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‘I, INTRODUCCION

La remolacha (Beta vulgaris L.) 83 una planta de gran importancia econtSm}_
ca en todo el mundo; un pequefic ejemplo nos los ofrece el hecho, de que el vaw
lor brutn ds la relz cosechada en un afio promedio en nuestro pais, podria esti
marse en pesetas actuales en unos 60 mil millones, a lo que hay qus sumar los
valores efadidos de fabricacidn, subproductos, etc... con 1o que nos encontre-
mos, en cifras de movimiento de unos 80 mil millones ds pesetas anuales, a par
tir da unicementes 200 mil Ha., lo que demuestra su calificacidn de cultivo de
alta rentabilidad y tremendo impacto social,

A pesar de ello, ha sido muy poco estudiada en su aspecto citogenStico,
sl bien desde el punto de vista esgrondmico hay abundancia de bibliogreffa, Sin
embargo »n los (ltimos efos, los estudlos cltogenSticos sobre esta planta han
sufrido un aumento considereble y asi vemos que Nakemura (1579) presenta un ca
riotipo paquiténico, Skarecis (1980) un dstmllado estudio de la meiosis en rs
molachas diploides, Yu (1980) en monoploides y Romagosa (1580) sobre triploi-
des,

Los (ltimos avences en manipulacién cromosfmica y mds fundamentalmente en
ingenierfa genStica, y sobre todo, lo que de esta Gltima tfcnica pusds esperer
88 en un prédmo futuro, nos indica la clara necesidad da adquirir los conoci-
mientos genfticos bisicos sobre la especie, pare que de esta forma, las cita=-
das técnicas puedan algln dfa ser utllizadas en la misma, Una primsra aproxima
cién 8 estos conocimientos serfe el intento de adscribir los diversos caracte-

‘res da importancia a los nueve tefricos grupos de ligamiento.

A ln vista do esta problemitica pasaremos una revisién sobre el sstado ac
tuml de conocimlentos en los distintos aspectns cltogenéticos da la remnlacha

ucarera, asi camo do téenicas citolSgicas y manejo de ansuploides,
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1., Cariotipos de Beta wvulgaris L,

El complemento de la especis pressnta dos problemas para su identificacid
for un lado, su reducido tamafic que ronda las 2,5 u como media, Por otro, el q
todos lus cromosomas son muy parscidos en tamafio y posicién centromfrica, La sy
ma de los dos, ha llevado al fracaso todos los intentos de identificéciﬁn posi=

Hva de los nueve cromosomas de qus consta este planta.

Kakhidze (1935) y Sirotina {1935) publicaron los primeros trabajos,
Zaikovskaia (1938) realizf el primer cariotipo, pero.fue Savitsky y Charecko~
SavicHaja (1940} quien present$ el primer estudio detallado. Con posterioridad
Adati y Mistuishi (1962) mostraron un trabasjo sobrs diversas especies del gére
Beta sin medir los cromosomas, mientres que Ando y Takahashi (196%) los midiero
aungue dando sflo la longitud cromosémica media y las longitudes de los cromoso
mas m&s largo y més corto. Bosemark y Bormotov {1971) hicisron el @nico carioti
po utilizado hasta el momento, a partir de una linea homocig8tica, La longitud
cromosdmica media es 2,45 p-con una diferencia de m&s-menos 0,45 -« A partir d
las medidas de r proponen que hay siete cromosomas de posicidn centromérica me-
dia puesto que slo dos rebasan el dato de 1,67 pera r, dado por Leven et al.
(1964) para gue un cromosoma pueda ser considerads submetecéntrico. Opinen que
88 debe intentar encontrar elguna técnica de bandeo pussto que por los métodos
tradicionales s8lo distinguen el cromosoma del satélite,

A partir de haploides de Jong y de Bock (1978} ponen a punto una tfcnice
pere bandas C, pero no tiens utilidad identificadora. Segln longitud e fndice
centromfrico dicen poder distinguir los cromosomas 1, 8 y 9, Hablan también de
la posibilidad ds utilizer cromfmeros profésicos como m&todo di Ferenciador aun—
que lo consideran un métnaa imposible, Chugunkova, et al (1979) publican un tr
bajo parecide utilizendo también tincién diferencial.

Tsuchiya y Nakamura (1979} prasentaron un interesante método de tincidn



;eplicnble tembifn al género Beta, aungue no entraron a tratar el cariotipo.
Hay que tener en cuenta que utilizen tratamisntos de frio de B a 24 horas, que

s8 musstran excesivos para estos cromosomas,
Cistub (1979) realiza estudios sobre los fndices mitSticos de las rafcas

de renolacha, reaccién a tratemientos da frfo y calor, y coma consscuencia de

ello acumulacidn de places profédsices y metaffsicas,

2+ Trisfmicos primarics

Dasde el descubrimiento del trisémico "Globe" de Datura en 1915, {Avery,
1959), se ha publicado una gren cantidad da literatura referida a trisémicos,
Al principio eren de origen espontfnec en poblaclones naturales, pero sus Frg_

encias de eparicién eren tean bajas qus se bacfa nacesario muestrear grandes

blacionea pare encontrar unos pocos,

Posteriormente se utilizeron agentes gufmicos y ffsicos para la produce
16n artificlal de trisfmicos, M4s tarde se comprobd que se podien obtener nd

eros elevodos mediente cruzamientos con plantes poliploides.

Parea cualquier estutdlo sobre morfologfa de trisSmicos primerios, citolo-
fa, asociaciones § configureciones cromosSmicas, transmisién del extre cromo-
ma etc, es recomendable consultar a Khush (1973) y en el caso especffico de
a remolacha azucarera a Romagosa (1982), De la tesis doctoral ds #ste Gltimo
.e cita por su interfs la tabla I sn la que se recogen 61 especiés de plantas
‘n 1as qus se han obtenido trisGmicos, 24 ds las cuales tienen la serie comple
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Tabla ¥, Trisomicos primarios en mapocins de plantns

: Formm de_ - Wincro do  Serlaes
_ Eapocies reproduccion cromosomas complotsa  Origen ‘ Roforencing

Amnroanthus tricolor A-C h 32 1 tadhusondanan end Pat {1977)
Ant{rchlnim pafus L 16 s 1,4 Rudorf-Leurftzen (1958)
Arshidopsts thullsna A 10 4 « " Stetnltz-Sears (1963)
Arachis hypoges c w0 2 ratil (1968)

Avens sativa c a2 1 Hocker snd Riley (1963)
Avens strinoss [ 14 Y 3 Dyck {1964)

Bota vulnaris a 18 4 Butterfess (1964)
Brossica cerinsta A-C 34 — Ohesi end lobena (1974
Cepaicun ;nnuu c 24 3,5 Pochard (1968)

Clarkis unquiculsts 8 18 s 4 Vasok (1956)

Colx squatics [] 10 1 Reo (1976)

Collinota hoterophylls A .14 4 : Ohillon end Gerber (1960)
Collinsls tinctoris ° A 1 4 Carber (1964)

Corchorua olitorius c 14 4 1,3,4 Parin end Bassk (1979)
Lrepis coplileris N 6 1,2,4 Bshcock and Havashtn (1930)
‘Crepls toctorus A 4 - Cornasimove (1940)
Cyamopsis psoraleides A 14 [ 3 3 Stngh (1972)

Ductylls nlomerata A 20 3 Shah (1964)

Datura utramm [ 24 3 1,2,4 Biskeslen and Belling {1924)
Fertuca srundinocea A 42 1 Jauhar (1978)

Frageria op. A 14 3 Ysrnell (1931)

Glycina mox [ 40 3 palmor (1976)

Gosaypium barbadonse c 52 5 Endrizzl (1966)

Goosyplum hirsutum c s2 1 Koher (1966)

Hordoum aponteneun < 14 [ 4 Touchiys (1959)

Hordaum wulqare c 1" + 1,2,4  Tsuchdye {1967)

Bumulue lupulus L} 20 4 Havnold { 1968),

Iboris sp. A " 1 Ene (1968)

Lathyrus sdoratus A 14 -— Ohr! and Mazaor (1979)
Lolium perenne A 14 4 Ahlcowalts (1972)

Lotus podunculstus [) 1?2 [} 4 Chon ond Grent (1968x)
Lycopersicum ssculetum c 24 3 1,2,4 Rick and Barton (1954)
Lyespersicum peruvisnua A 24 4 Remulu et ol, (1978)



Tabls I, ( continuscion)

fepacies

Isn meys

. forma de ~  Nimero de . .
. rsproducclon_ cronoscmas completas Origen. Roferencles
Patthiela incana t 14 1 Frost and Mana {1924)
Nodicegp sativa R 16 4 ) . Buss ;nd Cloveland (19715
fedicago sative K 32’ 4 Kssha snd Mctennan (1567)
Micotf{ana sylvestria B-C 24 1,2,3,4 Goodspeod and avery (1939)
Nicatiena tabacum [ 48 5 Reo end Stokes (1963)
Donpthera barterfians A 14 2 Arnold and Kressel (1965)
Oonothera biennis A 14 4 Herzog (1940)
Qencthere blandina A 1 2,4 Catchestde (1954)
Dennthor; Jamarckisne [} 14 4 Emorsoen {1936)
Oryzs sativa € 1 2,4 Hu (1968)
Pannisetum typholdes A 14 4 Gill et n). (1970)
FPetunia ap. A 14 4 Levan (1937)
Plaum sativum [ 1% 3 Koller (1938)
Populus tremula A 57 4 Johnssen (1942)
" Potent{l}s arnentes A 1 4 Asker (1971)
Ricinus comnunis A-C 20 6 Jakob (1963)
Secals coronle [ 14 1,4 -Kamznot and Jenkins {1962}
Sesomun fndicum [ 26 1 Subrahmantam (1977)
Solanum chacgense A-C 24 4,6 Lem and Erickson (1971)
Solanum tuborosum c-0 a8 6 Frandsen {1967)
Solenum tuborosim c-p 24 4,6 Wagenboort and Ramanna (1979)
Sorghum bicolor c 20 4 Hanna end Schortz (1970)
Sorghum vulneret c 20 4,5 Lin snd Roas {1969)
Spinncia oleracea A 48 ; Tabuahi{ (1958) .
Iaqotes erecta A 24 1 Lin and Chen (1981),
Yriqonells corniculsts - 16 1 Singh and Singh (1970)
Iriticum pesticum c 42 5 Sears (1939) -
¥erbena tenuisocta A 10 4 Arors and Khoshoo {1969)
A 20 4 McCitntock (1929)

4+5orghum yulanre Pern o Sornhum bicolor (L.) Moench.

Forman do rorroducefén (Frixoll, 1557) {A) slogsma; {8) vegntativa) (€) eutogama.

nrann:(1) oapontsnaa) (2) fnducido p;r agentes ffs!c;s y qufmlcou| (3) de mutontcs asinopticos y clsi-

nnpticoes (4) do progenfes do triplotdes; (S) do progentos Jo haploidesy (6) do progenios do cutotetra~
| ..

pleldne,



3. TrisGmicos primerios en remolacha

La primera descripcién morfoldgica de trisémicos primarios de Beta vﬁlga~
ris L. fus la de Levan (1942) el cual aislé 62 plantas trisémicas de cruces tri
ploides por tripleide, diplolde por triploide y triploide por diploids. Las
plantas triploides que utilizaba como fuente de trisfmicos eran altaments homo~
cigbticas, pero los tris6micos eparecieron en cruces entre diploides y triploi-
des de seis lineas diferentes, por lo que pocos trisémicos eran verdaderamente
homocigotos. Fueron clasificadas dentro de cinco grupos morfolégicos, 30 plan-

tas, mientras las 32 restantes no se supo a gue grupo adscribirlas.

Mochizuki (1953), Linde-Laursen (1964) y Takahashi y col. (1958)aislaron

trisfmicos de materisles comerciales heterocigéticos, pero no identificaron

grupos.

Por el contrario Butterfass (1964) identificéd 8 grupos morfolégicos, me-
diante an&lisis morfuhétricu y conteo de clofoplastos a partir de 59 plantas
trisémicas obtenidas de 624 plantas de cruces triploide por diploide en una po
blacién altamente heterocigética. Posteriormente identificé el grupo 9 en el
mismo material, Sin embargo, la heterogeneided del material hizo practicamente
imposible la identificacién de algunas plantas.

Kaltsikes {1966) y Kaltsikes y Evans {1967) fueron los primeros en utili-
zar material homocigStico. Alslaron 11 plantas trisémicas en un cruce triploide

por diploide, separando 4 de ellqs en tres grupos morfol6gicos,

Una serie completa a partir de material heterocigético fue ailslada por
Ishimura (1972) la cual obtuvo 77 plantes trisémicas gue seperé en nueve tipos
morfolégicos. Comunicacifn personal posterior de la autora nos ha hecho conocer

la pérdida de esta seris trisémica.



Poco més tarde Bormotov et al (1973) tombifn aislaban algunos tipos tri

micos,

: Ultimemente Romagosa (1982) obtuvo, e idsntificd morfolSgicamente a par—
‘tir de un material homocigdtico, los nueve grupos de trisémicos de remolacha,
dentro del proyecto cooperativo hispano-norteemsricanoc 1I1IP-3040 desarrollado
bonjmbamenta en el Crops Research Laboratory da Colorado Btats University en
Fort Collins U,5.A, y la Estacién Experimental de Aula Dei dsl C.S.l.C. en Za—
regoza, Espaiia, Esta serie, junto a la conservada de Butterfass (1964) por
Pilar Gracia en la Estacifin Experimental de Aula Dei, son el objsto de estudio
de este trabajo, '
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4, Utilizacién de trisémicos primarios

‘ tas trisémicos primarios son un excelente instrumentn para testar la in-
dependencia de grupos de ligamiento y para adscribirlos a determinados cromosg
mas, .En remolacha azucarera los sfmbolos génicos y las tentativas de grupos de
ligamientos conocidos hasta el momento, fueron agrupados por Smith (1980) y se
muestran en la tabla II,

Ademfs de 1a utilidad en estudios genticos, los diversos tipos de trisd
micos pueden servir para estudiar la influencia de la duplicacién total o par—

cial de un cromosoma en la morfologfa, anatomfe o fisiologfa del organismo.

Los trisdmicos primerios son tembién Gtiles en la identificacién de cromg
somas involucredos en traslocaciones., La aparicién de pantavalentes en lugar de

trivalentes, puede indicarlo,



Tebla 1I. Coractoros y simbolos genicon on romolacha (Oota vulanris t.) (do G.A. Smlth, 1900)

Grupo de Simbolo .

1igem{ento  gondtice - Rofersncfa S Ceractor
B 1 _ Y, ¥ty o Kajanus (1917), Xollar {1936) Pigmentecicn amnarilla
‘ B_,ﬂt,i_\'p,_ﬂ_h,s_ -~ Kagamue {1917), Keller (1936) Color hlpocotile

€1,c1 Owen y Rysor (1942) - HaJe coloroada

I, te Owen y Ryser (1942) Hoja manchada

Lv,cv Daming? Owen y Ayser (1942) Morviaclén colereada

Bb Munecatl (1931), Abogg {1936) Hibito envel

8,5 Dwen y col (1942) Habita onusl, pero menos efecto quo B

- AN considerado slelico 8.
N1 ¥y Owen y Ryeor {1942) fFollajs varlegedo
[} Abegg y Qwen {1936) Rasfatancle parclalmente domlnante al
. ! Yecurly top"

er,Cet Stowart® Follaje arrugado, tamailo de planta ro-
duclde

8.P Linde-Leurson {1972) Ausencia de color

12 g,y_,g“',_n_:",g’ Saviteky (1950, 1952) . Semi1la monogormen
b Ssvttsky {1952) Esplgado terdio
(7] Savitsky y Murphy (1954) Roslstencia parclal al “eutly top”
m* _l_‘._A_i owen {1952) Androestecilidod mendolinna
w* Aug,Luy - Theurer (1968a) Lutesconcis, cotiladones verdes segulcdos
pot muarte,
v Ty, Ry Duen y Ryser {1942) Ralz rojiza
Sin chy,Ch, Savitsky (1957) Cotiladones clorotfccs y holes omarillo-
determinnr vordosas

chy,Chy . . Savitsky (1940) €lotosls, moyor reduccion en produccidn
da ralz gua el chy.

VipeVia Stender y Thourer (1970) Virascencls, pronunciade retrsse en arg
duccton da claroflls cn e) primer par
de holas reales, haojas de color blonce
s verde cloro,

X% Ouwen {1945) Rostauredor do Ja sndrofertilidad en
atoplasma costeril

I,z Owen (1942, 1945) Produco fertilidad parcfal en citoplaa-
no osteril

_ﬁ_f_| Yhourer y Tyser (1969) Rostsurador de polon

Rfo Thouror (1971) Rostauredor dn polen anus)

Rey Roundy y Thourer {1974) Dobl} restouradar da polen spnrecldo en
un mylante do hoja amarilla

Sh,sh Hagabogm (1957) Aumonto do producclim da poden

y1.¥1 «  Roundy y Theuror {1974) foja apmarilla -

1,8 funeraty y Costa (1930) Aotz negra s



Table 1, {continuactdn)

- 10 -

Grupo de Simbolo
- Mypaniento ' gonatico

-Referencle

". Coroetor

B

I
=

5

Yoty vty

Thourer {1968b)

" -Abegg (1936}

o--Q (1942)
Ooon (1942)

Lersen (1977)

Stowsrt®
Abegg (1940)
Abegg (1940)
Stowert®
Stownrt®

Abegg {1940)
Sevi tsky®

Savitaky {1957)
Savitsky {1957)

Savitsky (1957)

Savitsky {1957)

Plontas modurae enanas, plantulas con

_ hipocotilo gruese

Hojn lancanlada, narviaclén semlpara;
lola )

Autofortslidad
Avtoesterilivad

Autolncompatibhilidnd gumotofitica con
4 loci

Albino leta)

Eotiledonen voflogados

Follsjs varlogade y ralz earuces
Hoja flocida

Planta wnana, hojas gruosas

Pionts ministures, letal conflict{vo con
monngermio

Nunves hojJas ds plantes maduras roduel-
das de tawaflo y forms lanceolanda

Plentulas olblnas.

