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RESUMO

Dificuldades constantemente encontradas na determinagio do nimero de cromos-
somos em Arachis trouzeram a necessidade de pesquisar novos métodos, Uma técnica
eficiente foi entdo desenvolvida no laboratério de Citologin do Instituto Agrondmico de
Campinas e que consta do seguinte: &) pré-tratamento c%as rajzes com solugdo saturada
de paradiclorobenzenc & temperatura de 16 a 20°C duranie 4-8 horas ou por uma

o
solugio 0,002 20 de oxiquinoleina a 16°C durante 6 a 7 horas; b) hidrélise em

orcenina acética (2% de orceina em dcido acético a 70%) e dcido cloridrico na pro-
porcio de 9:1; ¢} coloragio ¢ esmagamento em orceina acética a 1% em 4cido acético
a 45%.

Tanto o paradiclorobenzeno comoe a oxiquinoleina produzem o efeito c-mitético
sobre os cromessomos do amendoim, avmentande o nimero de células em metafase e
produzindo o espalhamento e o encurtamento dos cromossomos. Isso permite conta-los
com a maior facilidade.

Sdo apresentados os detalhes da técnica bem como comentdrios sébre o modo
de agiie do paradiclorobenzeno ro material em questio.

1 — INTRODUCAO

Para a determinag¢io do mimero de cromossomos em amendoim era
normalmente utilizado, no laboratério de Citologia, o processo de cortes
de pontas de raizes. A fixagio era em “Craf”, seguida da desidratagio pela

série do 4lcool butilico, inclusio em parafina e coloragdo pela hematoxilina
de Heidenhain.

(1) Trabalho apresentado na XV Reunide da Sociedade Brasileira para o Progresso da

Ciéneia, realizada em Campinas, de 7 a 13 de julho de 1963, Recebido para publicagio em 17
de julho de 19683, ’
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Nem sempre, porém, chegava-se a2 um resultado plenamente satisfa-
torio, apresentando os cromossomos de amendoim uma certa tendéncia de
aglomeragio, o que dificultava sua contagem. A técnica de esmagamento
de raizes também apresentava as mesmas dificuldades além da posigdo quase
sempre lateral das metifases.

Numa tentativa de pré-tratamento com paradiclorobenzeno, embora
tendo-se obtido bons resultados com outras plantas (4, 9), nio se havia con-
seguido que o Pdb atuasse sGbre os cromossomos de amendoim .

Com 2 intensificagio das pesquisas em diversas espécies de Arachis,
houve necessidade de ser encontrade um processo rapido e eficiente para
contagens dos cromossomos, o que constitui o objetivo déste trabalho.

2 — MATERIAL E METODO

Apos revisio feita em literatura recente sobre as técnicas empregadas
para diferentes materiais, decidiu-se experimentar algumas, as mais “simn-
ples, ripidas e exeqiiveis em nosso laboratério. Assim, relativamente 3 colo-
racdo, tentativas foram feitas aplicando-se técnicas como carmim acético
(3, 7), hematoxilina (19), orceina associada a “fast green” (20) e orcefna (6,
11, 12, 13, 14, 15, 16, 17). ‘

Com a finalidade de conseguir ¢ encurtamento e o espalhamento dos
cromossomos, foi adotado o pré-tratamento de raizes, empregando-se as
seguintes drogas de conhecido efeito c-mitético: paradiclorobenzeno, oxi-
quincleina e colchicina.

O material utilizado em tddas as experiéncias foi Arachis hypogaea L.
var. Tatui (V. 76). Para melhor avaliar os resultados, cada técnica foi expe-
rimentada ao mesmo tempo em cebola (Allium cepa L),

As microfotografias foram tiradas com Fotomicroscépio Zeiss. Os de-

o

senhos foram executados com cimara clara {2).

3 — OBSERVACOES
3.1 — COLORACAO

De um modo geral, tédas as técnicas experimentadas deram boa colo-
ragao em raizes de cebola; no amendoim, entretanto, apenas a técnica da
arceina, de Sharma e colaboradores, deu bons resultados,

(2) Os autores agradecem & srta. Zorah de Mello, da Secio de Botinica, a colaboracdo na
execucdio dos desenhos.
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Os cromossomos ficaram bem coloridos, apresentando, além disso, bem
evidentes a duplicidade, os centrdmeros e as contrigges, que se acentuam
nas metafases.

