenlemente muy pequeias, Eslos, ¥y
otros que no seilalamos, son enojosos inconvenienles que, para nuestro estudio, puede ofrecer
el método de corles histoldgicos.

Son aqui igualmente viilidas las razones que alli expusimos y nos obli-
garon entonces a idear y ensayar proccdlmlentos y artificios para conse-
guu buenas preparaciones de células meristemdticas y parenquimatosas
jévenes, enteras y completas, de manera que pudleran ser observadas y
estudiadas en todos sus detalles nucleares vy c:toplasmmos empleandn
sin inconvenientes los objetivos de inmersion de mds fuerte aumento.

En efecto, para nuestro trabd]o es fundamental podel apreciar con la
mayor exactitud posible los tamaiios, relaciones reciprocas, p!‘DpOrClOl’!Eb
relativas, etc., de los distintos organulos celulares. En las preparaciones

(1) J. Loustau: Estudios sobre el Nucleolo en (élulas Vegetaels—Anales de In Univer-
sidad de Murcia, 1943, Phgs. 1-180 y 20 figuras. El método de disociacién se deseribe en las
pags. 94-99.
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de cortes microtémicos finos, tales observaciones son inevitablemente di-
ficiles e inseguras, por cuanto células y niicleos resultan seccionados por
la cuchilla del microtomo segin regiones o zonas distintas de unas célu-
las a otras, de manera que parecen alternar nicleos grandes, normales,
con otros pequenos aparentemente, porque la seccién ha separado sélo
un segmento del 6rgano; y del mismo modo, en una misma fila celular
aparecen intercaladas algunas diminutas entre otras de apariencia nor-
mal, etc. Tanto por éstas como por otras razones que indicaremos mis
tarde, todos los datos sobre tamanos de niicleos y nucleolos que citamos
han sido determinados valiéndonos de preparaciones de células diso-
ciadas.

El aspecto general de estas preparaciones, que estimamos muy ftiles
en estudios citolégicos, puede apreciarse en la figura 2, que es repro-
duccién de una microfotografia a débil aumento de parte de uno de
aquellos preparados micrograficos, mostrando un conjunto de tales célu-

FIGURA 2.—Células meristemidlicas de raiz de Faba vulgaris, disociadas con arreglo al mé-
todo mencionado en el lexto, Microfolografia oblenida con aumenlo de sélo 70 difimetros, con ”
el fin de abarcar firea relalivamente exlensa de la preparacién microgrifica y percibir las ven-
lajas de esle mélodo, que permile observar las células enteras, completas, dispuesla en una
simple capa, dejando analizar lodos sus delalles citoplismicos y nucleares, sin las mulilaciones
consiguientes a su corle por la cuchilla del microlomo. Por su escaso aumento, esta fotografia
no es adecuada para observar delalles estruclurales fincs de ciloplasmas o niicleos, aunque en
conjunlo deja percibir estados iniciales de la diferenciacién histoldgica. Asi se ven con claridad
algunas células muy alargadas (destinadas a formar hacecillos conduclores y lejidos de sostén)
muy diferentes de olras cuadrangulares o rectangulares (paralelepipédicas en realidad) que se
converlirdn en parenquimalosas y son las que preferentemenle estudiaremos.
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las, bien que en la figura, por su pequefia amplificacion, no se per(:lban
detalles estructurales, que pueden verse bien sefialados en las siguientes
figuras, nims. 3 a 10.

En estudios cariolégicos, modernamente se emplea mucho un' proce-
dimiento de disociacién y aplastamiento de células meristemadticas, para
conseguir se estiren y extiendan en un plano los elementos morfolégicos
nucleares, aunque resulten, como consecuencia, esparcidos y atin deshe-
chos. Para ésto suele emplearse el dcido acético (el carmin acético si se
desea estudiar particularidades cromosémicas), aplastando inconsiderada-
mente la pequefia pieza histolégica aprisionada entre porta y cubre. Ls,
pues, éste un método grosero, sélo atil en casos muy especiales, pues
rompe por completo la relacién entre los orginulos celulares y aun des-
truye la morfologia propia de estos pequefios constituyentes de la mate-
ria-viva. En histologia vegetal se ha empleado mucho la disociacién,
a base de emplear reactivos enérgicos, para estudiar los elementos de la
madera o de los haces esclerenquimatosos. En histologia antmal se hace
uso de Ja disoclacién mecinica, en clertos casos, para aislar fibras muscu-
lares u otros elementos.

En nuestro mérodo de disociacién, la pequefia pieza histolégica se
deposita cuidadosamente sobre el porta ya coloreada y sin cemento inter-
celular; asf, al montar la preparacion, las células se deslizan suavemen-
te unas sobre otras hasta colocarse en un plano, obedeciendo a una muy
ligera presién sobre el cubre. De este modo conservan plenamente su in-
tc,gudad y su forma propia, aunque resulten alteradas sus primitivas po-
siciones, Aquel deslizamiento suave sélo puede conseguirse montando la
preparacién en gelatina g]lceunada o en glicerina y presionando sobre el
cubre débilmente y con ligero movimiento de balanceo. Si esta presién se
exagera las células se fragmentan espalmendose su contenido. No he-
mos logrado obtener preparaciones de cste tipo montadas en balsamo de
Canadd: pues en este medio las células tienden a aglutmalse y no se
extenden en capa, sino que se rompen y fragmentan al plesmnar sobre
el cubre.

"En el texto antes citado, ya advertimos que siempre deben comparar-
se estas preparaciones de células disociadas con otras de secciones micro-
témicas del mismo material histolégico, que son indispensables para en-
sefiarnos el lugar 0 pos1c10n que corresponde a los varios tipos de célu-
las en ¢l conjunto del dérgano, puesto que al deslizarse unas sobre otras
ya disociadas y disponersc en capa simple, aquellas relaciones han de re-
sultar alteradas. Ademds, la observacién comparada de preparaciones se-
giin ambos métodos del mismo material, nos revela diferencias conside-
rables en los valores obtenidos al medir dimensiones de células, nicleos
y nucleolos. La causa de esto es la contraccién que sufren las células y
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sus organulos durante el proceso de deshidratacién e inclusién én parafi-
na, sobre todo si no se realiza con suficiente lentitud. La contraccién
puede llegar hasta un 15 6 20 por ciento y tener lugar con perfecta regu-
laridad, por lo que no se altera la morfologla de las diversas partes de la
célula.

Por estas razones, para las medidas micrométricas que figuran en este
trabajo, nos hemos valido siempre de preparaciones por el método de
disociacion, con el fin de evitar obtener valores inferiores a los reales v
vencer la dificultad que supene analizar cuidadosamente si la célula que
se observa en cada caso ha side o no mutilada por la cuchilla del micro-
tomo.

En este articulo, como antes hemos dicho, tratamos de dar a conocer
la influencia del etil-uretano, como agente idioguinético modificador del
metabolismo en Faba vulgaris, con indicacién de las variaciones -citolé-
gicas que determina, Es la observacién comparada de células de plantas
normales con las andlogas procedentes de pldntulas que sufrieron la ac-
cién del etil-uretano, lo que nos permite apreciar la influencia de este
agente idioquinético sobre ¢l desarrollo, morfologia y relaciones rec1pro—
cas de los diversos or ganulos nucleares y citopldsmicos. Para revelar qui-
micamente fa mutacidn metabdlica, nos hemos valido de los ]1p01des ela-
boraclos por las jévenes células a expensas de las reservas seminales y
hemos dererminado la cantidad de lipidos en las células tratadas con el
agente 1dioquinético y en las no tratadas, comparando los resultados y
relaciondndolos con lo que la observacién microgrifica nos revela.

A consecuencia de esto, surge un interés especial por algunos cle-
mentos citopldsmicos, condriosémicos ¢ dictiosdmicos, que se¢ mucstran
parncularmenre afectados o modificados por influencia del etil-uretano
que actud sobre el embridn en las circunstancias y proporciones que in-
dicaremos después. La necesidad de revelar en las células no sélo la lo-
calizacién de sus lipidos, sino su relativa proporcién, es otra de las razo-
nes que nos han inducido a valernos para este estudio de pu.paracmnes
por disociacidn, puesto que al confeccionarlas no se emplean reactivos di-
solventes de grasas, que en cambio intervienen en el método de cortes
tras inclusién en parafina. En éste es preciso emplear el xileno repetida-
mente, y este liquido, a la vez que disuelve la parafina, arrastra los lipi-
dos en gran proporcién, aunque no totalmente por su fuerte adherencia
a clertas estructuras celulares dictiosdmicas.

Es bien sabido que para conseguir buenas y itiles preparaciones mi-
c10g1ahcas adecuadas al estudio que se pletenda realizar, es de capital
importancia emplear el feactivo fijador conveniente, cuya eleccién de-
penderi de las espectales particularidades morfologlcas que nos interese
revelar o hacer resaltar,
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FPIGURA 4.—-Dibujo directo con vitnea glara de células merislemndlicas normales, de raiz de
Febe vulgaris, amplificadas (%7500, El weristemo fué iratado con ol fijador Zencke y preparado
por disociacidn. El método de coloracion fué ol ordinario de hemaloxilipa férrica. Las coflulas
aqui dibujadas presentan aspeclos varios denlro de los diversas fases de la actividad cariocing-
sici propia de los merislemos. Obsérvese la perfecta fijucidn de los maelegs, cromosomas y nu-
cleclos, en conlrasie con la mala conservacion de los orgiunulos ¥y osbructuras cilopldsmicas, que
resultan muy alleradas por la accién del deide acélice del lquido Zencke,

Todos los ﬁja’dores al matar rapidamente las células coagulando sus
protemas alteran mds o menos profundamente las estructuras citoplds-
micas y nucleares. Pero el grado o intensidad de la alteracién produmda
asli como el orginulo, u orgdnulos, que preferentemente la sufren, varfa
mucho segiin la naturalczg quimica del fijador, su concentracién, mo-
mento de su empleo, etc. Por su gran importancia, esta cuestién ha sido
muy cstudiada y muy discutida. De ella se han ocupado notables pubIb
caclones de técnica hlstologlca y citolégica, llegando a suscitarse vivas y
apasionadas controversias sobre la estructura real de los protoplasmas y
su desfiguracién por el empleo de ﬁ]adores (2). La observacién de células
vivas, cspeaalmente con los modernos microscopios, capaces de distin-
guir estructuras por muy débiles diferencias de indices de refraccién
dentro del campo microscdpico, nos ensefia la variacién que el reactive
fijador introduce en la estructura real. En todo traba]o mlcrograﬁco es;
pues, preciso indicar la técnica seguida en la fijacién, para evitar p051bles
confusiones a! tratar de comprobar observacloncs y dcscrlpcmnes

(2) Sohre este interesante asunfo, véasc: J. LousTau: Estructura de la Materia vive.—TPu-

blicaciones de la Urdiversidad de Murcin, 1948, 110 pigs. y 8 figs.—Véase también la anies ci-
tada publicacién sobre Nucleolos en Células Vegelales. .
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FIGURA 5 —Cdlulas novmales, de la region meristemdlica de, raiz de Faba uuiguus. dibu-
jadas con cimara clara @ la muphilcuuun de 750 difimutros, thlcclnllllcllle de preparacion por diso-
ciacion, colorcada con hemaloxilina férriea y previomente . fijuda con el liquido Zeneke. En usla
figura, compleinentaria deilas dos dntenou.h, se anuestran cblulas cuyes nlcleos intercindsicos
eslan iniciando la profase, lales como 'ios de la fila AR y los mdms. 2 4 7, 10, 11 y los lres
primeros de la fila AB, Eslado profisico  ya avanzmdo se observa en lus células 12, 13 y 14,
melafisico en la 8, anafisico on la 1, 9, 15 ¥ 16, y leloldsico en la 17 y 18. Eslas preparacioncs
permiten esludiar delalladamienle la worfologia y esiructura de la maleria viva protopldsmico
cu las distinbas fases de la vida y evolucién celar,

St el objeto de estudio es preferentemente el nicleo y sus orgdnulos
(cromosomas, nucleolo) convendra usar fijadores que al coagular y endu-
recer, no alteren morfolégicamente estos elementos nucleares, ni los mo-
difiquen de modo a perturbar su posible coloracién por reactivos apro-
piaclos, para hacer resaltar sus particularidades, sin preocuparnos en este
caso de evitar que el citoplasma celular, por el contrario, resulte profun-
damente alterado, cosa que a veces puede convenir si con ello se consi-
gue mejor visibilidad del ndcleo.

