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INTRODUCCION

Dada ls importancia gque ofrecen las investigaciones oito-
16gicss de los microorganismos,consideramos que comatituirfa una
contribucién interesante el estudio citolégico de les algas azu-
les, taxonomicamente préximes a las baoterias(l) y con una estruo-
tura celular mfs diferenciada.

En realidsd,en un comienzo penssmos abordar directamente
el estudio citolégico de les bacterias,tema de tesis sugeridoe por
el Ing.Agr. SANT0S SORIANQ.Pero al ensayar las tfonicas ocitolégi-

0a8 a emplearse utilizemdo las slgas azules cowmo término de compe~
racién,pudimos observar en las cflulas de estos organismos una con
figuracién peculiar que no comcordsba oon las descripciones exis-
tentes,por lo cual comsidersmos de interds proseguir el desarrollo
de estas investigaciones.

La revisidén bibliogrérica desde los primeros trsbajos de
SCHMITZ(1879) ,hasta las §ltimass contribuoiones de GUILLIERMOND,

(1)En el sistema de clasificaoién de los vegetales de LNGLER-
PRANTL,1las alges ssules(Schizophycess)y las bacterias(Schizomyoe-
tes )86 agrupsn en la misma Divisidn(Schizophyta).



HOLLANDE, POLJANSKY-PETRUSCHEWSKY , SPEARING y otros,revela que la es-

tructura celulsr de lss algas aszules ha sido objeto de constante
ocontroversia.Si bien todos los autores concuerdan en describir enmn
lea cflulas un citoplesma periférico y una zona central,-depositas-
ris de 1la sustanoie oromética para algunos-,es jJustamente respecto
al cardcter morfolégico,natursleza histoqufmica,ndmero y mecanismo
de divisién de este elemento oentral,dénde divergen las interpreta-
ciones de los autores.Asf,mientras unos niegsn ls existencia de nd-
cleo en las algas azules,otros consideran a la zons central,-guerpo
gentral®-,como un ndoleo comparadble al de las cflulas de los orgs~
nismos superiores 6 oomo un sntecesor filogenftico del mismo con un
valor funcional equivalente.

Adn los investigadores que sostienen la existencia de un ndol«
divergen respecto al mecanismo de su divisiém.Para unos es una ca-
riocinesis tfpice,para otros,se trata de una simple amitosis & a lo

sumo,de un mecsnismo intermedio 6 haplomitosis.

Considerando este tema de particular interés,decidimos abordar
en el presenta trabajo de tesis el estudio citolégico de las Sghizo
phyceae,con ¢l objeto principal de aclarar em lo posiblem el signi-
fioado histofisiolégico del cuerpo central de lss mismas en las dis

tintas fases del corecimiento.

Este esatudio ha sido desarrollado de acuerdo al siguiente plan

- i iga de numerosgs especies de cigno-
rfo%Lsogtizggg%ggag,go}fﬁ ge verificar la co gancia de fg
estructura del cuerpo central.Exdmen "in vivo",direoto 6 con
colorantes vitales,y de material fijado y colorado segdm di-
versas técnioas que permitiesen ¢l anfliais compsrastivo de
las estructurss resuliantes.



2)-Aplicacién de colchicine y sulfspnil-emida a filamen-
tos de cisnoffceas,con objeto de verificar la posible varis-
cién del ndmero de granulaciones cromftices del cuerpo cen-
tral durante les diferentes fases del desarrollo.

Al final,sfladimos un breve estudio de la sstructurs ocitoldgi-

cs de uns especiv mo determirada del género Beggiatoa(Thiobacteris-

les) .El hecho de presentsr estos elementos un sspecto morfoldgico

wuy semejante al de 1lss 0Osocillatoriasceas,hecfs de interds indsgar

8i conoomitontemente a esta snslogfs externa podfs revelarse en
Begglatoa 8sp. una estructurs gque correspondiers sl cuerpo central
de las cisnoffceas.lLs posible existencia de tasl estructura.permiti-
rfa estsblecer a trevés de las Beggistoscege un vinculo emtre_Schi-
zomycetes ¥y Sohizoggxceae,vfnculo quse por otra parte slgunos auto-

res atribuyen s ciertas especies del orden de las Thiobacteriales

(Rhodobacterisceae) .




Cap. I-ANLECEDENTES

Lesde la publicacién del primer trabajo sobre citologfa de ciano
f{ceas ,SCHMITZ(1879),numerosos investigadores se han ocupado de este
tema.Es de notar gque la estructura de las elgas asules ha interesado
al oitélogo,no sélo.por el problema particular enm sf,sino también des
de el punto de vista filogenético,dado que representan la transicién

hacia los organismos con urn ndécleo bien diferenciado.

En los trabajos de PHILLIPS,GARUEER,GUILLIERMOND,et0c.,8¢ encontr
ran amplios resdmenes sobrs las investigaoiones citolégicas realizada
sobre el tema.En esta contribucidn,dedicada en particular al estudio

del "ouerpo central",sélo nos limitaremos & resefiar los trabajos rela

cionados con este tépioco.

E.SCHMITZ(1879)en su primera weworia,afirms la existencia de un
elemento oentral,homJgdheo,que oonsidera como ndécleo celular,aungue n
logra demostrarlo en todas las células.Al afio siguiente,como resultad
de nueves investigaciones,se retracta de su primere opinién y oconoluy

que las células de las algas azules son anucleadas.(l).

0.BUTSCHLI(1890-1902) estudia diversas especies de cianoffceas y

bacterias.

(1) Tomado en Q.P.PHILLIPS(1904).




Observa "in vivo" dos zonas facilmente difersnciables:un "cuerpo gen-

tral" incoloro y una "capa cortical" limitada exteriormente por una

membrena § pared celuler.Afirma que el "cuerpo central" representa ux
ndcleo primitivd,ain membrana,equivalente sl ndoleo celular de los o1
ganismos superiores.LlLa "capa cortical" lleva el pigmento y comstituy«
el citoplasma de la célula.

En material fijado con alcohol y colorado con hematoxilina férrioca 41
lufde,logra revelar em el "cuerpo central”,un nduero variable de gré-
nulos que se tiflen en rojo violadojpor esta razén los denomina "gré-
pulos roJjos" y comprueba que & veces pueden faltar 6 existir tamdién
en la zona oortical.En un principio supuso que estos "grdnulos rojos'
oorrespondfan a los grénulos crométicos de los ndcleos superiores,pe-
ro posteriormente pudo comprobar gque por sus propiedades qufmicas di-
ferfan de la sustanoia cromftice.Ademds,en el curso de otras investi-
gaciones encuentra gque los "grénulos rojos" del"”cuerpo central"y del
plasma son diferentes.

Para BUTSCHLI la divisién es direote,aunque en algunas especies obsel

va ciertos aspectos que recuerdan une mitosis.

G.HIKRONYMUS(1893)admite la existencia de un nécleo,representad

por un filamento més & wenos espiralado y & lo largo del cusl distin-

gue gfaﬁulos ordenados en hilera.No observa membrana nuclear y propo-

ne el nombre de "ndoleo abierto" para distinguir el "cuerpo centraln

de las clanoffceas del "ndcleo cerrado"d con membrana de las céflulas

de los orgamiswmos superiores.

Encuentra en las algas azules una so0la categorfa de grénulos.

g.NADSON(lBQS)en varias especies de cianoffceas y en dos espe-



cies bacterianas verifica los resultados de BUTSCHLI.Distingue una
"zona cortical” y un "cuerpo central"™ gjue ocupa la mayor parte de la

cflula,y en el cual se destaca la "sustancia de rellemo",de gram afi

nidad por los colorantes.

considera tres tipos de grémulos:a)-grénulos de cromatina,localizado
principal aunque no erxclusivamente em el "cuerpo cemtiral".Correspon-
den 8 los "grénulos rojos" de BULSCHLI ;b)-xrénulos de reserva,sélo
revelables en la zona cortical y a menudo a lo largo de las paredes
transversales.Corresponden a los grénulos de cianofioina de otros au

tores;o)-microsomas,caracterfaticos de determinadas especies.

Concluye que el "cuerpo central®" es muy similar al ndcleoc de las pls
tas superiores y puede ser considerado como su antecesor filogen§ti-

CO.

A.B.MACALLUM(1899) encusntra en el "cuerpo central"™ una pequedla
cantided de sustancia semejante a la cromatina.uniformemente distri-
bufda,que contiene hierro y fésforo orgénico y resistente a la digea
tidn con jugo géstrico artificial.Observa dos tipos de grénulos:a)-
localizados generalmente en la regién periférica del "cuerpo central

se coloran con hematoxilina,contienen Fe y P y son solubles en Jugo

géstrico;b)-80lo presentes en la zona cortical,a menudo a lox largo
de las paredes celulares,sin Fe ni P y facilmente solubles en &cidos
dilufdos.

Concluye que en las cianoffceas no exiate estructura alguna que co-

rresponda al ndcleo celular de los organismos superiores.(l).

J MASSART(1902) mediante coloraciones vitales con azul de metile

(1) tomado en O!P.PHLLLi¥> .



Do distingue en el "guerpo central®” una "sustancia fundamental*,oons
tante,que identifica con los "grénulos rojos" de BUTSCHLI y los "gré
nulos de crowaiinae" de NADSON.

Lurante la divisién no observa disposicién partioular alguna de la

"sustancia fundeamentel",ni orientacién ce las grenulaciones.Opina qu
las cianoffceas carecen de un n¥cleo tfpico,siendo la célula una sin

ple masa protoplasmética,cuya porcién periférica lleva el pigmento

en cuya zona central se acumulan determinadas sustancias,bajo forma

de granulaciones colorables.

AJMEYER(1904) al estudiar la distribucién de la volutina en el

reino vegetal,describe en el "ouerpo central" de las cianoffceas, (Ng

t0cacesas y Oscillatoriaceas) ,numerosos grénulos de volutina que el

sutor asimila a los "grénulos rojos" Ge BUISCHLI.
En cuanto al 8ignificado del cuerpo central,més que un nécleo celuls
se inclina a considerarlo cowmo uma vacuola cargada de sustancia de

reasrva.

De 1903 & 1905 aparecen los trabajos de PHILLIPS,KHHL y OLIVE.

Estos autores,si bien concue¢rdan en admitir em las algas azules la
existencia de un ndcleo,que se divide mitoticemente,difieren en la

descripcién de las diversas fases de la divisidén,adn en los casos de

considerar les mismas especies.

0.P.0LIVE(1904) encuentra una estructura morfolégica constante

las distintas especies estudiadas.
Utiliza ocortes de 1 £ 2 micrones de espesor y material sim cortar.
Distingus "in vivo",un cuerpo central incoloro y el citoplasma perif

rioco.
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Con los colorantes nucleares ordinarios,el "cuerpo central"™ aparece

formado de "vesfculas de cromatina",resistentes a la digestién con ju

go géstrico artificial.Dichas vesfculas adquierem en cambio por acci&
de dicho jugo,un color amarillo caracterfstico,semejante al observado

en nicleos de Spirogyra sp.,en experiencias paralelas de control.No

observa mewbrana nuclear.kl estado de reposo estd represemtado por la

"yvesf{chlas de crowatina".Al iniciarse la divisién,estas vesfculas ce-
den su cromatina gque difunde a travds de todo el cuerpo cemtral, formé
dose gradualmente un tetfcoulo,cuyos filamentos se coloran debilmente.
En dicho retfculo se observan grénulos de cromatina gue se multiplica
por simple divisién tramsversal.

En ningn mouwento,el autor encuentra una 9scisién longitudinal,mecanit
mo que 4n los ndcleos de los organismos superiores,asegura la reparti-
ciép equitativa del material hereditario.

El proceso de divisiér puede detenerse en aquel estado.El retfculo en
tonces se estrecha en su parte media al mismo tiempo que la pared itra
versal -inicia su crecimiento centripeto.Finalmente el cuerpo central
se separa en dos partes casi iguales,y el tabigue forma la pared de 4
visiémn.

Bn otros casos vl wecanismo es uds complejo y Se asemeja & una cario-
cinesis primitiva.El retfculo se resuelve en un espirema y los grénu-
los de crowatina se disponen uno frente al otro.XZl espirema se orients
en ol sentido del eje de la célula y se corta en segmentos aproximsda

mente iguales,que segin el auntor pusden der llamados goromosomas,los

cuales se dividen por simple particidn tramsversal.

Zl ndmero de cromosomas no ¢S constante para una especie determinada.

Admite la formacién de un huso,que denomina "abierto",porque cada cro

mosoma actda independientemente.Los cromosomas hijos se desplazan en



sentido.opuesto,unidos adn por un fino "tractus" de linina.En este
momento s8e inicia la formacién de la pered transversal y une vez com
plets,la cromatina se hace difusa y forma "vesfculas" 6§ "retfculo"
segin que la cflula pese & un estado de reposo § entre nuevamente en
divisién.

Concluye gue el"cuerpo ceniral® es un verdsdero ndcleo celular,que ¢

divide por sf mismo y no como resultado del crecimiento de la pared
transversal.tn §1,supone el autor,hs comenzado a diferenciarse una

divisién mitética que no ha alcanzado adn el grado de evolucién que
muestra en los nicleos de los organismos superiores.

Ambos procesos de divisién pueden encontrarse en uns misma espewie.

F.3.KOHL(1903-1906) sostiene que el "cuerpo central"™ es un ndclec
sin mewbrana ni nucleolos,cuys divisién es cariocinética.
Durante la mitosis distingue seis estados diferentes:

1)-Formacién de un espirems.

2)-Resolucién del espireme en un nfuero definido de segwentos oromé-
ticos & oromosomas,4 £ 6 § 4 £ 8,que se disponen paralelamente en
el sentido del eje mayor de la cdlula.

3)=-Constriocién de la figura cromosémica en su parte media.

4)-Estado di-aster,en el que los cromosomas hijos se separan en dos
grupos.En casos favorebles ha podldo observar las fibras del huso.

6)=-Los ocromosomas hijos avanzan hacia los polos correspondientes.

6)-Forwacién del nuevo espireuwa,en cada una de las células hijas.

En los oromosomes no ha logrado distinguir indicios de escisién lomn-

gi tudinsl.
El elivaje celular acompafia la divisién del cuerpo central.
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E.%.QLIVE(19056) admite en las cianoffceas la existencia de un

ndcleo que se divide mitoticamente.

En el "cuerpo central" diferencia una"sustancia soromética",muy der

sa,y "grénulos de cromwatina®,que denomina cromosomas.

En todes las formas estudiedss con excepcién de Cylindrospermum sp.

91 ndmero de cromosomas es gonstante para una especie dada.

Durante la divisién se forwa un huso acromftico de aspecto variable
y fibres que se extienden desde los cromosomas hasta las paredes
transversales.

Cada cromosowa estarfa representado por un simple grénulo de oroma-
tina.El espirems resulta de la unién de los grdnulos crométicos por
un filemento de linina.En los cromosomas observa una escisién longi

tudinal y en Gloeocapsa sp.(elementos unicelulares) el simple fila-

mento espiremfiico se hiende a lo largo,a partir de ambos extremos.
Opina el autor que en forma andloga debe realizarse la escisién en
las especies filsmentosas,con un espirema mds complicados

El "cuerpo central" parece estar siempre en actividad mitética y aé
lo en rsras ocasiones hay formas de reposo,en las cuales QOLIVE obse
va una delicads wembrana nuclear.En las esporas y heterocistos,los
pdcleos en reposo,muestran no solamente una membraena bien definidas,

sino también un ndmero veriable de vacuolas.

A.FISCHER,desde 1897 se coloca entre los adversarios de la tec
rfa nuclear del "cuerpo oentral".Sostiene que las cianoffceas care-
cen de ndcleo y que las granulaciones colorables que se ponen de ms

nifiesto en el "cuerpo central" representan sustancias de reserva.

A rafz de los trabajos de BUISCHLI,NADSON,KOHL y otros que cox

sideran al "cuerpo central® como un ndcleo primitivo,FISCHER(1905)
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retoma el probleme y reafirma su primera opinién.Opina que el "cuer

po central" constituye la zona de scumulacidn de un hidrato de car-
bono particular,que resulta de la condensaciép del glicégeno elabo-

rado por el cromatéforo.lDenomina "anabaenina" a este carbohidrato,

por ser muy ayundante principalmente en especies del gémero Anabae~

na.
Durante la divisién celular los grénulos de "anabaenina" gontenidos

en el "cuerpo oentral",se distribuyen en cantidades aproximadamente
iguales entre ambas células hijas.Observa figuras que recuerdsn una
mitosis y las designa con el nombre de "pseudo mitosis de hidratos
de carbono".

Si bien FISCHER admite la presencia de nuclefma difusa en el cito-
plaswa y portadora de las cualidades hereditarias,niegae al "cuerpo
céntral" toda significacién nuclear.Si se quiere hacer derivar de
las cienotffceas el nicleo celular de los organismos superiores,se

debe considerar cowo su precursor filogenético las "pseudo mitosis

de hidratos de carbomo".Este proceso habrfa armonizado mds tarde oo
otros productos de la asimilacién celular,por ejemplo,sustancias

proteicas.Segin FISCHER,con las mitosis nuclefnicas se distribufria
las cualidades hereditarias y la diferenciacién sexual.

. E.ZACHARI AS(1890-1907) ,en 1890,como resultado de sus investige-
ciones,concluye la existencia de sustancia nuclear en las cdlulas de
las salgas &azules.