Entretanto, é muito dificil obter placas metafsicas em vista polar; em
geral, elas se apresentam lateralmente; das poucas figuras conseguidas nessa
posigéo, a maior parte corresponde, provavelmente, a um estado um pouco
anterior a metafase (figura 1-A, B e C). A figura 4-B mostra um campo
comumente encontrado no qual se véem uma metafase lateral e a vista
polar de uma prometafase; esta ultima corresponde a figura 1-C.

No que diz respeito & coloragido, o problema podia ser considerado
resolvido; era preciso, ainda, conseguir o encurtamento e o espalhamento
dos cromossomos através do pré-tratamento das raizes com drogas de efeito
c-mitético.

3.2 — PRE-TRATAMENTO COM PARADICLOROBENZENO

Numa experiéncia preliminar, foram comparados os seguintes trata-
mentos de raizes:

1) Fixagdo imediata em 4lcool absoluto: dcido acético (1:1} & temperatura
ambiente; _

2} Fixacio imediata em 4lcool absoluto: dcido acético (1:1) em refrigera-
dor a 12-18°C;

3) Fixagdo em 4lcool absoluto: 4cido acético (1:1) apés um dos seguintes
pré-tratamentos:

a) com Agua & temperatura ambiente;

b) com 4gua, em refrigerador a 12-18°C; .

c) com Pdb, & temperatura ambiente; N

d} com Pdb, em refrigerador a 12-18°C;

e) com Pdb, em refrigerador a 5-10°C;

‘A solugio de Pdb foi preparada de actrdo com Meyer (10).

As seguintes observagbes foram feitas:

A) a fixagéio imediata mostrou que as rafzes estavam em intensa ati-
vidade mitdtica, mas era muito raro se encontrar uma metifase. Quando
essa fixacdo se processou sob baixa temperatura, foi observado o espalha-
mento dos cromossomos, cuja duplicidade era bem evidente (figura 1-D);
a maior parte das metifases, porém, apresentava-se lateralmente;

B) a permanéncia das raizes na dgua durante 2 a 4 horas produziu
uma desorganizagio dos nicleos € uma paralisagio da mitose, diminuindo
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Ficura 1. — Placas pré-metafésicas em raizes fixadas imediatamente aps a colheita.
A — C — fixacio & temperatura ambiente; D — fixagio a baixa temperatura, A,
Be DD; x2.320; C x2.650.
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Frcura 2. — Pré-tratamento com paradiclorobenzeno durante 2h 4 temperatura
ambiente. Desenho e microfotografia da mesma célula. A x2.320; B % 1.880,

sensivelmente o nimero de metdfases. Este efeito era mais acentuado no
tratamento & temperatura ambiente;

C) no tratamento com paradiclorobenzeno, 2 temperatura ambientc.
observou-se efeito scmelhante ao da 4gua, havendo paralisacio da mitose,
Algumas preparagdes mostraram Otimas figuras de cromossomos encnrta-
dos e espalhados (figuras 2-A e B e 3-A, B e C); tais células, porém, eram
Taras;

D) o tratamento com paradiclorobenzeno em refrigerador a 12-18°C
encurtou e espalhou os cromossomos, tendo-se conseguido algumas boas
figuras para contagem c até para fotografias, tanto com duas como com
quatro horas de tratamento;

E} no tratamento com Pdb em refrigerador a 5-10°C nido foi obser-
vado o efeito c-mitotico, estando as raizes paralisadas em sua atividade.

Essas observagtes sugeiiram que o pré-tratamento com paradicloro-
benzeno necessita, para produzir seu efeito sébre os cromossomos, que as

raizes se mantenham em perfeito estado, sem prejuizo da atividade mi-
totica.
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Ficura 3. — Pré-tratamento com paradiclorobenzeno a tempe-
ratura ambiente. A e B — durante 5 horas {desenho e microfo-

tografia da mesma célula); C — durante 2 horas, A, x1.160;
B, x1.140; C, x1.760,
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Sob ésse ponto de vista, novas experiéncias foram realizadas as tem-
peraturas de 12, 16, 20 e 24°C, o pré-tratamento sendo feito em raizes co-
lhidas e em plantas.