Asl ocurre, por ejemplo, cuando se emplea el fijador ZENCKE (que es
una mezcla de sublimado, bicromato potisico y dcido acético), tan ade-
cuado para el nicleo; pero en cambio el condrioma resulta destruido
(como con cualquier otro-fijador que contenga d4cido acético). Ahora
bien, esta alteracién del condrioma permite que, ultimada la preparacidn,
las’ estructuras nucleares’ se perciban muy claramente. Las figuras 3, 4 y
5 son reproducciones de dibujos directos, con cdmara clara, de células
meristemadticas disociadas de raiz de Faba vulgaris, normales, fijadas
con reactivo ZENCKE. Sus niicleos (red nuclear, cromosomas, nucleo-
los, etc.) no se han alterado y se muestran perfectamente tefiidos por la
hematoxilina férrica. En cambio el citoplasma aparece finamente granu-
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FIGURA (.—Células disociadas, normales, de meristemo Jde Ia raiz de Faba walyaris, direc-
tamente Jdibujadas con cimara clara ¥ amplificncidn de 800 didmelros, de’ preparacion’ por di-
sosiagidn, previa fijacién del merislemo con dcido crimico, seguide de postoromizaciin con bi-

cromato polésico. Como colorante se empled [n hemaloxilina férriea. .
Ohisérvese la dilerencia en el aspecto del cileplasma, entre las células aqui dibujadas y las
de las anteriorves tres figuras. El dibujo muestra claramente que la fjacion con dcido erémico
no destruye el condrioma citoplismice, a diferencia de lo ocurrido a1 emplear ¢l Zencke. No
obstante, resulta algo allerado, y por elle, si se desea mejor conscrvacion, dobe cmplbnrsc el
picra-formol (reactive Becuin) pasando después a la disolueidn (e bicromalo potdsico. En esie di-
bujo se han seleccionado células en fases inleresandcs y varias sle  cariocinesis parn  mostear
como el fcido cromico es igualmente buen fjador de ks cslrucluras nucleares ¥ para collo so

ha prescindido de presentar los condricsomas situados frente a ellas gue pudieran prestarse
a confusidn.

lar, muy poco tefitdo, con pequeiias y abundantes vacuolas, pero sin de-
jar ver claramente su condrioma, ya que éste ha sido muy alterado v des-
truido por el dcido acético, que es uno de los esenciales componentes de
este reactivo fijador.

Comparemos estas anteriores figuras con la n.* 6, que es igualmente
reproduccién de un dibujo con cdmara clara, de células de una prepara-
cién micrografica semejante 2 las anteriores; pero en ella se empled
como fijador del meristemo el dcido crémico seguido de bicromato potd-
sico. Al emplear este fijador, no sélo las estructuras nucleares han sido
respetadas, sino también las citoplésmicas, bien que no con mucha per-
feccién. En este caso, el condrioma, bien perceptible, puede estorbar algo
a la buena visibilidad del niicleo v elementos nucleares, cosa que no se
aprecia en la figura por no haber sido dibujados los condriosomas situa-
dos frente a la faz anterior de aquél. ,

En nuestro estudio, es muy importante conservar inalterados los con-
driosomas y dictiosomas en cuantas preparaciones microgrificas hemos
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FIGURA 7.—Microfolografia de células disociadas, normales, de la zonma merislemdtica de
raiz. de Faba vulgaris (x 8001, procedenle de germinacién durante Ires dias de semilla no so-
melida a la influencia del etil-uretano. El merislemo fué fijado con piero-fcrmol. La co oracidn
empleada fué la hematoxilina férrica, monlindose la preparacién en gelalina glicerinada por
el mélodo de disociacion. Exaclamenle el mismo fijador ¥y mélodo de coloracién vy disociacidn
ha sido el usado en las preparacicnes correspondienles a las siguienles figuras 8, 9 y 10. la
folografia permile ver células merislemdlicas pequefias, po.iédricas, isodiamétricas, a la vez
que olras mayores, ya iniciando su fransformaciéon en parenguimalosas y moslrando en su
citoplasma un denso condrioma de elementos normalmente desarrollados. Se enfcearon lambién

un par de células muy alargadas, correspondienles al cilindro central ¥y que mulliplicindose
formardn al fin elementos conduclores y fibrosos.

empleado y emplearemos con el propésito de revelar las modificaciones
citopldsmicas que determinan dosis distintas, que mds tarde indicare-
mos, del etil-uretano actuando como agente idioquinético. Teniendo esto
en cuenta, hemos utilizado preferentemente el picroformol o reactivo
Bouix (mezcla de formol con disolucién saturada de dcido picrico) que es
buen fijador citopldsmico y no altera ostensiblemente la morfologia nu-
clear. Se le puede afadir un 1 9, de dcido acético sin grave inconvenien-
te. con lo que mejora la fijacién del nicleo: pero en nuestro caso es pre-
ferible prescindir de este dcido y usar picro-formol puro, en el cual, sin
inconveniente, puede permanecer sumergida la pieza histolégica duran-
te tiempo indefinido, pues este reactivo actiia a la vez como conservador,
cosa que no ocurre con otros fijadores.

El 4cido ésmico (reactivo caro y de manejo peligroso) al 1 9 es exce-
lente fijador que ademds actiia sobre los lipidos, ennegreciéndolos y fa-
cilitando asi su observacién en el citoplasma. Mds perfecta es la fijacién

UNIVERSIDAD DE
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si esta disolucién de 4cido, 6smico se mezcla con otra analoga de 4cido
cromico y aun se anade pequefia cantidad de acético; tal es la composi-
cién del hqmdo Fremming, muy usado en la técnica histolégica y que
también hemos empleado en nuestras pleparacmnes El 4dcido crémico
en disolucién al 2 %, en mezcla con otra mis concentrada de bicromato
potasico, es tamblen muy util en nuestra técnica,

Slempre antes de proceder a la disociacién o a la inclusién, es nece-
sario lavar la. pleza histolégica repetidamente, hasta conseguir que desa-
parezca toda traza de las substancias usadas en su fijacién. En algunos
€as0s, coma oturre con el reactivo ZENCKE (y en general en cuantos con-
tienen sublimado), sélo tras largos y repetidos lavados puede conseguirse
esto a satisfaccién. Para el condrioma es siempre titil mantener la pieza
recién fijada en una disolucién de bicromato al 1 % durante algunas ho-
ras, pero no més de un dfa. Si se emplea el dcido crémico, que es oxl-
dante muy enérgico, es preciso que su accién sea mucho mds breve.

En nuestras preparaciones hemos preferido usar la hematoxilina fé-
rrica como coloracién fundamental. El mordiente es el alumbre de hie-
rro, aunque también se puede emplear el sulfato ferroso y aun el cloruro
de hierro. Se facilita mucho la tincién del condrioma si, inmediatamen-
te del lavado para separar el exceso de alumbre, se trata la preparacién
con sulfoalizarinato sédico, que no solamente tifie, sino que refuerza la
retencién del hierro adsorbido por las estructuras coloidales condriosé-
micas y, por tanto, la posteuor fijacién de la hematoxilina. El viraje de
ésta al color azul se consigue con bicarbonato o con perborato sédico,

ue ademds acttan como diferenciadores lentos, segin antes se indicé.

El sulfoalizarinato sédico actiia como verdadero mordiente si para
tefiir el condrioma se emplea, no la hematoxilina, sino la Rubina §
(Fuchsina dcida) o el Violeta cristal, que son los colorantes clasicos de
estos orgénulos c1t0p1asm1cos Para demostrar la presencia y localizacién
de lpidos, los mejores colorantes son ¢l Suddn III y el Escarlata R. Con
ellos puede ensayarse la doble coloracidn, si prev1amente se tifié con he-
matoxilina debll pero su color qucda enmascarado si la grasa “ha sido
ennegreada por el dado 6smico o si estd mezclada con estructuras pro-
tefnicas y éstas han sido fuertemente tefildas por la hematoxilina.

Estimamos suficiente lo expuesto como indicacién de la técnica mi-
crograﬁca empleada para este estudio, aunque no hemos precisado deta-
lles ni nos hemos detenide en descrlpcmneq particulares. Siendo nuestro
propésito establecer la relacién entre mutaciones bioquimicas o metabd-
licas provocadas y correlativas modificaciones estructurales del piotoplas—
ma, hemos cuidado que las observaciones comparadas, que nos ensefien
aquella correlacién, sean siempre realizadas valiéndonos de preparacio-
nes rigurosamente confeccionadas con idéntica técnica, para eliminar la
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FIGURA 8 —Microfolografia de células merislemdlicas disceiadas de raiz de Faba vulgaris,
procedenle de semilla que se somelid a la accién del elil-urelano en disolucién al 0,5 %, duran-
le 24 horas y seguidamenle manlenida germinando duranle tres dias. Transcurrido esle plazo,
se corlaron las zonas cercanas a las puntas de las raicillas en crecimienlo, se fijaron con picro-
formol, se prepararon per el mélodo de disociacion, se lifieron con hemaloxilina férrica y se
mentaron en gelalina glicerinada. Si se compara con la microfolografia de la fig. 7 se obser-
vard que los nicleos han aumenlado de lamano, pero no sus nucleolos, ¥ en el ciloplasma se
percibe claramente la hipertrofia de muchos de sus orginulos corpusculares, Irilese de con-
driosomas o de dicliosomas, La amplificacidn, idénlica a la de la figura anlerior y a la de las
dos siguientes, es de 800 didmetros,

sospecha de que la variacién percibida puede ser artefacto provocado por
el cambio de fijador o por las condiciones, edad, etc. de la pieza histol6-
gica o por cualquier otra circunstancia mids o menos accidental.

Las microfotografias reproducidas en las figuras 7, 8, 9 y 10 son repro-
ducciones de microfotografias de células meristemdticas disociadas de
raiz de Faba vulgaris, preparadas siguiendo la misma técnica y en idén-
ticas condiciones. Las puntas de las raices se recolectaron a los tres dfas
de iniciarse la germinacién de la correspondiente semilla; fueron fijadas
con picroformol, se les sometié a las manipulaciones de disociacién, se
colorearon con hematoxilina férrica y se montaron en gelatina glicerina-
da. Las microfotografias se obtuvieron con el mismo aparato y todas am-
plificadas 800 didmetros. Sin recelo alguno, son pues, perfectamente com-
parables.