ED el "cuerpo central" observa una § dos sustancias resistentes a 1li
digestién con jugo géstrico artificial:una,siempre presente se ase-
weja 8 1la plastine;la otra corresponde por sus reacciones a la nu-

clefna de los nécleos superiores y la denomins "sustancia central".

En el curso de estudios posteriores,se muestra reservado respecto
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del significado del "cuerpo centiral" y hace notar que dicho elemen-
to difiere notablemente de los nd¥cleos celulares de los organismos
superiores.(1892,1893,1907).

Concluye ZACHARIAS que 61 "cuerpo oentral" de las cianoffceas
carece del elemento cromftico de los ndcleos verdaderos y relacio-
na con esta carencia la falta de procesos sexuales en las algas a-

gules.

L.N.GARDNER(1906) observa en todas las células de las especies
estudiades,un ndcleo wés § menos definido,sin membrana,formado por
una "sustancia bfsica","grénulos" y "cromatina".

La "spstapgis bdsice" actda como "matrix" en la cual los otros ele-
mentos estan embebidos.

En cuanto a los "grénulos",éstos var{fan en ndmero y temsfio seg¥n la
especies y condiciones de nutriciénm.

En base al grado de diferenciacidén de la "oromatina" y su comporta-

wiento durante la divisidn,distingue tres tipos de ndcleos:
1)-Tipo Difuso :represente el nicleo més primitivo y caracteri
ga a las Homocystae.La divisién es estrictamente amitdtica.

2)-1ipo Cariosémboo Hetioulado:poco frecuente.Sélo ha sido ob-

servado en dos especies del género Dermocsarpa.

3)-Tipo Mitético Primitivos se caracteriza por presentar una
divisién cowmparable a las mitosis de las cloroffceas inferiores.
GARDEER ha encontrado este tipo de divisién en una sola especie:Sy-

naghocystis aguatilis Sauv.
En Synechocystis aguatilis Sauv.,el autor observa un filamento

cromftico que se resuelve en un némero definido de segmentos(tres

en @1l caso de esta especie),los cuales se dividen posteriormente pa



13

simple particién transversel.Dichos segmentos crométicos no muestrar
indicios de escisién longitudinal,mecanismo que en los cromosomas de
108 ndcleos superiores,asegura la reparticién equitativa de las cua-

lidades hereditarias.Con todo,concluye el sutor,las algas azules

constituyen un grupo muy estable,en el cual,sin el complicado proce-
so cariocinético,cada generacién se asemeja a la anterior en la mis-
ma medida gue en 8l resto del mundo orgénico.

Distingue ndcleos en actividad y ndcleos en reposo.

A.QGUILLIERMOND (1905-1933) considera el "cuerpo central" equiva-

lente al ndcleo de los organismos superiores.ts un ndcleo primitivo,
sin memdbrana,reducido & su red cromética y en un principio lo deno-

mina "cromidium" & "red oromidial",pombre dado por HERTWIG a los nd-

cleos reducidos a su retfculo cromético.
Después de fijacién y coloracién,el "cuerpo central"se presents

constitufdo por un "hialoplasma" y un "retfoulo",en el gue se distin

guen granulaciones crowdticaes,reunidas por fibras acrométicas.

El aspecto de la red cromidial varfa segén las especies y con la e-
dad de las células.:n alyunas es un ovillo demso,formado por nuwmero-
sos filamentos delgados;en otras em camblo,dicha red integrada por
un némero reducido de elementos de wayor didmetro.

La divisién es amitética y en algunos casos,la ordenacién paralela
de los cordones crouéticos al iniciarse el proceso,recuerda netsmen-
te la "haplowmitosis" de A.P.DANGEARD.

Opina GUILLIERMOND que el "cuerpo central" por estar en constante di

visidn,conservarfa cassi siempre una estructura filamentosa,no habier
do en realidad estados de reposo.
Con wétodos espaeciales,a wds de las grenulaciones orométicas,se ob-

serva en el "cuerpo central®™ los "corpdsculos metacromfticas",que o
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rresponden a los "grénulos rojos" de BUTSCHLI,a las "esferas mucila
ginosas"™ de NADSON,a los "grénulos de anabaenina" de FISCHER,y a la

ngranos de volutina"™ de MEYER.Por sus propiedades son idénticos a
los encontrados en levaduras y otros ascomicetos,no en el ndcleo

sino en su vecindad,comporténdose como sustancias de reserva.En las
células jévenes dichod grénulos son muy pequefioS y numerosos;en caw
bio,en las células adultas son esoasos y de mayor tamafo.

En su memoria del afio 1906,GUILLIEEMOND considera gue los "gorpds-

culos wmetacrométicos" se forman en el"cuerpo centrel®,representando

por lo temto productos de origen nuclear.

rosteriormente investiga la localizacién de la metacromatina y con-
cluye que estos elementos son el resultado de la precipitacién por
accién de colorantes vitales y fijadores,se una sustancia conteni-

da en vacuolas en el citoplasma periférico.Los "corpdsculos meta-

ocromfticos"sflo por un artiricio aparecerfan en el interior del

"cuerpo central".

W.H.BROWN(191l)estudia la divisién celular de Lyngbya sp.
Encuentra un "cuerpo central"™ 6 ndcleo,desprovisto de membrana,for-

mado por una red de finas fibras,a lo largo de las cuales el autor
ha logmado destacar pequefias granulaciones.Estos elementos,red y
granulaciones,aparecen embebides en una sustancia clara,que recuer-

da el jugo nuclesr.

E.ACTON(1914) investiga la estructura citolégisva de las ciamo-
rfceas monocelulares.(Chrooccocaceae).
Concluye gque en ellas mo hay un nicleo altemente especializado co-
mo en las células de las plantas superiores.

La estructura celular de 1as Chroocgogacega muestra segém ACTON, uns
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gradual transicién desde una vondicién indiferenciada en las formas

més primitivas,hasta las wmés especializades.tn esta serie,Merispo-
pedia elegans representa un estado intermedio y Chrooccocus magro-

coccus el wés evolucionado.

C.BAUMGAKIEL(1920) distingue en las células de las slges azu-

les una zona periférica pigmentade § "cromoplasma" y un "centiroplas

mg"incoloro,que corresponde Al "cuerpo central" de BUTSCHLI.

El "centroplaswa" representa un ndcleo abierto,sin wembrena,en el

cual se condensan los productos de asidilaciém en glicoprotefdos y
nucleoglicoprotefdos.

BAUMGARTEL comsicera que en las cianoffceas,el "cuerpo central" ten

érfa propiedades de ncleo y de plasto,razém por la cual lo denomis

na "carioplasto".
La divisién es siempre amitdtica.

A.DEHORNE (1920-1922) diferencia un cuerpo cromético,sin membra
na,de estructura reticular § filamentosa,cuya divisidn es compsara-

ble con ciertos estados de la divisién del nidcleo de Spirogyra sp.
Opina el autor que el aparato nuclear de les cianoffceas estf en

constante divisién y en consecuencia,nomm se observe membrana gue

delimite el "cuerno central" ni ndcleos en estado de reposo.

A.W.HAUPT(1923) destaca en las cdlulas de las Myxophyceag una
"sustancia central",de aspecto granular,que constituye un ndcleo de
organizecién primitiva.

No observa membrana,ni formacién de cromosomas,ni fibras acrométics

que sugieran um proceso cariocinético de divisién.La divisién es es

trictamente amitética.
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Opina el autor,que la divisién de la "sustancia central",comn algu-

nes § todas las fonciones de la crowatina,podrfa anticipar el meca-

nismo witdtico de los ndcleos bien diferenciados.

S.LEE(1927) considera al "cuerpo central" como un nidcleo sin

wembrana, formado por una "sustancia ecrowmética" y "grénulos de cro-

wpatina" en ndwero mds § wenos defimido.

De la agregacién de los grénulos cromdticos resulta un espireus, que

posteriormente se resuelve en bastbnes que se asemejen a cromosomas.

No observa formaciénm de un huso y la divisidn del "cuerpo central"

precede siempre al clivaje celular.

LEE describe estados de reposo,en los cuales el "cuerpo central" a-

parece como un Unico corpdsculo homégeneo,intensamentie tedido y mam

teniuo en el centro de la cdlula por finas radiaciones.

Concluye que el "cuerpo central" podrfa ser comsiderado como homélo

40 del veraadero ndcleo de las células de las plantas superiores.

G.POLJ ANSKY y G.PETHUSCHEWSKY(1929)utilizen en el estudio ocito-

16gico de las cianoffceas la reaccidn de FEULGEN y como control de
la wiswa,la reccidn de MACALLUM para la identificaciém de P orgéni-
co,uno ce los elemantos constitutivos del dcido timonucleico.Emple-
an ademés las técnicas citoldgicas corrientes.
Los diversés métodos empleados conducen a estructuras superponibles.
La reaccién nuclear de FLULGEN es positiva y reproduce la estructu-
ra que df la hematoxilina férrica en los preparados biem diferencis
dos.

En el "cuerpo central"” encuentran un material que df FEULGEN y
MACALLUM positivas,y retiene ademés los colorantes bdsicos cowunes.

Admiten gue se trate muy probablewente de sustencia nuclefnica,a la
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que corresponde como elemento el £cido témonucleico.

La "sustancia gromética" se presenta en forma de bastones,grénulos,

etc.,unidos por finas anastomosis.No hay mitosis aparente,ni huso,ni
formacién de cromosomas.No observa membrana que delimire el "cuerpo

central".La divisién de los elementos croméiticos se realiza por sim-
ple particién transversal.

Concliuyen gue sus observaciones no les dan bases suficientes pe-
ra considerar al "cuerpo central" como homélogo del ndécleo de los or-

genismos superiores.Aproxiwen sus resultados a los de JUILLIZRMOND y

GARDNER.La "red goromidial"™ de GUILLIERMOND corresponderfa a la "sus-

tancia cromfética" de los autores.

P.GAVAUDAN y N.GAVAUDAN(1933)distinguen con colorantes vitales y
en preparados fijados y colorados,un "cuerpo central" cuya presencia
es constante en todas las células.Con esto verifican los resultsados
de GUILLIERMOND,contrariamente & lo sostenido por HOLLANDE,para quiex
el "cuerpo central” puede faltar en muchas células.

Concluyen los autores,que hasta mds amplia informacién,no Teche-

zan el valor de un ndcleo para el "cuerpo central" de las cianoff—
ceas.

HeF.M.PETTER(1933) estudia la reaccién nuclear de FEULGEN en una

serie de vegetales inferiores.kn las cianoffccas(Phormidium sp.),ob-
tiene una reaccién positiva locelizada em el "cuerpo central®.Estos
resultados confirmen los de POLJANSKY-PETHUSCHEWSKY y aportan nuevos

argumentos en favor de la hipétesis sostenida por GUILLIERMOND.

Ch.HOLLANDE y G.HOLLAKDE(1932-1933) aplican al estudio citolégiox

de las cianoffceas el mé§todo de coloraecién con eosinatos de soda de




azul y violete de metileno y llegen a una nueva concepcién de la es-

tructura citolégiva de las algas azules.Utilizan ademés las técnicas
comunes.

Opinan que el nficleo desnudé,sin mewbrana & "aparato cromidial" de

los autores,que df reaccién de FEULGEN y MACALLUM positivas,no debe

ser considerado como el reemplazante de la cromatina de los ndcleos

superiores,sino solamente cowo una secrecién protoplasmética particu

lar,propia de las cienoffceas y de muchos microbios patdgenos.Esta

secrecién no serfa constante y falta en las células jévenes de Nos-

toc verrucosum Vauch. y Phoruwidium uncinatum Gomont.Durante la divi-

sién,dicha secrecién protoplasméiica se reparte entre ambas células
hijas,por simple particién transversal.
£l ndcleo de las algas azules estarfa en cambio representado

por el "mucleosoma" & "aparato pucleosémico”,formado de dos elementa

que 8e coloran diferentemente con los eosinatosiel "centronucleoso-

wa" que en preparados wmuy decolorados toma un tinte azulado,pegueflo

y generalmente en divisién;y el "epibucleosoma",de mayor tamefio,ados

do 8l anterior y gque en iddnticas condiciones se tifie em rojo viola-
do.

En cada célula habrfa numerosos"nucleosomas",los cuales se multipli-

can por simple estiramiento,siendo frecuente observar un fino "trao-

tus" que une los dos "nucleosomas" hijos.

J.K.SPEARING(L937)encuentra en las especies de ophyceae es-
tudiadas,un aparato cromético presente en todas las células con ex-
cepdién de heterocistos y células en degeneracidn.

En los elementos jévedbes,el aparato orowdtico se presenta como un
nretfculo cromético", formado por grépulos de diferente tamafio,que se

tifien intensemente y unidos entre sf por finas enastowmosis.lLas malla
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del retfculo son cowparables a las de un ndcleo ordimario.No observa
membrana que delimite el "cuerpo central".

En las cflulas viejas el"retfculo cromdiico" aparece menos denso,me-

nos definido,ocupa la weyor partie de la célula y se wmuestra comsti-
tufdo por gruesos filamentos intensamente teflidos y de espeoto den-
droide.Zocuentra ademfis un néimero variable de corpdsculos semejantes
g nucleolos.

La ¢ivisién es aumitética.Consiste en une estrangulacién graduel del
"cuerpo central®™ y parece ser previa al clivaje ceslular.

S¥LARING no logra revelar la presencis de elementos semejantes a cro-

mosomas,ni encuentra trazas de huso acromético ni fibras.

B.DELAPORTE(1940) estudia la oitologfa de Spirulina versicolor.
Comprueba la existencia de un "filamento central®,constante en todas
las cdlulas y que muestra los caracteres de la cromatina.Dicho "file
wmento central" dd una reaccién de FEULGER positiva.

A este elemento los sutores denominan "cuerpo central"™ y le atribu-

yen el pepel de un nécleo celular.
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Ve este resefla bibliogréfica,referente a los datos que resumen

los conmocimientos respecto sl "guerpo cemntral"” de las cianoffceas,

vewos que tanto su estructura citoldgica cowo su significacién ce-
lular,han sico diversamente interpretados por los distintos investi-
28a0ores.

Les cuestiones wés importantes que desae unm cowienzo polariza-

ron la atencién de los citélogos puede resumirse as{:

1)~ Existe un ndcleo en las células de las ciamoffceas?.
2)- Cual es su estructura .

3)— El mecanismo de la divisién es 31mplemente directo 4§ co-
rresporde a un proceso cariocimético?.

SCHMITZ,el primero gque se ocupd de la citologfa de las algas

azules,niega la existencia de un ndcleo en las wismas.
MASSART,MEYER y FISCHER consideran al "cuerpo ceniral" como u-

na zona de scumulacién de sustancias de reserva.

En cembio,le mayorfa de los sutores coinciden en admitir 1la exis-

tencia de un nécleo sin membrana,de organizacién primitiva y cuya

divisidn precede al clivaje de la cdlula.

yara BULSCHLI,NADSON,GARDNER(con excepcién de Symechocystis aguati-

lis Sauv.),QUILLI “RiOND, BAUMGARTEL, DEHORNE, HAUPT , POLJ ANSKY -PETRUS-

CHEWSKY, SPEARING, etce.,8l proceso de la divisién del "cuerpo centra

es simplemente emitético 6§ emcuadrarfa & lo suic dentro de la haplo

mitosis.

Por el contrario KHOL,OLIVE y PHILLIPS opinan gue la divisién es

cariocinética y describen la formacién de cromosomas.
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En cudnto al nimero de ndcleos exixtentes en cada célula,todos
los autores coinciden en admitir umo por célula,con excepcién de HO-
LLANDE, quien observa varios nucleosomas en cada célula.

For otra parte,hay uniformidad de opinion,respecto a la natura-
leza proteica del "cuerpo central" § de sus elementos.Cowpletamente
aislado queda el punto de vista de FISCHER,para quiem la composicién
qufikica del "cuerpo cemtral" corresponde a la de um carbohidrato que
denomina "anabaenina®por ser particularmente abundante en especies

del yénero Anabaena.
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CapeII-MATERIAL

El material de estudio procede de la ciudad de Buenoa Aires y

sus slrededores.Ha 8ido recogido en charcos,lagunas,fuentes,zanjones
y sobre tierra hdweda.
Les cisnoffceas comparten este "habitat" con diversos mioro-organis-
mos (bacterias,hongos,diatomeas,cloroffceas,etc.) ,y para identificar-
l1as § estudiar su estructurs deben ser aisladas y cultivadas en me -
dios artificiales.

En el proceso de la purificacién,sélo se ha llegado &l cultivo
uni-alizal,ya que desde el punto de vista citolégico era innecesaria

1a preocupacién de obtener cultivos bacteriologicamente puros.
Las muestras recogides se siembran,bien en agua de canilla estéril

con 0,02% de fosfato bipotdsico,§ sébre mezolas de tierra,arena y a-

gua,estéril,y se exponen los frascos & la lusz.Al cabo de um tiempo

variasble,una £ tres semanas,la presencia de cianoffceas se revela por
su color verde azulado caracterf{stico.

AL partir de este material se obtienmen los cultivos uni-algales.

Cultivo mni-algal.

Se ha seguido la téonica empleada por CZURDA(1925) para el ais-
lamiento de conjugadas y la utilizada por CATALDI(194l) para el aisla-
miento de cianoffceas y alzas monocelulares.