O material foi colhido em dgua a uma temperatura préxima da do
solo e em seguida colocado em recipientes contendo a solucdo saturada
de paradiclorobenzeno também a temperatura ambiente. No caso do trata-
mento de plantas, somente as raizes eram mergulhadas na solugio. A seguir
as temperaturas eram estabilizadas, gradualmente, para cada caso, gas-
tando-se cérca de 10 minutos para isso.

Durante o pré-tratamento ¢ essencial, como ji recomendara Meyer
(10), que pingas, rolhas e vasilhame estejam limpos, isentos de qualquer
contaminagao quimica; também devem ser evitados choques de tempera-
tura; caso contrario a droga utilizada (paradiclorobenzeno, neste caso) tera
a sua acao prejudicada.

Raizes foram fixadas de hora em hora, desde uma até 14 horas: em
alguns casos houve coleta até com 22 e 23 horas. Quatro a cinco raizes
eram colhidas de cada vez e as laminas preparadas 4 medida do possivel,
apos 3 horas de fixacao ou mesmo no dia seguinte, de acérdo com Sharma
e Sharma (17). Do mesmo modo que Sharma & Bal (11), verificou-se que
a fixagio ¢ dispensivel e que raizes transferidas do paradiclorobenzeno
diretamente para a orceina forneciam também boas preparagdes.

3.2.1 — RESULTADOS

Foram os seguintes os resultados dessa série de experiéncias:

a) A temperatura de 24°C nao é favoravel ao pré-tratamento; de
um modo geral, as raizes ndo se conservam em atividade, seja nos trata-
mentos de raizes cortadas seja nos tratamentos das plantas. Em apenas uma
das experi¢ncias foram observadas algumas células com cromossomos espa-
lhados, de material colhido entre 3 e 7 horas apés pré-tratamento da planta;

b) A temperatura de 12°C também ndo se mostrou favorivel. Em
uma das experiéncias realizadas nao foi observado o efeito do Pdb, embora
o material se tivesse conservado em bom estado até com 13 horas de trata-
mento. Numa segunda experiéncia, células com bom espalhamento dos
cromossomos foram encontradas entre 8 e 12 horas no Pdb:

¢) Quando a experiéncia se realizou a 16 e a 20°C, células para
contagem dos cromossomos foram encontradas desde 3 até 23 horas
de tratamento; a duragdo 6tima variou de uma experiéncia para outra,
0 mesmo acontecendo para a duragao mixima. Os resultados foram mui-
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A

Ficura 4. — A — Pré-tratamento com paradiclorobenzeno 4 temperatura de 16°C,
durante 4 horas (campo mostrando varias células com cromossomos encurtados e
espalhados); % 360; B — Campo sem tratamento; x 340.
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Ficura 5. — Pré-tratamento com paradiclorobenzeno a 16°C; A — durante 4 h;
% 2.320; B — durante 6 h; x930.

to supe:ioves: tddas as raizes tratadas apresentaram grande quantidade
de células com os cromossomos encurtados e espalhados (figuras 4-A e 5-A
e B); o aspecto dos cromosscmos foi comparivel ao que se obteve nos tra-
tamentos descriios anteriormente, mesmo naqueles a temperatura ambiente.
A vantagem do tratamento em questio foi, entretanto, a quantidade muito
grande de células com cromossomos nesse estado e a constincia dos resul-
tados; isso permite, com rapidez e seguranga, a determinagéo do nimero
de cromossemaos em Arachis.
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d) Nio foram observadas grandes diferencas entre o tratamento das
rafzes cortadas e seu tratamento diretamente na planta. O ntimero de expe-
riéncias nesse sentido, porém, foi pequeno para uma conclusio definitiva,

3.2.2 — MODO DE ACA0 DO PARADICLOROBENZENO

O efeito do paradiclorobenzeno sébre os cromossomos do amendoim
¢ do tipo c-mitético (8). Logo de inicio produz-se a inativagio da subs-
tancia do fuso, do que resulta o desaparecimento das andfases e a falta de
orientagio dos cromossomos metafisicos; éstes se apresentam mais ou me-
nos aglomerados no centro da célula e embora nio possam ser individua-
lizados nesse estado, observa-se o seu encurtamento, causado pela droga.