Cotilndones emartl)o dorodo, hoternzligo
to semflotal homozigotn letal

Lutnscenzia, holot producidas dospuns
dol segundo par pusan a ser progresiva-
mento amarillea, elgunas schraviven.

Vireacencle, plantas amardlle doradas,
produccion clorofila con verios grados

do ratrasa,

sSagun Abagg (1940)

4+Butterfass (1968) lo clasifica como grupo ds Yigamiento II.

mlsignsclén de grupo de ligamiento tantstive, hasado en el hochs do que eran bunnos marcadoros gena-

tlcor no esociados con genea da los grupes I y 11,
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5, Paqultenas

En aquellas plantas cuyos cromosomas metafdsicos mostraban dificultad de
identificaclén por temafio y posicién centromérica se ha intentado el andlisis

: paquiténico como métoda diferenclador. €n la tabla III se muestren plantas es

' tudiadas por este sistema, si bien a continumcidn se sefiala alglin aspecto in-

| teresante de estos trabajos, sobre todo en relacién a profases mitSticas.

El primer trabajo fue la descripcidn de McClintock (1929) de los bivalen
tes pagquiténicos de maiz. Sin embargo fue Brown (1949) con sus estudios en to-
mate el que fij§ los caracteres bésicos del sistema, Llegd a la conclusién de
que el centrémero estaba rodeade a ambos lados por zonas cromfiticas con mode-
los cromoméricos especf{ficos. Las partes distales son acromiticas y sus crombe
meros son diffciles de detectar. Esta parte es aproximadamante la mitad del
cromosoma, Los extremos de los cromosomas estfn terminados por telocromfmeros.
Las zonas acromfticas contribuyen muy poco a la longitud del cromosoma contrafda
En rasumen, llegd a la conclusidn de qﬁe el modelo cromomérico de las zonas crg
mBtices era variablg de un cromosoma & otro del complemento, y constentoe para

un cromosoma en particular,

Barton (1950) emplid la obra de Brown haciendo el cardotipo completo y
midiendo longitudes totales y longitudes de brazos. Describié también los cro—
mémeros, A la vez hizo notar el principal defecto de los carictipos pagud.téni-

cos, que a8, le dificultad de conseguir todos los cromosomas en condicién Spti-~

" ma en una misma c€lula, hecho que £1 sflo logrf en una ocasién, puesto que en

las demds s8lo pudo elegir algfn cromosoma,

Lima~de~Faria realiz$ diversos trabajos sobre paguitenas (1949, 1952a,
1952b, 1954, 1958, 1959), utilizando secals cereale, Agapanthus umbellatus y

Ornithogalun virens, Presenta una descripcién detalleda de los cromémeros da

‘ cada bivalente, afirmando que la distancia en micres entre los centros ds dos
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TABLA III. Especies en las gque se ha realizado el cariotipo baquiténico.

Agapanthus umbellatus Lima~de~Faria (1954)
Antirhinum majus Ernst (1939)

Atylosia lineata Reddy (1981)

Beta procumbens De Jong y Blom {1981)
Beta vulgaris Nakemura y Tsuchiya (1982)
Brassica (varias esper:ies) R&bbelen (1960)

Cajanus cajan Reddy (1981)

Hordeum vulgars Servella y col, (1958)
Lycopersicum sculentum Barton (1950)

Medicago murex Lesins y col, {1970)
Medicago sativa ) Gillies (1988, 1971)
Ornithogalum virens tima-de~Faria (1959)
Oryza sativa Kurata y col. {1981)
Plantago ovata - - Hyde [1953)

Prunus avium whelan (1989)

Prunus persica Jelenkovic y Harrington (41972)
Ricinus communis Jacob {1956)

Rubus parvifolius Barmmd (1965)

Secale cereale Lima~de-Faria (1952 a)
Bolamum canasensa Haynes (1964)

Solanum chacoense Lam y Erikson {1968)
Solanum tuberosum Ramanna y Wagenvoort (1976)
Sorghum intrans : Garber (1947)

Zea mays ' McClintock (1929)
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Z@mmﬁmems consecutivos, decrece con el incremento en tomafio del cromémero.

y un gradiente en el tamefia de los cromdmeros partiendo del centrémero y es
to miemo ocurre en profase mitStica. En Agepanthus mide paguitenas medias y
finalaes, profase II y profase mitftica y opine gue la razén entre brazos y la
razén entrs longitud cromosSmica y néGmerc cromomérico es da similar magnitud,

Le constitucidn cromomérica de los telémeros es fija f.ima-do-Faria, 1958}
ta diferencia en el nlmero ds cromSmeros no puede deberse a simple condensacién
de los mismos. Opina que los mismos segmentos de un cromosoma estén organizados

de diferente forma en distintos tejidos,

Las paquitenas han sido empleadas con distintos fines, asf McDonald
(1961) las utiliza pare localizar una tmslocaqiﬁn en el cromosoma cinco de ce

bada,

Whelan (1969) trabajando con Prunus avium L, dice que si bien los centrd
meros son localizados facilmente, no es posibls detectar telocromfmercs en nin

glin cromosoma,

Jelenkovic y Harrington (1972) reaslizando el cariotipo paquiténico de
Prunus persica (L). Batsch, llegan a la conclusién de qua hay dos cromosomas

implicados en el erganizador nucleolar,

Wagenvoort y Ramanna (19’79) utilizen las pagultenas en sus sstudios de
1a serie trisémica de Solanum tuberosum L,
Por fin, es interesante citar también, el trebajo de Meguirs (1977) por
;la duda que introduce en la utilizacién da cromdmeras, La rogifn del satflite
;sen el cromosoma 6 dol mafz, varfa en el nfmero de cromSmeros visibles, En di-
ferentes células de la misma planta se encontrd que variaba desde 1 a S. Sin

embargo los homSlogos s{ qus coinciden normalmente en el modelo cromomirico.
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Enfatiza el hecho de qus la comfn asuncién de que los cromfmervs pagulténicos
son genfticamente constantes de célula a cflula, no estd justificada y que los
modelos cromomfricos alternativos, pueden reflejar diferentes egregaciones, dg

rente la condensscién de las subunidades,

6. Cariotipos paquiténicos sn el génern Batm.

El primer trabajo sobre bivalentes de Beta es el de Lewltsky (1927),
Nagl {1969) midid el bivalente paquiténico dsl organizador nicleoler en Bata
procumbens, y Walia (1971) hizo un amplio estudio de la profase meiftica del
género Beta,

Nakemure y Teuchiya (1976) proponen le posibilidad da realizar un cario-
tipo paquitérico. Yu (1977) 1o hace con una 1fnea homocig8tica, Encuentre un
rango en la medida de los bivalentes entrs 12,4 y 33,7 con una longitud total
de 214,3 micras, E1 complemento consiste en tres bivalentss de posicién centro
mérica mediana y seis submedianas, E1l modelo ds distribucifn cromomérico es

noproximal,

Nekamura y Tsuchiya (1979, 1982) identifican los nueve bivalentes en fun
cién de longitud, rezén de brazos, modelos diferenciales de eucromstina y hets
rocromatina, Los numaren en funcifn directa del tamafio, El centrSmero s8lo pa-
reca confundirse en el 8 y en el 9, E1 genomio consta da cuatro metecéntricos
y 5 submatacéntricos, E1l cromosoma m&s largo es alrsdedor de 1,6 veces el més
corto, Las longitudes de los brezos cortos y largos son mis variobles en los
cromosomas 1,2,3 y 4 que en los mAs cortoa a excepcifn del cromosoma 9. Tembién
parece que la variacidn fue m4s grands en el brazo corto que en el brazo largo
y que los cromosomas submatacéntricos con un r de mds de 1,7 eran mds variables
en 1a raz8n de brazos qus los crumosomas metacéntricos, excepcién hacha del cro

mosoma 3,
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Este cariotipo paguiténico fus comparado con el somitico de Boscmark y
rmotov (1971). E1 cromosoma m&s corto en paguitena era el 63j del mis largo.
n metafass somftica era el 70%, La r varfa de 1,16 a 2,43 en paquitena, mien-
s que va de 1,13 a 1,72 en metafase somdtica. En paqultena hay 4 metachntri
s y 5 submetacéntricos, mientras qus en metafase hay 7 metacéntricos y sélo
2 submetacéntricos,

Da Jong y Blom (1981) presentan un estudio te los cromosomas pamudténicos
en Beta procumbens. La longitud cromosémica varfa de 19,4 a 36,6 micras que mi
de el mds largo,.

Dicen que los cromgsomas 2,3,7,8 y 9 son facilmente reconocibles mientras
que 1,4,5 y 6 muestren gren variaciédn y no contiensn ninglin punto fijo sobre el
qus orientarss, Estudiando diez bivalentes del cromosoma uno, concluyen qua difg
rentes proporciones de contraccién ocurren no sflo entre cromosomas sino tam-
bifn entre el brezo corto y el brazo largo. La mitad distal del brazo largo de
1os cromosomas 2,3 y 7 y los cromosomas totales 5 y 6 muestran alta contraccién,
mientras que la musstran baja, los brazos cortos de 2,7 y 8 y la totalidad del
9. Ya Brown (1949), opinaba que las regiones heterocromfticas acortesn mucho més
lentamente que las sucrom&ticas, Este fendmeno puede también explicar porgué
las diferencias de longitud de los cromosomas en paquitena son mfs extremas que
en metafase mitdtica, y también porqu# los cromosomas 2,3,7 y 8 tiensn una po-

sicién del centrdémero més mediana en eatados altamente condensados,

7« Lomiitud del cromosoma durante la mitosis

Colombo (1952) mide las longitudes de los cromosomas durente los ciclos
mit8ticos y meifticos sn células germinales masculinas del ortSptero Anacridium
aegyptiuvm, Dice “considerando un fnico cromosoma, si vemos de la promatafase a

la metafase mitStica, el acortamiento del cromosoma m&s largo es mayor de lo
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que 88 el dsl cromosoma m&s corto; en la meiosis, de la cigotena a la pogui ta

n& el acortamiento es mayor en el mds corto”.

Bajer (1559) estudia el proceso da contraccién de los cromosomas en la
mitosis utilizendo células vivas de Haemanthus Katharinae Bak. y Leucojum
aestivum L, Los cromosomas comienzan a dscrecer repidamente en lurg;md antes
de la disolucifn da lm membrana nuclesr y luego continuen decreciendo hasta la
metafase donds paren, Vuelven a decrecer otra vez en anafase, aunque no ocurre
esto en Loucojum, Este cardcter variard de unas especies a otras, Plensa que
1a colchicina pueds variar sustancislmenta el modelo de contraccién (Holm and
Bajer, 1566),

Los cromosomas homSlogos puedsn tener dfblles diferencias de longitud en
tre células o incluso dentro de cflulas, pero son demesiado pequeiias pare no
consideraer que los hom8logos estfn en el mismo estado ds condensacifin. Svardson
(19&5) ya hablaba de que la contraccién del brezo corto y el brazo lergo puede
ser independisnte, acortdndose mds rdpidamente el brezo corto en el caso de su
especie, que era Salmo alpinus,

¥ickbom (1949) trabajando con Bufo bufo, Sslomandra salemandre e Hyla
arbSrea llega a la conclusifn de que entrs profase temprena y madia el acorte-
miento es proporcionalments mucho més grende en los cromosomas pegquefios que en
los grendes, Entre profase media y metafase, son los grandes los qus sufren una
mayor condensacién, 5in embargo Bajer no encuentra ssto en Haemanthus y los crop
mosomas acortan de una mansrae similar en todos los sstados independientemente
de sus dimensiones. El dato de las difersncias entrs brazos no pusds darlo pues

to que no localiza correctamente el centrédmero.

Ohnuid (1968) pressnta su artfculo sobrs las espirales de los cromosomas
en el que habla de la forma de &stas tanto en profase como promatafase, E1 nl-~

mero Us giros es probablemsnte constante en cromosomas hom8logos de diferentes
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cfluas, Las espirales del cromosomn so empiezan a ver bien en profase tardfa
y meafase, E1 nlimero de giros estd estrictamente en relecidn con el grado de
. contaccifin del cromosoma, Ademfs ests nfmero es constante para un determinado

cromsoma y su homSlogo de unes cflulas a otras,

£ Cromfmeros y heterocromatina

Como resumen de lo dicho hasta ahora, podemos citar a Rees y Jones (1977)
tremcribiendo 1iteralments "la espiralizacifn diferencial de segmentos en cro
mosmas lamobrush y politénicos, encuentra un paralelismo an los cromdmeros,
loscuales dan una apriencla bandeada a los cromosomas pruofésicos, especialme_r)_
te n le meiosis paqudténica. Es importante notar sin embargo, que mientras el
mocile cromomérico de profase es especffico y carmcterfstico de uma especis,
puele variar substancialmente de un estado de desarrcllo a otro. Por ejemplo
haya menudo una acusada reducciédn en el nlmero de cromfmeros en la profase de

la segunda divisidn de la meiosis en comparacién con la priwmera divisiSn".

Lewin {1580) opina que la posicidn de cada cromfmero es relatlvamente
corstante para cada cromosoma, Probablemente ellos reflejan la forma local de
enrollamiento del cromosoma, Durante los estados més condensados una serie ca
rater{stica de "bandas" pueda ser genereda en cada cromosoma por distintos

tritamientos,

El AN que 8B considera como patrfn por ser el mayoritaric en el nficleo,
costituye la eucromatina (Heitz, 1928) y aquel que muestra distinto comporte—
minto con relacién a 61, se denomina haeterocromatina (Heitz, 1928, 1929),.

Cromdmeros para tH4lson (1925) son partfculas discretas de cromatina de

taiic y forma variables ordenadas linealmente a lo largo del cromosoma, Pare
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Limo-de~Faria (1975}, cromfmero es la m&s pequefia unidad estructurel vista en
los cromosomas sucarifinticos bajo la luz del microscopio en profase de mitosis

y melosis,

Al entrar a hablar de la utilizacién de cromSmeros y heterocromatina en
la identificacién cromosSmica, podemos citer a Tiio y Leven (1950) cuando co-
mentan el use de la oxiquinoleina, Dicen de ella qus clarifica la organizacidn
de los cromosomas en profass, especialménte en lo que concierne a la distincién

entre hetero- y eu~cromatina,

80lo entuentren heterocromatina estudiable en plantas como vicia, cebada,
centeno y triticales, Nada dicen de trigos y remolacha. El centeno es una plan
ta estupenda pare ser estudiade en profase, La asparicién de heterocromatina y
eucromatina pueds estar relacionada con la prematura contraccidn cromosdmica
producida por le oxdquinoleina, Los cromosomas contraen mientras la sucromatina

estd todavfa debilmente tefiida, y por eso la heterocromatine aparece claremente,

Para Haga y Kurebayashi {1952), segmentos especfficos de cromosomas, por
tratemientos con frfo, pasan progresivemente de tincién normal a baja tincién

y condiciédn laxa,

La constancia final del modelo qued§ establecida entre homflogos en la
misma célula, entre los mismos parss en diferentes cflulas de un individuo y
entre los cromosomes de difsrentas especies conteniendo £l mismo tipo de cromog
somas, Los modelos de diferenciacién eran carecterfsticos para cada juego de

Cromosomas,

Tanaka {1967} utilize las zonas heterocrom&ticas qus mparecen en profase
toardfa en Haplopsppus gracilis, como comparecidn entre homSlogos. Yonezawe
(1981) utiliza el mismo m&todo en la misma plenta pare demostrar la trasposi-

eién ds un centrédmero,
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tee y Hanneman (1975) analizan cuatro trisémicos secundarios en Solanum
chaoense Bitt., que habiendo sido identificados por anflisis paguitfnico, lo
sonen esta ocasifn en profase tardfa. Las irregularidades cromdtices son la

mejr caracterf{stica para jdentificar los cromosomas,

Kurata y Omura (1578) en Oriza sativa L, utilizen prometafases pretrata-
dascon enzimas, El tamafio de los cromosomas tratados con oxiquinoleina 0,002 M,
de los a tres horas en metafase va desde 1,0 a 1,9 micras. £n prometafase, la

ampitud es de 1,5 a 4,1 micras,

Chiang st al, (1979} tienen un caso similar al anterior en Brassica olers
ceassp, cepitata, y lo resuelven utilizando prometafases sin tratar.

Las técnicas de bandeo hen tenitdn resultados muy limitedos en plantas,
por lo Qus no ha sido posible compararlas con cromfmerns somfticos o pagulténi
cos No ocurre lo mismo con los cromosomas de memfferos, donde existen diversos

troajos.

Okeda y Caminga (1974} comparsn los modelos ds bandas G de los cromosomas
mi6ticos 1 y 2 del hamster chino con los madelos cromomfricos de los bivalen-
ta: paqud ténicos, llegando a la conclusidn de que son muy cercanos. Esto lo in
tepretan como que las regiones des heterucrumatina centruomérice e intercalar
que estén mAs apretadas o condensadas durente la interfase, tienden -a, permane-

cer asf duronte la mitosis y la meiosis,

Ltucieni et al (1575) obtienc todo el cariotipo paguitfrico humano con
bamdas G previa digestifn por tripsina, Sus resultados muestran la equivalencia
cot 1os modelos de bandas G mitSticos,

También se ha trabajado con prometafases con el fin de aumentar el nlmero

debandas G, Patterson y Petricciani (1973) presentan un estudio comparativo de
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los cromosomas en metafase y profass tardfa del ciervo muntjak tefiidos para
obtensr bandas G, Una banda grande en metafase, se divide en variss pequerias

en profase,

Yunis et al, (1980) comparen el cariotipo mitStico de bandas G humano
con el del chimpancé, demostrendo su similitud, perc pare aumentar el nlmaro
ds bandas comparativas, trabajen en profase tardfa o promstafase, ’

Yu ot al. (1981) obtisnen unm alta resolicién en el nlmero de bendas de |
cromosomas de fibroblastos humanos tratados con actinomicina D previamente a :
un bandeo con Glemsa y tripsina, :

En (2Hmo lugar, puede ser interesants comentar el artfculo da Greilhuber
{1977) en el que analiza el fallp de las bandas G en cromosomas de plantas, En
opinién de este autor, las bandas obterddas hasta el momento son heterocromati
na constitutiva, en particular GC-bandas, E1 elto grado de concentracidn, es la
razén por la que no aparecen bandas G, Los cromosomas de mamiferos, estdn me—
nos contrafdos en mitosis. La distancia entre cromdmeros en sllos esrfa alreds
dor de 0,6 micras, mientras gqus en plantas la distancia hipotftica serfe de
0,1 micras, lo cual no pusde ser resuelto a la luz del microscopio dptico.

