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Constituindo o Nothoscordwm fragrans, ao lado de Alliuem
saticin e do ., cepa excellente material para o estudo da mi-
tose somatica, vamos dar aqui, detalhadamente, o methodo que
costumamos empregar na montagem de nossas preparagoes
para que possa ser utilizado por todos aquelles que entre nds
pretendam dedicar-se a0 mesmo genero de estudos.

A observagdo da mitose somatica dessa planta se faz nas
cellulas meristemaes da extremidade das raizes. Para isso col-
locam-se alguns bulbos ou ‘‘dentes” num vaso com areia mo-
lhada ou simplesmente com agua, para a producgdo de raizes.
Assim que estas, que sdo cylindricas, broncas e tenras, attin-
gem alguns’ millimetros, o que se verifica dentro de poucos dias
(4s vezes ja no terceiro), cortam-se com uma tesoura as suas
extremidades, que sdao immediatamente recebidas num pequeno
balao de bocca larga contendo o liquido fixador.

Embora as cellulas em mitose s6 se encontrem nas pro-
ximidades do apice das raizes é conveniente, para facilitar a
manipulacdo, que estas sejam cortadas com mais ou menos 0,5
cm. de comprimento.

A fixagem é feita no Bouin-Duboscq-Brasil, segundo as
propor¢oes estabelecidas por Lenoir (') :

Alcool de 95° 645 c. c.
Formol 330 c. c.
Ac. acet. crist. 25 ¢. C.
Acido picrico 5 grs.

Nesse liquido as raizes permanecemt de 24 a 48 horas.
Findo este tempo inicia-se a lavagem das mesmas substituindo-

(1) Lencir, M. — Evolution des Chromalines, Arch, de Morph, Génér, Expér, 26. pag. 4
Livr® Octave Doin, Paris; 1926, i
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se, no balio em que foram fixadas, o liquido fixador por alcool
de 75° Renova-se varias vezes o alcool que deve ficar no mi-
nimo uma hora em contacto com as raizes e agita-se cada vez
até que elle saia completamente incolor, dando-se, entdo, por
terminada a lavagem. Como a lavagem € muito mais perfeita e
rapida com o alcool aquecido € conveniente fazer-se essa ope-
racdo na estufa a 40°-50°. Nao ha inconveniente em deixar,
durante a lavagem, o balao pernoitar na estufa.

Apés a lavagem inicia-se a deshydratacio substituindo
successiyamenle o alcool de 75' por alcooes de 80, 85,90, 95 e
absolutg, em cada um dos quaes as raizes deverdo permanecer
de 2 a3 horas. O ultimo banho, em alcool absoluto, pode
prolongar-se até o dia seguinte.

Pode-se, tambem, sem levar em conta o grao exacto dos
alcooes, proceder-se da seguinte maneira : substitue-se approxi-
madamente 1/3 do volume do alcool a 75° contido no baldo em
que se acham as raizes, por egual volume de alcool absoluto.
Depois de 2 ou 3 horas substitue-se metade do volume da no-
va mistura, egualmente por aicool absoluto. Apds o mesmo
lapso de tempo, substitue-se por alcool abs. 2/3 do volume da
mistura. Finalmente, decantando todo o alcool ddo-se ds raizes
dois banhos de alcool absoluto, sendo que o ultimo pode du-
rar toda a noite.

Procede-se em seguida 4 clarificagio ou impregnagio do
objecto pelo dissolvente da parafina, a que se costuma chamar
de intermediario. Como intermediario emprega-se, neste caso, o
benzol. Vae-se substituindo gradativamente o alcool absolufo pe-
lo benzol. Substitue-se primeiro 1/4, depois 2/4 da mistuta, de-
pois 3/4 e finalmente todo o volume. Em cada nova mistura as
-raizes podem ficar de 2 a 3 loras, sendo que podem passar a
noite no benzol puro.