A medida que o tratamento se prolonga, observam-se metafases bem
menos aglomeradas, com alguns cromossomos destacados da aglomeragio
central. Finalmente, prolongando-se mais o tratamento, véem-se cromos-
somos metafdsicos espalhados por téda a célula, permitindo com a maior
facilidade a contagem, mesmo com objetiva de pequeno aumento. Apre-
sentam-se bastante encurtados e tém o aspecto de pequenas cruzes de
bragos desiguais; permanecem nesse estado por muito tempo e o seu aspecto
pode ser comparado ao descrito por Levan (8) como “scattered over the
cell in a diakinesis-like manner” (figura 4-A).

O que caracteriza o tratamento de um certo ponto em diante ¢ o ni-
mero cada vez maior de eélulas déste tipo, o que, alids, era esperado como
coenseqiiéncia da nao divisao do centrdmero, Além das c-metéfases hi as pro-
fases, em que éles sio vistos ao longo de todo o comprimento, com os cen-
tromeros bastante evidentes (figura 6-A e B).

Em virias células foram observadas c-anifases nas quais cada cromos-
somo filho se separa inteiramente do outro e células até com 80 Cromos-
somos espalhados puderam ser analisadas. Numa das experiéneias isso foi
conseguido depois do material permanecer 23 horas no paradiclorobenzeno
a 20°C; efeito semelhante foi também observado em tratamentos de 4 h e
de 9h a 16°C (figuras 7-A, B e 8-A, B).

Metafases aglomeradas (“clumped metaphases”) foram observadas em
Spinacia oleracea, por Berger e Witkus (1), e em Arachis hypogaea, por Car-
pentier (3), apés tratamento prolongado com colchicina. Ambos os autores
concluem que tal aspecto da “c-metéfase” ¢ caracteristico de plantas de
Cromossomos pequenos,

Do que foi possivel observar no presente estudo, parece que a maior
ou menor aglomeragdo dos cromossomos depende, em primeiro lugar, do
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Ficura 6. — Pré-tratamento com paradiclorobenzeno a 16°C durante 6h; profases;

2

A — X1650; B — x1.840.
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Ficura 7. — Pré-tratamento com paradiclorobenzeno a 16°C durante 4 horas; c-anafase
com 80 cromossomos (desenho e microfotografia da mesma célula); A, X 2950;

B x2.200.

estcdo em que se encontrava a célula quando se lhe aplicou o tratamento:
imaginando uma raiz em intensa atividade mitética no momento da apli-
cagiao do paradiclorobenzeno, nela existem células em todas as fases da
mitose, desde profases, telofases e até células em repouso. Ao ser atingida
pela droga, uma célula em anafase pode completar a separagio dos cro-



DIXIER M. MENDES & CANDIDA HELENA T. M. CONAGIN
Julho, 1963 CONTAGEM DE CROMOSSOMOS 435

Ficura 8, — Pré-tratamento com paradiclorobenzeno a 16°C durante 9 horas; c-and-
fase com alguns cromossomos ja separados (microfotografia e desenho da mesma
célula); A, %2.090; B, x2.950.

mossomos e formar dois nicleos telofasicos; uma célula em metifase, po-
rém, pode nao comegar a anifase, e, com a destruicio do fuso, ficar com
©s cremossomos desorientades; como, purém, éles ja se encontravam muito
proximos uns dos cutros, nio ha espalhamento dos mesmos; estas seriam,
entdo, as metafases aglomeradas, observadas ja no inicio do tratamento,
perfeitamente distintas das metafases laterais, vistas no material nio tra-
tado pelo Pdb. Por sua vez, uma célula que, ao iniciar-se a agio do para-
diclorobenzeno esteja em profase inicial, vai aos poucos sofrendo a acio
do mesmo: os cromossomos vao encurtando, e, como ndo hi formacio da
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substancia do fuso, nio se organizam para a metifase, permanecendo espa-
Thados pela célula; ésse espalhamento serd maior ou menor, dependendo
do estado em que os cromossomos se encontravam ao serem atin gidos pelo
Pdb.