En una caja de Petri estéril,se vierte esterilmente 15 ml.del me-

dio de ocultivo adecuado,adicionado de agar lavado al 1,5%#.Se deja en-



friasr.Como hace notar CATALDI,puede utilizarse solamente agua-agar al
1,5% puesto que no se e¢spera el desarrollo de las algas.Una vegz soli-
dificado el medio,se deposita sobre la superficie um copo del mmte-

rial previawmente lavado con agua de canilla estéril.La caja se coloca

abierta § invertida en una estufa & 379C duraente 10 £ 15 minutos,a
fin de secar la superficie del medio y reducir el agua del copo.Luego
la caja se expone & la luz,a la temperatura del laboratorio durante
algunas horas § hasta el dfa siguiente.

Durante este intervalo,las cianoffceas filamentosas dotadas de movi-
mientos deslizantes se amlejan del ccpo inicial(punto de infeccién mé-
xima) ,y 8¢ procura aislar los filamentos mfs distantes del punto de la
siembra.El aislamiento se realize directamente,cortando el troocito de
agar que lleva los filamentos,con up bisturf eatdril.El material se
pasa 81 medio de cultivo y se expone a la luz difusa,8 la temperatura
del laboratorio.

Segdn las especies,al cabo de 3 £ 7 dfas,se observa un desarrollo a-

bundante.

Las cienoffceas se hen cultivado en el wedio de DLETMER(1),con

muy buenos resultadoss

Nitrato de caloéo_ % Qg.
Fosfato monopota&asico ’ &Y.
Cloruro de potasio 0,25 gr.
Sulfato de magnesio(7 Hp0) 0,25 gr.
Ague de canilla 1.000 ml.

Se diluye en la proporciém de 1:3 y se adade 0,01% de cloruro férrico.
Esterilizur durante 15 winutos a 1209C.Filirar,repartir em tubos de

ensayo y esterilizar nuovamente.Si se desea un medio aélido,agregar
al apnterior agar lavado en la proporcién de 1,5%.

Loa cultivos se realizen en tubos de ensayo(160 mm. x 16 mm.) y prefe-

(1)Tomado de A.S.WAKSMAN,Principles of Soil Miocrobiology,pg.218.
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rentemente en wedio 1fquido.Se exponen & la lugz difusa y se mantie-
nen & la tewperatura del laboratorio.Se repican cada 15 dfas,a fin
de disponer en todo momento de forwas Jévenes,en crecimiento acPivo.

De esta manera se ha podido cowprobar que las estructurss observadas
se mantienem & través de unm gran ndmero de generaciomnes.

Para conservar las cepes,se slembran en frascos de 120 ml. de ca
pacidad con 80 ml. de wedio de cultivo.Se wantiemen en forma anflogs

a los anteriores y se repican cada 4 € 5 meses.

Hewos estudiado las siguientes especies de Bchizophycese:

Miorocolsus vaginatus Gomont.

Phormidium sutuwunale Gowont.(3 foruwes).

Oscillatoria Grunowiena Gomont.(2 formas).

Oscillatoria animalss Gowmont.

Lyngbya Giuseppei Drouet.
Plectonema Nostocorum Gomont.

Plectonema purpureum Gomont.
Calothrix parietina Bormet et Flahauly.

y uwja especic no identificada de Schizomycetes:

Begzglatoa sp.(l).

De da determinacién sistemética del material estudiado,se ha o-
oupado el Doctor FRANCIS DROUET del "Field Museum of Natural Histo-

Zy"de Chioago(U.S.A.) ,8 quien agradecemos su valiosa colaboraciém.

La priwera colecocién de cepas enviada al Dr.F.DROUET provenfa

(1)Agradecemos a 1a Dra.M.S.CATALLI 1las cepas que gentilmente nos
ha facilitado.
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de cultivos en wedio lfquido;los fiiamentoa fueron extendidos sobre

papel "celofan".lado que la sistewética de las cianoffceas se basa en
gran parte en las caracterfsticas de la vaina,y §sta puede faltar en

el mwaterisl cultivado en medio 1fquido por deslizamiento de los trioco-
mas( DROUET,1943) ,el Dr.DROUET nos suyirié la idea de cultivarlas sobre
tierra estfril himeda,a fin de evitar este serio inconveniente.Las co-
lecciones remitidas posteriormente fuerom preparadas en estas ocondioio




Cap.I1I-METODOS

El wmaterial se na eatudiado:
@)-"In vivo".

b)-Fijado y golorsedo.

a)-0baervaciones con material vivo.

La observacién "in vivo" se realizé en gota pendiente con el
mismo medio de cultivo;los bordes del cudbre-objetox se untaron con
parafina fundids 6 con vaeselina,a fin de evitar el desecamiento por
evaporacién.En estas condiciones se aprecid fécilmente el movimien-
to de los filamentos,existencia § susencia de vainas,la distinta re
fringencia de los diversos elementos celulares,formacién de hormogo-
nios,morfologfa de los €pices de los tricomas,presencia de hetero-
cistos y su posicién en el filawento,etc.

Ademés de 1la observaoiénm directa,el materiasl se sumergié en so
luciones de diferentes colorantes,segdn los elementos que se desesa-

ron recomocer.

ldentificacidn de grasas:se utilizé una solucién saturada de
Sudan 111 en alcohol 70%.Los filamentos vivos se pusierom en contao
to con el reactivo durante unos 30 minutos;luego se enjuagaron rﬁpb
damente con agua y fueron examinados en una gota de glicerina.Las

gresas aparecen tefiidas em rojo.
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Identificacidn de alwidén y glicégeno:se empled el reactivo de

Lugol.Sobre un porta-objeto se extendid uma pequefia cantidad de ma-
terial vivo en una gota de la solucién iodo-ioduro de potasio;des-
pude de cubrir se examiné al mioroscopio.

En estas condiciones,el almidénm se tifie en azul intenso y el glicd-
geno en pardo rojizo.Ambas coloraciones desaparecen por calentamien

to a 60° ¢ y reaparecen al enfriar el preparado.

Coloraciones vitalaes: esatas coloraciomes sélo son vitales du-

rente un oorto perfodo de tiempo,segin la toxicidad del colorante y
la concentracién de la solucién empleada.

La identificaoién de cromatine y metacromatina se realizd con azul
gg,metileno(l ol. de solucién saturada de azul de metileno en alco-
hol 70% wfs 30 ml.de agua destilada).Para diferenciar cromatina de
metacromatina (volutina de MEY:ER),se usé dcido sulfdrico al 1%,agua
hirviente,etc.

El sistema vacuolar se coloré con Rojo neutro en solucién
0,002% € 0,0085%.

b) -Qbservaciones con material fijado y ocolorado.

Se han utilizado cortes de 2 £ 3 micrones de espesor y materia

en pelfculas.
En el primer caso,el mftodo de la micro-inclusién de CHATTON y_LWOE

(1936) ,que consiste en englobar el material en agar al 1,3%,nos ha

dado éptimos resultados(l) .En el segundo caso,lss pelfculas de fila

mentos formadas em los cultivos jévenes,se desprendieron cuidadosa-

(1) Hemos descoripto detalladamente esta técnica,al utilizarla con
resultados satisfactorios en el estudio citolédgico de protozoa-
rios.(RABINOVICH,1940) .
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mente y sa pasaron al 1fquido fijador.
Tode la manipulacién requerida por la fijacién,lavado,coloracién,
deshidratacién y wontaje,se realizé pasando las pelfculas por uma
serie de cristalizadores dispuestos em ordem,con los 1lfquidos corres
pondientes,tomando el materiel con agujes y ansas de vidrio.Ya en
xilol § toluol,las pelfoulas fueron extendidas en bflsamo de Canadf
6 en resins Dammar.

Desde el punto de vista téonico y a fin de evitar cualquier e-
rror determinado por un (nico método,hemos procurado utilizer el me-

yor némero posible de mezclas fijedoras y los més diversos sistemas

de gcoloraciém.

Todos los wétodos empleados,adn con distinto valor,condujeron a la
obtencién de imé,.enes superponidbles,de modo gus se puede ooncluir
con una gran probabilidad,que las estructuras observadas no son ar-
tificios de preparacién,sino que corresponden a dementos normales de

la oélula.

Se emplearon las siguientes wezolas fijadéras:

BOUIN-HOLLANUE(1918) 6 mezala picro-cupro-aceto-férmica.Es el

Bouin clésico enriquecido en écido pforico por adicién de acetato
peutro de cobre.Con esta modificacién, HOLLANDE ha conseguido un fi-
jador més penetrante y que determine &l mismo tiewmpo una menor con-

traoccién del protoplasma.

Acido pforioco 4 gr.
Aceteto neutro de cobre 2,0 gre.
Formol 42% 10 ml.
Acido acético crist. 1,5 ml.
Agua destilada 100 ml.

La fijacién se prolongé durante tres dfas y luego s8e lavé 24 horas
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con agra corriante.kste fijador conviene principalmente para colora-

ciones unlteriores ocon hematoxilina férrica y conserva las més deli-

cadss estructuraes.Con todo,determina une ligera contraccién de las
células,contracciédn manitiesta especialmente & nivel de las paredes

transversales.

FLEMMING 6§ mozcla cromo-aceto-&smica.Hemos ensayado con buen re

sultado,la wezola débil § wmedia y la mezola fuerte.

8)-Fleuming medio:

Aoido crémico 1% 16 partes.
Acido 8smico 2% 4 v
Acido acdtico crist. 1 »
Agua destilada 4 £ 5 partes.

b) ~-Flemming fuerte:

Acido orémico 1% 15 partes.
Acido Ssuico 2% 4 "
Acido asoético orist. 1 U

En uno como en otro casé se fijaron trozos pequefos,puds es

un fija-

dor poco pumatrente.tl tiempo de fijacién oscilé entre 24 y 48 horas

y luego se lavé prolijamente con agua corriente.A pesar de ser un fi

Jador excelente para les algas azules,no lo hemos utiligado

sistemftica,debido al elsvado precio del 4cido désmioco.

Megclas fijadores a base de sublimado:

en formsg

a) -Sublimado puro:es una solucidn acuosa satureda dé cloruro

mercdirico.Se ha empleado para la coloracién de FEULGEN'.

b)-Sublimado acético:

Sol.ac.sat.de cloruro mercdrioo 92 partes.

Acido acétioco glacisl

c)-Sublimado acftico de ILULGEN:

Sol.ac.sat.de cloruro merodrico 100 partes.

Acido acétioco glacial 2
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Tanto el sublimado puro como el sublimado acético,son fijadores poco

penetrantes,razén por la cual las piezas a fijar deber ser de tamafo
reducido.ve fij§ durante 12 £ 24 horas como méximo,porque sino el me-
terial se torna quebradizo.El lavado debe ser muy cuidadoso y fué
realizado ocon alcohol 50% £ 70% adicionado de algunas ‘gotas de solu-
cién iodada,que favorece la eliminaciém del merocurio bajo forma de
ioduro de mercurio soluble.Ll lavado se prolonga 2 £ 3 horas,cambian-
do varias veces el alcohol iodado.

La fijacién con sublimedo acdtico es favorable para las ocoloraciones

con hematoxilina férrica y es la mfis conveniente para la reaccién nuv-
clear de FEULGEN.

Mezcla gg,RANDbLPH(IQSS) 6 mezola cromo-aceto-férmica,designada

generalmente con el nombre de Craf.

Por su composicién es del tipo del NAVASHIN,BELLING y comstituye um

excelente fijador para el eatudio de cromosomas.Favorece especialmen-
te las coloraciones con oristal violeta,hematoxilina férrica,etc.
Consta de dos soluciones que se mezclan en partes iguales en el momen

to de fijar el materials

Solucidn a:

Acido orémico anhidro 1l gr.
Acido acético glacial 7 ml.
Agua destilada 92 ml.

sSolucidén B:

Formol neutro 30 ml.
Agua destilada 70 ml.

Se fiJ6 durante 12 £ 24 horas y el lavado se hizo com alcohol 75%,
cambiéndolo 3 £ 4 veces,a intervalos de 15 minutos.

Este fijador nos ha dedo excelentes resultados y ha sido empleado sis
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tématicawente.

Vapores de ficido ésmico al 2%:se ensayé la fijacién de filemen-

tos extendidos sobre cubre-objetos ocon vapores de dcido ésmico al 2%,
segin la tdcnica utilizada por ROBINOW(1942) para el estudio oitolé-
gico de bacterias. En el caso de las algas azules,este fijador dd re-
sultados muy inferiores a los obtenidos con cualguiera de las mez-

clas fijadoras anteriormente enumersadas.

Métodos de coloracidém

Coloracién con hematoxilina férrica de HEI¥DENHAIN: segén C.E.

Mo CLUNG(1937) ,pg.190,"This is ithe finest stain available for cytolo-

gical work.It is adaptable to most structures,exceeds all others in

precision on chromatin-oontaining elewments and many other partis and

in general dependebility end permanence far outdistances all others",

Ademés,esta coloracién permite obbener un mayor contraste entre cito-
plasma y estruoturas nucleares.

Da resultados igualmente ventajosos despuéds de cualquiera de los fi-
Jadores indicesdos.

La coloracién de efectYa en tres tiempos:

a)-Mordentaje:los cortes 6 pelfculas del material ya hidratades,

se pasaron al mordiente(solucién de alumbre de hierro al 4%),durante

1 hora.

Para preparar el mordiente se eligleron cristales de color violeta y
la disolucién de los mismos se hizo en frfo.Este reactivo mo se con-
serva durante mucho tiempo.

Finelizado el mordentaje el material se lavd ocon agua ocorriente dursn



22

te 5 minutoe y

b)-Coloracién: con hematoxilina férrica &l 0,56 durante 1 hora.

Se preparé una solucién medre del colorante al 1% y la diluoién se
hizo en el mowento de usarla,con agua destilada.

Bonoclufda la coloracién,se enjuagé con agua comén y

¢)-Diferenciacién:en ¢l método primitivo,la diferenciacién se
realiza con alumbre de hierro al 2%,3%,4%,8iendo la decoloracién
tanto més rfpida cudnto mayor es la concentraecién.Hemos empleado cor
éxito la modificacién propuesta por E.Ch.1UAN(1930),que consiste en
utilizar como diferenciador una solucién aguosa saturada de £cido pf
grico.El proceso es lento(30 & 40 minutos) y se siguid al miorosco-
pio.

Una vez lograda la diferenciacidén justa,los cortes & pelfoulas

de material se lavaron prolijamente con agua corriente(30 £ 40 minpu-
tos) ,a fin de eliminar completamentie el dcido pferico,que podrfa de-

terminar un empalidecimiento ulterior de la coloracién.En un prepars

do bien diferenciado,el protoplasma queda practicsmente incoloro.
Luego son pasados a alcohol 50% adiocionado de unas gotas de amonfa-

co,que hace virar el color al azul intenso,cesi negro.Se continud ls
deshiuratacién: alcohol 70%----- 90%-==-- 100%(3 pasajes;~-----Alcohol
100% més toluol----- Toluol(3 pasajes) ----- montaje en bflsamo de Ca-
nadd 6§ en resina Dammar.No se utilizaron colorantes de fondo.

Este mdftodo nos ha permitido obtsner las imfgenes més netss y

lag gstructuras mejor delimitadas.

Coloracién con gristal violeta: es un colorante bésico,de granm
aplicacién histolégica y citolégica como colorante nuclear.Si bien

el método es wds breve que el de la hematoxtlina férrica,no propor-



ciona en cambio,diferenciaciones tan netas.
Se ha seguido la tdcnica indicade por L.LA COUR(1931).La fijacién se
hizo con la wezcla de RANDOLPH(Craf).Los cortes 6 palfculas se pasa-

ron &;

a)-Coloracién: se realizd en una solucién al 1%(en agua destila=

da) de oristel violeta,durante 10 minutos.Despuds de emjuagaer en a-
gua se pasé el material por:

Iodo al l?gg; IK al 1%

en alcoho 30 & 45 segundos.
Alcohol 95% 2 segundos,
Aloohol 100% 4 "

b)-Diferenciacién:se realizé con esencie de clavo,siguiendo la

warcha al microscopio.Es eate el paso mfs delicado de la técnica por-
que la diferenciacién es sumamente répide.Luego se pasaron a toluol
(3 pasejes),dejando el material durante 15 minutos en el €ltimo bafo.
Esto asegure la prolija elkdinacién de la esencia de clavo y evita
que la diferenciacién continde y decolore el preparado.El montaje se

hizo en bflsamo de Canadé.

Coloracién con eosinatos de soda de azul y violeta de metilemo:

mftodo aconssjado por Ch.A.HOLLANDE.La soluoién colorante fée prepara-
da segdn la técnica de dicho autor(1916).El material se fijé con Craf
6 con la mezclae de BOUIN-HOLLANDE.Los eosinatos se ensggaron en solu~-
ciones 1/20,1/40,1/60,0bteniéndose el mejor resultado ocon la dilucién

1/20 (1 gota de colorante por wl.de agua destilada).El tiempo de colo-

racién se hizo variar de 1 £ 12 horas,a la temperatura del lsborato-
rio.Laego el material se lavé con agua destilada.

Para la deshidratacién se utilizé el alcohol amflico acomsejado por

HOLLANDE.Se sumergidron los cortes § pelfoulas en dicho alconol dur ap-

te un tiempo variable Y despuds se pasé a toluol(3 pasajes) & fin de
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eliminar parfestamente el alacohol rmflico.Se monté en bdlsamo neutro

de Canad4.
iste mftodo de deshidratacién tiene el inoconveniente de ser largo;

wés breve 4§ iguaelmente ventajoso nos he resultedo pafar el matarial

por mezolas proxrasivas de acstona y xilol.