Vem agora a impregnagdo com parafina. Na estufa regu-
lada a 56° - 58°% coloca-se uma capsula de porcelana com pa-
rafina pura, a qual funde geralmente a 54°. Na estufa deve ha-
ver tambem uma pinga metallica e duas caixas de Petri de 30 a 40
mm. approximadamente. Despeja-se parafina numa dessas caixas
que deverd servir para o primeiro banho. Em seguida passam-se
o0 benzol e as raizes do baldo para uma caixa de Petri relativa-




A MITOSE NAS RAIZES ——mm——————— i e o= 350

mente grande e leva-se esta 4 estufa por alguns minutos até
que o seu contelido adquira a temperatura daquella. Feito isto,
com o auxilio da pinga e procurando apanhar as raizes pela
extremidade opposta ao appice, passam-se estas do benzol para
a parafina, na qual devem permanecer por umas quatro horas.
Na outra caixa derrama-se a parafina para o segundo banho,
passando-se para esta as raizes com o auxilio da pinga. O se-
gundo banho deve durar toda a noite. Na manha seguinte,
procede-se 4 inclusio.

Besunta-se com glycerina uma caixa de Pelri raza e de
uns 50 mm. ou pouco mais de diamentro, deitando-se nella
parafina. Com a pinga, collocam-se nella as raizes, duas a
duas, com o apice do mesmo lado, dispostas em varias series e
com cuidado para ndo alterar a posi¢io das mesmas, refira-se
a caixa da estufa, assentando o seu fundo sobre a superficie da
agua fria contida num recipiente qualquer.

Assim que uma nata mais ou menos espessa- se forma a
superficie da parafina, deixa-se cair a caixa do fundo do reci-
piente, onde permanecerd até completo resfriamento. Retira-se,
em seguida, a caixa do recipiente e passando-se a lamina de
de um canivete ou escalpelo entre a parafina solidificada e a
parede da caixa, afunda-se novamente esta ¢ deixa-se até que
a paralina se desprenda ¢ venha ter d tona da agua. Divide-se
entdo este bloco circular em tantos pequeninos,blocos quadran-
culares quantos forem os grupos de-duas raizes, que se distin-
guem perfeitamente por transparencia no seio da parafina.

Com estes blocos, que vdao para o microtomo, praticam-
se cortes longitudinaes de 8 microns de espessura. Ao collar
o bloco ao porta-objectos do microtomo, aparam-se as suas
faces, reduzindo-as e deixando-as bem paratlelas.

A distensdo e collagem dos cortes se faz pelo methodo
usado pslo Prof. Toledo Pjza em todos os seus trabalhos e
que differe um pouco do methdo ordinario. Para isso, pro-
cede-se do seguinte modo. Colloca-se no centro da lamina por-
la-objectos um potico de agua distillada, misturando-se a esta,
com um bastio fino de vidro, uma goita de albumina glyceri-
nada de Meyer.

Os cortes, retirados da navalha do microtomo com o au-
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xilio de um delicado pincel, em pequenas fitas de 3, sao dis-
postos sobre o liquido da lamina em 3 series. Colocando-se a
lamina sobre a estufa que serviu para a inclusao, os cortes
logo se distendem perfeitamente. Absorve-se entdo o liquido
com um papel de filtro e com uma agulha de prepargio dd-se
uma disposigdo perfeita e definitiva aos cortes que-deslisam fa-
cilmente sobre a superficie humida da lamina. As laminas as-
sim preparadas - ficam sobre a estufa até seccarem completa-
mente,

Procede-se em seguida 4 hydratagiao dos cortes, fazen-
do-0s percorrer uma seric de frascos de Borrel, o primeiro com
xylol, o segundo com alcool absoluto e os outros com alcooes
progressivamente mais fracos, sendo que os dois ultimos con-
teem apenas agua distillada. Uma boa hydratagio consegue se
com a seguinte serie :

Xylol — alc. abs. — alc. 952 — alc. 85° — alc, 75" — alc. 40"
agua — agua devendo as laminas permanecerem cerca de 15
minutos em cada frasco.

A coloragao se faz pela hematoxylina ferrica de Heide- '
nhain, Da agua distillada as preparagoes passam para um fras-
co de Borrel contendo uma solugao a 3 % de alumen de fer-
ro, onde permanecerdo por toda a noite. No dia seguinte pela
manhd sao Javadas em agua distillada durante alguns minutos
¢ mergulhadas na hematoxylina (') por algumas horas (até 24).
Quando os ‘cortes estiverem iirtensamente coloridos de ne-
gro, inicia-se a differenciacdo, empregando-se para isso uma
solugdo a 2 % de alumen de ferro. Assim que a differenciacao
attinja o ponto desejado, lavam-se as preparacoes durante 15
minutos na agua corrente, fazendo-as, em seguida, percorrer
a serie alcoolica, da agua para o xylol (de 10 a 15 minutos em
cada alcool e um minuto apenas no xylol). Feito isto, montam-
se as préparagdes no balsamo.