La figura 7 reproduce la microfotografia de una preparacién por di-
sociaciéon de células meristemdticas normales de la raiz de dicha planta
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y, segiin hemos advertido, al decir «normales» queremos significar que
la semilla de donde proceden no fué sometida a la accién de agente idio-
quinético alguno. El grabado permite apreciar bien el desarrollo del con-
drioma, en modo alguno hipertrofiado.

FIGURA 9.—Microfolografia de células merislemdlicas disociadas de raiz de Faba vulgaris,
procedente de semillas que fueron somelidas durante 24 horas a la influencia del etil-uretano
en disolucidén al 1%, mdxima c¢oncentracién posible, tras la cual esta substancia es complela-
mente lelal. Inmediatamente después, las semillas se mantuvieron en germinacién durante
tres dias, manifestindose gran lenlilud en el desarrollo, con deformidad en las raicillas asi pro-
ducidas. A continuacién se prepararon como en el caso de las mencionadas en las figuras an-
teriores, Obsérvese que por efecto de la elevada concenlracion del agenle idiogquinélico, se ha
producido considerable reduccién en el volumen de los nicleos (a la inversa de lo sucedido s
la concenlracidn no excede del 0,5 %) y lambién de los nuec eolos (en los cuales la reduccitn
tiene lugar yaa la coneentracidn del 0,5 9.). En cambio los orginulos ciloplismicos, condriosémi-
cos o dictiosémicos, se han hiperlrofiado lo mismo o mis que en el caso de Ia figura anterior.
En algunos de eslos orgénulos, que por su posicidn han resullado bLien enfocadcs, puede verso
su estructura, compuesla de una zona corlieal gruesa bien lefiida con la hemaloxilina ¥ una -
esférula central clara, que fija fuertemente el Suddin 111 o el Escarlata R, por su gran rigqueza
en lipidos,

Las figuras 8, 9 y 10 son microfotograbados de preparaciones de .
andlogas células meristemiticas disociadas, pero procedentes de ejempla-
res de raices producidas por semillas que se sometieron a la accién de diso-
luciones de etil-uretano. En ellas es muy perceptible la hipertrofia de
condriosomas. Basta para evidenciarlo comparar estos grabados con el
de la figura 7.

En la figura 8 se fotografiaron células de la zona meristemdtica de la
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raiz de Faba vulgaris procedente de semilla que se mantuvo sumergida
durante 24 horas en una disolucién de etil-uretano al 0,5 9, e inmediata-
mente después se hizo germinar en liquido hidropénico durante tres
dfas, al cabo de los cuales se recolectaron las raicillas producidas, se fija-
ron con picro-formol y se prepararon del modo descrito antes.

FIGURA 10.—Microfolografia de eélulas merislemilicas disociadas de raiz de Faba vulgaris,
desarreladas al germinar duranle lres dias semillas que previamenle, durante 24 horas, fueron
somelidas a la accidn del elil-urelano en discluecion al 1 %, exaclamenle lo mismo que en el
easo de la figura 9, preparadas por disociacion de la misma manera v vistag con el mismo
aumenlo de 800 didmelros,

En ésla se folografié junlamente la eseala micromélrica ocu'ar y resultaron bien enfocadas

v

4 células, cuyos orginules cilopldsmicos hiperirofiados permilen ver ficilmenle la eslructura
vesicular que indicamos en la deseripeidn de la figura anterior. Obsérvese lambién la oslensi-
ble reduccitn de lamafio que tiene lugar lanlo en los nidcleos como en los nucleolos, conse-

cuencia de la accion del agente idioquinélico a tan elevada concentracién, como es, para esles
efectos, la del 1 9,

Exactamente el mismo tratamiento se empleé en los ejemplares uti-
lizados en las preparaciones correspondientes a las microfotografias re-
presentadas en las figuras 9 y 10; pero con la diferencia de que las res-
pectivas semillas en las 24 horas anteriores a su germinacién fueron tra-
tadas con disolucién de etil-uretano al 1 9, es decir, a doble concentra-
cién que en el caso representado en la figura anterior. La escala micro-
métrica ocular fué también enfocada en esta figura 10. Claro es que el
enfoque s6lo es bueno en el centro del campo fotogrifico y por esto son
las células alli situadas las que mejor dejan percibir sus detalles estructu-
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rales. Diremos también que la concentracién del 1 % en la disolucién de
etil-uretano es ya letal o estd al borde de la letalidad y la germinacién
subsiguiente se realiza con dificultad y con deformidad de la plantula
producida. Pero interesé emplear tan clevada dosis del agente idioqui-
nético para observar en las células sus miximos efectos.

En las fotografias de las figuras 8, 9 y 10 los gruesos corpisculos ci-
topldsmicos que tan claramente se observan son condriosomas o dictio-
SOMUS hlpeltroflados por la Influencia del agentc ldloqumeuco que ac-
tud sobre la semilla previamente a su germinacién. La comparacién con
la mlcmfotografla de la figura 7 no deja sobre ello duda alguna, puesto
que la técnica micrografica seguida ha sido idéntica en los cuatro casos.
Podemos, pucs, sentar la afirmacién de que el etl-uretano, conveniente-
mente usado, determina en el curso del desarrollo celular la formacion
de estructuras distintas a las normales y, claramente un microgigantis-
mo de ciertos elementos citopldsmicos. La figura permite apreciar una
estructura vesicular en muchos de estos gruesos corpisculos citopldsmi-
cos que resultaron bien enfocados al microfotografiarlos: Constan de
una zona cortical o corteza relativamente gruesa, blen tefiida por la he-
matoxilina, y una parte central clara, mas refringente, no tcflida por este
reactivo, pero coloreable por el Sudédn III o el Escarlara R. Por tanto,
deducimos que la parte central del corpisculo estd constituida por li-
poides y 16gicamente suponemos que la zona cortical proteinica, que por
completo Ia envuelve, es la elaboradora de tales substancias. Esta estruc-
tura nos hace sospechar que estos organulos citopldsmicos, tan hipertro-
fiados por la accién del etil-uretano, son en realidad dictiosomas.

Los analisis quimicos, cuyos resultados y conclusiones mencionare-
mos en otro lugar, demuestran igualmente una notable accién excitante
‘'sobre la actividad metabdlica elaboradora de lipidos, determinada por el
etil-uretano. La dosis dptima del reacrivo idioquinético para estos efectos
es, como después veremos, bastante inferior a la empleada en el trata-
miento de los ejemplares estudiados micrograficamente.

El etil-uretano, actuando scbre la semilla dlspuesta para germinar
seglin el modo ya indicado, ejerce también accién excitante en el desa-
rrollo de partes u orgdnulos nucleares, con .el consiguiente aumento del
volumen total del niicleo. Microgrificamente hemos medido los volime-
nes de sus nicleos en millares de células, valiéndonos siempre de prepa-
raciones por disociacién y guardando las precauciones de identidad de
método técnico para compararlas. -

En la Tabla I se anotan los voliimenes hallades midiendo los nicleos
en un milar de células de las zonas meristemdticas de raices de Faba
vulgaris, normales, es decir, que no experimentaron la. accién del agente
idioquinético y fueron recolectadas y preparadas a los tres dias de germi-
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nacién de las correspondientes semillas. Se trata, pues, de las mismas

células parcialmente microfotografiadas en la figura 7. Obsérvese en la

tabla que el valor modal o moda corresponde a la clase 1.124 1* ; pero

son también frecuentes los valores que difieren del modal en 200 ,° en
.

mis o en menos.

La Tabla II indica de andlogo modo, los valores hallados midiendo el
volumen nuclear en 1.000 células de preparaciones microgrificas de me-
ristemos de wdénticas raices, pero de plantulas procedentes de semillas
que experimentaron la accién del etil-uretano a la concentracién de 0,59%,.
Observemos que ahora el valor modal corresponde a la clase de 1.386 u?
de volumen, con una caida brusca en el nimero de nicleos de mayor di-
mension. En cambio son frecuentes los valores inferiores al modal en
200 y ain en 400 micras cibicas. Por consiguiente, la influencia del etil-
uretano, a la concentracién expresada, se manifiesta en el nicleo por con-
siderable aumento en su volumen, viniendo a convertirse en modal el
valor que en las células normales corresponde al méximo, pero sin que
ello implique la formacidn de otro miximo que pueda obedecer a una
curva de Galton ordinaria. El grabado de la figura 8 representa células
idénticas a las aquf referidas.

Si en la disolucién empleada en el tratamiento previo de las semillas
de Faba wulgaris aumentamos la concentracién del etil-uretano, llegando
hasta el 1 %, que es el limite tras el cual se llega a la completa letalidad,
se observa, en cuanto al desarrollo volumétrico de los nicleos celulares,
un fendmeno contrario al que apreciamos en el caso anterior. Es decir,
ahora el valor modal de los voltimenes nucleares retrocede hasta la clase
372 1* de volumen y son también frecuentes valores que difieren del
modal en 200 micras cibicas en mds 0 en menos, segin indican los da-
tos con51gnados en la Tabla ITI. Por Con51gulente, de una manera brusca,
al acercarnos al limite letal en la concentracién del agente idioquinético,
su accidn respecto al niicleo cambia, de manera que de excitante se ha
convertido en: fuertemente deprimente determinando un verdadero ena-
nismo nuclear. Los grabados de las figuras 9 y 10 rep1csentan células cu-
yos nucleos se hallan en este caso,

Trazando con los anteriores datos los correspondientes poligonos de
frecuencia y combinando en la misma graﬁca los tres distintos casos de
las Tablas I, 1T y III, se aprecia a prlmera vista el efecto excitante o de-
prlmente sobre el desarrollo nuclear, segliin que la concentracién del etil-
uretano en la disolucién empleada fuera de 0,59 o del 19. (Fig. 11).

La escala de valores (que en biometrfa se llaman «clases») de los vo-
limenes se marca en la linea horizontal inferior, o eje de abcisas, en mi-
cras cibicas. En los lugares correspondientes a los valores hallados en la
medicién directa, se trazan ordenadas (lineas de puntos en la figura):
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FIGURA 11.—Poligonos de frecuemncia, como represenlacion grifica de la variabilidad en el
valor del volumen nuclear de células merislemiticas de raiz de Fuba vulgaris en los {res dislin-
tos casos cxpresados en las Tablas I, 11 y 11l Eu la figura, se superponen los itres poligonos
correspondienles, seiialados con lineas difercnies, segin sc indica en ¢l dibujo. En la llnea
horizontal de abscisas se ha sefialade una escala de valores en micras cibicas. Las clases que
conslan en las referidas tablas se niarean con lineas de puntos perpendiculares al eje de ubsci-
saé_en el lugur gue indica su vulor y de longilud proporcional a la freeuencia, indicada tam-
biérn por la cifra escrita en el extremo de cada perpendicular, los puntos asi seiialudos se unen
pur rayas diferenles en cada caso, pava indicar lau gréfica de voriabilidad. La figura mussira
con claridad ol cambio que experimenia la mods o valor modal por la influencia del etil-ure-
tano, en direccidn al micregigantisito si la concenbracidn no excede del 0,5 % y, por el con-

Lramo, mds enérgicamenle en direccién al micreenanismo si la concentracion de fal agenlo es
del 19.

proporcionales al nimero (que en biometrfa se dice «frecuenciar) de ni-
cleos que lo presentan del total de los medidos. La frecuencia por mil la
sefialamos, ademds, por la cifra correspondiente. Uniendo los puntos asf
marcados por una linea, que resultard quebrada, se obtiene el llamado
poligono de frecuencia, equivalente a la grifica que expresa la variacidn.
Como en nuestra figura superponemos tres poligonos, tal linea la sefiala-
mos contintia en el caso de niicleos de células normales (Tabla I), con
linea de punto y raya para los nicleos que fueron influidos por el etl-
uretano al 0,5 9% (Tabla II) y con linea de raya y trazado cruzado cuan-
do los nicleos experimentaron la influencia de este agente en disolucién
al 1 9 (Tabla III).