Tjio e Levan (18) concluem em seu trabalho que a oxiquinoleina au-
menta a viscosidade do citoplasma, imobilizando os cromossomos em suas
posigdes. Sharma & Moorkerjea (14) concluem que, de um modo geral,
todos os pré-tratamentos modificam a viscosidade do plasma e agem, até
certo grau, como fixadores.

Ora, considerando que numa raiz ativa, no inicio do tratamento, deve
haver células em diferentes estados da mitose, e considerando a dupla agao
da droga encurtando os cromossomos e modificando a viscosidade do plas-
ma, teremos um conjunto de fatores cuja interacdo podera explicar a grande
variacio encontrada no espalhamento dos cromossomos. Désse modo ex-
plica-se também o fato de se encontrarem metifases aglomeradas, mesmo
nos tratamentos mais prolongados, a0 mesmo tempo que aumenta conside-
ravelmente o ntimero das células com bom espalhamento dos cromossomos.

Se assim for, o modo de agdo do paradiclorobenzeno em Arachis (que
poderd, talvez, ser generalizado para outras plantas de cromossomos pe-
quenos) assemelhar-se-4, de um lade ao da colchicina, no que se refere
a destruicdo do fuso, e, de outro lado teria uma acdo semelhante a da
oxiquinoleina em relagio ao espalhamento dos cromossomos.

De acordo com Brown (2), o nimero de divisdes celulares nas raizes
pode ser alterado por fatdres interferindo na mitose propriamente dita ou
na interfase e isso constituiria um processo dependente de enzimas.

Fatores que alterem o niimero de mitoses num certo espago de tempo
ou que alterem a duragio do ciclo profase-teléfase podem modificar o
resultado de um pré-tratamento com paradiclorobenzeno, seja no nimero
de células afetadas, seja no espalhamento dos eromossomos.

O fato, pois, de nio se repetirem exatamente os mesmos resultados em
tratamentos idénticos, sob condigdes controladas de temperatura, feitos em
ocasides diferentes, pode ser explicado através de diferencas no estado das
raizes e das plantas.

3.3 — PRE-TRATAMENTO COM OXIQUINOLEINA

O pré-tratamento das raizes de amendoim com solucio 0,002 mo de
8-hidroxiquinoleina também produziu efeito sébre os cromossomos, de
modo a facilitar a contagem dos mesmos.
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Ficura 9. — Pré-tratamento com oxiquinoleina a 16°C durante 7 horas. A,

X 1:945; B. x2.120; C, x2.320.
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O efeito final ¢ idéntico ao produzido pelo paradiclorobenzeno, tendo-
se conseguido 6timas laminas com 6 e 7 horas de tratamento a 16°C, nas
quais foi observada grande quantidade de células com encurtamento e
espalhamento dos cromossomos metafdsicos. A figura 9-A, B, C, mostra os
40 cromossomos perfeitamente espalhados, com o aspecto de cruzinhas de-
vido ao efeito’ ¢ mitGtico; a figura 10 representa um campo com vérias cé-
lulas no mesmo estado, todas elas se prestando para a contagem dos cro-
Mossomos,

Ficura 10. — Pré-tratamento com oxiquinoleina a 16°C durante 7 horas, Campo com
virias células de cromossomos encurtados e espalhados. 410,