Coloracidén con carmfn acético:este colorante que sirve simulté-

neamente como fijador,se lo hizo actuar dirsciawente sobre los fila-

wentos vivos de cianoffoeas.
31 reactivo 36 prepard segin el procedimiento inmdicado por B:ELLING,
y para 3jue la coloracién fuera més intsnsa se s3adié una pequeifsima

cantidad de hidréxido férrico.Fué sufigiente para lograr este objsto,

tocar 91 material ocon agujas § lancetas de hierro.Igualmente eficaz
resulté el agregado de unas gotas de acetato férrico,modificacién su-

gerida por S.HOROWITZ(1926).

1écnica de la coloracién:las pelfculas vivas 6 previamente fije

das con alcohol acdtico,se sumergieron sen carmfm acético(en un peque-

fio oristalizador) y se afadid unas gotas de hidréxido férrico 6 ace-
tato £érrico.Se ocubrid con un vidrio de reloj,calentendo suavemente
sobre la platina de Malassez hasta que el 1lfquido emitiera vaporee,
curante 5 € 10 minutos.

En nuestro ceso,hicimos montajes permanente segén el mdtodo de W.C.

STEEAE(1931) con resultados excelentes;una vez separadas las pelfou-

las del aceto-carm{n,se lavuron con 2 partes de fcido acético gla-
cial(99%) més 1 parte de sloohol 100%.Luego el material se pasé por:

1l purte de £cido acético glmcial més 2 partes alc.l00%

1 " " " " L] " 9 " " .

Fl1 pasaje por estay mezolas debe ser muy répido porque de lo contra-

rio 8e corre el rieasgo de perder la colorecidn.Se continué la deshi-



dratacién pasando por alcohol 100%(1 £ 2 minutos)----- eloohol 100%
més toluol en partes iguales(2 € 3 minutos)-~~-- Montaje direoto em
bélsamo de Canadé.(l).

El ocitoplasma queda préctioamente incoloro y el material oromético

se destaca intensamente tefiido en pdrpura.

Coloracidén oon orcefna actica:se practicaron algunas coloraoio

nes con orocefna acftica al 1%,segfin el mftodo indicaedo por L.LA COUR
(1941),a quien de debe el descubrimiento de este ocolorante natural.
El reactivo se prepard disolviendo 1 gr. de orcefna en 45 ml.de doi-
do acftico glacial caliente;despuds de enfriar se afiadid 55 ml.de a-
gua destilsda.Se agitd y filtré.

La coloraoién resulté igualmente eficaz,ya con material vivo 6 pre-
viamente fijado com alcohol acdtico,como en el caso del carmin.

En cuanto a la tdcnica de la ocoloracién,se.procedié como en el
caso anterior cuidando que el calentamiento no fuera excesivo.Para
separar el colorante,las pelfculas filamentosas se lavarom ocon &cido
acdtico al 10%.

Se obtuvo un montaje permanente,pasando los filamentos por:

Aloohol 80k 2 minutos.
e Alocohol 100% 2 "
Toluol 2 pasajes de 5§ £ 10 minutos oca-

da uno.Montaje en b&lsemo de Canadé.

Coloracién oon Giemsa:el material se fijé con la mezcla de

BOUIN-BOLLANDE..La fijacién con Craf dié resultados inferiores.

(1)En I aljdad el mftodo de STEERE es solamente una modificacién de
a z'c oa indicada por_~
B.MoCLINTOCK(1929).
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Se ha seguido ¢l mftodo indicado por C.F.ROBINOw(1942),quien obtuvo
resultados satisfactorios enm el estudio del apareto nuclear de bacte-

rias,ntilizando vspores de dcido Ssmico al 2% como fijador y colora-

c¢ién con Giemsa,previa hidrélisis con HCL normsl a 60°_,
Ya vimos que los vapores de &cido Sswico el 2% no constituyen un fi-
jador spropiado para las algas agules.En cuanto a la coloracién,los
ensayos realizados con y sin hidrélisis condujeron a resultados su -
perponibles.

Tdonica de la goloracién:las pelfculas filamentosas ya fijadas §

hidratadas,se pasaron al colorante-l gota de solucién Giemsa por cada

ml.de agua destilada fresce-,durante 1 hora a la temperatura del la-
boratorio.se ensayaron diversos tiempos de coloracién(hasta 12 horas)
pero sin resultados ventajosos.

Después de un lavado répido con agua destilada,la #iferemciacién y
dgshidratacidn del waterial se hizo con las siguientes mezolas de a-

cetona y xilol:

Acetona 95 ml.

Xilol 5 ml. 2 € 4 segundos.
Acetona 70 ml.

Xilol 30 ml. 10 segundos.
Acetona 30 ml.

Xilol 70 ml. 10 segundos.

Se pasé luego a xilol puro y el montaje se realizé en bé&lsamo neutro

de Canadd.

Coloracién nuclear d¢ FEULGEN:esta téonioa fué deserrollada ori
gipariamente por F.FEULGEN y H.ROSSENBECK(1924),00omo una reaccién mi

croqufmica de alto grado de especificidad.Permite reconocer la pre-
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sencia de Scido timonucleico(dcido nuclefmico del timo,del esperma

de los peces,de diversos tejidos animalss y de muchas célules vege-
tales),cuyo nucleoprotefdo constituye el principal elemento de la
sustancia que en el ndoleo celular se denowins oromatina.De ahf que
indirectamente,esta Joloracién se considere como ume reaccién de

sustancia cromftica.
El fundemento del m§todo,es gue por hidrélisis con HCL mormal a 600

C.,8e escinde el foido timonucleico en sus elementos constitutivos:

foido fosfdérico,hidratos de carbomo y nuerpos mitrogenados de cardo-

tor bdsico débil(purinaes y pirimidines).Ahora bien,la presencia de

determinados hidratos de carbono(d-2-desoxiribosa para el fcido ti-

gonucleico segin algunes autores),conduce por hidrélisis a la libe-

racién de grupos sldehfdicos yue reaccionan con la fuchsina decolo-

rada,regenerando su color pérpure.
.a técnica original,si bien seguida en sus lf{neas generales,ha su-
frido algunes modificaciones segdn el meterial al que fuera aplioca-
da.

in las cianoffcsas,POLJANSKY y PETRUSCHEWSKY (1929) , PETTER(1933),
SPuARING (1957) ,DELAPORIE(1940) han encontrado una reaccién de FEUL-
GEN positiva localizeda en 8l "cuerpo cantral" de les mismas.

Para lu téonice de FLULGEN se tuvieron en cuenta los trabajos
de LeA-MARGOLENA(1931-1932),J.4.DE 2OM.SI(1936),J.R. LUDFORD(1928),
B.B.HILLAHY(1939-1940) y el de H.E.WARMKFE(1941),en base & los cuales

hemos realizudo el método que describimos & continuacidn.

1l)-Reactivos para le reaccién de FLULGEN:

a)-Reactivo de SCHIFF 6 fuchsina bésics decolorada: en un Er-

lenmeyer se puso 1 gr.de fucheins bésica(fuchsina de Gréibler),y se
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agrezgd 200 wl. de agua destiluda hirviente,que disolvié rapidamente
la fuchsina.Se dejé enfriar hasta 500C.,se filtré pasando la solu -~
oién a un frasco de color caramelo,dénde se comservé el reactivo al
cual se alladid 20 ml.de HCL normsl.Después de enfrisr hasta 25°C. se
agregé 1 gr. de bisulfito de B0dio.Agitdse el reactivo y el frasco
tapado hermeticemente se mantuvo a la oscuridad durante 18 & 24 ho-
ras.

Un buen colorante debe decolorarse en este intervalo de tiempo.La so-
lucién colorante presentaba un tints amarillento 6 ligeramente rosa-

do.

b)-Solucién sulfurosa de lavado: a 200 ml. de agua destilada se

afadié 10 ml. de HCL normal y 1 gr. de bisulfito de sodio.

Esta solucién se prepard em el womento de utilizarla.

2)-Técnica de la coloracién de FLULGEN:

a)-Fijacién:como fijador se utilizé sublimado puro,sublimado a-
gftico y sublimado acético de FLULG:EN,siendo los dos dltimos los més

ventajosos.La fijacién con Craf dié resultados inferiores.

Los cories & pelfculas del material,ya fijados § hidratados,se deja-

ron durante la noche en alcohol 96% a fin de evitar toda reaccién

plaamlo

b)-Hidrélisis y coloragién:los cortas & pelfoalas se pasaron a

agua destilada y luego & una solucién de HCL normsl frfo duraente 1 £

2 minutos.Despuds se hizo la hidrélisis enm HCL mormal a 609C.,en ba-

do de agua,durante 6 £ 10 minutos,tiempo conveniente peara este mate-
rial.Después,se enjuagaron con HCL normal frfo,agua destilada y se
pasé al golorante(fuchsina bdsica decolorada),durante 3 £ 6 horas,en




la oscuridsad.

En estas mismas comdiciones se coloraron tambiémn epidermis de Allium

gcepae.

o)-Lavado y wontaje:finulisada la coloracién,el waterial se la-

vé com agua sulfurosa (3 bados),durente 3 £ 5 winutos ceda uno. Lueg:

se enjuagé con ugua destilada y se procedid a la deshidratacidn.

Al alcohol 96% puede afiadirse elgén colorante de fomdo,que en Bnues-
tro caso no hemos utilizado.Bel alcohol 964 se pasé el material al
alcohol 1004-----toluol y el montaje ss hizo en bflsamo de Cahadf 6

en resina Daumar.

Como control de la reaccién,cortes y pelfoulas de ciamiffceas

y epidermis de Alliuwm ceps,sin hidrélisis previw,se coloraron oonm

la fuchsina decolorads de SCHIFF,durante 3 € 5 horas,en la osouri-

dede

El citoplasma quedé incoloro y solsmente el "cuerpo central"” s«
tidé en rojo violado no mwuy intanso.
Los preparados de comtrol(sin hidrdlisis previa),no mosiraron colo-

racién alguna on el "cuerpo cemtral”.

La reacoién es positiva.Concordamos con SPEARING(1937)en que mx
es sufigientements intensa como para permitir un estudio citolégioco

detallado.

La moditicacién propueste por H.E.KARMKE(1941),que consiste eun
laver los corte¢s & pelfoulas filumemtosas ya colorsdes,con agua Co-

rriente durante 10 minutos antes de pasarlos & la solucién sulfuro-

sa de lavado,nos ha permitido obtener en slgunos casos un mayor con

traste.
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Todas les tdcnicas descriptas fueron empleadas en el estudio oi-

tolézico de Microcoleus vaginatus Gomont.
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Cap.IV-HESULTALOS OBTENIDOS

Miorocoleus vaginatus Gomont.

Esta especie es particularwente favorable pare un estudio cito-
16gico,tanto por el tamaflo de las cdlules como por la delicada vaina

gque rodea los tricomas.

Los filementos son rectos,con el fpice afinado y ligerasmente curvado;
el difwetro de las células oscila entre 3,7 y 6 micrones(lLémina 1).
Le vaina,hialina y delicada es a veces diffcil de observaT,cada vai-
na lleva un Unico trigoma.

e la encuentira abundantemente sobre suelos hdmedos.En cultivos en
wedio 1fquido,§ en la naturaleza,cuando el "habitat" de esta especie
peruanece inundado por las lluvias,los tricomas se deslizan de sus
veinas y pueden confundirse fagilmente con especies del género Phor-
midium,como Ph.autumnale Gomony y Ph. uncinatum Gomont.A esta comdli-
cidn,los alg8logos depominan "estado formldiolde" de Microcoleus va-

ginatus(DHOUET.1943) .

La reproduccidn se resliza por hormogonios,conjunto de células &
trozo de tricoma que se separa del TfIamento y reproduce um nuevo in-
dividuo.Los puntos de ruptura esten repre¢semtados por "discos" 4"cé-
ulas bi-céncevas",que se desarrollan a intervalos variables a lo
%argo'ﬁsl tricous.

I-Observacidn "in vivo".

a)-0Observacién directa:

En la observacién "in vivo" y sim coloraciém,se distingue en o
da célula,las dos regiones descriptas por BUTSCHLI:una gona cortical

de color azul verdoso,homégenea y una zona central incolora,debilmen

te refringente y que se diferencia netamente de la regién periférioca
Ademfis,en ambas partes se destacen grénulos de diversa refringencia
y tamafio;a lo largo de las paredes transversales B8e observan granula

ciones pequeflas ordenadas em hilera.
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b)-Observacién con colorantes:

Con Sudan 111 y despuds de 30 minutos de permanehcia en el colo-

rante,aparecen en la regién cortical,diminutos corpdsculos de grasa,
tefiidos en rojo.Su tawafo como su ndémero varfan de oélula £ oéluls;
en algunas son tam pequefias gque apenas se hacen visibles y en otras
parecen faltar.

Con el reactivo de Lugol(solucién de iodo~ioduro de potasio),los
filamentos toman un color pardo rojizo,que indica la presencia de gli-
g6geno,elemento de reserva de estas alyas.La coloracidn aparece howml~
36hea y no circunscripta a estructura alguna.
con este reactivo,los tabiques transversales se destacan n{tidamente.
En las numerosas oélulas en distintos estados de divisién,puede obser
varse las diferentes fases de la formacién de los tabiques tramsver-
sales.ll tabigue se inicia en un punto de la pared externa y progresa
haocia el centro de la océlula.Es frecuente ver células con la pared ds
olivaje adn inocompleta,y cuyas cdlulas hijas ya presentan un esbozo
del futuro tabique.Las células en divisién muestran una longitud ma-
yor que las que permanecen en reposo.

Es de nmotar que las llamsdes oélulas bi-oéncavas,que marcsn la sepa-
racién de los hormogonios,no se tifien con Lugol.Estas células que pro-
vienen de la degeneracién de elementos normales,no contienen sustan-

clas de reserva bajo forma de glicdgeno ni yrasas.

Con rojo neutro en solucién muy dilufda aparecen pequefias granu-
laciones tefiidas en rojo y distribufdes por toda la regién cortical
de la oélula.Este colorante,especffico para 1la coloracién vital del

sistewma vacuolar segén GUILLIEKMOKD,permite revelar la presencia de

diminutas vacuolas,cuyo nduero varfa de célula & célula.

Con azul de metileno se destacam en el cuerpo central,graenulacie




nes de distinta forma y tamafo,coloreadas enm azul intenso.tstos ele-

mentos,por su resistencia al fcido sulfdrico al 1%,solubilidad en a-
gua hirviente y nmero variable en las diversas células a lo laryo

del filamento,nos parecen coincidir con la volutina de MFYEH 6 meta-

cromatina de otros autores.

For 1lo que anteceds,ls color&ﬁidn "in vivo",directamente § con

colorantes,sl bien permite localizar en la célula de :xiorocoleus va-

ginatus una serie de elementoa(grasas, licégenc, vacuows,etc.),no con-
tribuye a dilucidar la estructura ael ouerpo central.Lste apsrece

siempre como una zons de escasaxm reiringencia y bien delimiiaco res-

pecto de la zoma cortical.

I1-Qbeervacién de wmaterisl fijado y coloresdo:

Para el estudio citolégico de Microcoleus vaginatus,las fijacio-

nes con BOUIN-HOLLANDE,sublimado acético, FLEMMING medio Y fuerte,su-

blimadoc puro,Craf,etc.,nos han dado resultadoqbentadosoa.

Se utilizaron cortes de 2 & 3 miorones de espesor,previa inolusién
del waterial en agar § infiltracién subsiguiente con parafina.Ademés,
pelfculas jévenes de filamentos se fijaron y coloresron Eirectasmente,
pues en esta especie la vains es tam ténue que no entorpece la pene-

tracién de loes reactivos.

Tanto en les células jévenes cowo en las sdultas,se distingue
un gitoplagma pe iférico,homézeneo,y un cuerpo gentral,de contormo i-
rregular,cuyo volfmen ¢s relativamente grande respecto de la zona oor
tical.No se observa mewbrana alguna que delimite dicho ocuerpo centrab

de ahf el nowbre de "ndécleo sbierto"™ propuesto por HIERONYMUS,para

distinguir esta estiructura del "ndcleo cerrado® & con wembrana de
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los orgxunisuos superiores.

Estructura del guerpo gentiral: las coloraciones cén hematoxilins

férrica proporcionan las imégenes més nftidas y las diferenoisciones
més finas.
Con este método sa distingue en la regiénm central de las células de

wiorocoleus vaginatus,una "sustencia wetrix" homézenea,que ocupa todo

el volémen central,de débil afinidad por los colorantes bdsicos y que
correspondsrfa & la "sustapcias acromética"™ de OLIVE,al "hialopl asma"
de GUILLIERMOND,a la "sustencia bésica acromftica" de GARDNER,LEE,ets.

L esia sustancia fundamental se encuantran los grénulos & corpdscu~

o8 oromfticos gue se tifien intensamente en idénticas condiociones.Di-

chos grénulos son redondeados,ligersmente alargados & con aspecto de
baerres irregulares,orientadas en el sentido dvl eje del filawento,se-
gin la fese del ciolo celular en que 8¢ encuentren.kEstos elementos
grenulaeres se destecan nitidamente sobre el fondo homﬁgénco,débilmen-
te ooloreado de la "sustencia matrix".