Si después de constderar el nicleo en conjunto, medimos los volime-
nes, observaremos fendmenos distintos, IXn la Tabla IV se anotan los re-
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TABLA I

Variabilidad en el volumen de nicleos de células meristemdticas en raices
de Fabe vulgaris, normales, a los tres dias de germinacion, Medidas en prepa-
raciones por disociacion.

CLASES FRECUENCIA " PROPORCION

Volumenes Nuamero 9%

681,8 pt ) 152 15,2

885,6 p® 284 -28.4
1.124,6 p8 319 3.9
1.386,3 p® 245 24,5

1.000
TABLA Il

Variabilidad en el volumen de nucleos de células meristemdticas en raices
de Faba vulgaris. desarrolladas a los tres dins de germinacién de semillas pre-
viamente tratadas durante 24 horas por una disolucidn de etzl-uretano al 0,59,
Medidas en preparaciones por disociacidn.

CLASES FRECUENCIA PROPORCION
Voliimenes Numero %
576,6 u® 22 . 2.2
681,8 p® 210 21,0
1.023,4 3 ' 349 34,9
1 386,3 pb 409 --40.9
1.530,1 ¢ 10 1,0

TABLA III

Variabilidad en el volumen de nicleos de células meristemdticas en raices de
Faba vulgaris, preparadas & los tres dias de la germinacién de semillas que
fueron previamente tratadas durante 24 horas por una disolucidn de etil-ureta-
no al I %,. Medidas en preparaciones por disociacion.

CLASES FRECUENCIA PROPORCION
Voltimenes Nimero o

2078 p3 175 17,5

372,6 p? 490 49,0

575,6 13 21 22,1

681,8 nt 73 7.3
“1.023,4 p3 41 4,1

1 000 -
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sultados obtenidos al medir los nucleclos de los niicleos normales cita-
dos en la Tabla I. El valor modal del volumen nucleolular c¢n estas cé-
lulas es de 64 micras clbicas; pero son también muy frecuentes los de
volumen mitad menor. En cambio, apenas pasan de un 10 9 los meno-
res de 32 u3 o los mayores de 64 ps.

En la Tabla V se anotan los volimenes de los nucleolos que forman
parte de los nucleos valorados en la Tabla II, es dear, co'rrespondientes
a células meristematicas de raiz de Faba vulgaris influidas por la accién
del etil-uretano al 0,5 9%. El valor modal del volumen nucleolular corres-
ponde ahora a la clase 32,8 p3 (33 p3 préximamente), esto es, al volumen
mitad menor del modal en nucleolos normales. Por consiguiente, en el
desarrollo del nucleolo el etil-uretano al 0,59 actGa como deprimente
o freno, al contrario que en el micleo total, donde claramente produce
una accidn excitante.

En la Tabla VI se anotan los voliimenes nucleolulares correspondien-
tes a los nicleos que sc citan en la Tabla I, referentes a células meris-
temdticas de las tantas veces mencionada planta, que experimentaron la
influencia del etil-uretano a la concentracién 1 %. Como se ve, se acen-
tua considerablemente la reduccidn del tamaho de los nucleolos. La
moda corresponde ahora al volumen 13,5 micras cubicas. .La depresiva
influencia del agente idioquinético a esta concentracién, ¢s bien mani-
fiesta tanto en el nucleoclo como en la totalidad del nicleo.

De un modo semejante a lo trazado antes para expresar griaficamen-
te estos hechos, en la figura 12 representamos, combindndolos, los poli-

onos de frecuencia referentes a los volimenes nucleolulares citados en
lag Tablas IV, V y VI. Resalta claramente en esta figora como en el vo-
lumen del nucleolo el valor modal se desplaza hacia la izquierda (que es
Ja direccién hacia el enanismo} a medida que aumenta la concentracién
del agente idioquinético. A la derecha (direccién de mayor tamafo o gi-
gantismo) se halla la moda de los nucleolos de ¢élulas normales, Muy a la
1zqu1erda hacia ¢] enanismo, se sitila la moda del volumen de nucleo_
los que fueron influidos por el etil-uretano en su concentracidén mixima
del i %. Y entre uno y otro extremo estd el valor modal dec nucleolos
que cxperimentaron aquella accidn del mencionado agente a la concen-
tracién de 0,5 9%. Si trazdramos una linea que uniera las tres cumbres de
la figura total, su oblicuidad ascendente hacia. la izquierda (enanismo)
indica la intensidad de la accién depresiva, sobre este orgénulo, del etil-
uretand y su variacién con la concentracidn,

Comparando las dos figuras 11 y 12 se aprecia inmediatamente la di-
ferente conducta, en cuanto a su desarrollo, de los nicleos en relacién
con sus respectivos nucleolos, consiguiente a la accién de concentraciones
distintas del agente idioquinético que estudiamos. Observamos que en
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TABLA IV

Variabilidad en el volumen de los nucleolos correspondientes a los nicleos
de las c8lulas meristemsiticas normales de raiz de Faba wvulgaris, a los tres
dins de germinacidn, sin tratar con disolucién de etil-uretano. Corresponde a los
micleos de la Tabla 1.

CLASES FRECUENCIA PROPORCION
Volumenes Numero %
13,5 u3 135 13,5
32,8 p* 255 25,5
63,9 nt 500 50,0
80,3 p? 110 11,0
1 060
TABLA V

Variabilidad en el volumen de los nucleolos corespondientes a los nicleas
citados en la Tabla II, de células meristematicas de raiz de Fabe vulgaris pro-
cedente de la germinaciém durante tres dias de semilla previamente tratada
durante 24 horas con disolucidn al 0,5 9, de etil-uretano.

CLASES FRECUENCIA PROPORCION
Voldmenes Ntunero %
21,9 p® C 116 11,6
32,8 p? 625 62,5
63,9 p3 202 .20,2
80,3 p3 57 5,7
: 1.000
TABLA VI

Variabilidad en el volumen de los nucleclos correspondientes a los nicleos
mencionados en la Tabla III, pertenecientes a células meristeméticas de raices
de Faba vulgaris, desarrolladas durante tres dias de germinacién de semillag
tratadas previamente durante 24 horas con disclucion de etil-uretano al 1 9%.

CLASES FRECUENCIA PROPORCION
Voltimenes N1vimero 9%,

4,1 p8 80 8,0

13,5 p 691 69,1

21,9 p3 229 22,9

1.000
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FIGURA 12.—Poligonos de frecuencin indicando grilicamente la variabilidad del valor del
volumen de los nucleolos de células merisiemidicus de raiz de Fabe vulgaris, segin los datos
que figuran en jas Tablas 1V, V ¥y VI, Los tres poligonos han sido dibujados en una sola figu-
ra, del mismo que hemos hecho en la 11 y senalando los tres distintos casos en forma igual
Para Jos nucleolos, iralindose de erginulos muy pequefios, la escala de clases ha de ser otra,
como se marca ¢n ¢l cje de abscisas on micras cabicas. La figura muestra céomo la accién del
etil-uretano es siempre de tendencin inhibitoria del dessirrollo de los nucleclos

consiguienle, a desplazar su  valor modal en la  direccidn el
cuanto mayor es la concendracicn del elil-urelano

, lendiendo, por
donde sdle a la gran

¥ lanto mias
al conlrario de lo ocurrido en los miacleos
1 9% osta substancia aclia

imicroenanismo

: r
desarrollo, en tanlo que al 0,56 es claramenle excilunte y desplaza ¢l valoe medal del volumen
de los niicleos en la direccion dal microgigantismo

concentracion del

como  deprimenle de ~su

los niicleos normales la moda ocupa una pOSlClOIl central y ‘el etil-ureta-
no al 0,5 9% determina ligero desplazamiento del valor modal hacia la
derecha, es decir, con rendencia al gigantismo. Lo contrario ocurre en el
nucleolo, que ya a esta concentracién desvia su moda a la izquierda.
Pero si la concentracidén del agente es del 1 9%, tanto el nicleo como el

nucleolo desplazan su valor de la moda hacia el enanismo. Entonces hay

concordancia entre el nucleolo y el conjunto nuclear en cuanto a su
desarrolio. :

El etil-uretano hasta una concentracién mixima del 0,5 9, actuando

José Loustdu y Angel Oriufio
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sobre la semilla durante ¢l tiempo indicado, ejerce sobre los niicleos una
influencia excitante del desarrollo con tendencia al microgigantismo.
Pero si la concentracién de aquel reactivo aumenta, se produce la inver-
sién de tal influencia, que de excitante cambia en fuertemente depri-
mente. Pero sobre una de sus partes esenciales, los nucleclos, el agente
idioquinético ejerce siempre accién depresiva sobre su desarrollo vy con
tanta mayor intensidad cuanto mayor es su concentracién.

En el condrioma, el agente idioquinético produce siempre accién ex-
citante del desarrollo de todos o de muchos de sus elementos, tanto
obrando al 0,5 9% como al 19, segin puede observarse en las figuras 8,
9 y 10. Por consiguiente sobre condriosomas y dictiosomas la influencia
del etil-uretano es siempre contraria a la que ejerce sobre el desarrollo de
los nucleolosomas o elementos integrantes del nucleolo. Aquellos se hi-
pertrofian y éstos se reducen. La dificultad que ofrece medir en prepa-
raciones micrograficas elementos tan pequefios como son estos orginu-
los, apreciando diferencias de tamafio de fracciones de micra, nos ha
hecho renunciar al intento de reflejar, estadisticamente en tablas de va-
riabilidad y graficamente en poligonos de frecuencia, Ia oscilacién de los
valores modales de estos condriosomas.

En cuanto a la notable reduccién del nucleole por el inﬂujo del etil-
uretano aun a pequefia concentracién, cuando, por el contrario, el ni-
cleo resulta mids desarrollado, pudiera ser debida a una retencién de nu-
cleolosomas en la red cromdtica como uno de los efectos que el agente
idioquinético determina. En nuestro antes citado trabajo sobre morfolo-
gia v conducta de los nucleolos llegibamos a la conclusién de que tal
organulo nuclear esti integrado por otros granulares, muy pequeiios, del
tamafio de infimas mitocondrias, que llamdbamos nucleolosomas; éstos
pasan a los cromosomas durante la profase y son segregados y vienen
a formar nuevos nucleolos en telofase. Pudiera ocurrir, que por la in-
fluencia del agente idioquinético, esta segregacién telofésica se verificard
solo parcialmente, permaneciendo en la red cromdtica muchos nucleo-
losomas. Por ello €l nucleolo resultard menor, aun habiendo aumentado
el volumen total nuclear. De ser asi, €] fendmeno se manifestard también
bxoqulmlcamente §l, COmo suponemos, los nucleolosomas son orgdnulos
cataliticos que sintetizan aminoécidos y polipéptidos.