Los artfculos comentados antes hablan sobre el gran nlmero ds bandas que
ss encuantran en profase en los cromesomas de mamfferos, Greilhuber opina gue
hay gue buscar el momentn de la prafase mitStica da pianbas en la que las ban~
das eatdn en el adecuado sstado de concentracién,

9, Problemas de medidas en carlotipos

Sybenga {1959) estudid tres fuentes de variacifn en las medidas de cario-
tipos cromosdmicos, Estas fueron, el aumento fotogré&fico, la dureza del squash
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y eltipo de droga {colchicinm, oxiguinoleina y bromonaftaleno). E1 {ltimo pun
to onsiderd que no producfa veriacidn., E1 squash produjo un significativo in-
cremntn en la longitud del cromosoma, con la particularidad da que el aumento
paree ser mayor en los brazes largos. El tipo de aumento utilizado puede lle—
gar : ser importants si la planta tiene los cromosomas pequefios, por lo que

conadera itil la repoaticién de las medidas,

Sasald (1961) estudia la modificacién en el temafio y la forwa de los cro
moscas debido a diferentes horas de tratamiento con colchicina, en cromosomas
sfmeicos de mam{feros. Los cromasomas altaments contrafdos tienden a tener sus
centfmeros m8s centrales que otros menos contrefdos en diferentes células, Los
eromsomas mds largos tienden a contraerse mds fuertemente que los cortos en
la risma célula, Sugiers que el proceso de condensacifin cromatfdica artificial
puee o ser uniforme en todos los cromosomas en un estado dado del ciclo mitg_

tica

Mitsrmn y Simak (1968) para demostrar estadisticamente que la variacién
en bngitud de los cromosomas causada por artafactos es a menudo mutho mfis gran
de wo la variacifn genfitica, estudian idiogramas de Larix decidua, en cuanto &
lond tides de dos cromsomasi Una diferencia entre las distribuciones de las lon
gituns de dos cromosomas puede no ser descubierta, en una muestra grands, st
la dferencla media observada entre el cromosoma m&s grande y el mfds pequefio,
es menor del B de la longltud media de los dos cromasomas, El riesgo de inver—
8i6r plede no ser indiferente si la i ferencia media es menos del 11% de la lo_r_|

gitd medie de los dos cromosomas,

B relacidn a longitudes de los brazos de un cromosoma, las distribucio=-
nesnueden no ser distinguidas unas de otras, si la diferencia media es menor
que=l 154 de la longitud media de un brazo, El riesgo de inversién pucde no

serincdforente, si la diferencia media es menor que el 204 de la longitud media,
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A 18 vista de los conocimientos existentes en la actualidad sogbre la ci-
togenftice de la remolaecha azucarere, y basadas tambifn en las necesidades del
progrema de investigacién cooperativa resefiado anteriorments, hemos slegido pa

ra la presente tesis doctoral los objetivos que a continuacién se resefian,

\
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QUETIVOS
Los objetivos de la presente tesis doctorel pusden dividirse en dos gren

partados:

lesarrallo y aplicacién de tfcnicas citolégices que permitan la identifica

dén positiva de los distintas componentes dsl complemento cromosdmico de
eta vulgaris L, Ests objetivo ss subdivide en:

« Obtencisn dsl Ceriotipo metaffsico en diploides,

', Obtencifn de haploides como situacién Sptima para estudiar di ferencias
entre los nueve tipos cromosSmicos.

3, Obtencién del cariotipo prometaffsico en diploides,

le Obtencifn del cariotipo profésico, Posibilidad y utilidad en diploides,

ie Diforencias entre metafases, prometafeses y profases,

e Estudio de la contraccidn del cromosomas

fdentificacidn positiva de cada uno de los nusve componentes de la serie
risémica primaria de Bsta vulgaris L, a través de téenicas citollgicas,
ista objetivo puede subdividirse en:

1, Obtencifn de placas cariotfpicas da plantas trisémicas,
2, Daterminar que cromosomas estd triplicado en cada uw ds los nueve gru- e

pos morfolfgicos de la 1fnoa homacigética trisSmica de I, Romagosa,

3, Comprobar si existe alguna anormalidad cromosémica en la 1fnea tris8mica

de Butterfass, -
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IIY, MATERIAL Y METODOS

1. Materiel vegetal

. wloides

Hasta ol momentn el aislamiento de remolachas haploides (n=9), sigue
procedimientos bastantes tediosos, Levan (1945) fue el primero en describir una
remolecha heploide, Fosteriomante otrgs autores como Z{mmermann (1953), Fischer
(1556,1962), Butterfass (1959}, kruse (1961,1963) y Harmond (1965) encontreron i
otras plantas utilizando métodos como: ‘ :

a) progenies de plantas tretadas con agentes diploidizentes,

b) atslamiento de gemelas en semillas de varisdades diploides o

anisuploides, .
c} de diploides androestériles citoplésmicos.
d) de anisoploides.

Bosemark (1971) y Ylice (1973) incrementaron sl porcentaje de produg
cifn ds haploides por medio de cruzemientos interespecf{ficos o polinizando con
polen irradiado, Y{ce concluy$ do sus resultados, qus las plantas androestéri-
les muestran una mayor tendencia pare sl desarrvllo partenogenftico que las
plantas fértiles. Sin embargo, no quedd claro si esto es debido al citoplasma
endroestéril o sl independientemente de &1, un genotipo particular puede indu-
cir slto gredn ds aparicién de haploides,

Para el presente trebeajo hemos utilizado cruzamientos similares a
los descritos por Bosemark (1971) y YGce (1973) realizados por Lasa en 1974,
entre plantas diploides androestériles génico~citoplésmicas de hipocotilo ver—
da, con plantas forrejeras tetreploides rnnucithicas‘para el gen dominante de
hipocotilo roja. La mayor parts de las pléntulas obtenitdas por nosotros prasen



taronhipocotilo rojo, y uwnas pocas, verde, Estas Gltimas fueron controladas
cromsomicemente, apareciendo diploides, tripleides, aneuwploides y sn muy baja

propocién algln haploide,

be Diploides

Como material de estudio, se empled la AD=41, poblaciéin de muy emplia
basegenBtica, diploids, multigermen, de origen poleco y perfectamente adaptada
a las condiciones espafiolas, ya empleada con anterioridad en la tesina de lice_:l

ciatya del presente autor,

cs Trisdmicos

Tal como se describe en los objetivos de la presente tesls doctoral
sa hay empleads las dos series de trisdmicos primarios de remolacha czucarsre

sxisgntes en la actualidad,

Por un lado, la obtenida & trav8s del proyecto cooperative hispeno—
rortemericano 3P-3040, ya doscrita por Romagosa (1982). Esta serie trisfmica
es hmocigética puesto qus proviene da cruzamientos entre triploides y diploi-
des, derivades de un haploide obtenids por Hammond (1965) encontrado en la des
pandncia de una 1{nea altaments consanguinea, NB1 desarrollada por el USDA
(McFarlana, 1954).

Por otro, la desarrollada por Butterfass (1964) complementada poste—
rionente en su noveno tipo, obtenida en materiales muy hetsrocig8ticos y que

ba sido conservada en la Estacién Experimental de Aula Dei,
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2, Métodos

a8, Identificacién rutinoria dsl nfmero cromosdmico

68 han empleado tfcnicas sobre primordic foliar, con toma del mate-
rial a primeras horas del dfa y tamefio del primordic elejido entre 2 y 5 mm,
Lta toma s ha realizado directaments sobre oxiguinoleina 0,002 M (Tjio y Levan,
1950). Este pretratemiento ss prolong8 durents 3 hores, ya que sl conteo exacto
del nfmere cromosSmico .se facilita con la alta contraccién de los cromosomas,
Posterior fijacidn en Carmoy 3:1, con conservacién,si es necesaris, en alcohol, -
La tincifn se ha realizado por el m§todo de Tjio y Levan (1956) modificado por
Rommel por tratamiento en frfo durante 24 horas con la orceina acltica. El
squash sa realiza sobre gota de acBtico al 45%, '

b, MEtodos da obtencidn de meristemo radicular

Se han utilizado dos técnicas diferentes segln 6l materdal problema,

En el casp de diploides y por la abundancia de material se ha tomado
sobre semilla germinada en arena, con posterior crecimientn en agua burbujeante
(cistu8, 1979).

En el caso de plantas trisSmicas y haploides, el sistema utilizedo
sa basa en la abtencifn de nuevas raices en maceta tras limpieza de las antiguas,
por sacado del cepellén y posterior estancia durents tres o cuatro dfas en cro-
cimiento 8ptimo,

c. Obtencifn de metafases,

El meristemo radicular se situa directomente sobre oxiquinnleina
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0,002 1 durante 2 horas y medin. A continuacifn se fija en Carmoy 3:1 al monos
24 hons, Dada le dursza del material, &ste se hidrolize en CIH IN a 602C duran
+g 5 dnutos con posterior lavado en agua destilada, Se tifie en orceina lacto
propitica (Dyer, 1963), modificada por Bosemark (1972) en 1a duracidn, que sa
situaentre 30 y 60 minutos. El squash sobre gota da orceina lacto propidnica.

de Dbtencidn da prometafases

En este caso los pretratemientos han sido muy variaobles emplefindose
en alunos casos oxigquinoleina 0,002 M durante 2 hrs. En otros, tratamlento en
agua on hielo durante 2 hrs, y por fin en alguws, ningln pretratamiento, En
cuanb a fijacifn, hidrdlisis y tincién, las técnicas han sido simileres a las

doscrtas en matafases,

e. Obtencidn de profases

En oste caso el material no ha sufrido pretratamiento ya que (nice-
mentg en alguras ocasiones, se mantuvieron 1os meristemos radiculares durants

unos 15 minutos en agua con hielo,

Las ténicas de fijacidn, hidrélisis y tincién han sido similares a
las mscritas pare metafases, aun cuando en este Gltimo punto, en algunas ace—
sions, 88 ha incrementado la misma por empleoc de colorante de Giemsa tras el
levertamiento del cubre {Conger y Fairchild, 1953), deshidratacifn y nueva tin
ciénen Giemsa 9204 de Merck, diluido al 1=Z4 en tampSn fosfato sodio-potasio,
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f. Bandas G.

Tras pretratamiento en oxiquinoleina 0.002 Y4, durants 2 horas y me—
dia y fijacidn en Carroy 3:1, se realiza squash sobre acétices al 45 %, tras man
tener el material en el citads acético durente 1-2 horas para maceracibn. Se em
plearon las técnicas da Gill y Kimber (1974), Singh y Lelley (1975), Noda y
Kasha (1976}, de Jong y De Bock (1978) y Giraldez y Orellana (1979), con modifi
caciones en cuento a duracidn de los diversos tretamientos, ;

g« Preparaciones permanentes

En conteos rutinarios se empleo la tfcnice de semipermenencie de
Rattenbury (1956).

En los dem8s casaos se ha empleado la seperacién de cubre por sl mé-
todo de Conger y Fairchild (1953), con posterior deshidratacifn y montaje en

Euparal.

he Técnicas fotogréficas

Las fotograffas se hen realizado en microscoplo Zeiss Standard univer
sal, con objetivo Neofluar 63/1.25 Osl,, con aumento en tubo de 1,25, angular
intermedio de 12,5 y ampliacién en placa de 3,2,

Se empleo placa tipo Velcalith 25 con revelado a base de Dokumol du-
rante 3 minutos y positivado sobre papel Kodak Estamatic SC con pracesado auto-
mitico.

i. Medidas

Se han remlizads siempre sobre positivo, con traduccidn e escala real,
por fotograffa interpuesta de porta micrométrico.
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En el caso da metofases y promstafases, los porfmetros empleados han
sido, la longitud total del cromosoma, las parclales de sus brazos, asi como la
razér entre los mismos (r). En el caso do profases, junto a las medidas ante—
riors se hon analizado las distoncias entre el centrfmero y el punto medio de

1os romSmeros més significativos,

J« Anflisis estadfstico de los resultadas

Para la comparacién entre cromosomas se ha empleado el andlisis de

varinza con ordenacidn por Duncan al 95%,
La comparacifn de medies se ha realizado mediante t de Student,
El ajuste de contraccién cromosdmica se verifica a través de 3 tipos

de arvas, linesl y = a + bx, exponencial y = aebx y logarftmica y = a + b 1n x

(Stel y Torrie, 1981),
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Iv. ESWLTADOS

e it

% Cariotipo mataffisico en Wploides

Como hemos comentado ya anteriormente, la obtencién ds buenas placas me
tafficas es extremadamente rara, Por ello, para este estudio, hemos ido eli-
Jlenbb a lo largo de todo el periodo de realizacién del trabajo, aquellos carig

Hpo que consideramos mds representativos,

Todo este apartado, incluye exclusivamente placas metafésicas, provenien
tes Je rafces que habfan sido tratadas durante dos horas y media con B-hidroxi-
quirnleina 0,002 M, El aspecto do los cremosomas como resultado de este trata-
mierto es extremadamente pequefio, tal como aparece en la fotograffa 1, que es

la dlula 76, la cual ha sido escojida como muestra de las 15 que analizamos.

Los resultados se presentan en las tablas IV y V que muestran respectiva
mene el andlisis de las 15 células, y de las S escojidas como mejores de entre
las 15, Los perdmetros utilizados, son los ya explicadas en el apartado de méto
dos.
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FOT. 1 Matafase de la cflula 76, Tratamiento de 2 horas y media con o>d.qu£n2
leina 0'002 W,
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TARLA IV, Anflisis de 15 cariotipns metaf8sicos

L% L-Tr, D, r

Cromosoma D. Id,
1 14,93 20,22 b 1.68 a 51
2 12,60 20.81 a 1.50 b 54
3 1.97 20.25 b 1.23 c si
a 11.40 19,72 e 1.15 o 84
5 11,05 19,42 d 1,69 a 51
6 10,82 19,22 do 1,40 b 51
7 10.55 18.95 ] 1,13 c 51
) 10,06 18,49 f 1.50 b 51
9 9,60 18,05 g 1.79 a Bi

AN

F {8,126) pars longitudes transformadas, sntre cromosomas = 72.08
F {8,112) pare r, entre cromosomas = 38,17 b
F (14,112) para r, entre clulas = 1.63 N5

L =W 400
L

L% = Tr. = are sen ¥ L%
D. = Clasa independienta por Duncan al 95 %,
r = Brazo largoe partido por brazo corto,

ID, = Identificecidn de loes B cromosomas restantes,
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TARLA V., Anfilisis de S cariotipos metaffsicos

Cromosoma L% LY=Tr. D. r D. Id.
1 11.84 20.16 b 1.76 a’ Si
2 12,23 20,66 a 1.46 c Si
3 11.80 20,10 b 1426 d 3-4
a 1139 19,72 bec 1.14 d 4=3
5 11,30 19.80 cd 1.65 abc 55
6 10,74 19.14 d 1255 be 65
? 10.78 19,16 d 1.10 d 51
8 10,10 18,54 c 1.48 c Si
9 9,76 18,22 c 1.72 ab Si

F (8,25) pare longitudes trensformadas, entra cromosomas = 27,93 wx
F {8,32) pare r, enire cromosomas = 15,80 o
£ (4,32) para r, entre células = 0,64 NS
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2e HeEloides

£l sistema ds obtencifin do haploides fus por medio de los cruzemientos

explicados anteriormente, de los que se realizeron tres siembras, qua arrojaron

los sigulentes resul tados,

lidad,

Slembra 18 b | as Total

N® semillas . 3,200 5,200 10,000 18,200
Nacidas 234 1,465 3.589 5,268
Verdes 172 36 99 152
Haploides 4] 0 1 1

La planta haploide obtenida, fue perfectamente viable, y de gran vita-

Las rajces obtenidas fueron sometidas a distintos tretemientos, A cont_i_

nuacién mostramos una serie de fotograffas que representan el estado més corrien

te en el que se encuentren las cflulas en divisién, de acuerdo al tretamiento

reclbido,
Fotografia C&ludla Tratamiento
2 209 2 hrs. 3/4 de oxdaqudnoleina
3 210 2 hra. 1/4 "
a4 205 2 hrs, en agua con hielo
5 212 ' 2 hrs, " " "

Los tratamientos anteriores producen preferentemente metafases, Los tres

siguientas los consideraremos como prometafases, y los dos Gltimos como pmfé-

888,
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Fotografia Célule Tratamiento
6 203 1hr. y 1/é en egua con hielo,
7 292 1 tr, en agua con hielo,
2] 286 1/4 de hr, en agua con hielo,
9 285 1 hr, en agua con hielo,
10 215 Sin tratar,

Utilizenco les células 209, 210, 205 y 212 realizamos un anflisis estg
dfstico similor al del cepftulo antarior, Los resultatbs se muestran en la ta—
bla VI-

Teniondo en cuenta la poca resoclucidn obtenida ton sflo cuatro c#lulas,
intentamos ver como cambiaban los resultados si inclufemos dos de las células

en prometafase. Estos datos aparecen en la tabla VII,

Las cflulas 285 y 215 que estén en estado de profase, serfn comentadis
en 1a discusién, sus medidas y sl tuacifn de cromfmeros son utilizados en otro

apartado de estos resultados,

Finalmente en la fotograffa 411 se presenta un resumen de las posibili-
dades que nos ofrscen los diversos estados mitSticos, por comparacién de sus as

pectos cromosdmicos,
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FOT, 2 Matafase célula 209. Tratamiento 2 horas 3/4 con Oxiquinoleina
07002 M.
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FOT, 3 Metafase cflula 210, Tratamiento 2 hores 1/4 con oxiguinoleina D'002 M.
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FOT. 4 Metafase célula 205, Tratamiento 2 hores en agua con hielo.
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FOT. 5 Metafase cflula 212. TYratamiento en agum con hielo,
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FOT, 6 Prometafase c§lula 203, Tratamiento 1 hora 1/2 en esgua con hielo,
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FOT, 7 Prometafese cflula 252, Tratamiento 1 hora en agua con hielo,
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FOT, 8 Prometafase célula 286, Tratamiento 1/4 de hora en egua con hielo,






FOT. 9 Profase célula 285, Tretamiento 1 hora en agua con hielo,
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A

FOT. 10 Profasa célula 215, Sin tratar,
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TABLA VI, Anflisis de 4 metafases haploides

Cromosomes L% Li~Tr, D, r D.