En el hialoplusma del ocuerpo central de M.vaginatus se observan dos
de est0s grénulos crométicos.kn las células que se dividen,al mismo
tiempo que ésta se mlargm,los grénulos se estiran y presentan el as-
peoto de dos bastones 6 filgmentos wés 6 menos paralelos(Lémina 2,fig.
1y 2).En estados wés avanzados de la divisién,los extremos de dichos
ocordones crométicos se abultan y tomen el sspecto de unma palanqueta,
es decir,de dos cabezuelas unidas por un delgado filamento también
oromético,que cada vez se hece wés fino hasta desaparecer.De ests me-
nera,de 1os dos grépulos primitivos se han formado cuatro y ad miswo
tiempo la célula se ha dividido.(Léwine 2;Lémina 23,fig.1-7).

La divieién del cuerpo central precede al clivaje celular,como ya lo

observara PHILL1PS,GARDNER en Synechocystis aguatilis Sauv.,LEE en
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Stigonewa wmewillosum Ag.y SPEARING en diversas especies de ciaemoff-

ceas.Ln el @ltind estecdo se ticnen céos células hijes,cada una con =
hisloplasua y dos corpdsculos orométicos,que seguiréh lpego el mismo
proceso de divisiém.(Ldmins 2,fig.2 y 3).

Yo hay indicios de formacién de huso,ni fibras acromftices ni esta-
dos espirewéticos,tales como los desoriptos por KHOL,OLIVE,LEE,eto..
La divisién es simple y corresponde a una amitosis,§ por la ordena-
01én perslela de 103 bastones crowéticos,encuadrarfa dentro de 1a

haplomitosis de DANGEARD(1).

Estas condensaciones cromfticas del cuerpo central de M.vaginatus,no
wuestran la estructura descoripta por Ch.HOLLANJUE para elementos gre-
pulares al parecer de vste tipo,a 108 cuales el autor denomina nu-
cleosouas.Aln en preparados wuy diferenciados,no hemos logrado reve-

lar en ellos estructura alguna.Son grénulos crométicos homégeneos,mm

con caracteres gonstantes em ouanto & su ndmero § 2 y 4)y ordensoidn

(2) .

Habfamos pemsado que estos cos grénulos podrfan derivar de la divi-
sién de un énico corpdsculo primitivo,pero em ninyln méuerto pudimos
encontrar ep esta especie,0flules que mostraran un hisloplasma com u-

na 6nice condensacién cromética.

(1)Hsplowitosis: térwino creasdo por A.P.LANGEAKD para designer un me-
ceniemo primitivo de divisién nuclear,tIplco de algunos Protistes
especislmente Euglenmoidees.Consiste en la formacién de filementos
crowéticos,cromoapiras, que se disponen paralelsmente y luego 8e
dividen por simple particién tremsverssl.Difiere de la amifosis
tIpica por presentar varios bastones cromdticos y no una masa uni-
CRe

(2) Estas conclusiones,sobre conmstancia del ndmero de g:dnuloa oromé-
ticos del cuerpo cenirsl y ordenaciém del proceso divisién a
10 largo del filamento,se basanen la observacién de unos 600 pre-
parados, correspondientes a mfs de 50 generaciomes de Migrocoleus
vaginatus,que fueran obtenidas por repicados sucesivos.
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Las ooloraciones con oristal violeta(Lémina 3),carmfn acétioco

(Lémine 4,fig. 3 y 4),orcefna acética,Giemss,eosinatos de soda de a-

sul y vboleta de metileno conducen a imdgenes superponibles a las da-

das por la hematoxilina férrioca.

Los grénulos orométicos descriptos més arriba,dsam una reaccién
de FEULGEN positiva(Lémina 4,fig.l y 2).Estos se tiflen de un tono vio-
lado roJjizo poco intenso y se destacan del hialoplasma coloreado en
rosado débil.El oitoplasma queds incoloro.Los preparados de comntrol
(ein hidrélisis previa,ya de Miorocoleus vaginatus & de Allium cepa),
po muestiren coloracién alguna.Ests reaccidn,si bien es positiva conm
respecto & los preparados de comtrol,no alcanza la intensidsd que pre-

senta en los nécleos de las cdlulas superiores.

La constancia del ndmero de 108 bastones oromfticos,el signifioe-
do celular de los mismos y su cpmportamiento durante la divisién, han
sido interpretados diversamente por los distintos sutores.

KHOL,OLIVE y PHILLIPS concuerdan el llsmar ndcleo al cuerpo cen-

tral,pero difieren en la ppreciacién de las estructuras observadas.
Asf,ls divisién es mitética pare KHOL y OLIVE,en cambic PHILLIPS la
comwpars con una mitosis primitiva.KHOL y PHILLIPS observan la forma-
0ién de un espirema gque se resuelve en segmentos orométicos que deno-
minan gromosomas.Para QOLIVE por el comtrario,cada grénulo de cromati-
na del espirema comnstituye un oromosoua,que conserva su individualidad
a 1o largo de todo el ciolo vital.

En ovanto al némero de cromosomss,§ste es constante para KHOL y OLIVE,
variable para PHILLIPS.Ademds,OL1VE describe un huso scromético de for
ma varieble y fibras que unen los cromosomas & las paredes transversa-

les.
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De estos tres sutores,solamente OLIVE ha logrado obssrvar una esgi-
8ién longitudinel de los orowmosomss,tento en las cianoffceas monoceln

lares como en las foswas filasaentosas.

La estructura del cuerpo central de Microcoleus vaginatus conouer

da en un solo punto con el esquema de gggk:formaoi&n de segmentos cre-
méticos en nduwero constante y particién transversal de los mismos.Pe-
ro,en la especie estudiada por nosotros,la divisién es estrictamente
anitética y no se observa espirema ni comfigurecién alguna gque pueda
interpretarse cowo un proceso cariocinético.lLa estructura que OLIVE

designa oomo huso 6§ figure sorométice no tiene el aspecto del huso de

fuerzas de las witosis tfpicas.ués adn,nos parece coimcidir por su
forma y localizacidn en la cdlula,con la sustancia "matrix" del cuer-
po central & hialoplesma de GUILLIERMORD.

En cuanto a los oromosomas de QOLIVE,éstos Eorresponderfan a los gré-

nulos orouéticos de il.vaginetus.(l).

GARDNER describe en Synechooystis sguatilis Sauv, un mecanismo g

Ge divisién que denomira "tipo mitético primitivo",que aproxims a les
mito3is de las cloroffceas inferiores.Es la Unica especie en la gque
el autor ha observado un filawento oromético,el cual sl iniciarse la

divisién,ese resuelve en un némero definido de segmentos ( 3 en el oe-

so de Synechooystis aguatilis),que se ordenan paralelamente en el sen-
tido lobgitudinel de la célula.Estos filamentos se dividen transver-

salwente por su parte media,sin presentar indioios de escisién longi-

tudinal.La figura 42(Pl.XXVI del trabsjo de GARDNER)ge Synechooystis

(1)El uso arbitrario de la terwinologfa citolégica para la desorip-
v cién de los diversos elementos del cuerpo central de las cisnoff-
cess,es posiblemente la causa prinoipal de la confusidn que re-
sulta 8] comparar las observaciones de los distintos autores.
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8quatilis concuerda con el proceso de divisiém que mnestra Mioroco-
leus vaeginatus,siendo dos en nueatrocaso,el ndmero de segmentos oro-
wéticos.Ademés,M.vaginatus no muestra un espirema como el que desori-
be GARDNER.

QUILLIERMOND estudia Microcoleus ghtonoplastes (Pl.X,fig.56-58).

Describe un retfoulo oroméitico que 8i bien mo es tem demso como en
las otras especies estudiades por este autor,no presenta semsjenza

alguna ocon la estructura de Microcoleus vaginsatus,

SPEARING,en especies no identificedas del género Oscillatoria,

encuenira una estructura compareble & la que hemos desaripto en Micro-

codeus vaginatus.

En readmen,la especie de kicrocoleus vaginatus Gomont estudiada
por nosotros,presenta en todas sus células-oon excepcidn de cflulaes
bi-océncaves y heterocistos-,un ouerpo cemtral,cuya estructura se re-
pite com notable regularidad a 1o largo del filamento.Dicho ouerpo
oentral se halla oonstitufdo por una sustancia fundamental "matrix"

6 hialoplasma y grénulos cromfticos en nfmero gomstante.No hay forms-

cién de huso ni hemos logrado revelar estados espireméticos.la divi-

sién #8 estrictamente amitdtica.
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LAMINA N§ 2

Miorocoleus veginatus Jomont.

1l y 2:Material en pelfculas.
Fijedor :Craf.
Coloracién.Hematoxilina férrica de Heindenhain.

S y 4:Cortes de 2-3 micrones de espesor.
3:Corte longitudinsl.
Figador :Bouin-Hollande.
Coloracién:Hemstoxilina férrica de Heimndenhain.
4:Cortes longitudinedes y transversales.

Fijador:3ublimado acético.
Coloracién:Hewatoxilina férrics de Heindenhain.

Aumento:
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LAMINA H? 2




LAMINA N2 3

Microcoleus vasginatus Gomont.
Material en pelfculas.
Fijador:Craf. Codoracién:Cristal violeta.

Aumento:

22
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LAMINA N2 4

Microcoleus vaginatus Gomont.
Materiel er pelfculdss.

1l y 2:Fijedor:sublimado acético.Coloracién nuclear

d_. Ftnlgen.
3y 4:1‘13&0161:' vy coloracién con carmfn acético.

Aumento:
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Phormi diwn autuuwnsie Gomont.

Son filementos rectos,con el £pice de 108 tricomas de forma ve-
riable y rodeado caca uno de una vaina hislina § incolora.Esta espe-
cie es de awplia distribuckén y ha sido recogide er sguas dulces.
Dentro de esta e¢specie,sl estudio citoldgico nos he permitido dife-

renclar tres foraes,que difieren entre sf por caraoteres morfolégi-

cos y estrvoturales.(l).

Forma a:

El dpice de los tricomes es redondeaco y éel mismo didwetro que
el resto de las oélulas.La vaina es muy deliocada.El espesor de los
filaementoe varfa entre 3,9 y 4,6 oicrones.Ls rerrodcccidn se realiza
por hormogonios.(lLduina b).

Loe cultivos en medio 1fgquido presentan un color verds asulado.

La estruotura del cuerpo central se estudid em oortes de 2 £ 3
wiorornes de espyesor.Ll material se f£i3j6 conm BOUIN-HOLLANDE y con la
" mezola de HANLOLPH(Craf),y cowo Snics coloracién se empled la hemato
xilina férriocas.

En todos los preparados 8e obasrva una estruoturs constante:gi-
toplesma homégeneo y guerpo central.El cuerpo central de Ph.sutumne-

le(forma ) ,mnestra como el de Miorocoleus vsginatus un hialoplasma

de débil afimidad por los colorantes bfsicos y grénulos orométicos

intensamente teflidos.

(1) Estas tres formas,que diferenmciamos citologiocawente,fueron clasi-
ficadas por el Ir.Francis Drouet del "Field Museum of Natural His
tory" de Chioago(U.S.X.),como perteneocientes a una sola especis,
Phoruidium antumnale Gomont.
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Los grénulos se presentan en ndmero gonstiante,2 en las oflulas

oD "Xreposc” y 4 en les gue Se han dividido(l).(Lémina 8,fig.1-6 ¥y
Lémins 24,flg. 1-9).

El mecenismo de la divisién concuerda oon el ya desoripto para M.va-
Las ocondensaciones oroméiicas no muestran estructura alzuna &l pro-
longar la dlierenciaciénjaparecen siempre como masas homfgeneas.

30 wachas ¢dlulas es wuy neta la ordenscién paralsla de los bastoues

croufitivos.(Ldulus 3,fig.l y 2).

Forme p_:

El épice de los tricomss es ligeramente afinado.zl difmetiro de
las células oscila entre 4,6 y 5,5 miorones.Ls reproduccién es hor-
zogonial.(Lfmine 3).

Los cultivos en medio 1fquido tienen un color verde asulado.
El estulio citolégico se hizo en cortes de 2 £ 5 wicrones de
espesor y en prelfculas.Las fijaciones con BOUIN~HOLLANLE,subliwado

acético,Craf,y las coloraciones con hewatoxilina férrics,cristal vi

leta y cermf{n acftico conducen a imé;;enes superponibles.

En el hieloplasma cdel cierpo central de Ph.autumnale (forma b)

se dectacer condensaciones oroumfiticas en nfuero constante: 3 grénu-

los en las cflules "en reposo” y 6 en las gue 8e han dividido.(lémi
mina 9,fig.1-3 y Lémina 24,fig.6-9).

El mecanismo es anflogo al ya desoripto:los grénulos se alergan dan

do tres bastones més & menos paralelos(Lémina 9,fig.l),que luego se

(1) Llamamos "células en reposo",simplements a las que no mpestran
signos de divisién y sin que este tdrmino signifique un estado e
pecial de la sustancia cromftica.
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cortan transverseluente por su ports wedia(lfcing 9,fig.2).
Los cortes transverssales (Lﬁmina‘g,fig.4 J 5) wmuestran seis condensa-
ciones croméfticas.

A cada divisién del cuerpo central corresponde um clivaje celu-

lar y el primer proceso precede siempre sl segundo.

Forma €.

El épice de los tricomes es afinado y lleva un casquete 6 cofia
caractyrfstico,fdcil de distinguir en la obssrvacién "in vive".(Lémi-
na 7).El didwetro de les células oscila entre 5,5 y 6,5 micrones.

Le vains es celgzda gsunque &lgzo wée cousistenie que en las formes an-
teriores.la reproduccién se realiza por hormogonios.
Los cultivos am medlo 1fguido presentan un color pardio verdeso.

La estructura citoldgioca de esta forms coincide con la de las for
mes 8 ¥y b.El nimero de.grénulos orométicos verfa entre 4 y6 £ 8 y 10
en las células "en reposo™ y en las civididas,respectivamente.(Léminas
24,71g.10-13) . E1 recuento de las condemsaciones oromfiticas del cuerpo
central se difiocudta a medida que aumenta vl némero de lss mismas;es
necesario observar y realizar recuentos en una gram ocantidad de océlu-
les para deducir luego el ndmero més frecuents.

Algunas oflulas en divisiép,con los grénulos orométicos unidos
adn por un fino "tracths",presentan unm aspecto peculiar que semeja b~
na placa ecuatorial vista desde arriba.(Lémina 24,fig.10) .Sin embargo,
no hemos logrado revelar trazes de huso acromético mi fibraes.la divi-

sién es en apariencia simplemente tranaversal.

Estas tres formas de Phormidium autumnale difierem por caracteres

morfolégicos y estructurales.Si dichas formes se ordensn en el sentido



creciente de los difmetros,es curioso observar que,f melids que an-

wents el espesor,auments el nduwero de granulaciones oromfticss del

cuerpo central.

Junto & esto aparecen algunas modificaciones de carécter morfoldgioco,

que 8e consignan en ¢l cusdro que sigue.

Phormidium autumnale Gomont.

Yoros Lidwetro  Forma del C(Color del cultivo Nfmwero de zrénulos
(micrones) -apice en medio 1fquide. oromdticos.
&8 3,9-4,6 hedonaeado Verde asulado 2y4
b 4,6-5,b6 Afinado " " 3y6
[ 6,6-6,5 Casquete Pardo verdoso. 4465y 8 £10.

51 bien la relacién entire¢ ¢l némero de zranulaciones crométices

del cuerpo central y ciertos aspectos morfolégivos en las tres for-

mes de Ph.autumnale,podrfa sugerirnos alguna acalogfa con los casos

de poliploidfa en las plantas superiores,ls susencia de procesos mi-

t6ticos definidos en las cianoffoess invalide toda comsideracién de

estados haploides y poliploides en las mismas.

En resimen,Phormidium sutumnale Gomont muestra un cuerpo oentral

oonstitufdo por grémulos crométicos en ndmero conmstante para cada u

na de las formas oconsideradas.El estudio de numerosos preparados,odb-

tenidos de matsrial recientememte recolectadoc 6§ de cultivos repice-
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468 periodicamente,examinado en diferentes dpocas del afio,fijado ¥y

golorado segdu diversos mftoios 0itolégicos,50 ros ha permitido re-
velar el ovillo cromético cescripto por GUILLINEMOEL (1933) en esta
misme especie ni las estruoturas observadas por HOLLANDE (1932,1933)

en Phormicdium unciastum Gowont.
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LAMINA Ng 8

Phormidium sutumnala Gomont.(Forma &).

Cortes de 2 £ 3 miorones de asaspesor.
Fijador: sublimado agético.
Coloracién: hematoxilina férriocs de Heindemhain.

Fig.l-5:c0ortes longitudinales gque muestran los distintos

estados de la diviasidn del cuerpo central.

Aurmento:
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LAMINA NR 9

Phormidium autumnale Gomont.(Forma b).

cortes de 2 & 3 wicrones de espesor.
Fig.l y 2:Cortes longitudinales.

Fijsdor:sublimado acéiico.

Coloracién:hematoxiline férrica de Heindenhain.

Fig.3-5. Fijador:mezcla de RAKDOLPH(Cref).

Coloracién:hematoxilire férrice d¢ Heimdenhain.

Fig.3:corte longitudinal; fig.4 y b5:cortes transversales.

Aumento:
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Oscillatoria Grunowiana Gomonmt.

son filswentos ondulados,con el épice de los tricomas redondeado
y del mismo didmwetro que el resto de las célules.(Lfmina 10 y 11).Ls
vaina es sumamente ténue y a veces diffcil de observer.vVelnas effme-
ras de este tipo se producen frecuentemente en especies de Oscillato-
ria ocultivades en medio 1fquido.La reproducoién se realizs por hormo-
gonios.