Otra hipétesis explicativa de los hechos sefialados puede fundamen-
tarse en el fenémeno, revelado v estudiado por varios notables biélogos,
de emigracién de nucleolosomas al citoplasma, atravesando la membra-
na nuclear y viniendo a sumarse a los elementos del condrioma. Cabe
pues, en nuestro caso, admitir la posibilidad de que el agente idioquiné-
tico haya actuado como inductor de una fuerte emigracién de nucleolo-



119z C-328 José Loustau y Angel Ortufio

somas al citoplasma. Esto, ademds, daria razén de hipertroﬁa condrio- -
sémica correlativa a la considerable reduccién nucleolosémica, que tiene -
lugar tanto a menor como a mayor concentracién del reactivo.
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I11
INTRODUCEION A LA PARTE EXPERIMENTAL

En el estudio sobre la influencia de los uretanos en la fisiologia celu-
lar podemos citar como precursores a WarBURG y ‘a CLARK, quienes ob-
servaron en los huevos fecundados de erizo de mar un retraso en la parti-
cién cuando eran sometidos a estos agentes quimicos. MANGENOT en sus
investigaciones sobre la accién de los ésteres del dcido carbdmico en ani-
males y plantas reconoce un comportamiento anidlogo en ambos reinos.
Happow y Sexton (I) en sus trabajos experimentales demostraron la ac-
cién inhibidora de los uretanos en la germinacién de semillas. Kurt
Honw (2) en sus estudios micrograficos realizados en el Instituto de Bota-
nica General de Ia Universidad de Zurich sobre la accién de los uretanos
en la mitosis de células meristemdticas de raices de Faba vulgaris y del
Allium Cepa, afirma que los uretanos actiian no en la profase celular, sino
en la metafase {metafase bloqueada o stathmocinesis), impidiendo la se-
paracién de los cromosomas en la estrella madre, formando un ovillo
grande con doble nimero de cromosomas, semejante a los obtenidos por
Dustiv (3} estudiando acciones cariocldsticas de alguna sustancias, entre
éstas la colchicina. BasTrUpP-MapsEN (4) ve esta celuloestasia en la re-
produccién de los fibroblastos. Por todo ello, al revisar la b;bhografla los
uretanos quedan definidos como sustancias bloqueadoras de la mitosis
celular.

Nosotros admitimos que la accién blogqueante de la mitosis celular
que posce ¢l etiluretano tenga en cierto sentido una relacién intima con

(1) Huooew y Sextox: Nafnre, 1046, 157, 500.

(2) XKurr Homn: Die Beinflussung der Mitore durch Urcthan. Ezper., 1947, 1II, Fase. 3,
108,

(3) Pierre Dustic: Some New Aspocls of Milotis poisoning. Naeture, 1947, 159, 792,

(4) P, Bastrur-Mapsev: Einfluss von Urethan auf die Teilung von Fibroblaslen.-Acta
pathol. scand, 1949, 26, 93. )
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los radicales hidréfilos y lipdfilos de su estructura molecular, Posee dos
radicales libres, uno hidrofilico (—NH.), v otro lipéfilo (—CH.-CH.,), y
un grupo blequeado por estos dos radicales de naturaleza hidrofilica
(-CO0-).

La accién mitocldstica del uretano es en un todo parecida 2 la del
dioxanc e incluso la tensidn superficial (a). Esta posee en su estructura

molecular cuatro grupo lipéfilos (— CH. —) y dos hidréfilos {(— O —}.

0]
AN 1 - CY:
c}]'-_].2 CH, /O_C]IQ C]Ia
| | 0::0\
CH, CH, NH
o~ ¥

Cuando la molécula de etil-uretano se dirige hacia la célula para ser
absorbida, inicialmente provoca un cambio fisico-quimico en la membra-
na, causa de alteraciones protoplasmlcas mas profundas mas tarde, al
disolverse este agente qu1m1c0 en el agua del jugo celular hard descen-
der la tensién superficial de ésta por efecto del aumento de superficie
provocado por acto de presem:la del uretano y sus moléculas, dirigiéndo-
se a la superﬁc1e e]erceran una presién sobre las particulas coloidales
que por adherencia originarian la. adsorcién. Podriamos considerar al
uretano como un puente de contacto entre su disolucién acuosa y las es-
tructuras inframicroscépicas celulares de naturaleza 11popr0t(:1cas lipo-
glucidicas y lipoideas en general, existiendo entre los radicales de la mo-
lécula de etil-uretano una reciprocidad entre la solubilidad en el agua y
la solublhdad en las estructuras hpldlcaq del protoplasma celular,

Cuando el uretano ejerce su accién a dosis minimas sobre la célula
se podria admitir como una estructura biocatalitica formada entre un
biocoloide y un cristaloide, como un soporte coloidal, apofermento, y un
grupo activo, cofermento {en nuestro caso ¢l uretano), causando una ex-
citacién vy aumento de funcionalismo celular, que Ileva consigo un
aumento del volumen nuclear. §i se sobrepasa la dosis éptima de etil-
uretano, entonces actia este agente bloqueando los grupos capaces de
adsorber las sustancias oxidables, lo que llevarfa consigo la inhibicién de
la respiracién celular y procesos bioquimicos metabélicos con disminu-
cidn de volumen nuclear. . :

T.a accién mitoclastica del uretano no queda claramente definida en
nucstras experiencias actuales, en todo caso débilmente, pero sf podemos
anticipar que su mecanismo de accién es més complejo y amplio, tenien-
do lugar en todo el protoplaqma celular y principalmente en los cor-

(a} La tension superﬁci'a'l del dioxano al 2 % es de unas 30 dipasfcms,
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pﬁsculos con cierta autonomia dentro de la célula en cuyas " estructuras
quimicas forman parte los lipidos simples y complejos

Pretendemos relacionar en nuestros estudios experimentales la” estruc-
tura microscopica e mframlcroscoplca de la célula con la influencia
cuantitativa de agentes quimicos o fisicos, existiendo siempre, sea cual
fuere el agente, una dosis de accién permanente compatible con la vida
celular y que consideramos de gran importancia su investigacién,

PartE EXPERIMENTAL

1.°  Estudio de la tnfluencia del etiluretano a la concentracion del
0,05 % y 0,1 % en el desarrollo de plintulas de Faba vulgaris cultivadas
sobre soluciones hidropdnicas.

En esta primera parte, las plantulas de Faba vulgaris en cultivo dis-
ponen para su desarrollo de los elementos macroscépicos y vestigiales de
la solucién hidropénica (1) y de los principios nutritivos que se encuen-
tran en los cotiledones en cantidades suficiente para asegurar el creci-
miento durante 30 dias, tiempo de estas experlencms

Método expeﬂmental —Se pusieron varios lotes de semlllas de Faba
vulgeris en agua y disoluciones de etiluretano al 0,05 9% v 0,1 9 respec-
tivamente, durante 24 horas. Seguidamente se colocd cada lote en el ger-
minador correspondiente. Transcurridos tres dlas las semillas germina-
das fueron puestas en tubos de ensayo de boca en embudo, de tal manera
que cada tubo sélo tuviese una sola p lantula con su corréspondiente diso-
lucién hidropénica en los lotes de pldntulas tipe o normales; en las res-
tantes, uretano al 0,05 % y 0,1'% adicionado a dicho medic nutritivo.
Solamente fueron controladas aquellas plintulas que crecieron, adaptan-
dose a estas condiciones de cultivo. Las disoluciones se renovaron en dias
sucesivos con objeto de mantener constante la concentracidn.

Durante 30 dias se midié diariamente en cada planta la longitud del
tallo y raiz principal. Al finalizar el tiempo propuesto se midi6 la longi-
tud total del tallo, entrenudos, rafz principal y secundarias y niimero de
éstas.

En todas las expenenmas se procuré mantener idénticas las condicio-
nes de cultivo: edad de las semillas, tratamiento previo, las concentra-
ciones del agente quimico en estudio, luz y temperatura.

Las plantas de cada lote fueron desecadas para realizar el estudio
analitico de los lipidos. ‘

(1} E. G, MuLoer: Imeshgnhons on the N:lrogcn nutrition of pea plants.-Plant and Sml
I, nam. 2, paig. 200. Augusl.,, 1948,
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Se tomé como criterio los valores medios de las medidas del creci-
miento de tallos, raices principales, raices secundarias y su mimero, y
contenido en lipidos. (Tablas V11, Vil IX, X y XI).

SOLUCION HIDROPONICA

Agua destilada . . . . . . . . 1 litro

KH,PO, . . . . . . . . . . 0279 grs
KHPO,., . . . . . . . . . 0193 grs
KNGO, . . . . . . . . . . . 0200 grs
MgSO,7H,0 . . . . . . . . 0108 grs
CeSO,2H,O . . . . . . . . 0225 grs.
FeCl,6HO. . . . . . . . . 5  mgs.
MnSO,4HO . . . . . . . . 0,6 mgs,
CuB0 68,0 . . . . . . L. 9,15 mgs.
HBo, . . . . . . . . .. 10,15 mgs.
Na,MoO, . . . . . . . . . . 10:06 mgs.

Valoracién de lipidos: Las raices, tallos y cotiledones de cada lote de
plintulas en estudio fueron triturados separadamente hasta la obtencién
de polvo finamente dividido. S1gulendo el método de Herrwic, fueron
extraidos los lipidos con etanal absoluto-cloroformo (v/v) en aparato de
Soxhlet. Una vez pesados los lipidos totales de las raices, tallos y cotile-
dones, se calculd ¢l contenido y 9 correspondiente a cada dérgano (Ta-

bla XI).

Conclusiones

1.* Las plindulas cultivadas en discluciones nutritivas .de etil-ureta-
no 4l 0,05 9 y 0,1 9%, presentan caracteres morfolégicos, aunque no fisio-
logicos, semejantes a las normales.

2. iLas plintulas desarrolladas en disoluciones de wretano al 0,059
y 0,1 A, tienden a expresar matematicamente una funcién exponen(_lal
‘de crecimiento serne]ante aunque con :distintos valores, ‘a las »cultivadas
en condiclones nutritivas -normales.

3.* La concentracién optima para ¢l -desarrdllo :de plintulas de Faba
vulgaris es 'del 0105 9 de -etil-uretano.