1 12,10 20,33 ab 2.21 a.
2 12,93 21,05 a 1.52 c
3 12,03 20,28 ab 1.15 c
a 11,33 19.65 bo 1.16 c
5 11,00 19.36 cd 2.34 a
6 10,68 19,25 cd 1.60 be
7 10,23 18.65 ds - 1.27 c
8 10.10 18.50 de 1,98 ab
9 9,40  17.88 e 2,20 s

F (9,27) para lorgitudes trensformadas, entrs cromosomas = 13.68 -

F {8,24) para r, entre cromsomas = 11.35 -
F (3,24) para r, entre cflulas = 1,47 N3

Id,



TADLA VII, AMflisis do 4 netafases mia 2 promotafases

Cromosoma t%

-

12,12
12,67
11.95
11.42
10.97
10,08
10,42
10,10

9,43

QU D N O O LN

F (0,45) para longitudes trensformadas, entre cromosomas & 20,15
F (8,40) para r, entre cromosomas = 14,17 b

F (5,40) para r, entre cflulas = 4,71 "

L%-TP .

20,35
20,83
20,22
19,73
19.32
19.25
18.83
18.50
17.90

#

Do

ab

cd
cd
ds

[ ]

D,

cd
ab

Ide

Si

g

51
&7
76
Si
Si



51

FOT. 11 Metafases, prometafases y profases en planta haploide.
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3. Cariotipo pmmebafa’sico en diploides

Despufs ds 1o observado en c8lulas heploides se volvid a trabajer con

cflulas diploides, como paso previo al estudio de la serie trisSmica, €n este

epartads inclufremos los estados gque ss presenten desde el final de la aparien

cia unicromatfdica y cromfmerus diferenciados, que consideremos profases, has~

ta el estado de alta condensacibn estudiado en el apartado 1.

Se comprob8 que estos estados aparscfan en mayor proporcién si no se

daba ningln tretamiento & las rajcss, o simplemente se lss daba un lsve golpe

de frio,

En la tabla VIII se presenta el anflisis estad{stico de cinco de estas

placas pmmatufa’sicas, a las que les hemos unido las dos haploides utilizadas

en el epartado enterior, es decir las clulas 203 y 292,

Lae cinco cSlulas con sus tratamientos son:

fotograffa C8lula
12 86
13 142
14 7
95
112

Tratamiento

2 hrs, de oxiguinoleina
8in tratar
8in tratar
8in tratar
Sin tratar
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TADLA VIII, AnSlisis do 5 prometafases diploides mfis dos haplnides

Cromosoma L% LY=Tre 0. r 0. Id,
1 11,94 20,20 a 2,04 a’ 51
2 12,23 20,46 a 1.75 be si
3 12,23 20,46 a 1.16 d 3-4
a 11,83 20,10 ab 1.18 d 4-3
5 11.03 19.39 be 1.98 ab 51
6 10,94 19.29 c 1.53 e si
7 10.40 18,79  ‘cd 1,24 d si
8 10,03 18,46 d 1,70 c s1
9 9,34 17.77 ) 1,97 ab si

F (B,SIJ) para longitudes transformadas, entre cromosomas = 16,64 >

F (8,48) para r, entre cromosomas = 16,47 *°

F (6,48) para r, entre células = 2,76 *



6{

FOT. 12 Prometafass célula 56, Tratsmiento 2 horas de Oxiguinoleina.






6]

FOT. 13 Prometafase cflula 142, Sin tratar,
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FOT. 14 Prometafase c&lula 175, Sin tratar,
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4, Coriotipo men’sico

Al estudiar cflulas haploides en el estado de profase mitdtica, se pre-
sent§ 1a posibilidad ds diferenciar los cromosomas en cuanto a longitud y cons-
titucién cromomérica. Se hacfa necesario ampliar esta 1dea a suficientes célu-
las, pera observar la repeticién cromomérica, y sobre todo utilizer cflules di

ploides, para comprobar la semejanza entre homdlogos.

Se obtuvieron placas en distintns estados de condensacién profdsica,
La mayorfa de ellas fueron encontradas en raices sin tratar o con leve trata-
miento de frfo, Tres de ellas, 94, 122 y 130 se presenten en las fotograffas 15,
16, 17, 18, 19 y 20. Con objeto de estropear lo mfnimo posible los cromdmeros
por culpa del aplastamiento, se aprovecha la profundidad del campo, y por esta

|
razén una misma célulh estd repetida en distintos enfoques,
Las otras cflules utilizadas son las 129, 135, 137, 198, 271, 281 y 282,

En la tablae IX mostramos el anflisis similar al gue hemos estado utili-
zando, pero en ests caso, tendremos que aceptar un error, debido a no guedaer
claramente delimitados los extremos de los cromosomas,. Serdn pues valores orien

tativos,
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FOT, 15 Profase, cSlula 94, Sin tratar,
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FOT, 16 Ordenacién cromosfmica de la profase, célula 34,
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FOT. 17 Profase, c8lula 122, Tratamiento 2 horas de agua con hielo.
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FOT. 18 Ordenscidn cromos8mica de la profase, célula 122.
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FOT. 19 Profase, cflula 130, Tratamiento dos hores de sgua con hielo,
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FOT, 20 Ordenacifin cromosSmica de la profase, cflula 130,
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TABLA IX, AnSlisis de 10 c8lulas profésicas diploides

Cromosoma K 1

16.08
11.20
12.73
11.65
10,57

9.44
10,01

8.23
10.10

C O WO Ss PN

F (8,89} para longitudes trensformadas, entre cromosomas = 22,62

L%-Tr.

23.56
19.52
21,03
18,54
18,57
17.88
18.41
16,61
18,51

F (8,72) pere r, entre cromosomas = 24,32
F (9,72) para r, entra cflulas = 0,93 NS

D.

cd

cde

g 8 °

i

1.44

1+90 _

1.10
1,07
2,13
1.86
1.13
1,66
1.88

T o a o % aaoco0

L]

1d.
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S. Comparaciones entre metafasns, prometafases y profases

Con el empleo de los pardmetros de medida ya resefiados, como son L% y
r, se ha realizado una comparacifn de las valoras en los tres estados de mito~
sis astudiados,

Esta comparacidn se ha realizado basfndonos en las 15 células metafési
cas, ? prometaffsicas y 10 proffisicas resefiadas en epartados anteriores, compa

réndose los valores medios a través de la t de Student,

En las tablas X y XI sa presentan los resultados de dicho anflisis,
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-TABLR X, . Ccmnaraciones de r,
€ry Profase Prometafase ) letafase
1 1,41 £23,95%* 2,04 t=3,00°" 1,48
! t=2,74" i
1,90 t=1,A3 1,75 t=2,02°%* 1,50
' t=5,04"" '
3 1,10 t=1,02 1,16 t=1,63 1,23
' t=3,40°* '
4 1,07 te1,89 1,18 t=0,54 1,15
¢ t=2,40° '
s 2,13 ta1,17 1,98 t=2,69° 1,69
' t=5,80*° '
6 1,86 t=2,26° 1,53 te1,59 1,40
' t=4,93°%* '
? 1,13 t=1,89 1,24 ts2,63* 1,13
' t=0,05 '
8 1,66 t=0,32 1,70 t=3,21** 1,50
. t=1,62 >, *
9’ 1,88 t=0, 45 1,97 te1,36 1,79

 t=0,68



TABLR XI, Lomporaciones de i.ﬂ. .

. Lt | Profess ..
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Promotafese

Motsfose -
£ - T < T 4 r
1 16,08 23,7 t-4,30°* 1,94 - 20,2 te0,08 11,93 20,2
' te6,67°* ¢
2 11,20 19,6 t=1,0% 12,23 20,4 te1,48 12,60 20,8
) te3,76°¢ )
3 12,73 20,9 te1,14 12,23 20,4 +-0,90 11,97 20,3
' te2,32° .
4 11,65 20,0 0,30 11,83 20,1 tx2,07 11,40 19,7
' t=0,72 !
5 10,57 19,0 t=1,21 11,03 19,4 t-0,15 1,05° 19,4
' tel,7? .
[} 9,44 17,9 t=3,38°° 10,94 19,3 te0,41 10,82 19,2
. t=d,03%* .
7 10,0t 18,4 te0,66 10,40 18,8 te0,85 10,55 18,9
' ta1,37 ’
8 8,23 16,6 t=2,77° 10,03 18,4 10,15 10,06 18,5
' d ted,23°° .
9 10,10 18,5 tat,27 9,34 17,8 tat, 14 9,60 18,0
. te1,25 '
G, tr.0,01 tr,0,05
PROFASE -~ PROMETATASE 15 2,947 2,131
FETAFASE - PROFASE 23 2,807 2,069
METAFASE - PROMETAFASE 20 2,845 2,086
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6, Estudio ds la contraccién del cromosoma

Se pressntan & continuacidn las fotograffas 21 a 29 en las cuales pus—
den observarse los cromosomas 1 al 9 respectivamente, en diferentes estados de
contraccifn proffsice, promotaffsica y metafésica. Los cromosomas qus 88 mues-
tren p;rtenecan a8 las mismas cflulas tal como pusde apreciarse por ell nlmero

que llevan,

En un intento de dafinir el modo de producirse la contraccién cromosé-
mica, hemos elegido dos cromSmeros representativos de cada uno de los brazos
cromosémicos, midiendo en cada caso la distancia comprendida entre el centrfme
10 y 8l punto medio de cada cromdmero en estudio, Este trebajo se ha realizado
con 7 cBlulas elegidas, qus fusrun las 203, 142, 122, 198, 271, 281 y 282,

Como forma altarnativa, que luego discutiremes, de intentsr carecteri-
zar biomdtricaments el proceso de condansacifn cromosfmica, se ha decidido utl
lizar como pardmetro representacor de tismpo de profmse, la longitud del com-
plemento cromosémico, De esta forma se ha representado en abscisas la citada
longitud total del complemento cromosémico de la c8lula, y en ordesnadas las ya
referidas distancias de centrfmero & punto medio da crom8merv en estudio.

A partir de estos detos se calcularon pare cada cromdmero los valores
a y b definitorios de la curva asf como el coeficierte de daterminaéi&n ds la
mioma, Estos valores referidos a ajustes lineales, exponenciales y logar{tmicos
sa presentan en la mpla XII, en la que los cromSmervs quedan 1dentif1catba por:

CL brezo corto, cromSmero alsjado,
CC brazo corto, cromSmero cercano,
LC brezo largo, cromSmero cercano,

ti brezo largo, cromimerv alejado,
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Bas&ndonos en el coeficilente de determinacién (FI2) méximo para cada ca
80, 8e ha slegido el tipo da curva que major ajusta, incluySndose en las gréfi

cas 1 a 9 la evolucién de los segmentos cromosmicos estudiados,
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FOT, 21 Cromosoma némerc 1, Oiferentes estados de condensacifin.
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FOT, 22 Cromosoma nlmero 2, Diferentes estados de condensacién.
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FOT, 23 Cromosoma nlmero 3, Diferentss estados de condensacién.
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FOT, 24 Cromosoma nGmero 4, Diferentes estados de condensacifine.
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FOT, 25 Cromosome nimero 5. Diferentes estados de condensacién,
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fOT. 26 Cromosoma nfmero 6, Diferentes estados de condensacidn,
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FOT, 27 Cromosoma nlmero 7. Diferentes estados de condensaciféin,
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FOT, 28 Cromasoma nlmerc 8, Diferentes sstados de condensacién.
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FOT. 29 Cromosoma nlmesro 9, Diferentes estados de condensacién.
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TAILA XIT. COWIFACCION OF PROFASES
EXPOt, LIN. LOO.
R b n2 e b n? a b
e ow a'e0 . 001 093 . 0055 0'46 086 -Z74'69  63'31
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oL o'®m wwm o0l 0'92  -a'59 Q28 085 -—129°18  32°58
o©c o'se s'01  0'0t 0'% 039 0'09 009 - 432 12'38
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Ww o'er 121 prod 088 - 7'a0 0'32 083 -181'78  45'0%
o oo0's0 o1 oo 09 268 019 0'96  -100'S6 720
o o': 474 oot o's2 0'S5 008 0'86 - A'Z3  11*da
& O'%8.  3'16  0'0f 0'9% -020 006 0’92 -36'0  9'2D
W oes  13os  aa o 972 0'4%  0'93 .32 1508
oL 0'99 g'as  0'ot 098  -11'74 032 0'93  -187'07  45'24
©c 0'99 a8 o0 097 308 02  0'92 - 69'71 1728
I oo 429  0'0d 0'55  -7'a4 0'20  0'93  -118'19  28°33
w o'ss 934 o001 0':  -7'81 0'30  O'955 -175'30 43'p
L 0'e8 &'s? oo 0'99 -4'ta 0'20  0'98 ~113'55 26°08
cc 098 261 o' 0'54 -~ 5'S9 0712  0'86 - 70'19 16'74
e o'et 762 0'09 091 3'97 010 0'95 -~ 55'18 1532
W 0'98  1s'o3 gl 0's8 5'65 0'23 098 -126'01 23'80
o o095 273 00t ) 114 0'13 0'86 - 67795 . 17'91
© 0'98 386 0'01 0?7 003 . 007 O')3 - 3718 970
L D0'98 2'32 o'ol 088 - 3's9 o'09 o's - 51'05 12°3%
Ww ow ° 981 g'ot 096 -0 0'20 092 -0’66 271'66
o o'es 724 00" 0'58 - 1S3 0D D'98  -100°5% 2538
©c 0's 2's?7 oot 096 - 401 0'W1  0'9%6 - 64'20 15'a47
. o0'88 578 0'01 a'9s 068 0'H1  0'97 - 6228 16'1t
W 094 1207 o' 0'98 E'06 ©0'\5  0'69 - 73'51 2190
o 10 768 0'0% 099 - 140 0'1? 0'%4 - 925 23'69
o« 0w a'0s  o'0t 0'86 - 220 O'1  0'90 .~ 61°04 15'20
« u'es 4y oo o' 1°40 007  0'9t - 39115  10'38
W 08 150 g'ot 09 a'99 0'18  0'S5 - 5'72  26'a0
a ow aa3  o'08 093 -6'85 0°918  D0'°4  -108'02 26'0S
c 09 173 oot 0'7. -4'% 010  0'5a -61'09 1a'64
e o' 268 0'0 0% - 8'70 016 0'91 - 96'91 2279
(1R 1'00 10°D6 [+ M 3] o - 2'94 0’30 09N ~169'77 41°'g4
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7. Idantificacidn positiva de la seris trisémica

A contimacién se presentan los resultados obtenldos en la identdfice~

cidn de los diferentes tipos trisémicos.

b.

Cs

de

L)

Oe

Trisémico tipo 1.~ En las tablas XIII y XIV se presentan los resul

tados numfricos de le prometafase 220 y ds la profase 276E, cuyos
cariotipos pueden observarse en las fotograffas 30 y 31,

Trisémico tipo 2.~ En las tablas XV y XVI se presentan los resulta
dos numéricos de la prometafase 2148 y da la profass 2818, cuyos ca
riotipos puedsn observarse en las fotograffas 32 y 33,

TrisSmico tipo 3.~ En les tablas XVII y XVIII se presentan los re-
sultados numéricos de la prometafase 2310 y de la profase 271D, cu-

yos cariotipos puedsn observarse en las fotograffes 34 y 35,

Trisfmico tipo 4.~ En las tablas XIX y XX se presentan los resulta

dos numéricos de la promstafase 233C y de la profass 240C, cuyos ca
riotipas puedsn observarss en las fotograffas 36 y 37,

Irisfmico tipo S.- En la tabla XXI se presentan los resultados nu-
méricos de la prometafase 256F, cuyo cariotipo puede observarse en

la fotograffa 38,

Trisémico tipo 6.~ En la tabla XXII se prasentan los resultacos ny

méricos de la pmmetafase 289A, cuyo cariotipo pusde observarss en

la fotograffa 39, correspcndicntes a un tetrasémico 6.