En esta especie como en Phormidium sutumnale Gomont distinguimos

dos formas que difieren en el ndmero de ygranulaciones oromfticas del

ouerpo central y tembiém en el espesor de los filamentos.

Forma a:

) ?1 diémetro de las células oscila entre 3 y 4,2 miorones.(Lémi-
a . om———

Todos los preparados del material fijavo y tefiido segén los méto-
dos ya indicedos,muestran uns estructura comparable & la descripta pa-
ra Miocrocoleus veginatus y Phormidium antumnale:hialoplasma debilmen-
te cromftico y condensaciones gque se coloran intensamente con 108 co~
lorantes nucleares.

Ll nduero de los grénulos cromfticos del cuerpo gentral se man-
tiene gonstante:2 y 4,en las cflulas "en reposo” y en las ya dividi-

das,respectivamente.Ll proceso se replte regularmente & lo largo del

filamento.(Lémina 12,fig.1-5;Lfmina 23,fig.8-9 y 11).

Forma b:

El diédmetro de las células oscila entre 5 y 6 micrones.(Lémina
11).En cuanto & la forma de los dpices y color del cultivo,concuer-
den con los de la foruwa &.
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La estructura o0itolégica del cuerpo ocentral revela una diferen=-

ciacién granuler en nduero comstante:3 y 6 corpdsculos orométicos.

Tanto en la forma & como en la forma b,hemos observado en algu-
nas oflulas,un dnico grénulo central denso,homégeneo, fuertemente cole-
reado,comparable al descripto por LEE(1927) en Stigonema mamillosum ,
y que segln este autor corresponderfa a estados de reposo.Sin embar-
g0,n0 hemos logrado observar los cambios que deberfan producirse al
pasar la oélula del estado de reposo al de divisién.No nos ha sido pe-
sible diferenciar estructura alguna que nos permita relacionmar este §-
nico corpéscule central con los dos grémulos crométicos qu; muestran
1as células sin indicios de divisidén.(Lémina 12,fig.4;Lémina 13;Lémi-

na 23,fig.11).

Resumiendo,en Oscillstoria Grunowbans Gomont,observamos un cuer-

po central constitufdo por grémulos crométicos biem definidos y em ni-

mero constantee.

Como en rhormidium sutumnale Gomont,podemos distinguir dos for -

mas,en las cuales existirfa una relacién entre el ndmero de condensa-

ciones cromfiticas del ocuerpo central y el espesor del filamento.




"Or CARLOE §. Ma
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LAMINA N® 11

Oscillatoria Grunowiana Gomont.(Forma b).

Aspecto de los filamentos en vivo.Cultivo uni-algsal.
y:vaina.

h:hormogonio.

-~ Aumento:4300X a la cfmara clara.00.18;0bj.100.
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LAMIF2 N2 13

Oscillatoria Grunowiana Gomont.(Forma b).

Material en pelfculas.

Fijador :mezcla de RANDOLPH(Craf).

Coloracién:hematoxilina férrica de Heindenhsain.

En algunas células se destaca nitidamente un corpdsculo
central,intensamente tefido.

Aumentos
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Oscillatoris animaelis Gowmont.

Son filaementos delgados con el fpice de los tricomas afinado y
ligeramente curvado.Vaina muy ténue,effmera,que sdlo se dessrrolla
en cultivos en mwedio 1fquido como en el caso de O.Grunowisna Gomont.
El diémetro de las células oscila entre 3,4 y 3,7 wmlorones.Ls repro-
duocién se realiza por hormogonios.(Lémina 14).

El material fijado con la wezcla de RARDOLPH(Craf)y coloreado
con hematoxiline férrica,muestra una estructura comparable & la des-
oripta para las especies ya estudiades.En la fig.l(Lémina 15) se des-
taca uns odlula con dos bastones croméiticos paralelos,bien detinidos,
que Se extienden de una pared transversal & otra de la célula.En la
misme lémina,fig.2,se distingue un estado més avanzado de la divi-
sidn,en el cuel los filamentos oromfticos se adelgazan em su parte
media,hasta cortarse dando 4 grénulos.Al mismo tiempo se produce el
clivaje celular que conduce finalmente a dos célulaes hijas con 2 gré&-
pulos cromféticos cada una.

i blien GARDNER ha estudiado ests wisma especie,ls incluye Jun-
to con otras QOacillatoriasceae en el "Tipo difuso",caracterizedo por
presentar la sustancis cromftica distribufda irregularmente en forma
de masas filamentossas,ramificades,reticuladas § como grénulos angulo-
sos de diverso temafio.S56lo en una especie de este mismo gémero,0sci-
llstoria Okeni Agerdh(Pl.XX11,fig.1l0,GARDNER),encuentra un nécleo que
ocupa casi todo el largo de la célulse,con la sustancia croumdtica que
tiende a disponerse en el sentido longitudinal del filamento.

SPEARING estudis algunas especies del gdénero Oscillatoria,en

1as que encuentra distintos tipos de aparato oromﬁtioo:en'g.tenuis

Agardh logra identificar um cuerpo central complicsado,formado por u-
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na marafla de filamentos que 8e dividen por estranmgulacién;y en 0Osoi-
llatoris splendida Grev. encuentra un cuerpo central bien delimitado,
que parece mwostrar una membrana nuclear.En ambas especies la divisién
e8 por ocomstriccién.En cembio,en especies no determinadas de 0Oscilla-

toria, SPEARING halls una estructura peculiar:bastones cromfticos que

se extienden de um extiremo a oyé de la cdluls,ordenados longitudinal-
wente,intensamente teflidos y cuyo ndmero no es absolutamente constan-
te.Al dividirse se cortam por asu parte medis,sin presentar el estire-
miento gradual que se observa en 1as especies que nosotros hemos es-
tudiado.Las fig.38-49(Pl.XII1) del trabasjo de SPEARING son compara-

bles & las de Oscillatoris animalis observada por nosotros,y el autor

admite que si bien el ndmero de bastones ocrométicos no es estricta-

mente constante,oscils entre & y 7.
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LAMINA N2 16

Qscillatorie anjmalis Gomont.
Fig.l y 2:Material en pelfculas.
Fijador:iiezcla de RANDOLPH(Craf).

Coloracién:Hematoxilina férrica de Heindenhain.

Aumento:
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Lyngbya Giuseppei Drouet.

Fllamentos rectos,oon el fpice de los tricomss redondeado del
mism?i diduwetro gue e&n{asto e las ¢ lulas.La vgina es firme,de gada
& una rode co tricowa,formaco por células cdiscoifale

%l espesor de los filamentos oscila ¢ntre 8 y 9,5 micrones(Lﬂmina %g}
Reproduccién hormogonisl.Los hormogonios dvenee cuando sb

vaing perental sparecen desnucdos(Lémina 1 ),como én el caso de Micro-
goleus vaginatus. I I—

En le observacién "in vivo" y sin coloraciém se nota gque el cuer
po central ocupa un gran voldwen;se extiende casi d¢ una pared trans-
versal & oirsa,dejando lateraluwente una estrecha zona cortical cito-
plasumética,homégenea y de color verde azulado.

Con hematoxilina férrica,lyngbya Giuseppei muestira la estructura
ya descripta para las otras especies estudiadas:un cuerpo central for
mado por una sustancia "matrix",de débil afinidad por los colorantes

bésicos y gzrénulos grométicos fuertemente tedlidos.

El ndmero de condensaciones crométicas es constante:3 para las

células"en reposo" y 6 para las ya dividides.(Lfmina 17,y Lémina 25,

£ig.12).

El mecaniswo de la divisidén coincide con el de Miorocoleps vaginatus.
GUILLIERMOND(1906) en dos especies del géuero Lyngbya(L.astuari

Liebman y L.semiplena Agerdh),desoribe una red cromética més & menos

cowmplicada gque se divide por simple estrangulacién.No puede estable-

cerse analogfa alguna entre sus figuras y la estructura granular cons

tante que muesira Lyngbys Giuseppei.
GALDNER(1906) estudia dos especies de Lyngbys & las que incluye

en 6l "tipo difuso".La fig.38(P1l.XXVI) de este autor,representsa un
aspecto dengitudinal de Lyngbya Lagerheimii;cada célula de esta espe-
clie 1lleva un cuerpo centiral formsde por una mesa @nica de cromatina y

un alfa grénulo.La estructura descripta por GARLNER en las dos g¢spe-~

cies oitadas de lLyngbya,no concuerda con la de Lyngbya Giuseppei.
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BROWN(1911) estudia el mecanismo de la divieién en una especie
no identificada del gémero Lymgbys.El cuerpo central 6 ndcleo para
este sutor,estd forwado por uns red de finss fibras a lo largo de
las cusles se obuservan pequeflas grenulaciones.Durente la divisién,
BROWN logre reveler la presencia ce fibras que semejan un huso aoro-
métioco cowpareble al ya descripto por OLIVF en Oscillatoria.

Lyogbya Giuseppel muestira ona estructura granular del todo dife-
rente & la encontrada por BROWN.Adewds,ya hemos visto gque el huso a-

cromftico de OLIVE corresporde @ la sustancia acrométics & "watrix"

de las ocianoffceas que nosotros hemos estudiedo.




79

LAMINA N? 16

Lyngbya Giuseppei Drouet.
Aspecto de los filamentos "in vivo".Cultivo uni-slgal.

v:vaina.
h:hormogonio.

Auwento: 4000X a la cémaers clara.0c.15;0bj.100.
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LAMINA &g 17

Lyngbyva Giusepneil Droust.
katerial en pelfculss.

Fijsdor:Craf.

Colorsgidn;heuatoxilins férrica.

Auwsnto:

80
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Plectonema purpureum Gomont.

Son filawentos delgados con una veina bien definida.Tricomas
formados por célules ocilfndricas que presentan constricociones a la
altura de los tabigues transversales.(léwina 18).El difmetro de las
oéludas oscila entre 2 y 2,6 micrones;los &pices de los filamentos
son ligeramente afinados.Ls reproduocién se resliza por hormogonios,
108 cuales permenecen durante largo tiempo dentro de la vaina paren-
tal.Carecen de heterocistos.

Presentan falses ramificaciones,que resultan del orecimiento hacia e
fuera de los hormogonios formados dentro de la veina primitiva,segén
las observaciones de Y.BHARANWAJA(1933).

En 1la observacién "in vivo",el cuerpo central aparece incoloro y

ocups la mayor parte de la célula.
En prepsrados fijados ocon Craf y teflidos con hematoxilina férri-

oa,8e¢ observa em cads célula una oondensacién oromética homégenea.Al-
gunas muestran un dnico corpdsculo demso,fuertemente cromético,que se
aseweja & un nécleo verdadero y en el cual no‘hn sido posible diferem
clar estructura alguna.tn las célulus en vies de divisién,este grénu-
lo se slarga y ocomstituye un bastén cromético gue 8¢ extiende de un
extremo & otro de la oélula(Lémine 19,fig.l).A medida que avanza el
proceso de la divisién,el filemento cromfitico se afina en su parte
media y por €ltimo se estrangula dando dos grémulos hijos, (Lémina 19,
fig.1l) «Al mismo tiempo se resliza el olivaje celulsar.(Lfwina 26,fig.
2-3).

La divieién corresponde aspsrertemente & una amitosis tfpica:par-

ticién de una masa cromética en dos,por simple estrangulacién.

Plectonema Nostooorum Gomont.

En cultivos de Lyngbya Giuseppei,hemos encontrade otra especie
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del zénero Plectonema,Plectonema Nostocorum Gomont.

Son filesmentos muy delgados,de 0,8 § 1 micrén de espesor,forma-
doa por células cilfndricas oon estrechamientos a nivel de les pare-
des tramsversales.Valnas delgadas firmes.No hay heterocistos.Los fi-
lamentos wmuestran felsas ramfficac ones como Pl.purpureum.

Fn i1s observacién "in vivo" y sin coloracién,el cuerpo central
aparece de débil refringencia y ocupa la mayor parte de la célulae.lLs
szona oortical,de color verde homéfgeneo es muy estrecha.

ELn prepsrados colorescos con hematoxilins férrice,se observa en
el cuerpo centiral un bastén oromético que muestra durante la divisién

estados anflogos a los descriptos para Plectonema purpureum.(Lémina

lg. fig.z)y(L‘mina _22. f1804“5) .
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LAMINA N2 18

Plectoneme purpureum Gomoxnt.

Aspecto de los filamentos "in vivo".Cultivo uni-algal.

V;vaina.
h:hormogoniose

Los filamentos muestran falsas ramificaciones.

Aumento :4300X & la cémara clara.Oc.18x;0bj.100.
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LAMINA N2 19
Fig.l:Plectonema purpureum Gomont.

Fig.2:Plectonema Nostocorum Gomont.

Diversos estados de la divisién del cuerpo central.
ueterial en pelfculas,fijado con Craf y coloreado con hema-

toxilina férrica.

Aniuento:4300X a la cdmara clara.00.18x;0b3.100.




Calothrix parietina Born.& Flah.

Esta especle ha sido encontrads en aguas dulces,fijada sobre res-
tos vegetales sumergidos.los filamentos se orientan radialmente, desde
el punto de contacto con el soporte y formamn colonias de tamafio macros
oépico que semejaanequeﬁas bolas.la porcidén periférica esté foruwada
por los tiricomas Jévenes en orecimiento;en gcambio,en la parte basal,
los filsmentos viejos que la integrsm,estan en reposo funcional 6 en
vfas de degeneracién.

A la observacién microscépica,los filamentos aparecen afinados
desde la base hacla el dpice(Heterocisto basalgd desde la parte medis
hacla ambos extremos(heterocistos intercalares) ;comn todo es més fre-
cuente el heterocisto basal.

Los filamentos presentan una vaina bien definide que rodea gsda trico-
ma,el cual en muchos casos terminea en un pelo,formado por oélulaes de
contenido desinteyrado.

Las ¢élulas vegetativas de la base del tricowa son discoidales y
oon un difmetro que oscila eutre 7,5 y 9 micrones.A medida que 8e pro-
gresa hacia el épice,las células se hacen alargadas,cilfmndricas y la
oélula apical tiene de 3,8 £ 5 micrones de espesor(Limina 20).

En algunos filawmentos,junto al heterocisto basal,es fécil distin-
guir un "akineto" 6 espora,que se diferencia del resto de las células
vegetativas por su mayor temafio(9,5 micrones de didmetro em un trico-
ma cuyas células basales muestiran un espesor de 8,3 micrones).Ademés,
sus paredes celulares son espesas y el contemido protoplasmético apa-
rece densamente granular.

En cultivos en tierra estdril es dable observar los diversos es-
tados del desarrollo de Calothrix parletina.Algunas veces,los indivi-
duos separados precozmente de la vaina parental,aparecen desnudos §
con una vaina muy ténue,diffcil de diferemciar.Pero en la mayorfa de
los casos,los hormogonios se observan inclufdos dentro de la vaina pri
mitiva.

Reproduccién horwmogonial.Las espores 6 "akinetos" representan elemen-
tos de resistencia que permiten & la especie soportar las condiciones
desfavorabdbles.

Las vainas fismes y bien definidas tienden a espesarse oon la eded
del filamento.

En preparados fijsdos ocon la mezcla de RANDOLPH(Craf)y tefiidos

con hemsetoxilina férrica de Hei#denhain,ae observa una estruotura oce-

lular que varfa desde la base hacia el épice:

12)-El heterooisto basal no apsarece como una cflula hueca,sino
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gque muestra una especie de red que se colora con hematoxilina férri-

ca.

22)-Las oflules de la base del triocouma presentan uma estructura
muy altsraua,con restos de alyo parecido a un retfoulo.La zona corti-
cal § citopleama periférico sparece vacuolizado y de aspecto granu-

lare.

32)-En las odlulas siguientes ya se observan estados de repro-
duccién que se repiten con frecuencis.kl cuerpo central,formado por
una susiancia "matrix" 6 hialoplasma y grénulos de crowatina,ocupa um
gras volduen,siendo homégenea la regién cortical.Le delimwitacién en-

tre cuerpo central y citoplesme periférico es bien warcada,aungue no

puede definirse la emistencia de uns wmembrana.las cdlulas son alarge-
éas(6 micrones de largo por 3,5 £ 4,5 wicrones de difuetro; y.el otee-
po ceniral presenta unma estructura comparable a la de las otras espe-
clies estudiadas.

A lo largo del tricoma ,s8e observa en numerosas cflulas los dis-
tintos estados del proceso de divisién del cuerpo ocentrel.En la Lémi-
ns 21,fig.l y 3,pueden verse cfdlulas con dos basionses gromfticos més
6 menos paralelos,que se extienden de umna pared transversal a oira de
la célula.En un estado més avanzedo,los filamentos oromfticos se afi-
nen en 8u parte wedia (Lémina 21,fiz.3)y finalmente por particiém
transversal, dan guatro gsdnuloa (Léwina 22,fig.2).

No hemos logrado revelar estados de reposo comparables a los desorip-

tos en Osgilletoria Grunowliana Gomont.

OL1VE(1905) estudia Calothrix thermalis Hang.,en la que describe

un espirems constitufdo por un némero definido de grémulos,(16),dis-




87

puestos a lo largo de um filsuwento de linina.Sin embargo,la fig.39
(pl.11)del trabajo de este autor,represents un corte longitudinal de
Calothrix therwalis,en cuyss células apicales se observa claramente
4 grénulos crowdticos unidos por un "tractus" de sustsncia acrométiocs

tal como lo hemos descoripto para Cslothrix parietina.