'
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Passemos agora ao estudo da mitose somatica do Nof/os-

cordam [ragrans.

(1) Sol. a 10 ofo de kematoxilina no alcool a 90.0 . 5 , 10¢c. ¢,
Agua distillada IS 3 : : r . 90 e,
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Ao fazer a descrip¢io dos plienomenos que se seguem,
levaremos em conta, unicamente, os que se referem ao filamen-
to chromatico.

Prophase — A prophase no Nothoscordum fragrans naol é
como se verifica com quasi todas as plantas, uma phase preli-
minar em que os chromosomios, contrahindo-se e regularizan-
do a sua férma, preparam-se para a divisdo. Aqui, como no
Allium sativum, (1) os chromosomios que ja vém divididos do
nucleo em repouso, apenas se preparam para a separacdo. Sen-
do assim, desde que esses elementos comegam a ser observa-
dos no seio da caryolympha, isto é, logo que elles, em virtude
da contracgdo e chromatinizacdo progres:ivas que experimei-
tam, adquirem uma espessura e uma coloragdo que ‘permiitem
unt exame commodo e perfeito, j4 se mostram nifidamente di-
vididos. Cada chromosomio prophasico pois, apresenta se cons-
titnido por dois filamentos independentes, enrolados em espiral,
um sobre o outro, provenientes da divisio longitudinal de um
chromosomio primitivo (Fig. 1). A principio os chromosomios
filhos de cada par mostravam-se frouxamente entrelagados, de
maneira a ndo permittic duvida alguma a respeito da perfeita
independencia que entre elles existe.

No inicio da prophase ndo é possivel verilicar a descon-
tinuidade do filamento chromatico. Em qualgquer ponto, porem,
gue seja examinado, revella esse filamento o caracteristico as-
pecto duplo precedentemente indicado. Cada uma das suas me-
{ades se mostra entio como um tenue fio de diametro desigual,
sobre o qual a.chromatina se distribue irregularmente (Fig. 1).
Mais tarde essas metades vao adquirindo uma colora¢io e um
diametro mais uniformes, até originarem um: espirema de: as-
pecto homogeneo em todas as suas partes (Fig. 2). Com o pro
gresso da contrac¢do torna-se possivel verificar a descontinui-
dade do espirema. Os elementos independentes ¢ duplos que
o constituem, continuando a se contrahir, acabam dando ori-
gem aos chromosomios metaphasicos, que sio relativamenle
longos e se apresentam recurvados em U oy V de. ramos
eguaes ou nao.

Metaphase - A medida que a prophase avanga e a cou-
traccdo dos chromosomios duplos progride, os elementos de



302 ——memmmmemrmEs o S S REVISTA DE AGRICULTURA

cada par se viio apertando cada vez mals, até que, na meta-
phase, apenas se mostram separados por uma fenda longitudi-
nal, ligeiram:nte espiralada em alguns, que apezar de estreita,
apresenta-se perfeitamente distincta (Fig. 3). Os chromosomios
reunidos na placa equatorial apresentam os seus dois ramaos
ora em contacto ou muito proximos, ora mais ou menos afas-
tados, ora se continuando quasi que em linha recla. Cada ra-
mo pode, por sua vez, apresentar-se com um aspecto sinuoso
ou diversamente recurvado.

Anaphase — A separagio dos chromosomios qgue com-
poem cada par; dé-se segundo a fenda mediana que os delimi-
ta, de maneira antonoma e ao mesmo tempo a0 longo de toda
a sua extensio. O afastamento ¢ que se verifica pelas paries
inseridas no fuso achromatico. A avaliar pelas relagdes de com-
primento entre os dois ramos dos chromosomios nas anaphases
avancadas, a insersio desses elementos no fuso achromatico
pode ser mediana ou sub-mediana. Assim que comega a sepa-
racio das duas metades que constituem os chromosomios meta-
phasicos, j4 a divisio de cada uma dellas se inicia pelo appa-