4" Los mayores contenidos y porcentajes en lipidos de los :tallos,
raices y cotiledones corresponden a las plintulas que fueron cultivadas en
‘soluciones hidropdnicas -con ‘uretano 41:0:05'%,.
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TABLA VII

Valores medios de las medidas del crecimiento de tallos y raices principales de
las pldantulas cultivadas en disolucién hidropénica

NORMALES
Tallos y Rafices
Tallos Rafces principales principales

Dias ¢ms. ems. ¢ms,

4 0,5 0,9 1,4

5 0,5 1,0 1,5

6 0.6 1,2 1,8

7 0,7 15 2,2

8 0,7 ‘ 2,0 2,7

9 0,8 2,5 3,3
10 1,00 3,0 4,0
11 1,5 3,5 5,0
12 2,0 4.5 6,5
13 2,0 5,3 7.3
14 3,3 7.2 10,5
15 4.0 9,0 13,0
16 4.0 11,0 15,0
17 5,5 12,5 18,0
18 6,0 13,0 19,0
19 8,0 15,0 23,0
20 10,0 17.0 27,0
21 11,0 18,0 29,0
22 13,0 18,0 31,0
23 14,0 18,5 325
24 16,5 19,0 35,0
25 18,0 19.0 37,0



1198 €-834 : o + ~José Loustau y Angel Orfufio

TABLA VIII

Valores medios de las medidas del crecimiento de los tollos y raices principales
de las plintulas cultivadas en disclucién hidropénica con

' URRTANO AL 0,05 9,

Tallos ¥ Rafces

Tallos Ralces principales prineipales
Dias ems. cms ems
0,5 0,8 1,3
5 0.5 1,0 1,5
6 0.5 1,5 2,0
7 0,7 2.2 2,9
8 1,0 3,0 4.0
9 1.0 3.0 4,0
10 14 3,0 44
11 2,0 4,0 6,0
12 2,5 6,0 B.D
I3 2,6 7,5 10,5
‘14 30 - 9,6 12,5
15 4,5 11,5 16,0
16 55 . 14,5 20,0
17 8,5 ' 17,0 23,5
18 9,0 - 19,0 28,0
19 11,0 21,0 32,0
20 14,5 20,5 35,0

21 18,0 23,0 41,0

30 33,5 29.0 62,5
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TABLA IX

Valores medios de las medidas del crecimiento de los tallos y raices p?“mmpales
.. de las plantulas cultivadas en disolucién hidropdnica con

URETANO AL 0,1 9,

Tallos y Rafces

. © Tallos " Raices principales principales .
"Dias R " ems. . - cms. : cIMS.
4 05 0,7 1,2
5 0,5 © 08 _ 1,3
6 0,5 1,0 1,5
7 0,7 1,6 , 23
B 0,8 2,2 3.0
9 1,0 3,3 43
10 1,3 4,0 5,3
11 T 1,8 5,5 7.3
12 2,0 8,5 10,5
13 2,7 9,0 11,7
14 3.0 10,5 13,5
15 4.5 11,5 16,0
16 5,7 12,7 18,4
17 7,0 14,0 _ 21,0
18 10,0 15,5 25,5
19 12,0 _ 17,0 20,0
20 14,5 18,0 32,5
21 17,0 19,0 36,0

30 32,0 29,0 61,0
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TABLA X

Valores medios de las medidas a los 30 dias de las longitudes del tallo, rai
principal y raices secundarias y nlimero de éstas, como consecuencia de la acti-

vidad meristemética

Tallo Raiz pral. Raicas secund. Madidas totales N.° raices second.
cms. cms, ems. cms. cms.
PLANTTUILAS NORMALES

23 21 ‘ 1978 241.8 41
PLANTULAS EN URETANQ AL 0,05 %,

33,5 20 2364 298,9 53
PLANTULAS EN URETANO AL 0,1 9%

32 29 209,6 270,86 41

ENTRENUDOS EN PLANTULAS

Normales. 1 -1 -3-5 -5 -6-245

Etil-uretano al 0,05 % .

I,5-15-4-65-9 -7-25

Etil-uretanc al 0,1 % . . . 2 -25-4-75-8b-4
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TABLA XI

Peso del tallo

Lipidos . N

% de lipidos del tallo,
Peso de la raiz .

Lipidos de la raiz .

% de lipidos de raices
Peso de los cotiledones .
Lipidos de los cotiledones .
9% de lipidos en cotiledones

Peso de los tegumentos (cu-
ticulas) .

Lipidos en los tegumentos .

% de lipidos en tegumentos .

Peso del talle y raices

Lipidos del tallo y raices

9% de lipidos del tallo y raices.

Peso del telld, raices y cotile-
dones. . e

Lipidos tallo, raices y cotile-
dones e

9, d lipidos tallo, raices y cotile-
dones e

Tallo, raices, cotiledones y te-
gumentos . e

Lipidos en raices, cotiledones y
tegumentos v .

% de lipidos en raices, cotile-
dones y tegumentos .

C-337 1201

Normal Uretanc ,05 % Uretano 0,1 94
0,3238 0,4808 0,5054
0,0542 0,0854 0,0636

16,7387 17,7620 12,5840
0,2112 0,2854 0,2704
06,0302 0,0440 4,0208

14,2002 15,4173 7,6923
1,6950 0,6090 0,7344
0,0736 0,0812 04,0762

10,5899 13,3333 10,3758
0,2898 0,2898 0,2502
0,0322 0,0170 0,0292

11,1111 5,8661 11,6466
0,5350 0,7662 0,7758
0,0844 0,1204 0,0854

15,79¢5 16,88% 10,879%
1,2300 1,3752 1,5102
0,1580 0,2106 0,1606

12,849, 15,31% 10,63 %
1,5198 1,6650 1,7604

10,1902 0,2276 0,1898

12,51% 13,36% 10,78%
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FIGURA 13.—Una de las experiencias que sirvié como malerial para el estudio microgrifi-
co de las etlulas merisleméticas en raices de plinlulas de Faba wvulgaris normales y bajo la
influencia de elil-uretano a las concenlraciones del 059%, 19% ¥ 1.5 9%. Obsérvese la disminu-
cién en longilud de las raices a medida que aumenla la dosis del agenle quimico en estudio.
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2" Estudio de la influencia del etil-uretano a la concentracion del
0,05 %, 0,1 %, 0,5% y 1% en el desarrollo de plantulas de Faba vul-
gaﬂs cultivadas sobre disoluciones acuosas excluswameme de etil-uretano.

En esta segunda parte, las plintulas de Faba vulgaris en cultivo sola-
mente disponen para su desarrollo, durante los 30 dias que duran estas
experiencias, de las sustancias y elementos nutritivos que se encuentran
en los cotiledones.

Método experimental. Los lotes de semillas de Faba vulgaris fueron
puestos en disoluciones acuosas de etil-uretano al 0,05 %, 0,1 %, 0,5% y

1 % respectivamente, durante 24 horas (fig. 13). Después de este tlempo
se pusleron los lotes en sus germinadores durante tres dfas. Las semillas

FIGURA 14.—Plantulas de Faba vulgaris colocadas en lubos de ensayo de boea en embudo
con disoluciones de sales nulritivas y etil-urelano al 0,05 %, 0,1 %, 059 v 19, respectiva-
mente.
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FIGURA 15.—Loles de pliniulas de Faba vulgaris, correspondienles a una de las experien-
cias del estudio de la influencia del elil-urelano a la concentracién del 0,06%, 0,19% 0,5 %
¥y 1% respeclivamente.
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que germinaron se colocaron cada una en tubo de ensayo de boca en em-
budo con su correspondiente disolucién de uretano (fig. 14). Como con-
secuencia de esta distribucién resultaron cinco lotes, cuatro con etil-
uretano a concentracién distinta en orden creciente, y uno con agua
como lote de referencia o normal (figs. 15, 16, 17 y 18). Andlogamente
a las experiencias de la primera parte experimental, para mantener cons-
tante las concentraciones del agente en estudio se renovaron las disolu-
ciones en dfas sucesivos. En todas estas experiencias se mantuvieron
idénticas las condiciones de cultivo.

FIGURA 16.—Plintulas de Faba vulgaris de una de las experiencias correspondientes al

estudio de la influencia del elil-urelano a las concenlraciones del 005 %, 01 %, 05% v 1%
en el desarrollo de plintulas cullivadas sobre disoluciones acuosas.

UNIVERS
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FIGURA 17.—Modificaciones de los lallos y raices en pléntulas perlenecienles a uno de los
lotes de semillas germinadas de Faba vulgaris cullivadas sobre disoluciones acuosas de urelano
al 0,5 %.
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FIGURA 18.—Plinlulas de Faba vulgaris con modificaciones manifieslas de lallos y raices
cuando son cullivadas en disoluciones acuosas de urelano al 0.5 9.
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Diariamente se midié en cada planta la longitud del tallo y raiz prin-
cipal. A los treinta dias se midié la longitud total del tallo, entrenudos,
rafz principal y secundarias, y nimero de éstas. Las plintulas de cada
lote se desecaron para realizar mds tarde la valoracién de lipidos. Se
tomoé como criterio los valores medios de las medidas del crecimiento de
tallos, raices principales, raices secundarias y su ndmero, y contenido en

lipidos. (Tablas desde las X1I a Ia XXIV y Fgs. 19, 20 y 21).

TABLA XII

NORMALES

Valores medios de las medidas del crecimiento por actividad meristemdtica
.del TALLO

Yalores medios
Dios . totales

" 06 07 06 05 05 07 086 07 08 05 0,62
8 06 07 08 09 07 08 08 08 08 05 0,74
9 06 07 08 10 07 08 0% 08 08 05 0,76
0 07 08 09 10 07 08 10 08 08 05 . 080

1m 08 1o 09 15 07 10 15 10 10 05 0,89
12 1,0 12 1,0 23 o08 10 15 12 1,3 05 1,08
3 12 16 L1 24 08 1,2 20 13 15 08 1,37
14 15 20 1,3 35 0% 15 25 L5 18 07 1,72

15 20 20 15 40 15 15 25 15 20 L0 1,95
16 25 23 17 45 25 20 35 17 20 12 2,39
17 30 35 20 50 25 20 35 20 25 15 2,75
18 40 38 30 655 30 30 45 20 25 20 3,33
19 55 10 35 60 35 35 55 30 30 26 371
20 62 10 42 70 42 37 65 35 35 30 4,28
21 7,0 1,0 50 80 50 40 75 40 40 35 4,90
22 100 1,3 60 100 65 80 90 50 55 50 6,63

30 26,0 24,0 21,0 280 190 19,0 125 21,0 190 220 2150
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TABLA XTII1
TURETANO 0,05 9%
Valores medios de las medidas del crecimiento por actividad meristemdtico

del TaLLo Yalores medios
Dios - . fotales
7 o7 08 06 05 07 07 06 09 05 09 0,69
8 10 1,0 o6 05 07 07 07 10 05 1.2 0,79
9 10 10 06 05 08 07 09 1,0 07 1,3 0,85
0o 10 13 07 o5 L0 10 1,0 L0 1,0 17 1,02
i1 10 15 09 06 1,0 10 13 14 1,2 20 1,19
12 15 20 13 07 15 15 20 20 15 25 1,65
3 17 22 14 08 17 L7 27 25 16 25 1,88

14 20 24 15 10 20 20 35 30 17 25 2,15
15 20 25 25 15 25 25 40 35 20 35 2,65
16 35 25 25 15 25 30 50 40 25 40 3,10
17 50 30 25 20 35 40 50 45 3,0 50 3,15
18 65 45 30 20 40 40 60 55 40 6,0 4,55
19 75 50 30 25 50 50 65 65 50 70 5,30
20 82 55 35 35 52 57 87 12 60 82 5,97
21 90 60 40 45 55 65 70 80 70 95 6,70
22 11,0 80 50 65 60 80 95 90 90 11,0 8,30