34 — TRATAMENTOS COM COLCHICINA

Sempre com a mesma finalidade de facilitar as contagens de cromos-
scmos em Arachis, foram experimentados alguns tratamentos com colchicina.
Ao serem examinadas, no nosso laboratdrio, raizes secunddrias de “see-
dlings” de melancia (Citrullus vulgaris Shrad.) cujas sementes haviam sido
tratadas pela colchicina, observou-se que algumas estavam duplicadas, en-
quanto outras eram de constitui¢cao quimérica; nestas tltimas notou-se que,
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Ficura 11. — Tratamento com colchicina a 0,1% durante 6 horas; A ¢ B —
desenho e microfotografia de uma célula com 40 cromossomos; A, x2.320;
B, % 1.625; C — célula com 80 cromossomos 31.250; D — célula com 160
cromossomos % 830.
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mesmo nas células ndo duplicadas, os cromossomos se apresentavam encur-
tados, bem separados uns dos outros, o que diferia bastante do aspecto
comumente encontrado nesse material,

Disso adveio a idéia de um tratamento semelhante para o amendoim.
A concentragio da solugio de colchicina e a duragio do tratamento de-
veriam ser de forma a permitir apenas um melhor espalhamento dos cro-
mossomos em metafase, sem haver, contudo, duplicagio.

As sementes foram postas a germinar em caixas de Petri e imersas em
solugdes de colchicina a 0,1% durante 6 a 8 horas e a 0,25% e 0.5% durante
8 horas, quando as rafzes principais estavam com 0,5 a 2 ecm. Terminado o
tratamento, foram as sementes lavadas e semeadas em terra, na estufa.
Alguns dias mais tarde, quando as plantinhas estavam com 2 a 4 pares de
folhas, colheram-se as raizes secunddrias, as quais foram examinadas pelo
processo da orceina, de Sharma e colaboradores.

Em todos os tratamentos realizados observaram-se raizes com células
duplicadas em que eram facilmente contados 2n=80 cromossomos a0 lado
de outras com apenas 40. A proporgio de células duplicadas era maior nas
raizes dos tratamentos mais fortes, Entretanto, no tratamento 0,12 durante
6 horas encontrou-se duplicagio (2n=80) e reduplicagio (2n—160), além
de uma pequena porcentagem de células com 2n=40 cromossomos (figu-
ras 11-A a D e 12-C.

Em uma tnica planta, tratada durante 8hs com colchicina a 0,1%
obteve-se o resultado desejado: efeito da colchicina sébre a mitose (sem
duplicagio dos cromossomos) produzindo placas metafasicas com 40 cro-
mossomos bem espalhados (figura 12-A e B).

O tratamento de sementes em germinagdo pela colchicina, com a fina-
lidade de se obter o efeito c-mititico nas raizes secundarias, ¢, portanto,
de resultado incerto. Sua aplicagio como método para contagem de cro-
mMossomos nao se justifica, uma vez que Gtimos resultados foram conse-
guidos com a aplicagdo do paradiclobenzeno e da oxiquinoleina. Entretanto,
tal técnica de tratamento poderd servir de ponto de partida, caso se queira
tentar a duplicagdo de cromossomos em amendoim.

4 — CONCLUSOLS

Das observagoes realizadas e da discussdo dos resultados obtidos, as
seguintes conclusdes gerais podem ser tiradas:
A. O efeito do Pdb ¢ da Oq, sébre os cromossomos sométicos de amen-
doim ¢ do tipo c-mitéticb, espalhando-o0s e encurtando-os.
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Ficura 12, — Tratamento com colchicina a 0,1%. A e B durante 8 horas —

microfotografia e desenho de uma célula com 40 cromossomos; A, > 1.860; B,
%2.320; C durante 6 horas — célula com 80 cromossomos X 2.320.
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B. Esse efeito pode ser facilmente observado, desde que: a} o tratamento
seja feito sob condi¢es controladas de temperatura; b) as raizes
estejam em intensa atividade mitética: plantas com dois até quatro
pares de f6lhas possuem raizes apropriadas; ¢) as raizes sejam man-
tidas em atividade: tragos do fixador ou da orceina ou choques
bruscos de temperatura durante o pré-tratamento paralisam a ati-
vidade das raizes.

C. Das temperaturas experimentadas, os melhores resultados foram obti-

dos nos tratamentos 2 16 e a 20°C durante um tempo que pode

variar de quatro a oito horas. A temperatura de 12°C também se con-
segue bom resultado, mas como prolonga demais a duragio do tra-

tamento, torna-se menos conveniente como método de trabalho. A

temperatura de 24°C os resultados ndo foram satisfatorios, tendo-se

observado uma deterioracio do material, com completa desorgani-
zagdo dos nucleos.