Irisfmico tipo 7.~ En la tabla XXIII se presentan los resultados

numfricos de la metafase 284G, cuyo carictipo pueds observarse en la
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fotografia 40,

he Trisfmico tipo 8.~ En la tabla XXIV se presentan los resultados nu~

méricos ds la prometafase 274H, cuyo cariotipo pusde observarse en
1a fotografia 41,

i, Tris8mico tipo G.= En la tabla XXV sa presentan los resultados nu-

m8ricos de la matafase 2671, cuyo cariotipo puede obssrvarse en la
fobagraf‘fa a2,
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FOT, 30 Cariotipo prometaffsico de la célula 220 E. Tratamiento 2 horas

en agua con hislo,
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TABLA XTI, Tris8mico tipo 1. Prometafase 220

Cromosoma

1

L%
11'60
12'29
12'29

11'60
n'x

12'06
12'06

12'06

12'06

11'02
10°67

1137
11"13

10°21
10'44

1044
1055

8's1
9'97

1'50
1'52
1'59

139
1'®

1'08
117

117
1'08

1'79

1'51

1'53

120
114

1'50
1'46

2'17
1'87

-
r

1'S4

1'%

1713

1713

i'eq

1'562

117

2'02

o

12'06

11'45

12'05

12'06

10'8s

11'25

10'33

10'50

9'39
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FOT. 31 Cariotipo profdsico de la cflula 276 E. Tratamiento 15 minutos en egua

con hielo.
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TABLA XIV, TrisSmico Hipo 1,

Cromosoma

1
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Profase 276 E

L% r T L%
13'01 2'00

11'83 2'00

12'49 2'17 2'06 2
11'18 1'83

12'49 1"n 17 11'84
17'75 1'08

17'09 100 1'04 17142
9'a6 1%14

12*49 1"N" 513 11118
9's3 222

9'20 1'80 2'M 937
11'18 1'a3

10'52 1'29 1'35 10'65
12t49 m"n"

9'es 114 1'13 11'18
8'55 1'60

9'20 1'80 170 8'688
5'92 2'00

7'23 1'75 1'68 6'58



FOr, 32 Cariotipo prometafdsico de la cBlula 214 B. Tratamiento

2 horas en agua con hielo,
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TABLA XV,

Cromosoma

1
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Trisémico Hpo 2,

Prometafase 2148,

L%

1165
11'10

13'60
13'50
13'82

12'08
1'78

1M'9?
12'19

10'88
1110

1067
11'10

10'77
10'23

9'03
9114

9'36
9'a9

1'89
176

1'50
1'38
144

1'06
1'm

1'00
1100

2'33
2'19

1'58
1'S5

120
124

1'66
1'80

2'31
2'18

r

1'83

1taa

17

1'00

126

1'57

183

2'35

Uk

11'38

13'64

11'92

1207

10'99

10'88

10'51

9'm

9'53
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FOT, 33 Cariotipo profésico de la cflula 291 B. Tratemienta 15 minutos en agua

con hielo.
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TABLA XVI, Trisémico tipo 2, Profase 2818,

Cromosoma

1

L%

18'>
19°31

1012
10°58
10'58

12'42
1334

11'04
10'12

10'58
1012

1195
11'04

11'S0
9's5

6's0
7'17

7'82
7'82

1'50
1'33

120

1'42

1'0

1'08
1'07

118
1'20

1'88
175

1'36

1'an -

1'oe
1"10

1'83
1*a3

] 8

131

1'08

118

1'a2

'3

10

1'63

-

L%

18'85

10°'43

12'83

10'S8

10°35

11'50

10°S8

?'04

7'82



AZ9

FOT, 34 CGariotipo prometafésico de la célula 231 D, Tratamiento 2 horas en agua

con hiBlO .






TABLA XVII,

Cromosoma

1

TrisSmico tipo 3.

- 132 -

Prometafase 2310 -

L%
1100
1061

12'73
11'48

13"12
12'35
12'54

11'19
11'28

11'09
11'19

100
10'80

11°00
9'sa

1119
10'61

1003
9'65

1159
1*75

1'54
1'53

1227
"21
117

115
1'13

2'4a8
2'e2

1'59
1'67

1'38
1'43

1'76
175

2'n
2'33

r

167

1'54

1'22

1*14

2'35

1'63

1°41

176

2'52

L]

10'81

12'n

12'67

11*24

11114

10'90

10'42

10'90

9'84
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FOT, 35 Cariotipo profésico de la célula 271 D, Sin tratar.






TABLA XV, Triclmico tipo 3,

Cromosoma

1

- 135 -

Profase 2'710‘

L% r r %2
18'48 1°23

18'20 1'25 1'24 18'34
11'49 1'78

11'95 1'60 1'60 11172
12'60 121

13'33 1'23

12'67 1'15 120 12'93
10'57 100

10'57 1'09 1'09 10'S?
10'76 2'16

10'39 2'23 2'20 10'58
?'81 1'43

8'e? 1'57 1'S0 8'04
7'81 113

10'1 120 117 8'96
7°81 1'43

?'35 1467 1'55 7'58
11'03 2'00

11'49 2'13 2'07 11'26
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FOT, 36 Cardiotipo prometéfasico de la c8lula 233 C, Tratamiento 2 hores en egua

con hielo.
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TABLA XIX, Trisfmico tipn 4, Premotnfase 233C

Cromasoma 1%

1 112
10'85
2 1277
1277
3 12'08
12'22
a 12'08
11'94
11'94
5 11'67
11'26
(] 11'53
11'53
7 10'57
10'85
8 8'92
8'92
9 g9'34

9'61

2'00
2'oa

1'58
1'45

1'20
1'23

110
1107
1712

1'74
123

1'55
1'47

1'03
1'03

132
1*41

2'09
1'92

r

2'02

1'52

122

110

174

1'51

1'03

137

2'o1

L%

10°'99

12'77

12'15

11'99

1147

11'53

1071

8'92

9tas
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FOT, 37 Cariotipo profisico de la célula 240 C. Tratamiento 2 horas en agua con
. hielo,.
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TARLA XX, Trisfmico tipo 4, Profase 2400

Cromasoma L%

1 1416
15'38
2 12'30
13'76
3 12'79
13'43
4 11'98
12'30
12'63
5 10'20
10'20
& 12'14
12'14
7 8'54
7'45
8 8'90
9'23
12) "7
6'96

2'18
2'17

1'92
1'83

1°08
1'08

1'18
112
123

2'15
2'S0

1'50
1'50

112
1'00

1'62
1'59

1'67
187

-
r

2'18

1'88

1'08

119

2'33

1'50

1'06

161

17

Ch

14'77

13'03

1311

12'20

10'20

12'14

8'00

9*m

?'37



242 -

FOT, 38 Cariotipo prometnfésico de la célula 256 F, Tratamiento 3 horas en sgua

con hielo.
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TABLA XXI,

Cromosoma

- 144 -

Tris&mico tipo 5.

Prometafase 256 F

L%

12'99
12'87

12'37
12'12

1237
12'62

"M
10'a83

10'29
10'83
10'76

10'52
10'64

10'64
10'52

9'90
10'27

9'28
9'65

1'50
1'60

17
1'33

122
1"13

1*02
110

2'00
1'93
150

1'66
1'61

105
113

167
1'68

1'68
1'60

r

1'65

1'30

1'18

1'94

1'09

1'6?7

1'64

w

12'93

12'25

12'50

10'95

10'68

10's8

10'58

10'09

9'a?
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FOT, 39 Cariotipo prometaffsico de la célula 253 A. Tratamiento 1 hora en sgua

con hielo,
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TABLA XXII, Tetrasmico tipo 6. Prometafase 269 A,

Cromosoma L r T T

1 11'90 1'75 1'82 1194
11'57 1'89

2 12'01 147 1151 1179
’ 11'57 1'85

3 13'20 110 111 12'98
12'76 111

a 13'20 1'03 1902 12'66
12'12 1'00

5 9'52 2152 2'41 9'58
9'63 2'30

6 10'60 1'33 136 10'77
) 10'93 1'30
10'82 138
10'71 1'a1

Vi 11*14 102 1'03 1131
147 1'04

8 9'aa 176 176 10'01
10'17 176

9 8'87 1173 1'66 9'20

g'52 1'59
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FOT, 4D Cariotipo metaffsico de la c¢élula 284 G, Tratamiento 6 horas en agua

con hielo,
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TARLA XXI11,

Cromosoma

1

- 150 -

Tricdmico tipo 7.  Metafase 284 G

~L%
10'45
10'07

12'69
12'69

13'43
13'06

11'94
11p94

9'33
9'70

11'57
11'94

10'0?
9170
9'70

10'82
10'45

9'33
10'45

1'80
2'00

1'43
143

1'25
1'06

1'29
1"00

2'13
1169

1'38
1'29

125
117
117

1'64
1'33

1'7
1'80

-
r

1'90

143

116

2'o

134

1'20

13

10'26

12'e9

13'25

11'94

9'52

11'76

g9'82

10'64

9'89
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FOT. 41 Cariotipo prometafésico de la c8lula 274 H, Tretamiento dos horas en

agua. con hielo.
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TABLA XXIV, Trisémico tipo 8.

Cromosoma

1

Prometafase 274 H

.

11'66
11'29

13'92
13'29

12'42
179

"9
10'53

11'16
11'54

11'91
1101

10'03
10'03

9'78
9'91
10'03

9'03
e'78

1'82
1'65

14?7
1'62

1'30
124

105
1'00

197
1'88

1's0
1'53

1"n"
1"

179
182
1'67

222
2'18

2t

123

1'50

17

103

1'93

1'52

"1

176

2'23

13'61

12' 1

10'91

11*35

11'66

10°'03

9'91

8'91
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FOT. 42 Cariotipo metaffisico de la célula 267 1. Tratamiento 8 horas en agus

con hielo,
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TABLA XXVe Trisfmico tipo 9.

Cromosoma

1

- 156 -

Motafasa 267 I,

%

12'03
10'a9

11'54
11'54

13'S3
13'01

12°03
12'36

10'57
10'41

11°05
10'73

11'54
10'57

9'76
9'76

9'43
8'59
9'2?

1'85
191

1'73
1'84

116
122

1°06
108

1'95
1'91

1'43
1'%

1'15
124

1'4a0
1'40

1'S0
1'95

-
r

1'88

172

119

1'06

1'93

1*ap

1'40

1'90

Tk

11'a6

11'54

1317

12'20

10749

10'90

11'06

2'76 A

9'43
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8. Identificacifn do un acrotrisémico 9.

En las tablas XXVI y XXVII se presentan los resultados numlricos de una
metafase y una profase provenientes de unma planta considerada inicialmente como
trisfmico tipo 9 del material de Butterfass, y que pudo ser correctamente iden-—
tificada como acrotrisfimico 9, Las referidas matafase y profase ss presentan en
las fotograffas 43 y 44,
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FOT, 43 Cariotipo metaffsico de la cflula 252 IX, Tratamiento 6 horas en agua

con hielo.
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TABLA XXVI, Acrotrisémico tipo 9. Hetafasa 252-IX
Cromosoma Lk r r %

1 1844 1460
11'85 167 1'64 13'15

2 11185 137
11'85 145 102 11'85

3 10'74 123
1'85 113 1'18 1'30

4 11'66 1"10
11'85 100 1'05 1176

5 1074 2t22
1N 2'00 211 10'93

6 11'48 1'58
11°29 144 1751 11'9

7 111 114
9'25 108 111 10'19

8 10'55 1'48
10'74 164 1'56 10'65

9 926 1"

2772 110
9'26 213 1'96 a'76
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FOT, 44 Cariotipo proffsico de la c8lula 265 IX. Sin tratar,
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TADLA XXVII, Acrotrisémico tipo 9.

Cromosoma

1

- 163 -

Profase 265-IX
L% r T b
19'41 1122
17'47 15 1'24 18'44
10'43 1'87
11'64 2'00 1'94 11'04
16'S0 1'00
13'89 1'00 1'00 15'05
11'16 1'09
110" 19 110 110 10'68
7'76 2'20
8'25 2'40 2'30 a'om
10'19 1'63
8'25 1'83 1'23 9r22
12'62 117
11*16 1'09 113 11'89
7'8 1'50
631 1'60 1'S5 6'80
679 1'33
10*19 2'50
9'70 2'a3 2'42 8'89
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Ve. DISCUSION

1. Cariotipo metafésico en diploides

A partir del valor de r, podrfamos definir los cromosomas 2, 3, 4, 6, ?
y 8 com metacéntricos siendo el resto submetscéntricos (Levan et al., 1564)
aun cuando la clasificacién del cromosoma 1 pusda resultar emlge engafiosa ya que

no hemos guerido considerar en ningln caso la longitud del satélite,

Examinando la tabla IV perece deducirse que este método puede llevar a
una identificacién positiva de los nusve cromosomas, Sin embargo, serd necesa-
rio matizar varios mspectos, En primer lugar la separescidn completa se consigue
con 15 células, pero no con cinco, afn siendo &stas escogidas, Estﬁ representa
ya un problema, puesto que 88 enormemente diffcil encantrar 15 placas matafési-
cas de una sola planta, te introduccifn de un cromosoma extra en las plantas

trisfmicas, egravarfa efin m4s la situacién,

En segundo lugar, mo se puede despreciar la posibilidad ds que por irre-
gular eplastamiento, una pareja estf cumpliendo los paréimetros de otra, y la
agrupacifn nuestra fo haya sido correcta, tal como dsfinen Matérn y Simak (1968).

Por Gltimo, cuando hablamos de que 15 c8lulas son capaces de identificar
los 9 cromosomas, no debemns olvidar que éstas han sido elegidas ds entre mu-
chas mis, no s8lo de una planta,

Estos resultados concuerdan con los obtenidoes por Bosemark y Bormotov
(1571) aifin cuando los tamafios que nosotros hemos obtenido nos han hecho cembiar

la nomenclatura entre los cromosomas Sy 7,

En relacién con tinciones diferenciales de Glemsa, todos nuestros inter—

tos raesultaron infructuosos coincidiondo asf con los realizados por Thsemark y
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Lasa (1973), Singh y Romagosa (1981) segln comunicaciones personales, afn cuan—
do los filtimos resultadas de Chugunkova et al. (1979) abren una cierta esperan-

za a posteriores estudios,

Por todo lo enterior, la técnica del cariotipo metafésico no r1s parece
totalments fiable para identificar positivamente el cromosoma extra de una plen
ta trisfmica, aun cuando en algunos casos, ton cromosomas muy especificos y en
conjuncién con otras técnicas, sl sistema pueda tener utilidad como veremos pos

teriormente,
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2. Haploides

El cruzamiento tetraploide-diploide fue realizedo cinco efios antes de
la siembra, con lo cual era de prever una cierta pfrdida en el poder germinati

vo de las semillas, en particular de haploides y eneuploides,

5in embargo, la primera siembra, que presentf una germinacifn que no 1le
p8 al Bh indicd claramente que ademfs de la edad de las semillas, existl$ un
problema externo que fuf el mal funcionamiento del invernadero., Esto obligf a

repetir las siembres,

Las germinacionss de la 28 y 3% fueron respectivemente 29.3% y 35.7F que

si bien son bajas, ss acercan a lo normal,

La obtencién de una fnica planta, es evidente gue no fue un resultado 58
tisfactorio, pussto qua estos cruzamientos producen mayorss éxitos, pero para

nuestro objetivo de obtener cariotipos heploides era suficiente.

El anflisis de las cuatro metafases, presentado en la tabla VI, muestra
practicamente lo mismo qus cuando utilizemos cinco metafnses dipleoides, Sin em
bargo en este caso el solape entre cromosomas es muy grande, La rezfin, eparts
de que el nfmero de medidas esté dividido por dos, es que el nfimero de células
entre las que se han elegido estas cuatro, es mfnimo en comparacién con las que

utilizemos con las cinco diploides,

A partir de aquf, interviene la condensacién como factor diferenciacor,
Se trataba de probar, si en estndos anteriores a la metafase, los cromosomas
presentaban aspectos diferenciadorss, En el andlisis de la tabla VII se comerug
ba que sl solape ha disminuido mucho, m#s de lo gque cebrfa esperer por la sim-
pls suma de dos c8lulas més.
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Da las promstafases, pero sabre todo de las profascs podemos entresacar
a simple vista una serie de aspectos gue nos servirén para la continuacién del

trabajo,

Por tamefio, el Juego cromosdmico pusde dividirse en tres grupos: cromosg
mas grandes 1, 3 y 4; cromosomas medisnos 2, 5 y 6; cromosomas pegusfios 7, 8 y
9. Al hablar de profases, el concepto tamafio se confunds con condensacién, Cro

mosoma grande quiere decir da lenta condensacién.

Los cromdmeros parocen ser constantes, y ceda cromosoma tiens algunos

1o suficientemente representativos.

Es svidente que los cromfmeros se van fusionando conforme avanza la cone
densacifn, pero este procesc no enmascara excesivamente los cromdmeros principa

les,

A la vista deo estas indicaciones que facilitan la identificacién de los
cromosomas e través de prometafase y profase, es por lo que se ahondd en estos

estudios con el empleo de plantas diploides, gque & continuacifn discutiremos.
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3. Ceriotipo prometaféisico en diploides

Al hacer el estudio de los resultados de la tabla VIII parecen resaltor
dos conclusiones, Le primera 8s que todos los cromosomas pueden ser diferencia-
tdos a excepcidn del 3 y el 4, Esto tiene importancia si tenemos en cuenta que

s6lo hemos empleado cinco célulaes y que no habfan sido elegidas entrs muchas,

La segunda es que todos los fndices centroméricos han aumentado, y 8un-
que el estudio de la significacidn estadfstica lo haremos en otro lugar, parecs
claro que tal como dice Sasaki (1961) los crumosomas muy contrafdos tienen ten—
dencia a tensr los centrémeros centrales, o lo qus es lp mismo los brezos lar-

gos tardan més en la definitiva contraccién.

Otro aspecto que podemos deducir de la observacién de las fotografias,
28 que las drogas y el frfo producen una condensacidn artifical exagerada que
oculta el parecido entre cromosomas hom8logos. Una poareja con la misma cantidad
de cromatina, y los mi:srms puntos bAsicos de condensacifn, tiende & parccerse a
simple nivel dptico, més a su pareja, que a cualguier otro cromosoma del comple

mento.

Como conclusién de este epartado cabrfa decir gque en ausencia de inhibji-
dores del husa, condensadores del citoplesma o de otros artefactos producidos
por las drogas, la realizacifn de un buen squash ss francamente dificultosa, Sin
embargo, los resultados son mucho mis significativos por lo que. siempre serd
preferible la blsqueda ds placas metaf‘ésicas en ests estado de semiconcensacién,

ya que permite alcanzar altos niveles de identificacidn cmmosémica.
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4, Cariotipo profésico

En estos momentos la discusién tiene gque ser enfocada en dos aspectoé.
€n primer lugar, el numfrico, como hemos venido haciendo hasta aquf, pero un se
gundo aspecto se incluye ahora en la discusién, con gran importancia, que es el

relativo a los cromimeros, tanto en su forma como en su localizacidn.