TABLA XIV

TURETANG 0,1 % -

Valores medios de las medidas del crecimiento por actividad meristemdtica

del TALLO Yaleres medios
Dias tofoles
7 o8 08 05 06 09 0% 07 06 05 05 0,66
8 1,2 12 06 06 10 07 07 06 05 05 0,78
9 13 1,0 0% 07 L0 o7 07 07 05 07 0,82
» 15 15 09 10 2 &7 07 609 06 08 0,98
11 20 20 L0 L5 15 07 08 0% 07 08 1,19
12 22 23 15 L5 20 07 10 1,3 Lo LO 1.45
13 26 26 20 22 22 oO08 12 16 15 12 1.79
4 30 30 25 380 25 09 15 20 20 15 - 219
1 30 40 25 30 25 15 20 20 20 20 245
16 45 55 30 35 35 20 25 25 25 25 3,20
17 50 60 35 40 45 30 30 30 25 25 3,70
8 55 70 40 45 50 30 35 3,0 30 40 4,25
19 60 80 50 55 60 35 40 45 35 5,5 5,15
20 70 90 55 57 70 40 45 49 40 6.2 5.78

21 80 100 60 60 380 45 50 353 45 70 6,43
22 90 115 75 70 85 70 80 60 55 80 7,80
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TABLA XV
URETANO 0,5 %

Valores medios de las medidas del crecimiento por actividad meristemdtica
del TALLO Yolores medios

Dias fotales

7 05 05 06 07 08 06 05 07 05 06 0,60

8 07 05 o7 07 10 08 09 07 05 086 0,71

9 1,0 06 07 07 1,0 08 10 07 05 06 0,76

10 1,0 06 07 07 1o 09 10 07 05 06 0,77
11 1,0 06 08 07 1,0 10 10 07 05 07 0,80 °
12 10 09 10 08 1,0 10 14 0% 10 07 0,97
13° 12 09 1,0 0% 1,2 10 14 09 1,0 08 1,03
14 15 1,0 1,0 L0 1,3 1,0 15 1,0 1,0 09 1,13
15 1,5 1,3 13 18 L5 1,3 15 1,0 1,0 1,0 1,24
16 15 1,4 1,3 1,3 1,5 15 20 10 10 1,0 1,35
17 1,5 1,5 15 15 20 15 20 1,3 10 10 1,48
18 1,5 15 1,5 1,7 20 L5 25 15 10 18 1,65
19 1,5 1,5 1,8 20 25 15 25 15 1,1 1,8 1,71
2 15 15 L8 20 25 15 25 15 11 18 1,77
21 15 1,5 20 20 25 20 25 20 15 18 1,93
22 1,5 15 20 25 25 20 30 20 15 1.8 2,03

30 17 15 20 20 35 40 35 25 17 25 2,49

TABLA XVI

NOEMALES

Valores medios de las medidas del evecimiento por actividad meristemdtica

de la ma1z principal Yolores medios
Dias folales
5 12 131 14 12 10 17 22 19 11 1,0 1,39
7 22 17 23 20 10 29 31 28 15 1,1 2,06
8 28 24 26 23 22 33 32 30 17 11 2,46
9 33 27 30 30 25 36 35 35 20 1.1 2,82
1 40 35 85 35 30 40 40 40 25 13 3,33
11 50 35 39 40 35 46 43 43 3,0 20 3,81
12 55 35 4,1 45 39 50 55 50 32 25 4,27
12 62 40 46 52 42 58 62 51 38 30 4,81
14 70 45 52 60 46 66 70 52 45 35 5,41
15 88 52 60 68 52 80 78 63 5§52 42 6,35
16 103 55 91 7.0 60 85 85 65 60 46 7,00
17 1,2 66 80 80 67 92 100 15 70 52 7,93

18 120 67 90- 86 74 95 100 75 78 60 8,45
19 133 80 98 95 80 100 105 85 90 66 9,32
20 144 90 109 105 90 105 11,0 89 97 77 10,16
21 155 10,0 120 11,5 10,0 11,0 115 93 105 88 11,01

22 15,5 106 125 125 103 11,0 120 93 115 95 11,46

30 21,0 175 170 155 105 160 165 150 160 18,0 17,20



Influencia del etil-uretano sobre los meristemos...

TABLA XVII
TURETANO 0,05 %
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Valores medios de los medidas del crecimiento por actividad wmeristemdtica

de la Ralz principal

Yolares medins

Bios totales

5 24 22 1,0 1.6 .20 1,5 1,3 1,3 1,8 2,2 1,73

7 24 246 15 23 32 2,1 1,6 23 25 .27 2,32

8 32 30 1.5 24 36 22 1,7 2,3 3,0 3.8 2,67

9 35 38 16 30 40 30 20 29 3,5 4,0 3,11
10 42 42 22 57 45 3,0 22 3,0 40 40 3,70
11 49 49 27 4.8 52 35 3,0 3,7 45 4,0 4,10
12 55 55 3,0 54 56 38 35 45 50 4,1 4,59
13 64 62 35 62 63 40 40 50 57 4.6 5,19
14 73 9,0 40 70 70 42 45 55 65 52 5,82
15 RO 172 45 495 75 50 50 65 7.5 6,0 6,47
16 95 80 48 85 80 50 55 75 8,5 6,5 7,18
17 10,5 85 351 95 92 56 60 9.2 95 7.2 8,02
18 125 90 55 105 92 60 65 105 11,0 7.6 8,83
19 130 95 60 11,0 100 65 7,0 12,0 125 8,0 9,55
20 140 10,7 6.2 11,6 10,7 72 1,2 13,5 14,5 8,7 10,42
21 150 120 &5 12,0 11,5 80 7,5 15,0 16,5 9.5 11,35
22 17,0 13,0 85 12,0 120 95 10,5 16,0 17,5 11,2 12,72
30 240 14,0 200 20,5 20,0 20,0 19,0 190 240 21,0 20,15

Valores medios de las

TABLA XVIII
URETANO 0,1 %

medidas del crecimiento por actividad meristemdtica

de la Ralz principal

Yalores medins

Dies tolales
5 22 30 17 1,5 1,6 1,0 1,7 1,6 1,6 2,0 1,78
7 35 40 25 20 20 1,2 23 20 2,0 2,2 2,37
8 40 40 30 21 2.5 1.5 28 2,0 2,0 3,0 2,69
9 45 40 33 25 3.0 1,5 30 23 25 a7 3,03

0 60 40 40 30 35 25 3.8 26 3.0 4,0 3,63

11 60 50 45 35 40 3,1 42 29 35 4.3 4,10

12 74 50 50 40 45 3,8 47 32 37 45 4.59

13 85 57 56 45 50 46 53 3.6 4,2 5,1 5,20

4 95 65 60 50 55 55 60 40 48 5.9 5,85

15 110 450 65 55 6,3 6,0 7,0 45 55 6,0 6,53

16 125 70 %970 63 68 75 T5 50 58 6,0 7.14

17 140 80 73 6.7 7,3 87 8.2 55 6,1 7,0 7,88

18 150 84 80 75 80 100 90 58 7,0 7,5 8,62

19 165 B85 80 85 90 10 95 60 74 80 9,24

20 17,5 97 8,7 95 95 11,5 102 6,5 64 90 10,05

21 185 11,0 95 1046 10,0 120 11,0 7,0 95 100 10,90

22 185 12,56 10,5 120 112 125 12,0 8,0 10,0 115 11,87

30 250 240 180 150 180 220 18O 165 17,0 20,0 19,35

A

f
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TABLA XIX
URETANO 0,5 9%
Valores medios de las medidas del crecimiento por actividad wmeristemdtica

de la RAIZ principal Yolores medios
Dias fatales
5 16 10 15 15 13 1,3 12 19 10 1.9 1,42
7T 022 12 15 20 16 k6 1,7 20 1,1 22 1,71
8 25 12 1,5 25 18 1,7 20 20 1,2 24 1,88
9 25 14 20 23 20 18 26 22 14 25 2,09

0 32 18 22 25 23 20 29 24 15 286 2,34
11 33 19 24 25 25 22 35 25 17 29 2,54
1236 25 25 27 27 23 40 30 30 3.0 2 93

13 38 26 27 31 28 25 41 30 30 31 3,07
14 40 27 30 35 30 28 43 30 30 33 3,26
15 40 30 30 40 30 30 45 35 30 35 3,45
16 45 35 30 45 30 30 47 87 30 37 3,66
17 46 37 37 50 33 30 48 40 30 38 3,89

18 47 40 39 55 33 35 50 40 3,0 40 4,09
19 50 42 42 6,0 35 35 52 42 30 40 4,28
20 51 46 43 62 37 37 53 43 3,0 4,1 4,43
21 52 50 45 65 40 40 355 45 3,0 42 4,64
22 52 5,3 47 65 40 40 56 50 30 472 4,75

30 70 120 %5 65 55 57 72 70 35 60 6,81

TABLA XX

NORMALES
Valores medios de las medidas del crecimiento por wetividad meristemdtica
del TALLO Y Ralz principal Yalores medios
Dios totales
7 28 24 29 25 15 36 38 35 23 16 268
8 34 31 34 32 28 41 40 38 25 16 3,20
9 39 34 38 40 32 44 44 43 28 16 3,58

10 47 43 44 45 37 48 50 48 33 18 4,13
11 38 45 48 55 42 56 58 5,3 40 25 4,70
12 65 47 51 68 47 60 1.0 62 45 30 5,35

13 74 56 57 7.6 50 10 B82 64 53 38 6,18
14 85 65 65 95 55 81 95 -67 63 42 7,13
15 o8 172 65 108 87 95 103 78 72 5.2 8,30
16 128 78 88 115 85 105 120 82 80 58 0,39

17 142 10,0 10,0 13,0 92 11,2 136 95 95 46,7 10,63
18 16,0 105 12,0 14,1 104 125 145 95 103 38,0 11,78
19 188 90 133 155 11,5 13,5 16,0 11,6 12,06 9,2 13,03
20 2046 10,0 151 17,5 132 142 175 124 13,2 104 14,44
21 225 11,0 17,0 195 150 150 190 13,3 145 123 1501
22 255 11,8 185 225 168 190 21,0 143 17,0 145 18,00

30 47,0 41,5 38,0 #3,5 38,5 350 290 360 350 40,0 - 3870
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TABLA XXI
URETANO 0,05 9
Valores medios de lus medidas del crecimiento por actividad merisiemdtica

del TALLQ Y RaIZz principal Volores medios
Dias fotales.
7 31 34 2, 28 39 28 22 3.2 3,0 36 3,01
8 42 40 21 29 43 29 24 33 35 50 345
9 45 48 22 35 48 3.7 29 37 4,2 53 3,9
10 52 55 29 62 55 40 32 40 50 57 4,72
11 3% 64 36 52 62 45 4.3 5,1 57 6.0 5,29
12 90 75 43 61 7.1 5.3 5.5 65 65 6,6 6,24
13 8,1 84 49 70 80 57 6,7 78 73 1.1 7,01
4 93 94 55 80 90 62 B0 85 82 9,7 7,98
i5 10,0 47 7,0 950 100 75 90 10,0 95 95 9,12
is 130 105 7,3 10,0 1048 80 10,5 11,5 11.0 10.5 9.48

17 155 11,5 76 11,5 127 95 110 137 125 122 11,77
18 190 135 85 125 13,2 100 125 160 150 136 13,38
19 205 145 90 135 150 11,5 135 185 175 150 14,85
20 222 162 97 150 159 129 139 20,7 205 169 1639
21 240 18,0 105 165 17,0 145 145 23,0 235 190 18,05
22 280 21,0 13,5 185 18,0 175 200 250 265 22,2 21,02