D. Desde que os tratamentos em raizes cortadas produziram 6timos re-
sultados, ndo hi razio para efetud-los nas plantas, uma vez que o
primeiro caso é de muito mais facil execugio.

Como conseqiiéncia das experi¢ncias realizadas sdbre pré-tratamento
e coloragdo, foi possivel estabelecer uma técnica de 6timos resultados para
a contagem de cromossomos somaticos em raizes de Arachis hypogaea L.
Esta técnica, adotada atualmente no Laboratério de Citologia do Instituto
Agrendémico (*), consta dos seguintes itens:

1. Tratar raizes por uma solugio saturada de pardiclorobenzeno a
temperatura entre 16 e 20°C durante 4 a § horas ou por uma solugio 0,002
mo de oxiquinoleina a 16°C durante 6 a 7 horas.

2. Fixar as raizes diretamente em alcool absoluto e acide acético na
proporgio de 1:]1 durante 24 horas ou mais. A fixagio pode ser dispensada
se as laminas forem preparadas imediatamente e nio houver interésse em
conservar o material por mais tempo.

3. Hidrolisar as raizes (fixadas ou néio) em um tubinho de vidro arro-
thado contendo 9 partes de orceina a 2% em 4cido acético a 70% e 1 parte de
HC1 N. A temperatura e a duragio da hidrélise devem ser determinadas para
cada material. Para as raizes de amendoim, o aquecimento do tubinho A
chama por alguns segundos, seguido de meia hora a 30°C, foi suficiente;
Lididlise satisfatéria também é cbtida apenas prolongando-se um peuco o
primeiro aquecimento (sem ferver).

€3} Fm outras espécies de Arachis e algumas espécies de Coffea foi facil a determinaciv
do nimero de cromossomos em rafzes, utilizando-se esta técnica.
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4. Colorir, colocando a pontinha da raiz (2 mm) em uma Amina, numa
gota de orceina a 1% em 4cido acético a 45%. Decorridos alguns minutos,
o bastante para o corante penetrar por todo o material, colocar por cima
a laminula. Se a hidrélise foi suficiente, 0 material cede ao péso da pro-
pria laminula, espalhando-se um pouco. Aquecer levemente 3 chama e
completar o espalhamento, fazendo pressio com um palito de fosforo ou
uma rélha, até que o material fique reduzido a uma s6 camada de células.
A laminula ndo deve escorregar nesta operagio.

5. Retirar o excesso de corante com papel de filtro e selar. Como se-

lante pode-se usar a seguinte férmula: 150 g de breu e 30 g de céra de
abelha.

Laminas preparadas dessa maneira podem ser examinadas no mesmo
dia, mas conservam-se em bom estado por cérca de dois meses, tendo
algumas delas durado até quatro meses.

A NEW TECHNIQUE FOR COUNTING CHROMOSOMES
© OF THE PEANUT PLANT

SUMMARY

The determinaticn of the chromosome number in sections or smears of the peanut
plant {Arachis hypogaea L.) is rather difficult because of the small number of cells
with polar view of metaphase plates and for the tendency of the peanut chromosomes
to clump together. Several techniques were tried in order to overcome these diffi-
culties. The best results were obtained with the following method: )

(a) pre-treatment of the root tips in a saturated solution of paradichlorobenzene
at 16-20°C for 4-8 hours or in a 0,002 M solution of oxyquinoline at 16°C for 6-7
hours; (k) hydrolysis in acetic orcein (2% orcein in 70% acetic acid) and hydrochloric
acid in the proportion of 9:1; (¢) smear and staining in 1% acetic orcein in 45%
acetic acid,

Paradichlorobenzene and oxyquinoline produce the c-mitotic effect on the chro-
mosomes of Arachis. Consequentely the number of cells at metaphase is greatly in-
creased and the chromosomes appear shortened and scattered throghout the cell. This
makes the countings very easy.

Comments about the mode of action of paradichlorobenzene on Arachis chromo-
somes are made and a detailed schedule of the technique is presented.
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