El anflisis numérico, es decir, el referido & longitudes y razones entre
brezos, que puede observarse en la table IX, presenta una fuente de errores,
spreclable, que es la relativa e dictaminar con exactitud los puntos finales de
los cromosomas ya qus junto a le técnica citolégica del squash, qus pusde produ
cir ruptures de brazes o alargamientns ertificieles de cromosomas, la ausencia
on muchos cases, de formaclones telomfricas caracterfsticas, dificulten la de—
terminacidn de los extremos finales, As{ mismo es observecién de este autor,
que puade apreciarse en las fotogreffas 21 @ 29, que en estados intermedios de
las profases estudiadas aparecen nuevas formaciones cromoméricas en los extre-
mos Que no eren visibles con anterioridad, le que apoyarfa la hipStesis de al-

tas posibilidades de error en la medicifn cromosSmica en este estado,

De la observscidn de la tabla IX, parece desprenderse que el cromosoma 1
Bs muy grendo en este estado (16,8%) mientras que los cromosomas 6 y 8, son més
pequefios de lo que les corresponds (9,44 y 8,2356), o lo que es lo mismo han te—

nido una condensacidn premature,.

Es interesante notar que eparecen similitudes entre cromosomas que =n
anflisis de otros estados no ss solepaban, como por ejemplo los cromoscras 2, S
y 9. También parece interesante el hecho de que la F para {ndice centromérico

entre células, no es en absoluto significativa,

Al igual gue ya comentamos al utilizar prometafases, el gue los hom8logos

se encuentren en el mismo estado de condensacidn, con cromdmeros idénticos, hacs
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que, a pesar de las modificaciones producidas por el squash, un cromosoma se

parezca mds a su homflogo que a cualquier otro del complemento,

El ya comentado spgmdo aspscts del andlisis del cariotipo proffsico,
Bs decir el relativo a cromSmeros y su situascién, nos permite le ela’ oracidn
de wnos "monas" tefricos, que se muestran en la fotograffa 45, sobre los cromg
somas proffsicos, Es el momento de hacer la advertancia ya comentada, de que
a 1o largo de la profase se van produciende fusiones des cromdmeros, por lo que
en estos monos se pretende ofrecer Gnicemente una visién genersl en un estado
intermedio, pero que nos permite de esta forma la identificacidn de los cromo-

somas,

A continuacidn daremos unos pocos rasgas ceracterfsticos de cada cromo-
soma, suficientes a nuestro entender para poder distinguirlos, pero sin exten—

dermos demasiado,

Cromosoma 1.~ Es en todo momento el m&s largo del complsmento, y tambifn el
mds estrechn, es decir, estf completamente estiredo., En metafase
muestra claramente la regifn del organizador nucleolar, mientras
en profase tisne mayor dificulted su localizaecién. Tiene cmmﬁm_e_
ros muy caracter{sticos, cuatro principales en el brezo corto,
dividifndose el brazo largo en tres pertss: la primerae con cua-
tro cromdmeros muy grandes y marcedos; la segunda con tres o cua
tro medianos; la tercera con varios peguefios y diffciles de iden
Hficar,

Cromosoma 2,~ En metafase es el mds grende del complemento pero en profase org
senta problemas de parecido con los pequeios ocorque tiene temora
na y rédpida condensacién. Por ésto, siempre aparsce grueso y muy
tefiido, Tiene un cromdmero grende y uno mediano en el brezo cor—

to y cinco en el largo estando los cuetro primergs agrupados en
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FOT. 45 Ordenacién cromomérica de los cromosumas profésicos.
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dos parejas, Suele doblarse formando una S,

Al igual qgue sl 1 es un cromosoma alargado y estrecho, pero s8
distingue de &1 progque es casi perfectsmente metacéntrico. E1
brazo corto tiene un poco menos de cromatina y por ello los cro-
mémeros estén mAs laxas, Este brazo consta de 4 cromémeros gran—
des y dos medianos en su extremn, el Gltima no se pier;de y suele
estar presente como si fuera un telSmero marcado. En el brazo
largo mparecen, cuatro cromdmeras grandes dos a dos, y més al
extremo uno grande y uno medio, todos con la caracterf{stica de
ser més gruesos que los del brezo corto; el final de este brazo

eparece un poco deshilachado. No suele estar doblado.

Es ptro de los tres cromosomas metacéntricos. Se parece algo al

tras, pero tiene los cromSmeros mds juntos. Suele adquirir una

forma da C, Tiene cinco cromfmeros en el brazo corto y otros cin
co en el largo aungque estos un poco més gruesas, Sin embargo tie
ne una caracterfstica inconfundible, los dos cromdmeros distales
del brazo corto tienen tendencia a separarse de la masa del cro-
mosoma y pueden encontrarse muchas micras lejos. Esto puede enla

zar con los idea de Romagosa (1982) y Nakamura (15979) de que hay

algln otro cromosoma implicado en la organizacifn nucleolar,

Este cromosoma suele ser facflmente distinguible_ en metafase, pe
10 en profase, también tiene personelidad propia, puesto cue oosee
en el final del brazo larga, un gren crordmzro que le hace como

de cola; asf pues este cromosoma, gque es alergado, adguiera forma
do L, En el brazo corto tiene dos cromémerocs medianos y uno pecue
fio con tendencia a difuninarse, £n el largo tiene ouatro granées

cromdmeros, El brazo corto es mucho menor que el largo.
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Es un cromosoma muy homogfneo en su condensacifn en ambos brazos
y los homSlogos suslen parecerse enormemente, Como el cromosoma
dos, se condensa bastante temprano en relacifn & los otz’os..Sue—
le ser recto teniendo tres cromdmeros en el brazo corto y cinco
en el brazo largo con tendencia a difuminarse los dos de los ex-—

tremos, Su estructura es muy establs ants el squash,

Es disf,ing\.d.ble répidaments en profase porque forma un cfrculo

o una G muy cerrada, Es metacéntrico y con los mismos crom$meros
y de la misma forma y tamafio en embos brazos, presentando en ca-
da uno, dos cromfmeros grandes cercanos, y dos medios algo més
alejados,

En un cariotipo profésico es el que sparece mfs pequefio, No pro-
senta una estructura cromom8rice muy definitoria, con dos gran—
des y uno pequefioc en el brazo corto y tres grandes y algunos pe—
quefios y desespiralizados en el largo. Todos los cromfmeros gren
des tienen tendenciea a formar une masa homogénea por su gren pro

ximidad, E1 cromosoma presenta cierta tendencia a doblarse,-

En el brazo corto tiene dos cromSmerus medianos y uno pequefio

mientras que en el largo tiene dos grendes, gus pueden estar muy

‘ alejados, y una serie de cromfmeros pequefios al finel,.

Aun cuapdo pudisra parecer de interfs la comparecién de estas identifi~-

caciones cromosdmicas a través de cromSmeros profésicos mit8ticos, con las pre-

sentadas por Nekamura (1979} trabajendo en pagudtena, una serie de factores que

a continuacién expondremos nos hacen deshechar tal idea,
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En primer lugar y fundamentalmente los estados de mndénsaciﬁn en los
que Nakemure trabaja, no son equiparables a los gue se obtienen con profases
mitfticas, unicamente nuestra cflula 282 pudiera tener cierto parecido. Por
otro lado y aln cuando existen afirmaciones muy similares, como laes relativas
al mayor tamafic dsl cromosoma 9 en relaciédn con los otros pequefios, las numera
ciones empleadas por Nakamura no son las utilizadas en los cariotipos metafés_i;
cos, la que nos crea una fuertes confusién al encontrar cesos como el de su cro
mosoma paqud ténico 4 due musstra gran semejanza con el 2 de este estudio, Asf
mismo, la estrecha franja de tiempo en qus los ths estados meiftico y mit8tico
podrfan ser comparados, nos lleva a encontrarmos con afirmaciones de Nakamura
dando longitudes muy variables a los bivalentes 1,2,3 y 4 que son los cromoso-
mas que en nuestro estudio aparecen de mayor tamaiio en profase, al igual que
su afirmacién de la gren variacién de las valores de r en cromosomas subtelo-
céntricos, Por estas rezones, na consideramos de interfis en la presente tesis
1a reslizacifn de este estudio de comparacifin, que obligard a.trabajos poste-

riores,

Como resumen de ests apertado de cariotipos profésicos, podemos decir
qus a través de los mismos, se obtiene una gran clarificacidén en los problemas
de identificacifn pﬁsitiva de los cromosomas de Beta wulgaris, como veremos pas
teriormente en las aplicaciones précticas sobre identificecifn de la serie de

trisfmicos primarios,
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5, Evolucidn del cromosoma desde profase a metafase,

Aln con el problema ya resefado, de determinar el punto final del cromo-
soma en los estados profésicos, hemos querido realizar este estudio de evolucidn
de los valores de L% y r a lo largo de las profases, prometafases y metafases
por la luz que sus resultados podrfa ofrecer para un mejor entendimiento de la
contraceibn cromosfmica. Como se pueds apreciar en las tebles X y XI, los célc_x,_l
los que hemos realizado han buscado Ginicaments el encontrar posibles diferencias
significativas entre las medias de sstos valores en cada estado, para cada cro-
mosama, la qus nos permite asf observar el comportamiento individual de cada uno

de ellos,

Con los resultados obtenidos de las longitudes totales porcentuelss, pue
de construfrse sl cuadro resumen que se incluye & continuacién, en el cuval los

signos €, » e = se refieren siempre a un nivel de confianza del S5,

CROMOSOMA 1T 2 3 4 8§ 6 7 8B 9
METAFASE — PROMETAFASE - ® ®w m B ® e m =
PHDNETAFAE L PROFA'SE < - - - - > - > -
METAFASE = PROFASE € 7 € w = 5 = > =

Del mismo, parece deducirse gue los 9 cromosomas pueden agruparse base—
tos en la evalucién de su longitud porcentual del complemento cromosémico, =n
tres grupaos: ‘

a, Cromosomas 4,5,7 y 9, Presentan un porcentaje da L constante en las tres
estados,

b. Cromosomas 2,6 y B, Estos pressnten una meyor condensacifn sn los estados

de profase, que al llegar a prometafase, ss normaliza adquirisndo velores
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eimilares n los do metafase, De entre ellos se acusa mfs el efocto entre los

cromosomas 6 y 8,

c. Cromosomas 1 y 3, En los estados profésicos se encuentren fuertemente deses
piralizados, normalizéndose la situacién al llcgar a prometafase, E1 fenfme-

no s acusa fuertements en el cromosoma 1,

Esta clasificecin en tres grupos nos hace pensar que la contraccifn cro
mosémica no es sincrénica entre los diversos cromosomas, ya que, tomo hemns co-
mentado, junto a un tipo de contreccidn que podrfa llamarse "patrén™ en los crg
mosomas 4,5,7 y 9, podemocs encontrar los dos extremos, de fuerte condensacién
iniciel en 2,6,8 y de fuerte desespiralizacién en 1 y 3. Estos resultados nos
1lsvan a mostramos contrarios a las teorfas de Bajer (1959) que presentaba une
sincronfa en la contreccién, cumpliéndose sin embargo el hecho descrito por
Colombo {1952), de la existencia de cromosomas iniciamlmente mds largos gque ntros

y que posteriormente en metafase terminaban siento los més cortos.

En cuanto a la evolucién de los valores de r, se puede elaborar un cua~

dro similar al presentado enteriormente, el cual se incluye a continuacién.

CROMDSOMA ' T 2 3 a4 s 6 972 8 9
METAFASE ~ PROMETAFASE L - < = L € =
PROME TAFASE — PROFASE @ ®w ®» @ € ®w = =
METAFASE « PROFASE > < > > <L < a - -

El onflisis de este cuadre nos permite asi mismo la clasificacién de los

cromosomas en tres grandes grupos:

a8, Cromosomas 7,8 y 9, Su razén de brazos es similar entre profase y metafasas,

aln cuando en los cromosomas 7 y 8 la condensacién del brazo corto parece
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ser mfs fuerte en un principlo para posteriormente producirse la del brazo

largo.

b. Cromosomas 2,5 y 6. En profases presentan su brazo largo proporcionalmente
més desespirelizado que el corto, En el caso de 6 esta desproporcidn se corri
ge al llegar a promstafase mientras que en 2 y en 5 la correccidn se produce

entre prometafase y mstafase,

c. Cromosomas 1,3 y 4, En la profase presentan su brazo corto mis dssespirali-
zado proporcionalments que el largo. En el caso de 3 y 4 esta hecho se corri
ge progresivamente entre profase y metafase, mientras que en 1 se presenta
un proceso escalonado acortendo fuertemente el crazo corto entre profase y

prometafase y posteriorments el largoe entre prometafase y motafase,

Estos resultados y egrupaciones parecen indicar, que al igual que ss pre
sentaba asincronfa en cuanto a la condensacifin intercromosémica, es un hecho la
asincroniaentre brazos de slgunos cromosomas. Estos hechos concuerdan con los
que presenta Svardson (1941) sobre independencia de contracecién entre brezo cor
to y brazo largo, iUn fuerts punto de discusifn que abren estos resultados, serfa
la fiabilidad de gran parte de los idiogramas eparentes gue se han publicedo,
Hemos podido comprobar como, tanto las longitudes porcentuales como las razones
entra brezos, pusden varfar el no ser sincrdnica la contraccidn, de aquf que un
idiograma aparents puede variar fuertemente segln el momento en que la cflula
sea estudiada, no s8lo por difersncias extremas entre profase y metafase, sino
alin dentro de estas Gltimas, con aplicacién da productos qufmicos de los que se
ha podido entrever en apartados anteriores su actuascidn dispar entre cromosomas
y brazos) (Sasaki, 1561).
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6., Estudio do la contraccidn dsl cromosoma

‘ .
El objetivo de este apartado, en unién con el anterior, es caracterizar
biométricamente el proceso de condensacifn cromosdmica que ocurre durante la

profase y prometafase somftica,

Dados los errores, comentados repetidamente, que puede acarrear la deter
minacidn exacta del punto final del brazo cromosdmico, hemos guerido realizar
este estudio con segmentos cromosémicos perfectamente definidos gque van desde

el contrmero a cromémeros identificados en cada brazo,

Para lograr este estutio biomBtrico serfa necesaric conocer con exactitud
la posicién relativa en el ticmpo de mitnsis de las cflulas empleadas, e inten—
tar posteriormente mediante expresiones matemdticas sencillas reproducir Sptima
mente sl pmceso.‘ No es posible, sin embargo, medir de un modo sencillo y eficaz
el tiempo transcurrido desde el comienzo de la profase a un subestado profésico
o metaffsico particular, ya que, si bien ss han desarrcllade ténicas para la sin
cronizacidn de divisiones en meristemo radicular de remolacha {Cistu8, 1980),
microvariaciones en la sincronizacién debidas por ejemplo a la situacifn relati-
va de cBlulas en 8l meristemo radicular pueden conducir a diferencias apreciables
on 1a medida del proceso, As{, hemos adgptado una forma alternativa de medir el
tiempo trenscurrido en la profase mitftica al utilizer como pardrﬁetro la longi=-
tud total del complemento cromosfmico. E1 problema gue Se presenta en este caso,
es que; al no saber si existe une relacién lineal entre longitud del complemento
y tiempo transcurrido, nos es imposible hacer inferencias sobre el procaso des—
de un punto de vista estrictamesnte temporal, salvo que sz asuma la relazidn li-
neal antes citada, En cualquier caso, el estudio de la condensacifn individual
ds cada cromosoma, puede revelarnos diferencias de cromosoma a cromosoma o tal

vez incluso da brezo a brazo,

El estudioc de las grificas 1 a 9 en unién con lo ya comentada en el apar

tado anterior nos llevarfa a una definicidn de la contreccidn da caca cromoscma,
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que pusds resumirse como sigue,

Cromosoma .=

Cromosoma 2=

Cromosoma .=~

Cromosoma Qe

Los tos cromfmeros dsl brazo corto se ajustan a una acentuada
curva exponencial, es decir sufren una fuerte contreccidn de pro
fase a metafase como ya hemos comentado por los valores de r,
Los del brezo lergo se ajustan & dos rectas lo cusl indica una

contraccién lenta y equilibrada con el resto del complemento,

Ya dijimos qus ests cromosoma al igual qus 6 y 8 tisnen una con—
traccién temprena, de acuerdo con esto los cuatro cromfmeros se

adeptan a curvas exponenciasles y ademfs en el casa de este cromg
soma los dos brazos siguen un comportamiento practicemente simi-

lar,

Los dos cromSmeros centrales siguen leves curvas exponenciales
mientraes que los dos externos siguen logaritn.icas. Esto tiene dos
consecuencias: en primer lugar embos brazos de comportan exactn—
mente igual por lo que no pilerde en ningdn momento su aspecto
metacéntrica, En segundo lugar 1a contraccién tardfa de los cro—
mémeros distales hace que el cromosoma en profase sea mis lerge

de lo que corresponde a su verdadero tamafio final,

Los datos obtenidos de r y L% parecen decir que la contraccién
de sste cromosoma es completamente equilibreda, sin embargo, la
gréfica muestre que los dos crommoros del brazo largo siguen
una 1lf{nea recta, €1 cromdmero cercena del brazo corto sigue ura
curva exponencial perc muy leve, S8lo sigus una exponenclal el
cromSmero lejano pero esto no es raro puestn gque ya dijimos que
un par de crom8meros de este brazo tiensn tendencia a alejarse
y qsta es la causa de este pequefio desequilibrio con los datos

generales,
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Este cromosocma parece seguir un comportamientn equilibrado en
ambos brazos, ya que el brezo corto se condensa rapidamente por
la poca cantidad de cromatina que tiene, mientras que al largo
le cuesta reorganizarse por lo que sigue dos curvas logarfimicas,

Ya dijimos que los r siguen ue disminueidn progresiva.