TABLA XXII
URETANO 0,1 9

Valores medios de las medidas del crecimiento por actividad meristemdtica
del TALLO Y RaIZz principal Yolores medios
Dias tatales

7 43 48 30 26 29 19 30 26 25 27 3,03
g 52 52 36 27 35 22 35 26 25 35 347
9 58 50 42 32 40 22 37 30 30 44 3,85
10 95 55 49 40 459 32 45 34 36 48 4,61

11 80 70 55 50 55 38 50 38 42 351 5,29
12 97 73 65 55 65 45 57 45 47 55 6,04
13 11,1 83 75 67 72 54 65 52 57 63 6,99
14 125 95 85 80 80 64 175 60 68 7.2 8,04

15 140 11,0 90 85 88 75 90 65 75 80 8,08
16 17,5 125 100 98 103 95 100 7.5 83 85 1034
17 19,0 14,0 108 107 11,8 11,7 11,2 85 86 95 11,58
18 205 154 12,0 120 130 13,0 125 88 10,0 115 12,87
19 225 16,5 13,0 140 150 145 135 105 109 135 14,39
20 245 1847 142 152 165 155 147 114 124 152 1583
21 265 21,0 155 165 18,0 165 16,0 123 140 17.0 17,33
22 275 240 180 190 197 195 20,0 14,0 155 195 19,67

30 46,0 51,0 42,0 390 43,0 440 390 385 37,0 43,0 4225
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TABLA XXIII

TURETANO 0,5 %

Valores medios de las medidas del crecimiento por actividad meristemdiica

del TALLO Y RAIZ principal Yolores medios
Dios fotales
7 27 1,7 21 27 24 22 22 27 16 28 2,31
B 32 7 22 32 28 25 29 27 17 3.0 2 .59
9 35 20 27 32 30 26 36 29 19 3,1 2.85

10 10 06 07 07 10 09 10 07 05 06 3,11
11 43 25 32 32 35 32 45 32 22 36 3,34
12 46 34 35 35 37 33 54 39 40 37 3,90
13 50 35 37 40 40 35 55 39 40 39 4,10

14 55 37 41 45 43 38 58 40 40 42 4,39
15 55 43 43 50 45 43 60 45 40 45 5,69
16 60 49 43 58 45 45 67 47 40 47 5,01
17 61 52 52 65 53 45 68 53 40 48 5,37
18 62 55 54 72 53 50 115 55 4,0 58 5,74

19 65 57 60 80 60 50 177 57 41 358 6,05
20 66 61 61 82 62 52 T8 58 41 59 6,20
21 67 65 65 85 65 60 80 65 45 60 6,57
22 67 68 67 90 65 60 86 70 45 6,0 6,78

Valoracién de lipidos: Como en el estudio experimental anterior, se-
guimos ¢l método de HErTWIC para la extraccién de los lipidos de las
raices, tallos y cotiledones. Pesados los lipidos totales de cada érgano, se
calculé el contenido y 9% correspondiente. (Tabla XXIV).

TABLA XXIV
COTILEDONES NORMALES
Varios lotes de 100 plantas de Faba vulgaris en idénticas condiciones
hidropénicas, luz y temperatura.
30 dias de cultivo.
Andlisis de lipidos:

Peso de un par de cotiledones, valor medio . . . 0,60866 grs.
Lipidos de los cotiledones, valor medio . . . . . 0,04595 grs.

o de Upidos de los cotiledones, 7,54 %,.
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COTILEDONES - URETANO 0,05 %

Varioz lotes de 100 plantas de Fabe wvulgaris en idénticas condiciones
hidropénicas, luz y temperatura.

30 dias de cultivo.

Andlisis de lpidos:

Peso de un par de cotiledones, valor medio . . 0,58658 grs.
Lipidos de los cotiledones, valor medio. . . . . 0,03846 grs.

% de lipidos de los catiledones, 6,56 9

COTILEDONES - URETANO 0,1 %
Varios lotes de 100 plantas de Faba wvulgaris en idénticas condiciones
hidropénicas, luz ¥ temperatura.
30 dias de cultivo.
Andlisis de lipidos:

Peso de un par de cotiledones, valor medio . . . 0,56006 grs.
Lipidos de los cotiledones, valor medio . . . . . 0,03400 crs.

o de lipidos de los cotiledones, 6,06

COTILEDONES - URETANO 05 ¢
Varios lotes de 100 plantas de Faba vulgaris en idénticas condiciones
hidropénicas, luz ¥ temperatura.
30 dias de cultive.
Amndligis de lipidos:

Peso de un par de cotiledones, valor medio . . . 1.05780 grs.
Lipidos de los cotiledones, valor medio . . . . 0,03894 grs.

9% de lipidos de los cotiledones, 3,68 9
TALLOS NORMALES

Varios lotes de 100 plantas de Faba wvulgaris en idénticas condiciones
hidropdnicas, luz ¥ temperatura.

30 dias de cultivo.

Anglisis de lipidos:

Peso del tallo, valor medio . . . . . . . . . 0,40998 grs.
Tipidos del tallo, valor medio . . . . . . . . 0,03972 grs,

% de lipidog del tallo, 9,63 %
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TALLOS URETANO 0,05 %
Varios lotes de 100 plantas de Faba wulgaris en idénticas condiciones
hidropéniecas, luz y temperatura.

30 dias de cultivo.

Andlisis de lipidos:

Peso del tallo, valor medio . . . . . . . . . 0,4170 grs.
Lipidos del tallo, valor medic . . . . . . . . 0,0354 grs.

% de lipidos del tallo 8,48 %

TALLOS URETANO 0,1 %

Varios lotes de 100 plantas de Fabe wulgaris en idénticas condiciones
hidropdnicas, luz y temperatura.

30 dias de cultivo.
Andlisis de lipidos:

Poso det tallo, valor medio . . . . . . . . . 0,38404 grs.
Lipidos del tallo, valor medio . . . . . . . . 0,03960 grs.

9 de lpidos del tallo, 10,31 %
TALLOS URETANO 0,5 %

Varios lotes de 100 planitas de Faba wvulgaris en idénticas condiciones
hidropénicas, luz y temperatura.

30 dias de cultivo.
Andlisis de lipidos:

Peso del tallo, valor medio . . . . . . . . . 007112 grs.
Lipidos del tallo, valor medio . . . . . . . . 0,01232 grs.

% de lipidos del tallo 17,32 %

RAICES NORMALES

Varios lotes de 100 plantas de Foba wvulgaris en idénticas condiciones
hidropénicas, luz y temperatura.

30 dias de cultivo.
Andlisis de lipidos: '

Peso de la raiz principal y secundaries, v. m. . . 0,1864 grs.
Lipidos de la raiz principal vy secundarias, v. m. . 0,01004 grs.

% de lipidos 5,38 %
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RAICES URETANO 0,05 9,

Varios lotes de 100 plantas de Fabe wvulgaris en idénticas condiciones
hidroponicas, luz y temperatura.

30 dias de cultivo.
Andligis de Upidos:

Peso de la rafz principal y secundarias, v, m. . ., 0,1952 prs.
Lipidos de la ralz principal y secundarias ,v. m. . 0,01212 grs.

%, de lipidos 6,20 %
RAICES URETANO 0,1 9,

Varios lotes de 100 plantas de Fabae wvulgaris en idénticas condiciones
hidroponicas, luz y temperatura,

30 dias de cultivo.
Andlisis de lipidos:

Pese de la rafz principal v secundarias, v. m. . . 0,1633 grs.
Lipidos de la raiz principal y secundarias, v. m. . 0,0756 grs.

¢, de lipidos 4,62 %,
RAICES URETANO 0,5 %

Varios lotes de 100 plantas de IFFabe wvulgaris en idénticas condiciones
hidropéunicas, luz y temperatura.

30 dias de cultivo.
Andligis de lipidos:

Peso de la raiz principal y secundarias, v, m. . . 0,07442 grs.
Lipidos de raiz principal y secundarias, v, m. . . 0.00748 grs.

% de lipidos 10,05 %,

RAICES URETANO 1 9%

Varios lotes de 100 plantas de Fuaba vulgars en idénticas condiciones
hidropénicas, luz y temperatura.

30 dias de cultivo.
Andlisis de Upidos:

Peso de la raiz principal v secundarias, v. m. . . . 0,01542 grs.
Peso de lipidos de la raiz principal y secundarias . . 0,0024 pgrs.

%, de lipidos 15,56 %
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CoONCLUSIONES GENERALES

1* Las plintulas cultivadas sobre disoluciones acuosas de etil-ureta-
no al 0,059 y 0,1 9% presentan caracteres morfolégicos semejantes a las
normales, pero no ﬁsmlogmas

2* Los tallos y raices de las p]éntulas cultivadas sobre disoluciones
acuosas de uretano al 0,05 % y 0,1 9 tienen tendencia a desarrollar mate-
méiticamente funciones exponcncmlcs de crecimiento con valores mayo-
res, pero semejantes a las de tipo normal.

3* Los tallos y raices de las plintulas de Faba vulgaris en disolucio-
nes acuosas de uretano al 0,59, en su crecimicnto, tienen tendencia
a desarrollar funciones matemdticas rectilineas.

4" La concentracién 6ptima dc etil-urctano para el desarrollo de
plintulas de Faba vulgaris en disoluciones acuosas es del 0,05 %, aunque
respecto de las raices fuese en un principio del 0,1 9, on al final del
tempo de nuestras experiencias que correspondié también al 0,05 %.

5.* Las modificaciones morfolégicas de los tallos y raices de las plan-
tulas de Faba wulgaris se presentan claramente a la concentracién de
uretano del 0,5 /,, verdadera zona de variaciones o mutaciones. (Figuras
18 v 19).

6* La concentracién de inhibicién funcional y de crecimiento corres-
ponde al 1 9, de etil-uretano.

7" Los porcentajes y contenido de lipidos totales en los tallos cre-
cen a medida que aumenta la concentracién de uretano, correspondiendo
los mayores valores a la concentracién del 0,1 y 0.5 9%.

8" Los lipidos totales de las raices de las pldntulas cultivadas en
disoluciones acuosas de uretano aumentan en contenido y porcentaje res-
pecto de las de tipo normal a la concentracién del 0,05 %, dlsrmnuye en
las correspondientes al 0,1 %, v poseen un aumento progresivo en las
desarrolladas al 0,59% y 1 9% respectivamente, obteniéndose los valores
maximos.

9" En los cotledones, el porcentaje en lipidos totales va disminu-
yendo a medida que la coitcentracién de uretano aumenta, obteniéndose
los valores minimos a la concentracién del 0,5 9.
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10.*  Existe una estrecha correspondencia entre las manifestaciones
morfologicas y fisiolégicas que presentan las plintulas de Faba wvulgaris
seglin la concentracién de etil-uretano y los cambios de estructuras mi-
croschpica y submicroscépica, como se deduce por el estudio bioquimico
respecto de los lipidos, asi como por el microgrifico.

Expresamos nuestro stncero reconocimiento ¥ gmiitud al
Dr. A. Soler por su valioso apoyo y asesoramiento en la reali-
zacion y publicacion de este trabajo.
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