GARCNER(1906) estddia dos especies del género Calothrix,Calothrii
perietina(Nigeli)Thuret y Calothrix crustaces Thuret,a les que inclu-

ye en el "tipo difuso",en el ocual la distribucién de la sustancias orc
wftica no es Somparable con la estructura graoular que muestra Calo-

thrix parietina Born.& Flah.

GUILLIERMOND(1906) estudias C.pulvinata y C.crustacea Thuret.En
las células bassles de estas especies observa que el ocitoplasma peri-
férico aparece muy vecuolizado;el cuerpo centrel es de tamsio reduoi-
do y el retfculo cromftico se contrse hasta sdquirir el aspecto de u-
ns bands estrecha que atraviesa la célula segdn su eje mayor.En algu-
nas oélulas basales el retfculo cromético se condensa en un grénulo
esférico,hombseneo,8 veces de aspecto esponjoso,adosado & la membrans
y semejente a un ndcleo vercadero.Lss células baseles sén con esta ee
tructure reducida,pueden ocesionalmwente dividirse;en odlulas viej:=s,
GUILLIERMDND ha observado un filemento axisl ocon los extremos abulta-
dos en forme de masas pucleoiformes y & continuscidén,células muy cor-
tas,cada una con un solo gréinulo cromfitico.Y el autor supone que es-
tos grénulos precisanente provienen de la divisién del filamento a-
xial,por un proceso amitético.En el resto de las células vegetativas

GUILLI ERMOND encuenira um cuerpo oentral formado por um oville de fi-

lamentos orométicos,que durante la divisién se estrangula por su par-

te medis.(Pl.X-XI,fig.51-55,GUILLIERMOND).
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La estructura descripta por GUILLIERMOND no coincide con la obse

vada por nosotros en Calothrix parietins.En esta especie,en las célu-
las jévenes,observamos ocon notable regularidad un cuerpo ocentral con
dos bastones crométicos bien definidos(Lémina 26,fig.6-11),en nada
comparables al ovillo espiremftico descripto poi' GUILLIERMOND en Co

pulvinata y (.crustacea.Solamente en las cdlulas baseles de los trico
mas de C.parietina,es dable emcortrar figuras irregulares,que com to-

do mo pueden compararse com le banda axisl de GUILLITRMOND.
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LAGINA NR R0

Gslothrix perietins Borm.et Flah.

Aspecto ds los filasentos en vivo.Cultive uni-algsl.
y:veins ;e:fpice del tricous;is:heterocistos.
h.bormogonio.

husento: 4300X a la cfwsre ¢clers.00.18;053.100.
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LAKIEA Kg 21

Celotbrix parietine Borm.et Flah.
1,2 y 3:udseteriel en pslfculss.

Fijador:kezcla de EANDOLPH(Craf).
Coloraciém:Hemstoxiline férrica de Heifdenhain.

Aumento.
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LAUIRA N2 22
Calothrix parietins Borm. et Flah.
l y 2:uaterial en peliculas.
Fijedor:uezcla de RANDOLPH(Craf).
Coloraseién: Hematoxilina férrica de Heipdenhain.

Aumento:
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Cup. V- ACCION DE LA COLCHICINA Y SULFANIL-

AaiIDS SOBRE EL CUiMLQ CilkusAL LE wICRCCOL:US VAGINATUS.

I-Accién de 1g colchicina.

Ls =plicacidu de la colchicina =l estudio de les mitosis se

inicia con los trabajos de A.F.LUSTIN(1934),quien puso en eviden-

cia la s¢cién electiva de ests droga sobre la cariocinesis en teji-

dos enimeles.BLAKESLE?,2iAkvols-AVERY,GAVAULAN y coluboradores,

WOLCOLT y otros observaron 1os resultsdos de la actividad de la
colchicine sobre las célules vegetales.

umedisnie este ulcaloide o8 féicil inducir en los vegetales la
formacién de nucleos poliploides,en 108 cualss,a wedide que auments
el néwero de cromosomas,sumenta también el vollmen nuole‘r.
Ls obtencién de formes poliploides parece deberss a una inhibicién

ce le forrecién cel krso 6 figura agrcmftice,el cual &l no desarro-

1lersu determina gque la csepsracién de los cromosouss,§ no se reali-

ce 6 868lo se lleve a cebo en forma defiolente.

GAVAUTAN y KOBOZ1LFF(1938)sometieron a 1la sccidn de la colohi-

cina up clororlsgelsco,lilzwidononss 8p.,y de sus observaciones

concluyeron que esta droga tenfa una doble &scidn: actuuba sobre la

cariocinesis y modificaba sdemés la citodieresis,actividad esta dl-
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tiga que 8¢ iraducfs por unu reparticidn irraguler de las inclusio-~

nes protoplasmétices.Paro sl eflo sigulente, VANLENDRILES y GAVAUDAN

(1939) po logreron los wisiwos resultudos sl rzpitir las exparien-

ciss oon Chlemidomonas sp.,a pesar de utilizar la misma cepa del

oloroflasulado € 1dfnticus Joncentraciones de colchicina.in conse-
cuencia comcluyaron estos suiores,que esia droge no tenfa efecto

sotre el nfécleo y ¢l citoplesmwa de la a3puzie de Chlamidomones es-

tudiag.insaysron wdcwufs la aotividad ds 1= colchicina sobre una se

rie de vegetales inferiores,tales cowo Huglena pracilis,succaromy-

ces oeravisiae,Pcilocybe seuilunceolabn,oprinus radions y diversas

bact:vias del suelo,con rasultaedos igualaenta negativos.

xm vists del probable mecanismo cn #c0ién de la colchicine co-

20 agent? inhibidor de la forwacién del huso acromftico,y dado que

algunos autores cowo OQLIVE,KOHL,PHILLIFS,BROWN y otros describen er

1ss al.8s s4ules un huso .rimivivo 6 figura scoromdtics,sre de inte-
rés estudiar 1ls influevcia de ls colchicina sobre el proceso de di-
visién del cuerpo contral ds las cianoffcess.Cualquisr actividad de
aste alcsicliie (ue 38 sXplusura por uns wodificaciém del ndaero de
Lresuuiacionus cronfticus 2el cuerpo cerirsl,podirfu sugerir que la
divisién de dicho cuerpo spsarentomente awitética § haplomitdticae,
implicsra ea reslided un proseso cariocindtiso.lon esta idea,uplica

mos colchicina & filumentos Jde alcrocoleus vaginatus,siguiendo tée-

vicsazexte lus ixciciciones2 &5 GAVAULAN v colaboradores,BLAKLSSLEE,

DERMiN,y otros.
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Aplicscién de la colchicine & Microcoleus vaginatus

Gowont.

Filswentos Jévenes (e d.vaginstus se sumergierop em solucio-
nes de colchicine 81 1k;0,0%, 0,1k, y 0,05% durente tiempos varia-
bles para cada concentracién(2; 4; 8; 12; 24 y 48 horss).lespués
ée este irevtemisutlo,el materisl se lavé con ugua corriente durante
30 winutos 2 Jin de oliwinar prolijsmente el alcaloide y luego se
p®38 4]l madio de cvltivo noruel.tanto 1os cultivos sowmetidos a la
accién de lu colchiwvinag cowov los controles(filsuwentos ro tratados),
se expudisron 97 la luz,s iw Lswperstiucs 38l laboruiorio.

A lsas O, 8;, 24 y 48 hores de perwanecsr el mdterial en gl wedio de
cullivo porwal,se nicieron observaciones ¢itolégicas previa fija-
cién con la mezclu de KANDOLPH y coloracifu con hsmatoxidina férri-
C&ko

»1 @stucio citolégico de dichos preparados,no ha revelado al-
terccidn del ndwero uve srerculaciones crouwfticas,ni estruclursk par-
ticuler que pueaa ser considerads resultiantie de ls actividsd de la
colchicina.

Este alculojide,cuyo etecto princinal parece ser la inhibicién del
huso scroudtico,carecerfa de accidn en el casn de 1ls especie cita-

de.o8tos resultiados concuerdaa com l1os sefilalados por VARDERDRIES y

GAVAUL 'R(1$28) psve uns surie de orgenismos inferiords.

L3 inactividad do la zolchicina sobre 3l mecenismo de divisié:

del cuerpo central de Microcoleus vazinatus,podrfa representar um

argumento de natursleza bioldgica en apoyo de la susencia de un hu-
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80 6§ figurs .cromftica en el proceso de divisién de las algas azu-
les.Indirectemenie dewostrurfu tsmbiér,guv la puriiciénm del cuerpo

central 8se reuliza por una siumple ewitiosis.

1I-Accidn de la sulfapil-awmida.

tn 1941 ikhUB iogre obierer ndcleos puliploides en cflulas ve-
peteles wodiante uue seriae ce sulfo cowruestos,lzles cowo sulfenil-

swide,sulfa-sllantofne,sulis-guenicing y sulte-riridine en solucio-

nes concenirrcss.Lss socluciores dilufiss ue cichecs compuestos ec-
tuesm como estimulentes del crecimiento,cnmo yu lo observara GRACT
(1938 p«ras el 0e80 do la sulianil-amida.

_ ‘ drtrovir
EIGSTI(19¥40% y TKAUB(1941), que en los tejidos vegetales sometidos a

la accidn de 1la sulfunil-awida,las csriocinesis sperecen profunda-

wante afeciwsdus,sin jus ningupbo de 33108 Gos suUtoles pPrejuzzue del

waecenismo gue iuplicu la spericidn de tales enowmalfas.

Aplicacién de la sulfsenil-auide a Microcodeus

vasinatus Gomont.

Cultivos jévenes de M.veginatus se suwergieron en soluciones

ée sultanil-swiog al lx; 0,95, 0,i4;y 0,000 durcnte 2, 4, 8, 12; 24

y 48 horss.Lueygo,el waterial se lavé comn agus corriente durante 30
minutos y se¢ casé &l wedio GJ cultivo norusl.Los cultivos tratados
y los oontroles(filamentos no someticdos a la sccién de la droga),se

‘expusieron a la lug,a la teuperatura éel laboratorio.Diariamente se
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coupsrd el crecimientc del waterisl treutado con sulfanil-smida con
el Jeswrrolio wel culvivo morwal.

Las pelfcuisas du algws jue fuersn suwergicus en sulfspil-amida al
lx no aostraronm creciuiento sl:;uno con rasgecto 21 control,siendo
tawbién muy precario sl dessrrollo correspondiente @ la conoentra-
cibdn ce 0,L;’«Com ly cowceryizoidn 0,1 (¢ sults:ril-awida ss obtuvo
6l wujor cracimientn de k.vo incius,y cs gobre ¢ste waterial que se
‘practicéd el esatucdio citeclépico.

A las C; 12, 24 y 46 horas ve¢ porwsnecor las pelfculas de algus en
el adedlo ce cultivo nmormel,vc resiizarut I'ij=Ciongs cun la mezcla

ce HANLDOL'H seguicdas de colorscién con hematoxilins férrica.

sl anélisis citold ico uel wateriul scwetico @ la mdxima con-
centracién ae la droga compatible con el creciwiento,dewuestira que
e31¢ Sullo-cowpuesio Cureca de actividud sobre el proceso ue divi-

8ién del cuerpo central.Dsdo yue la configursciédn de este elewmento

sparece ingltierada,podemos concluir que 18 sulisnil-swmida,a la con-

¢8ntrwcién ewpleaca,no e, erce wccién slgtna sobre el mecanismo de

¢ivisidn de u.vaginstos.
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ADDENDUM

Cap.VI-CONTRIBUCIOE AL ESTUDIO CITOLOGICO

DE BEGGIATO: sp.

El hecho de presentsr algunes especies de ggggiatoaoeae(Thio-

bacterisles) el aspecto de largos filamentos con movimiento des-
lizente,muy purecido al de ciertss oiasnoffceas,-particulaermente
0soillatoriaceae-,hacfa de interds indaegar si concomitsntemente s
eata anslogfs extarne,se podfa revelar en las cdlules de_Beggiatos
8pe unqkstructura cowpsatable al cuerpo centrsl de lss algas &azu-
les.

La existenois de un cuerpo central emn Begglatos sp.,podrfa su-
gerir la posibilidaed de considerar slgunos representsntes de las
Beggiatoagese como estrechamente vinculedos & las Schizophyoesse.

Con esta ides,reslizsmos un breve estudio citolégico de una

especie no identificadidel género Bezgistos.

Son filamentos rectos,con movimiento deslizante,cuyo diéme-
tro osoils entre 2,6 y 3,2 micrones.

En los cultivos en heno hervido suspendido em sgue,los fila-
mentos constituyen pegquefios copos ¢ ovillos de color blanco le-
choso.
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I-Observaecidrn "in vivo".

In la observacién "in vivo" y sin coloracién,los filsmentos de
Beggiatoa spe. muestran numerosss granulaciones de azufre,muy re-
fringentes y en nimero tan abundante que llenan completamente la cé
lule,enmascescarsndo los tabigues transversales.lLa cantidsd de di-
chos grénulos de azufre depende de las condiciomes fisioléyices del
cultivo;ssf,menteniendo los copos de esta especie en aguqhestilada
durente 12 § 24 horas,los corpdsculos de azufre disminuyen lo sufi-

ciente como ps»rs permitir la observacién de la estructurs celular.

I1-Observuscibén del wmsterial fijsdo y colorsdo.

1l mesterial empobrecido prevismente en grénulos de szufre,se
£fijé con ls mezcla de RANDOLPH(Craf) y se coloré§ con hemstoxilinu
rérrics. ‘

La observacién citolégica de los prepsrsdos no reveld en las
oflulss de Beggistoa,lss dos zonses facilmente distinguibles en les

algss azules:el citoplaswe periférico y el cuerpo cemtral;solsmente

se ponen en evidencia granulaciones gque 8¢ tiflen intenssmente con

1s hemstoxilina fdrrica y que apsrecen diseminadas por todo el ci-

toplesua.il exémen citolégico no pone de wanifiesto estiructurs sl-
guna gque pueda homologarse al cuerpo central de las cianoff{ceas.

L8tos resultados confiruwan los de A.GUILLIERMOND(1926),quien

en dos especles de este mismo gdnero describe también lvbrasancia

de finas granulaciones siderdfilas distribufdss por tods la odlu-~

la.

Por lo que antecede,Beggiatoa sp. a pessr de su morfologfam exm-
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terns muy semejsnte a la de ciertas Oscillatori.cese,no podrfs ser

considersda como un elemento celular estrechamwente vinculudo s las

algss szules.(1l).

(1)En cambio,en otras Thiobacteriales(Rhodobacterisceae) y em par-

ticular en Chromatiuw Oken A y en ooystis sp. ,
ggﬁgroczstie 8p. y Thiodyction ep.(EﬁiLLIERHOHD.I§3§5 Se ha obser-
vado un ocuerpo central comparable al de las Myxophyceas(algas asu-
les) y en especial homologable al de Nostoc 8p. seg ILLIER-
MOND.Para este antor las Rhodobacteriasceae pocdrfan ser comsldera-
das ocomo una familia de les Sohigo cese,quedsndo planteada por
consiguiente la heterogeneidad de las Thiobacteriales.
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Cap.VII-ELUCID/ CION

En las especies de cianoffcess estudiadas,hemos observado uma
estruoturs central,"ocuerpo central® de BUTSCHLI,constsnte en todas
las oélules con excepcidén de los heterocistos y elementos en vfes de
degeneracién(célulss bi-c8ncavas,células viejas,pelos,eto.) .En digho

cuerpo central se localizan clementos de gran afinidad por los colo-
rantes b&sicos,cuyo estudio oconstituye el primcipal objeto de esta

contribucién.

Los resultados consignados en el presente trabsjo,se basan en la
observecién citolégica de especies pertenecientes a distintos géneros
de diversas familias de Schisgophyceae.El materialgygoleccionado en su
"habitat" y subsiguientemente cultivado en el laboratorio-,ha sido od
servado,inmedistemente despuds de recogido y a través de las numero-

8as generaciones representadas por los repicedos sucesivos.En esta

forwma hemos dispuesto siempre de cultivos vigorosos,cuya observacién

periédica nos he perwmitido verificar la estabilidad de la estructura

central,durente un intervelo de casi cuatro gfios para algunas espe-

oies.

En el estudio citolégico hemos procurado utiligzar el mayor ndéme-
ro de técnicss de fijacién y colorascién,s fin de evitsr los errores

que podrfsn ser determinados por el empleo de unm Unigo método.
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En el Csp.I1l se hen descripto las diversas técnicas asplicadas s Mi-
grocoleus veginatius Gomont en especial,las cuales conducen a imége-
nes superponibles(Cap.lV),con diferenciss solemente en lo gue Se Tre-
fiere a nitidez & delimitaciép més nete de las estruoturas obaserve-
das.Este hecho nos permite concluir con gran probabilidad,que 1la con-
figurscién del material cromético del ocuerpo central no representa
un artificio de preperacién,sino que corresponde a su distridbucién

normsl en la cflule.(l).

En todss las especies enumeradass,el cuerpo central apsrece cons-
titufdo por un "hisloplasma" 6 "sustsncia matrix",de débil afinidad
oromética y de contornos irregulares y en el cual,se destacen grénu-
los 6 bastones cromftigos,que se tiflen intensamente con los oolornn;
tes nucleares.Dichos elementos crométicos muestran un prooceso de 4i-
visién qrue se repite regularmente a lo largo del filamento vegetati;

VOo.

A-Divisién del cuerpo ceniral.