Igwal que el 2, Condensacién temprana. Cuatro curvas exponencias-

les, Perfectaments squilibrado,

Sus curvas de contracclén siguen practicamente cuatro lineas rec
tas. Sin embargo los dos cromSmerus del brazo largo se ajustan
mejor a unas leves logaritmicas., Esto se debe a que el brazo lar.
go en su filtima fase se compactas més gque el corto y esto es lo
que hace que en PM el r sea 1,24 mientras que en metafase es ca=~

8l metacéntrico total con un r de 1,13,

La conlfracci&n de este cromosoma es un poco rara porque sigue en
todo al 2 y al 6 en compactacidn répida y desde luego el brazo
corto sigue dos claras curvas exponenciales. Sin embargo el bre-
zo largo es logarftmico y va retrasado en relacién al largo.
Esto puede ser debido a que el brazo lergo tiene un par de cromé
meros muy cercanos al contrdmerv pero luegoe toda la cola son crg

mémeros pequefios que tardan en compactarse.

En profase estd demasiado desespiralizado principalmente en el
braza large y por ellp tiens mds tamafio del que le corresponde
lo cual ayuda a reconocerlo. Pero en PM ya ha alcanzado la norma=—
1idad porgue mientras el brazo corto sigue wna 1fnca recta, el
brazo largo sigue una acusada lfnca exponencial es decir un répi
tdo acortamiento., Los dos extremos del cromosoma son deshilachados

y se condensan a la vez por lo cual no le ocurre lo que al B,
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Las conclusiones que parecen desprenderse de este apartado, relativas a
la contraccidn de los segmentos cromosfmicos estudiados, confirman en su casi
totalidad las obtenidas del estudic del apartado anterior y clertamente nos rea

firman en la eonclusién de la asincronfa intercromosfmica e intsrbrezos del pro

ceso de condensacién.



-~ 183 -

7. Identificacibn positiva de la serie trisémica,

Mediante la utilizacién do los tres estados mit6ticos estudiados a lo
largo del presente trabajo, es decir, metafase, prometafase y profase, se abor-
dé la identificacidn cromosémica de la serie homocigética de trisémicos prima—

rios.

El tipo trisémico 1 fue adscrito al grupoc morfolégico denominado con la
lotra E, siendo la identificaci6n inmediata,puesto que en este grupo el cromosg
ma que sa encuentra triplicado es el del organizador nucleolar, perfectamente

identificable en metafase por el satélite, y en profese por su gran tamafio.

El tipo tris6mico 2 fus adscrito al grupo morfolégico denominado B y se
identificsd en prometafase, pargue s6lo se confunde con 6 y 8 por indice centro-
mérico pero se distingue de ellos fAcilmente por su gran tomafio, y en profase
pargue sfla se puede confundir con el 9, pero se distingue de &l por tener muchos

m4s cromémeros y muy caracter{sticos.

Los grupoa morfolégicos C y D resultaron ser en metafase los dos cromo-
somas metacéntricos grandes, es decir, 3 y 4, Puesto que por medidas se solapan
tanto en prometafase como en profase, se acudlif al estudio de los cromSmeros,
llegéndose a la conclusién de que el grupo C corresponde al tipo trisémico 4 y

el grupo D el tipo trisémico 3.

El grupo morfolfgico F resulté ser el tipo trisdmico S5 que es perfecta-—
mente ldentificable en prometafase, en profase y en reslidad también en metafa-—

s8 pues es sl cromosoma con centrémero més distal,

El tipo trisémico 6 se adscribi6é al grupo morfol6gico A y fue facilmen—

te jdentificable en prometafase, puesto que sélo estd cercanc por indice centro
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mérico a los cromosomas 2, 8 y ain de estos se diferencia por su distinto ta
mafio, De este grupo morfolégico se utilizé tembién para su observacién una plan

ta tetrasémice, que por su curiosidad, es la que se muestra en la fotografia.

El cromosoma metacéntrico pequefio, es decir, el cromosoma 7 que por am
bas caracteristices es inconfundible, resultd estar triplicado en el grupo mor-

fol6gico G.

Los grupos morfolbgicos restantes, es decir, H y I, fueron adscritos a
los cromosomas 8 y 9, y lo fueron as{ evidentemente porque eran distinguiblss

por las caracteristicas qus hemos ido citando e lo largo de este spartado.
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8, Identificncidn de un acrotrisfimico 9

Hediante la utilizacién simulténea de los estados mit6ticos desecritos,
s8 ha conseguido la identificacién positiva de una deficiencim cromosémica en
una planta trisdmica del grupo 9. Un anAlisis detallado de la secuencia cromo-
mérica en profase nos ha permitido identificar ests individuo como écro QSSL,

eato es la deficiencia se observa en el brazo largo del cromosoma 9,



- 186 -

VI. CONCLUSIONES

De los resultados anteriormente presentados y discutidos, parecen despran-

derse las siguientas:

a,-

Se ha slaborado un nuevo cariotipo metafésico en Beta wulgaris L. que
corrige ligeramente el hasta ahora generalmente aceptado de Bosemark y

Bormotov (1971).,

ta utilizacién del cariotipo metafdsico "por ss" en Beta wulgaris, L. no
permite le fécil ldentiflcacifn de la totalidad de los cromosomas del cpm

plemento.

Estudios realizados en plantas haploides sugirieron la utilidad de estados

mitéticos anteriores a metafase para una mejor identificaci6n cromosdémica.

Modificaciones en el pretratamiento de los meristemos radiculares, han per
mitido incrementar sl porcentaje de células en estados profésicos y promesta

fésicas,

AGn con dificultades para la realizacién de buenos squash, se ha consegui-
do la abtencién ds un cariotipo prometafésico que permite alcanzer altos

niveles da identificacién cromosémica.

El empleo de paremetros cuantitativos (L y r) junto con la secuencia cromo-
mérica permiten la fécil identificacién ds los 9 cromosomaé de Beta wvuloaris
L. 5e presenta un idiograma proffsico asf como la descripcién individual

de los cramosomas,

. Sa ha sstudiado la contraccién cromosdmica durante la profase y prometafasa

som&tica. Los resultados obtenidos indicen la existencia de una asincro-
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nia en la contracci6n de los diversos cromosomas e incluso entre los brazos
de un mismo cromosoma. S8 describen la secuencia de contraccién da los 9

cromosomas del complemento.

8,- Las asincronfas descritas permiten poner en duda la fialidad de algunos

idiogramas aparentes desarrollados en distintos subestados metafisicos.
9,~ El empleo conjunto de los tres estados mit6ticos comentédos, ha permitido
la identificacién positiva de la totalidad de los componentes de la serie

de trisémicos primarios de Beta vulgaris, L., e incluso la detecci6n dae

anormalidades suberomosémica.

Zaragoza, Enero de 1,983

\ o Gl
=




- 188 - -

REFERENCIAS

ADAT1, S., MISTUISHI, S.
1962 Karyotype analysis in the Beta Species.~ Bull. Fac. Agric. Mie. Univ.
25: 25-32

AHLOOWALIA, B.S.
1972 Trisomics and aneuploids of ryegrass Lolium perenne.- Theoret. Appl.
Genet., 42: 363-367

ANDO, S., TAKAHASHI, M.
1969 Karyotypes of the species in Genus Beta.- Mem. Fac. Agr. Hokkaido Univ.
7 (1): 51-62

ARNOLD, C.G., KRESSEL, M.
1965 Uber das gehdufte auf treten trisomer Pflanzen in der Nachkommenschaft
diploider. Rontgenmutanten bei Oenothera barteriana.- Z. Vererbungsl.
96: 83-92

ARORA: O.P., KHOSHOO, T.N.
1969 Primary trisomics in moss verbena.- Euphytica, 18: 237-248

ASKER, S.
1971 Apomixis and sexuality in the Potentilla argentea complex. 1II1. Euploid
and aneuploid derivatives (including trisomics) of some apomictic
biotypes.- Hereditas, 67: 111-141

AVERY, A.G.
1959 Extra Chromosomal Types. In Blakeslee: The Genus Datura {(A.G. Avery,
S. Satina, and J. RietsemET eds.), Ronald Press Company, New York,
pp. 86-109

BABCOCK, E.G., NAVASHIN, M. .
1930 The genus Crepis.- Bibliogr. Genet., 6: 1-90

BAJER; A.
1959 Change of length and volume of mitotic chromosomes in living cells.-
Hereditas, §§—4: 579-596

BAMMI, R.K.
1965 Cytogenetics of Rubus. IV. Pachytene morphology of Rubus parvifolius
L. chromosome complement.- Can. J. Genet. Cytol., 7: 254-258

BARTON, D.W.
1950 Pachytene morphology of the tomato chromosome complement.- Am. J. Bot..
37: 639-643

BLAKESLEE, A.F., BELLING; J.
1924 Chromosomal mutations in the Jimson weed, Datura stramonium.-
J. Hered., 15: 1985-206

BORMOTOV, V.E., SCHERBAKOVA, A.M., LUNEVA, M,
1973 Cytological characteristic in trisomic types of sugar beet.- Wauka
Tekh: 27-34



- 189 -

BOSEMARK, N.O.
1971 Haploids and homorigous diploids, triploids and tetraploids in
sugarbeet.- Hereditas, 69: 193-204

BOSEMARK, N.O.
1972 Sobre técnicas citolégicas en Beta vulgaris L. (Comunicacién personal)

BOSEMARK, N,O., BORMOTOV, V.E.
1971 Chromosome morphology in a homozigous line of sugarbeet.- Hereditas,
69: 205-212 ’

BROWN, S.W.
1949 The structure and meiotic behavior of the differentiated chromosomes
of tomato.- Genetics, 34: 437-461

BUSS, G.R., CLEVELAND, R.W.
1971 Meiosis of trisomics of diploid alfalfa.- Crop Sci., 11: 808-810

BUTTERFASS, TH.
1959 Ploidie und chloroplastenzahlen.~ Ber. Dent. Bot. Ges., 72: 440-451

BUTTERFASS, T.
1964 Die chloroplastenzahlen in verschiedenartigen Zellen trisomer
Zuckerruben (Beta vulgaris).- Z. Bot., 52: 46-77

CATCHESIDE, D.G.
1954 The genetics of brevistylis in Oenothecra.- Heredity, 8: 125-137

CHEN, C.C., GRANT, W.F,.
1968 Morphological and cytological identification of the primary trisomics
of Lotus pedunculatus.- Can. J. Genet. Cytol., 10: 161-179

CHIANG, B.Y., GRANT, W.F., CHIANG, M.S.
1979 The somatic karyotype of cabbage (Brassica oleracea ssp. capitata).-
Buphytica, 28: 41-45

CHUGUNKOVA, T.V., GOSTEV, A.A., SHEVTSOV, I.A.
1979 Investigation of the sugar beet Karyotype by Giemrsa differential
staining.- Tsitol. Genet., 13 (4): 262-266

CISTUE, L.
1979 Estudios citogenéticos en remolacha azucarera, Beta vulgaris L.
Tesina Licenciatura. Universidad Complutense de Madrid.

COLOMBO, G.
1952 L'accorciamento dei cromosomi nella mitosi e nella meiosi.-
Experientia, 8: 15-16 :

CONGER, A.D., FAIRCHILD; L.M.
1953 A quick-freeze method for making smear slides permanent.- Stain
Technolog., 28 (6): 281

DHESI, J.S5., LOBANA, K.S.
1974 Trisomics in Brassica carinata.- Sci. Cult., 40: 320-321




- 190 -

DHILLON, T.S., GARBER, E.D.
1960 The genus Collinsia. X. Aneuploidy in C. heterophylla - Bot. Gaz.
121: 125-133

DYCK, P.L.
1964 Desynapsis in diploid oats, Avena strigosa, and its use in the
production of trisomics.- Can. J. Genet. Cytol., 6: 238

DYER, A.F.
1963 The use of lacto-propionic orcein in rapid squash methods for chromosome
preparations.- Stain. Technolog., 38: 85-90

EMERSON, S.H. . '
1936 The trisomic derivatives of Oenothera lamarckiana.- Genetics, 21:
200-224

ENE, L.S.0.
1968 Cytogenetics of trisomics and tetrasomics in some species of Iberis L.
(Cruciferae).- Cytologia, 33: 82-93

ENDRIZZI, J.E.
1966 Use of haploids in Gossypium barbadense L as a source of aneuploids.-
Curr. Sci., 2: 34-35

ERNST, H.
1839 Zytogenetische Untersuchungen an Antirrhinum majus L.- Zeitschr. Bot.,
34: 81-126

FISCHER, H.E.
1956 Untersuchungen an Zwillingen von Beta vulgaris L.- Ziichter, 26: 136-152

FISCHER, H.E.
1962 Uber Vorkommen und Bedeutung Verschiedener Genomstufen bel Beta
vulgaris L.- Ibid., §g: 40-48

FRANDSEN, N.O.
1967 Haploid production 1n potato breeding material with intensive backcrossing
to wild species.- Zuechter., 37: 120-134

FROST, H.B., MANN; M.C.
1924 Mutant forms of Matthiola resulting from nondisjunction.- Am. Nat.,

58: 569-572
GARBER, E.D.
1947 The pachytene chromosomes of Sorghum intrans.- J. Hered., 38: 251-2%2
GARBER, E.D.
1964 The genus Collinsia. XXII. Trisomy in C. heterophylla.- Bot. Gaz,
125: 46-50

GERASSIMOVA,; H.
1940 A translocation between the B- and D-chromosomes and the trisomic
effect of the B-chromosome in grepis tectorum L.- Akad. Nauk SSSRK
Izv. Ser. Biol., 1: 31-44 -



- 191 - -

GILL, B.S., KIMBER; G.
1974 A giewsa C-banding technique for cereal chromosomes.- Cereal Research
Communications, 2 (2): 87-94

GILL, B.S., VIRMANI, S.S., MINOCHA; J.L.
1970 Primary simple trisomics in pearl-millet.- Can. J. Genet. Cytol., 12:
474-483

GILLIES, G.B.
1968 The pachytene chromosomes of a diploid Medicago sativa.- Can. J. Genet.
Cytol., 10: 788-793

GILLIES, G.B.
1971 Pachytene studies in 2n=14 species of Medicago.- Genetica, 42: 278-298

GIRALDEZ, R., ORELLANA, J.
1979 Metaphase I bonds, crossing-over frequency, and genetic length of
specific chromosome arms of rye.- Chromosoma {(Berl.}, 72: 377-385

GOODSPEED, T.H., AVERY, P.
1939 Trisomic and other types in Nicotiana sylvestris.- J. Genet., 38:
381-458

GOODSPEED; T.H., AVERY, P.
1941 The twelfth primary trisomic type in Nicotiana sylvestris.- Proc. Nat.
Acad. Sci. U.S., 27: 13-14

GREILHUBER, J.

1977 why plant chromosomes do not show G-bands.- Theor. Appl. Genet.,
. 50: 121~124
HACKER, J.B., RILEY, R.

1963 Aneuploids in oat varietal populations.- Nature (Lond.}, 197: 924-925

HAGA, T., KURABAYASHI; M.
1952 Genom and polyploidy in the genus Trillium. Genom analysis by means
of differential reaction of chromosome segments to low temperature.-
Cytologia, 18: 13-28

HAMMOND, B.L.
1966 Homozygous diploid sugar beets.- J. Am. Soc. Sugar Beet Tech., 14 (1):
75-78

HANNA, W.W., SCHERTZ, K.F.
1970 1Inheritance and trisomic linkage of seedling charactzrs in Sorghum
bicolor (L.) Moench.- Crop Sci., 10: 441-443

HAUNOLD, A.
1968 A trisomic hop, Humulus lupulus L.- Crop Sci., 8: 503-505

HAYNES, F.L.
1964 Pachytene chromosomes of Solanum canasense.- J. Hered., 55: 168-173




- 192 -~ -

HEITZ, E. )
1928 Das Heterochromatin der Moose. 1I.- Pringsheims Jb. wiss. Bot., 69: 762
HEITZ, E. )
1929 Heterochromatin, chromozentren, chromomeren.- Ber. Dtsch. bot Ges.,
47: 274
HERZ0G, G.

1940 Genetische und cytologische untersuchungen iiber 15-chromosomigen
mutanten von QOenothera biennis und 0. lamarckiana.- Flora, 134: 377-432

HOLH, G., BAJER, A.
1966 Cine micrographic studies on mitotic spiralization cycle.- Hereditas
(Lond.), 54: 356-375

HU, C.H.
1968 Studies on the development of twelve types of trisomics in rice with
reference to genetic study and breeding program.- J. Agric. Assoc.
China, 63: 53-71 (N.S.)

HYDE, B.B.
1953 Differentiated chromosomes in Plantapgo ovata.- Am. J. Botany, 40: 809-815

ISHIMURA, S.
1972 Cytological studies on polyploid sugarbeets with special reference to
same problems associated with ocurrence of aneuploids.- Hokkaido
Takushoku Jr. Coll. Bull., Spec. Vol. 5

ISHIMURA, S. )
1981 Sobre la serie de trisdmicos primarios en Beta vulgaris L. {Comunicacién
personal)

JACOB, K.M. -
1956 The pachytene chromosomes of the caster oil plant.- Cytologia, 21: 76-80

JACOB, K.M. .
1963 A trisomic male castor bean plant.- J. Hered., 54: 292-296

JAUHAR, P.P.
1978 Primary trisomic in tall fescue.- J. Hered., 69: 217-223

JELENKOVIC, G., HARRINGTON, E.
1972 Morphology of the pachytene chromosomes in Prunus persica.- Can. J.
Genet. Cytol., 14: 317-324

JOHNSSON, H.
1942 Cytological studies of triploid progenles of Populus tremula.-
Hereditas, 28: 306-312

JONG, J.H. de
1978 A Carmine-giemsa staining technic for meiotic prophase chromosomes of
the genus Beta L.~ Stain Technology, 53: 169-172

JONG, J.H. de, BLOM; G.H.
1981 The pachytene chromosomes of Beta procumbens. - CHR.SM. Instituut roor
Rationele Suikerproductie. Mededeling Nr. 7



- 193 -

JONG, G.ll. de, BOCK, T.S.M. de
1978 Use of haploids of Beta Vulparis L. for the study of orcein and giemsa
stained chromgsomes.- Euphytica, 27: 41-47

KAKHIDZE, N.
1935 Karyological analysis of Beta vulgaris L.- Bull. Appl. Bot., Genet &
Plant Breed. II (8): 99~104, 196-197

KALTSIKES, P.J.
1966 The production and identification of primary trisomics types of sugar
beet (Beta vulgaris, k.).— M.S5. Thesis. Univ. Manitoba, Manitoba,
Canada

KALTSIKES, P.J., EVANS, L.E.
1967 Production and identification of trisomic types in Beta vulgaris -
Can. J. Genet. Cytol., 9: 691-699

KAMANOI, M., JENKINS, B.C.
1962 Trisomics in common rye, Secale cereale.- Seiken Ziho., 13: 118-123

KASHA, K.J., McLENNAN, H.A.
1967 Trisomics in diploid alfalfa. 1. Production, fertility and transmission.-
Chromosoma, 21: 232-242

¥HUSH, G.S.
1973 Cytogenetics of Aneuploids.— Academic Press, New York and London.