recimento, ao longo de todo o seu comprimento de uma estreita
fenda mediana (Fig. 4). Em consequencia desta tio prematura fis-
surac¢io dos chromosomios -filhos, nao ¢ possivel assignalar, nio
¢6 durante a anaphase, como no decurso de toda a mitose, a
existencia de elementos nao fissurados. E até pelo contrario, os
chromosomios quadripartidos previstos por TOLEDO PIZA pa-
ra o Alliwm saticum, (2) podem ser aqui facilmente observa-
dos, exactamente num periodo de transigio da. metaphase para
a anaphase (Fig. 5) E' nessa occasiio, e quem sabe si tambem
um pouquinho mais cedo, que se inicia o fendilhamento longi-
tudinal dos chromosomios -filhos. Estes dirigem-se para oS ph-
los, em cujas proximidades entram em cerrado “tassement” em
que perdem por completo a sua individualidade. Quando al-
guns ramos chromosomicos ficam féra da massa polar compri-
mida, nelles se péde perfeitamente observar a fenda mediana
verificada em toda a anaphase, tal como se dd com o Aliwm
satirum, (1¢2), (Fig. 6).

Telophase — A telophase se inicia pelo afastamento dos
chromosomios, seguido de deschromatinizagio e estiramento
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progressivos. Assim que se afastam os ¢hromosomios, possivel
se torna verificar que elles apresentam a mesma duplicidade
com que entraram em ‘“tassement” (Fig. 7). Distendendo-se 4
medida que o nucleo caminha para o repouso, os dois elemen-
tos que constituem cada chromosomio bipartido se entrelagam.
o que pode ser observado nas telophases relativamente avanga-
das (Fig. 8). Dahi para deante os chromosomios se vio cada
vez mais distendendo e deschromatinizando, até desapparece-
rem completamente no nucleo interphasico.

A mitose do Nothoscordum fragrans se desenrola segundo
os mesmissimos moldes que a mitose do Alléiumn sativum estu-
dada por TOLEDO PIZA em 1928 (1) e mais tarde inlerpreta-
da de maneira diversa por esse autor (3). Revendo, recenlemen-
te, aquelle seu trabalho. e fazendo algumas observacdes com o
Nothoscordum, pensa, TOLEDO PIZA, haver encontrado nessas
duas Liliaceas, um excellente argumento em favor da sua theo-
ria do Plastinema. (2) |

RESUME

Les auteurs, aprés avoir donné une description detaillé de
la methode employé pour le montage des coupes a la parafine,
entrent dans Vétude de la mitose somatique du Nothoscorduin
fragrans, en montrant, que les chromosomes, divisés longituni-
nalement dés le début de anaphase, gardent leur duplicité jus-
qua la fin de ceite phase, oil, en entrant en tassement polaire
ils perdent, parfois, leur individualité. Au commencement de la
télophase, la’ duplicité chromosomique réparait, pour disparaitre
de nouveau dans le noyat au répos. ‘A la mitose suivante, on
voit que les chromosomes, trés longs et trés délicats, se mon-
trent doubles dés Ig début de la prophase, en conservant cette
duplicité jusqu’a l'anaphase ‘A ce moment 1a, les chromosomes-
fils, qui présentent, a leur tour, une fente mediane, se séparent
pour se diriger aux poles opposés.

EXPLICACAO DAS FIGURAS

Flg 1 — Nucleo de uma cellula menstemal da raiz de Nothos-
cordum fragrans, em inicio de préphase. (Original).
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Fig.. 2 — Cellula meristemal da raiz de Nothoscordum fragrans,
em plena prophase. (Original, no estilo da fig. 10,c
de Belar) (4).

Fig. 3 — Cellula meristemal da raiz de Nothoscordam [ragrans,
em metaphase. (Original).

Fig. 4 — Cellula meristemal da raiz de Nothoscordum fragrans,
em plena anaphase. (Original).
Fig. 5 -— Cellula meristemal da raiz de Nothoscordun frayrans.

em periodo de transi¢do da metaphase para a ana-
phase, vendo-se os chromosomios quadripartidos.
(Original).

Fig. 6 — Cellula meristemal da raiz do Nothoscordum [ragrans,
em anaphase avancada, vendo-se os chromosomios
em cerrado ‘‘tassement”. (Original).’

Fig. 7 — Cellula em telophase, na extremidade da raiz do -No-
thoscordum fragrans, (Original).

Fig. 8 — Chromosomios duplos, entrelagados, de uma cellula
em telophase, da extremidade da raiz -do Nothoscor-
dum fragrans, (Original).
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