KOHEL, R.J.
1966 1Identification of super cup mutant in cotton, Gossypium hirsutum L.-
Crop. Sci., 6: 86-87

KOLLER, P.C.
1938 Asynapsis in Pisum sativum.- J. Genet., 36: 275-306

KRUSE, A.
1961 Haploids in polyembryos of beet Beta vulgaris L.- Roy. Vet. Agr. Coll.
Cophenhagen, Yearb. 1961: 8§7-98

KRUSE, A.
1963 Pure lines and theirhybrids in beets Beta vulgaris L.- Tbid. 1963: 42-53

KURATA, N., OMURA, T.
1978 Karyotipe analysis in rice. I. A new method for identifying all
chromosome pairs.- Japan J. Genetics Vol. 53 (4): 251-255

KURATA, N., CMURA, T., IWATA, N.
1981 Studies on centromere, chromomere and nucleolus in pachytene nuclei of
Rice, Oryza sativa, microsporocytes.- Cytologia, 46: 791-800

LAM; S.L., ERIKSON; H.T.
1968 Pachytene chromosomes of Solanum chacoense.~ J. Heredity, 59: 369-373

LAM, S$.1., ERICKSON, H.T.
1971 The nucleolar trisomic and trisomic transmission in a diploid potato.-
J. Hered. 62: 375-376



- 194 -~

LASA, J.H., BOSEMARK, N.O.
1973 Sobre bandas G en Beta vulgaris L. {(Comunicacidn personal)

LEE, H.K., HANNEHAN, R.E. jr
1976 Identification of the extra chromosomes in giemsa stained somatic cells
of pachytene identified trisomics of Solanum chacoense.- Can. J. Genet.

Cytol., 18: 297-302

LESINS, K., LESISNS, I., GILLIES, C.B.
1970 Medicago murex with 2n=16 and 2n=14 chromosome complements.-—
Chromosoma, 30: 109-122

LEVAN, A,
1937 Chromosome numbers in Petunia.- Hereditas, 23: 99-112
LEVAN, A.
1942 The effect of chromosomal variation in sugar beets.- Hereditas, 28:
345-399
LEVAN, A.

1945 A haploid sugar beet after colchicine treatment.- Hereditas, 31: 399-410

LEVAN, A., FREDGA, K., SANDBERG; A.A.
1964 Nomenclature for centromerlc position on chromosomes.- Heredltas, 52:
201-20

LEWIN, B.
1980 Gene expression. 2. Eucaryotic chromosomes. (22 edicion).- John Wiley
and Sons, London

LEWITSKY, G.A.
1927 Die Bildung bivalenter chromosomen in der gonogenese von Beta vulgaris L.
Planta, 3: 100-114

LIMA-DE-FARIA, A.
1949 The structure of the centromere of the chromosomes of rye.- Hereditas,
35: 77-8%

LIMA-DE-FARIA, A.
1952a Chromomere analysis of the chromosome complement of rye.~ Chromosome,
5: 1-68

LIMA-DE-FARIA, A.
1952b The chromomere size gradient of the chromosomes of rye.- Hereditas,
38 (2): 246-248 :

LIMA-DE-FARIA, A.
1954 Chromosome gradient and chromosome field in Agapanthus.- Chromosoma,
6: 330-370 e

LIMA-DE-FARIA, A., SARUELLA, P.
1958 The organxzatlon of telomeres in species of Solanum, Salvia, Scilia,
Secale, Agapanthus and Ornithogalum.- Hereditas, 43 (2-3): 337- 7346




-~ 195 -

LIMA-DE-FARIA, A., SARVELLA; P., MORRIS; R.
1959 Different chromomere numbers at meiosis and mitosis in Ornithogalum.-
Hereditas, 45 (4): 467-480

LIMA-DE-FARTA, A.
1975 The relation between chromomeres, replicons, pperons, transcription
units, genes, viruses and palindromes.- Hereditas, 81: 249-284

LIN, Y.J., CHEN, J.F.
1981 Trisomics in diploid marigold, Tagetes erecta.- J. Hered., 72: 441-442

LIN, P.S., ROSS, J.G.
1969 Morphology and cytological behavior of anauploids of Sorghum bicolor.-
Can, J. Genet, Cytol., 11: 908-918

LINDE-LAURSEN, I.
1964 Studies in cytology and fertility of polyploid and aneuploid beet.-
Yearbook, R. Vet. Agric. Coll. (Copenhagen) 1964: 93-120

LUCIANI, J.H., MORAZZANI, H.R., STAHL, A.
1975 Identification of pachytene bivalents in human male meiosis using
G-banding technique.- Chromosoma, 52: 275-282

MADHUSOODANAN, K.J., PAL, M.
1977 A primary trisomic in Amaranthus tricolor L.- New Bot., 3: 70-73

MAGUIRE, M.P.
1977 Variability in chromomere pattern in a specific chromosome region at
pachytene.-~ Cytologia, 42: 57-63

MATERN, B., SIMAK, H.
1968 Statistical problems in Karyotype analysis.- Hereditas, 59: 280-288

McDONALD, M.C.
1961 Barley pachytene chromosomes and the localization of the erectoides
7 translocation point on chromosome 5.- Can. J. Genet., Cytol., 3: 13-17

McCLINTOCK, B.
1929 A cytological study of triploid maize.- Genetics, 14: 180-222

McCLINTOCK, B.
1929 Chromosome morphology in Zea mays.- Science, 69: 629

McFARLANE, J.S.
1954 New non-bolting and mildew-resistant seed releases.- Proc. Am. Soc.
Sugar Beet Technol., 8: 88-89

MOCHIZUKI, A.
1953 Genetic and cytological studies on the genus Beta. V. Production of
triploid seeds.- In Improvement of Sugar Beets by Means of Trioloidy
(S. Matsumura, ed.), pp. 14-39, Kyoto Univ., Kyoto, Japan




~ 196 - -

NAGL, W.
1969 The course of the first meiotic prophase in Beta procumbens and in the
F1l between Beta vulgaris and Beta procumbens.- Theor. Appl. Genet.,
39: 356-360

NAKAMURA, C.
1979 Nematode resistance in diploid sugar beet.- Ph.D. Dissertation. Colorado
State Univ., Fort Collins.

NAKAMURA, C., TSUCHIYA, T. -
1976 Cytological behavior of alien addition trisomics in sugar beet.-
Agron. Abstr.: 58

NAKAMURA, C., TSUCHIYA, T.
1979 Meiotic chromosome behavior of nematode-resistant trisomics in sugar-
beet.- Theor. Appl. Genet. (Submitted)

NAKAMURA, C., TSUCHIYA, T.
1982 Pachytene chromosome morphology in diploid sugar beet, Beta vulgaris L.-
Z. Pflanzenziichtg., 89: 2239-244

NODA, K., KASHA, K.J.
1976 Barley chromosome identification with the C-banding giemsa stain
technique.- Crop Science Dept., University of Guelph, Guelph, Ontario
Canada Nlg2 2w1.

OHNUKI, Y.
1968 Structure of chromosomes. I. Morphological studies of the spiral structure
of human somatic chromosomes.- Chromosoma, 25: 402-428

OHRI; D., NAZEER, M.A.
1979 A case of trisomy in Lathyrus odoratus L.~ Curr. Sci., 48: 24

OKADA; T.A., COMINGS, D.E.
1974 Mechanigms of chromosome banding. IIT. Similarity between G-bands of
mitotic chromosomes and chromomeres of meiotic chromosomes.-
Chromosoma, ﬂg: 65-71

PALMER, R.G.
1976 Chromosome transmission and morphology of thiee primary trisomics in
soybeans (Glycine max).- Can. J. Genet. Cytol., 18: 131-140

PARIA, P., BASAK, S.L.
1979 Cytology and breeding behaviour of trisomics in jute.- Ind. J. Genet.
Plant Breed., 39: 471-479

PATIL, S.H.
1968 Cytogenetics of X-rays induced aneuploids in Arachis hypogea L.-
Can. J. Genet. Cytol., 10: 545-550

PATTERSON, R.M., PETRICCIANI; J.C.
1973 A comparison of prophase and metaphase G-bands in the Muntjak.-
J. of Heredity, 64 (2): 80-82



- 197 ~

POCHARD, E. )
1968 Isolation of ten primary trisomics in the progeny of a haploid pepper
plant (Capsicum annum.).- Proc. 12th Int. Congr. Genet., Tokyo, 1: 266

RAMANNA, M.5., WAGENVOORT, M.
1976 Identification of the trisomic series in diploid Solanum tuberosum L.

Group tuberosum. I. Chromosome identification.- Euphytica, 25: 233-240

RAMULU, S.K., CUREUX, M., CARLUCCIO, F., METTANCOURT, D. de
1978 Trisomics from triploid-diploid crosses in self-incompatible
Lycopersicum peruvianum.- Theoret. Appl. Genet., 51: 271-278%

RAO, P.N.
1976 Chromosome elimination in trisomics of Coix aquatica.- Theoret. Appl.
Genetic., 48: 179-184

RAO, P.N., STOKES, G.W.
1963 Cytogenetic analysis of the F1 of haploid x diploid tobacco.-
Genetics, ﬂg: 1423-1433

RATTENBURY, T.A. )
1956 A rapid method for permanent acetocarmine squash preparations.-
Nature, 117: 1185-1186

REDDY, J.
1981 Pachytene analyses in Cajanus cajan, Atylosia Lineata and their hybrid.-
Cytologia, 46: 387-412

REES, H., JONES, R.N,
1977 Chromosome Genetics.- Edward Arnold (Publishers) limited. London WIXSLL.

RICK, C.M., BARTON, D.W.
1951 Cytological and genetical identification of the primary trisomics of
the tomato.- Genetics, 39: 640-666

ROBBELEN, G.
1960 Beitridge zur analyse des Brassica-Genoms.- Chromosoma, 11: 205-228

ROMAGOSA, I.
1980 Meiosis in triploid sugarbeet.- M.S. Thesis, Colorado State Univ.,
Fort Collins.

ROMAGOSA, I.
1982 Primary trisomics in sugarbeet.- Ph.D. Dissertation. Colorado State
Univ., Fort Collins. )

RUDORF-LAURITZEN, M.
1958 The trisomics of Antirrhinum majus L.- Proc. 10th Int. Congr. Genet.,
Montreal, gi 243-244

SARVELLA, P., HOLMGREN, J.B., NILAN, R.A.
1958 Analysis of barley pachytene chromosomes.- Nucleus I: 183-204



- 198 -

SASAKI, M.
1961 Observations on the modification in size and shape of chromosomes due

to technical procedure.- Chromosoma, 11: §14-522

SAVITSKY, H., CHAREVCKO-SAVICKAJA, E.J.
1940 Citologija i embriologija sackarvoj svekly.- Sveklovodstvo, 1: 453-458

SEARS; E.R.
1938 Cytogenetic studies with polyploid species of wheat. I. Chromosomal
aberrations in the progeny of a haploid of Triticum vulgare.-
Genetics, 24: 509-523

SHAH, S.S.
1964 Studies on a priploid, a tetrasomic triploid and a trisomic plant of
Dactylis glomerata.- Chromosoma, 15: 469-477

SINGH, A.
1972 Trisomics in Cyamopsis psoraloides.- Can. J. Genet. Cytol., 14: 200-204

SINGH, R.J., LELLEY, T.
1975 Giemsa banding in meiotic chromosomes of rye, Secale cereale L.-
Z. Pflanzenziichtg, 75: 85-89

SINGH, R.J., ROMAGOSA; I.
1981 Sobre bandas G en Beta vulgaris L. (Comunicacién personal)

SINGH, D., SINGH, A.
1978 Primary trisomics of Trigonella corniculata. I. Morphology and identi-
fication.- Caryologia, 31: 355-361

SIROTINA, M.
1936 Stravnitel'noe KariologicesKoe izucenie roda Beta vulgaris.- Navc.
Zap. Vnis, 2 (cited from Savitsky, 1940) '

SKARACIS, G.
1980 Meiosis in diploid sugarbeet.- M.S. Thesis. Colorado State Univ.,
Fort Collins.

SMITH, G.A.
1980 Sugarbeet. In Hybridization of crop plants (W.R. Fehr and H.H. Hadley,

eds.), pp. 601-616. American Society of Agronomy, Madison, Wisconsin.

STEEL, R.G.D., TORRIE, J.H.
1981 Principles and procedures of statistics.- A Biometrical Approach,
2nd Ed. McGraw-Hill Book Company, New York.

STEINITZ-SEARS, L.M.
1963 Chromosome studies in Arabidopsis thaliana.- Genetics, 48: 483-490

SUBRAHMANION, M.
1977 A trisomic in Sesamum indicum L.~ Madras Agric. J., 64: 338-339

SVARDSON; G.
1945 Chromosome studies on Salmonidae.- Med. fr. Stat. Unders. o.
Forsoksanst. f. Sot vatt, 23: 1-151




~ 199 -

SYBENGA, J. .
1959 Some sources of error in the determination of chromosome length.-
Chromosoma, 10: 355-364

TABUSHI, J.
1958 Trisomics of spinach.- Seiken Ziho, 9: 49-57

TAKAHASHI, M., KINOSHITA, T., ANDO, S.
1968 Studices in polyploid varieties of sugar beets. Chromosomal variation
in progeny of crosses involving diploid, triploid and tetraploid plants.-
J. Fac. Agr. Hokkaido Univ., 55 (4): 382-401

TANAKA, R.
1967 A comparative Karyotipe analysis in Haplopappus gracilis {2n=14) and
H. ravenii (2n=8).- Cytologia, 32: 542-552

TJ10, J.H., LEVAN, A.
1950 The use of oxyquinoline in chromosome analysis.- An. Aula Dei, 2 (1):
21-64

TJIO, J.H., LEVAN; A.
1956 Note on the sex chromosome of the rat during male meiosis.-
An. Aula Dei, 4 (3-4): 173-184

TSUCHIYA, T.
1959 Studies on trisomics in barley.- Ph.D. Dissertation. Kyoto Univ.,
Kyoto, Japan

TSUCHIYA, T.
1967 Establishment of a trisomic series in a two-rowed cultivated variety of
barley.- Can. J. Genet. Cytol., 9: 667-682

TSUCHIYA, T., NAKAMURA, C.
1979 Acetocarmine squash method for observing sugar beet chromosomes.-
Euphytica, 28: 249-256

VASEK, F.C.
1956 Induced aneuploidy in Clarkia unguiculata (Onagraceae).~ Am. J. Bot.,
43: 366-371

WAGENVOORT, H., RAMANA, M.S.
1979 Identification of the trisomic series in diploid Solanum tuberosum L.
group tuberosum. TITI. Trivalent configurations at pachytene stage.-
Euphytica, 28: 633-642

WALIA, K.
1971 Meiotic prophase in the genus Beta (Beta vulgaris 2x and 4x, Beta
webbiana and Beta patellaris).- Z. Pflanzenzuchtg., 65: 141-150

WHELAN; E.D.P.
1969 Pachytene morphology of Prunus avium L. cv. Lambert.-~ Can. J. Genet.
Cytol., 11: 125-132

WICKROM, T.
1949 The time factor of chromosome spiralization.- Hereditas, 35: 245-243



- 200 -

WILSON, E.B. .
1925 The cell in devélopment and heredity. (3rd edition).- McMillan, New
York, 1232 pp.

YARNELL, S.H.
1931 A study of certain polyploid and aneuploid forms in Fragaria.-
Genetics, 16: 455-489

YONEZAWA, Y.
1981 Cytological and cytogenetic studies on the transposition of centromere
and the Karyotype differentiation in Haplopappus gracilis. I. A new-
shaped chromosome.- Cytologia, 46: 431-441

YU, M.H.
1977 Preliminary study of pachytene morphology in a homozygous line of
sugar beet.- Crop. Sci., LZ’ 833-836

YU, M.
1980 Meiotic chromosome behavior in monoploid sugarbeet.- Can. J. Genet.
Cytol., gg: 375-380

YU, R.L., ARONSON, H.M., NICHOLS, W.W.
1981 High-resolution bands in human fibroblast chromosomes induced by
actinomycin D.- Cytogenet. Cell. Genet., 31 (2}: 111-114

YUCE, S.
1973 Haploide bei der Zuckerrube Inaugural-Dissert. Univers. Giebsen.

YUNIS; J., SAWYER, J.R., DUNHAN, K.
1980 The striking resemblance of high-resolution G-bandzd chromosomes of
man and chimpanzee.- Science, 208 (4448}): 1145-1148

ZAIKOVSKAIA, N.
1938 Stravnitel'noe izuvenie morfolojii chromosom Kul'turnych form vida
Beta vulgaris L.- Nauc. Zap. Vnis, 5 (cited from Savitsky, 1940)

ZIMMERMANN, K.
1953 Verwendung haploider pflanzen in der Ziichtung.- Ber. Deut. Bot. Ges.,
66: 28-30

pIBLIOTECH