La divisién del guerpo centrel es en apariencis simplemente trensves-

sal.Los grénulos oromfticos se alargan em el sentido del tricoma,denm
do bastones més & menos largos segin les especies,los curles se afi-

nen posteriormente por su paerte media hasta cortarse.

(1) Nue¢stros resultados se besan en la observacién de més de 2.500
preparados,correspondientes a las distintas especies estudiadas a
travds de diversas genersciones.



102

¥

Durante la divisién no hemos logrado observar trezes de huso & fibras

scroufticas,tal cowo seAalaran PHILLIPS,KOHL,OL1VE y otros.Con todo,

con la idea de que pudisra oxistir en las algass azules una figura fu-
sorial diffoil de revelsr con nuestros métodos,sometimos filsmentos

de Microcoleus vsginatus @ la accidén de la colchicing,droga ésta que

actda en los nécleos superiores como agente inhibidor de la figura
acromftice,determinando la formacién de ndécleos poliploides.Pensamos
al aplicar este slcaloide,que cualquier wodificacién de la estruotura
granular dél cuerpo central inducida por la actividad de la colchici=-
na,podrfa sugerir la existencia real de un mecanismo de divisién més
complicado que el ya descripto,con intervencién de un sistema fusorial
6 figura acrowftica.lLos resultados del tratamiento com colchicina,con
signados en el Cap.V,indicen que esta droga mo ej;rce acoidén alguna
sobre el cuerpo central de las algaes azules.Este hecho petmitirfs
afirmar la susencia de un huso de fuerzses dursente el proceso de divi-
sién.Indirecteuwente demostrar{s tambiép,que la.divisién del cuerpo

centrsl se reslizarfa por psrticién tresnsversel.

1l)-Aspecto de los eleuwentos cromfticos.

Los elementos crométicos del cuerpo cemirsl,spsrecen siempre en

las especies estudiesdas,como grénulos 6 bestones bien separadps entre

8f.En ningén csso hemos logrado revelar estados espiremdticos d ovi-
llos de filamentos crométicos més & menos densos,anflogos a los des-

oriptos por KOHL,PHILLIPS,GUILLIERMOND,BROWN,LEE,SPEARING y otros,adn

en el ceso de hgber observedo especies similares a las estudisdas por

estos autores.Asf,GUILLIERMOND(1933) describe en Phormidium asutumnale

un ovillo cromftico en nada comparable a ls estructura grsnular que
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nosotros hemos obervsdo en esta misme espeoie(Cap.;!).y G ARDNER

(190G) observe en Calothrix parietins uma distribucién de la sustan-

cia oromética que mo comcuerds con la estructuras que hemos revelado

en una especie similar.(Cap.lV).

2)-Comportsuiento de 1los elsmentos orométicos duramte la divisidm.

Al inicierse las divisién celular,los elementos crométicos del
ouerpo cemtral,en forma de grénulos & masas crométices més & menos
redondeadss,se slargen en el sentido del tricoma,dando bastones & f‘-
lamentos,a veces de upna longitud considerable como en el caso de Ca-
lothrix parietina.Posteriormente,estos bastones muestrsn un afina-
miento en la parte media,que graduslmente va aumentando,hasta gque ca
da elemento croméitico se parte en dos.Como & la divisién del cuerpo
central sigue el clivaje de 1la océlule,a cade cdlula hija le corres-
ponde la mitad de cada uno de los Mllamentos crométicos.La divisién
se realisza simplemente por una partiociém transversal de los bastones
crométicos del cuerpo central.

Los grénulos y filawentos cromfticos no muestran indicios de
es80isién longitudinal,tal como describiera OLIVE en cisnoffcess mono-
celulgres y filesmentosas.Cabe destscar que de todos los autores que
admiten un proceso mitético en la divisién de las algas ezules,OLIVE
tes el énico que ha logrado observar la escisién longitudinsl de los
elementos por §1 llamados oromosomes.Todos los demés,aéin en el caso
de admitir la presencia de cromosomas,como KOHL,PHILLIPS,GARDNER,LEE
etc.,oconcluyen que la particiénm de dichos elementos es estrictemente
transversal.

De nuestras observaciones podemos concluir gque la divisién de

las condenssciones crométices del cuerpo central parece ser simple-
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‘mente transvers:l.El wecanismo corresponde & una divisién directa &
amitosis,§ a lo sumo,debido @ ls ordemacién paralels de los filasmento

oromsticos,podrfa considersrse como una heplomitosis.

3)-Estructurs de los elementos crométicos.

Los elewentos cromfticos del cuerpo cenirsl aparecen siempre co-
mo condenseciones homdgénees de sustsnoia cromética,en las cusles
no nos ha sido posible revelar estructurs slguns,edn prolongendo lar-
gemente la diferenciscién.En ninguns de las especies estudiades nos
ha sido posible fnéividualizar.los elementos yue carscterizsn a los

nucleosomss de HOLLANDE.

4)-Delimi tscién del cuerpo cenmtrsal.

El cuerpo central no presenta membrsns algune que lo delimite
de la regién periférica.kste carfoter,ya sefialsdo por numerosos cité-
logos,sugirié a HIERONYMUS el nowbre de "ndcleo sbierto",para dis-
tinguir el cuerpo central desnudo 6 sin membrana de las algss azu~-
les,del ™ndcleo cerrado" 4 con membrana de los organiswos superiores.

En lss especies estudiadas por nosotros,el cuerpo centrsl,de
contornos irregulares y a veces extendidndose de ums pared iransver-
8:1 a otra,aparsce siempre unido sin solucién de continuidad al ci-

toplaswa perifdrico.

5)=Nbuero de elewentos croméiicos del cuerpo cenmtral.

La estructurs grenular del cuerpo central,no solo se repite a

lo largo del tricome con uns regulsridsd notable,sino que muestrs

csracteres comstsntes en cuénto 3 su ndmero.
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En Microcoleus vsginstus hemos observado 2 y 4 granulasciones cromé-
ticas,msnteniéndose este nimero en un elevsdo porcentsje de cflu-
lgs.

Si bien estos elementos orométicos(grénulos 6 basstones),no pue-
den ser llasmgdos cromosomas,puesto gque no hemos logredo reveler en
ellos le estructurs ni el comportswiento tfpico de los oromosomas
verdaderos,es significative no obatente,les constencie de su némero
y ls distriducién regulsr de 1los mismos a lo largo del tricoma.Su de-
signacién podrfs ser una simple cuestién de terminologfa,aunque oree-
mos como ya fuera indicado en el Cep.lV,que el uso arbitrario de una
terminologfa oreads para estructurss biern definidss,he sido quisé,
una de les ocsusas de lsz confusién reinsnte en las descripciones de
los diversos sutores.Por ello,no los denominaremos crowosomss como

hicieran KOHL,PHILLIPS,O0LIVE,LEE,BHROwN y otros,pero creemos de inte-

rés llamsr ls stencién acercs del nimero y ordenacién de estos ele-
mentos crométicos.

En todss las especlies estudiedas,hemos podido verificaer s tra-
vés de numsrosas yeneraciones,que,pars caeda especie,el nimero de
elementos crométicos del ocusrpo central se mantiene constsnte.En
cufnto s1 ndmero en sf,no es muy elevado:l y 2 condensaciones crowé-

tices en Plectonema Nostocorum y Plectonems purpureum;2 y 4 en M-

grocoleus vsginatus,0scillatoris Grunowiena(forma a),0scillatoria

animelis,Calothrix perieting,y en Phormidium autummale(formwa a);
3y 6 en Phormidium sutummale(formae b) y em Lyngbya Giuseppei;4 &5
y 8 £ 10 en Phormidium autumnale(forma o).
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B-Correlscién entre el ndmero de granuleciones crométicas

Y el espesor de¢l filamento vegetativo.

En slgunes espzcioes(Phoraidium sutumngle Gomont y 0Oscillato-

ris Grunowiuna Gouwont,Cap.IV),hemos encontrzdo hsste tres formas qu(

sistematicamente fueron considersdss oomo una Unics especie.En cam-
bio,el snflisis citolézgico revela en ellaa,difarénoiaa no solamen~-
te en le morfologfs externs(difmetro del filsmento,forma de los dpi-
ces,color)sino tsmbien en la configursoién grenglar del cuerpo cem-
trale.Si estas formas se ordensn en el sentido oreciente del ndmero
de grenulsciomes crowfticas del cuerpo central, es féuil ver,que a
medida gue este ndmero orece,sumenta el difmetro de los filamentos
vegetativos y concomitantemente se modifiocan slgunos caracteres
morfolégicos. |

Si bien no puede heblarse con respecto a lss algas szules de
estados haploides y poliploides,puesto que hasta el presente no ha
sido posible revelar en ellses procesos sexusles ni cromosomas bien
diferencisdos,es notahle la snalogfe entre estas diferentes formas

de Phormidium sutumnsle y Oscillstoris Grunowiasna y los casos de

poliploidfa en los orgsnismos superiores.

C-Condicién de reposo del cuerpo gentral.

No hemos logrado individuelisar estados de reposo del cuerpo
centrsl,entendiendo por tsl estado,la condicién normsl de reposo de

los nécleos bien 4i ferenciados(l).

(1) Los corpdsculos denssmente oromfticos,hombgeneos,observables en

algunes células de Oscillatoria Grunowiana(Cap.lV)y compsrables a 1«
desoriptos por LEE en Stigonems mamillosum cowo estedos de reposo,n:
mostiraron ocsrfoter slguno que permitiera relacionarlos oon los grdm

los oromdticos que presental el ouerpo central de dicha especie.
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Sin embargo,en base a lss ceracterfsticas tan particulares del
ouerpo central de lses lugas mzules,y dado gue en ninguna de las es-
pecies estudiedas fué posible poner un evidencis un elemento cromé-
tico dnico ,que luego por algln mecanismo espevial se resolviera en
los grénulos orométicos que normalmente hemos revelsdo en el ouer-
Po central,creemos que 8e puede asignar la condicién de reposo a
los clementos crométicos que no muesiren indicios de la divisidn
transverssl,que car.cteriza u estos elementos.Este criterio fué apli-

cado en nuestras descripcionss.

En resfmen,nuestrss observuciones nos permiten concluir que el
ouerpo central de las alges szules,zons dénde se condensa la sustan~
0is oromftica bajo formu de grénulos & bastones,en ndmero constante
pers ceda especis y cuyo mecanismo de perticiém trensversal se repi-
te fogalarmgnte & 1o largo del tricoms,representarfa funcionalmente
al nfcleo de los organismos superiores.

Sus atributos morfolégicos difieren fundementelmente de los
asignedos a los ndgleos bien diferenciadoa.En efeoto,el cuerpo oen-
tral de las cianoffcess carece de membrana que lo delimite de la
regién periférica;sus elementos cromdticos no muestran la estructura
tfpica de los cromosomas verdsdsros ni estedos espireméticos,ni fases
de reposo comparables a los desoriptos pars los ndoleos superiores.
Sin embargo,la divisién del cuerpo central precede siempre al clivae-
Jeo de 1la céluls como en los oryanismos mds evolucionados;sus elemen~

tos cromfiicos muestran una configursciln que se mantiene ocon nota-
ble regulsridad,y se distribuyen previa divisién trensversal,en las
oflulas hijas;y ademés,su naturaleza de nucleoprotefna nos autoriza-

rfa a pensar que dicho waterial representa un estado filogenético del

ndcleo.
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Finslmente,en cuénto a la discordsnois entre las estructuras
morfolégioces tan vari.bles descript:s por los diferentes sutores,y
la regulsridad de configurscién de los elementos drométicos del
cuerpo oentral emn todo el wmaterial observado por mosotros-sin que nos
fuera posible poner de menifiesto otro tipo de estruotura—-,resulta
de interés sefalar que los diferentes sutores,por 1o menos en una

especie,coinciden con nosotros.Asf,OLIVE en especies de Oscillato-

ria y Phoruidium ,desoribe un sistems granular comperable al encon-

trado por nosotros,pero oon un nfimero mayor de granplaciones oromé-
ticas(Pl.l, fig.1=6;7-9;32-34) ;PHILLIPS en especies de Oscillatoria
ha observado doa bastones aromfticos gque luego se parten transveraal;
mente(Pl.XXII1I, fig.11;13;14) ;GARDNER en Synechooystis sguatilis,dnios
espeocie @ la cusl el sutor deascribe unm tipo de divisién que designa
ntipo mitético primitivo",seflals un mecanismo que coincide en lfneas
generales oon el que nosotros hewos encontrado(Pl.XXVI,fig.42 y 43);
y SPEARING en especies mo determinedas d¢l género Oscillatoria ,en-
cuentra un grupo de bastones crométicos ordenados longitudinelmente
y en némero sproximadsments constante(5 £ 7),los cucles se dividen
por una simple particién transversal(Pl.XIII,fig.38-49).

La oconfigurscién del cuerpo centrel de estas especies muestra
una notable enalogfa con les descriptas por nosotros y difieren funda
mentalmente d&e la ssigneda por estos miswos suiores a las otras espe;

cies por ellos esthdiadas.

Como "addendum" de este traebajo,hemos realizado um somero estu-

dio oitolégico de uns especie no identificada del género Beggistoa



109

(Bosgiatoaceaa,Thiobaoterinles),oon al objato de comprober s8i en es~

ts especlis,cuys morfologfa externs es muy semejsnte a la de algunss

oilanof{ceans~especiglmente Ozcillatoriademe-,era posible revelar una

eatructura comparubls al ocuerpo central de las alyas agules.
L1 ax%en do numercsos pruparadoa demostré que BLeggiatoa sp.
no puede Ber viuculeda desde el punto de vista citolégico com las

M¥xophyce se,confirmendo ests obaefvac16n los resultedos de GUILLIER-
MOND(1926) .
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Cap.VIII-RESUMEN Y CONCLUSIONLS

1)-Se he estudisdo citologiceusnte la configursciém del cuer-

po centrsl de Microcoleus vaginatus gomont,Phormidium sutumnale

Gowont,0scillatoria Grunowisns Gomont,0scillatoria enimeslis Gowmont,

lyngbys Giuseppei Drouet,Plectonmema purpureuwm Gomont,Plectonems

Noatocorum Gomont,Calothrix parietina Bormet & Flahsult,directa-

wente en los filawentos y en cortes longitudinsles y transversa-
les de 2 £ 3 micrones de espesor. Ademds,se ha reslizado un somero
estudio citolégico de uma especis no determinsda del género Beggia-

tosa.

2)-El materisl recogido em ls natursleza fuf cultivedo em el
leboratorio sobre mezolas de arsna y tierra ostdril y en el medio

de DETMER,previa obtenciénm de los cultivos uni-algsles.

3)-En el estudio citolégico 8e proguré utilizar el mayor nd-
mero de métodos de fijucién y coloraciém,a fin de corroborar la

estabilidad de las estructurss obaervedas.

4)-E1 cuerpo ceniral aparece "in vivo" como una zona de esce-
sa refringencia,que ocupa un gren volduwen celulsr en compsracién

con el citoplesme periférico.

b)-Ln el material fijedo y coloreado,el cuerpo central spare-

ce constitufdo por un "hialoplessms® 6 "sustsncia matrix" y grénu-
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los 6 bastones cromfticos,estos Yltimos con gran afiinidad por los

colorentes nucleares.

6)-Los elementos cromdticos muestran un mecanismo de divisidém
qus 3e repite regularmentes a 1lo largo del tricoma:los grénulos
8e slargan formendo bastones,que luego se afinsn progresivamente
en su perte media hests cortarse. Al mismo tiempo se inicia lg
formacién del tabigue celular que conduce al clivaeje de la cflula.
La divisién del cuerpo central precede siempre al oclivaje ce-

lular.

7)-Le divisién es sparenteuente smitética,§ a lo sumo,podrfa
considerarse como una haplomitosis,en bese & la ordenacién sensi-
blemente parslela de los bastones cromfticos. '

No se hu logrado revelar estados espiremfticos,huso ni fibras
aoromftices. Los elementos cromfticos del cuerpo central no mues-

tran indicios de escisién longitudinal.

8) -Los elementos crométicos del cuerpo central se presentan

en un ndmero constante psre cada especie.

9)-En Phormlidiun sutumngle Gomont se¢ hen encontrado 3 formas

con distinto ndmero de gresnulaciones orowétices en el cuerpo oen-
tral. Lstas formas,sl sSer ordengdes en el sentido Qreoiento del
némero de grénulos oromdticos del ouerpo central,muestran un au-
mento del difustro de los filamentos vegetativos y variaocién de al-
gunos ocarscteres morfolégiocos.Estos hechos presentan una notable

analogfa com los casos de polipléidfa de 1los organismos superio-
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T68.

10)-tn Osgillatoria Grunowiana Gomont se han encontisdo dos

foruas,las c#ales guargen entre sf une relscién anfloga s la des-

oripts ga ihorwodium sutumnals.

11)-¥o hemos enconirsdo estados de reposo semejsntes a los
descrij;tos pars los ndocleeas superiorss.

n nueatras doscripoione§ hemos llamado "cflulss en reposo” a
aquellas ouyos elementos crométicos no wostrsren incicios de divi-

sién.

12)-por su configurecidn,constancia del némero de granulecio-
nes oromfticas,regularidad del wmecsniswo de c¢ivisiém a 1o largo del
tricoma,divisién previs al clivaje de la oflula y neturalesa nucleo-
proteics,oonsidsramos al cuerpo central como representando fumcic-

nalmente el pspel del nfcluo dv loa orzsnismos superiores.

13)~-La colchicine y sulfanil-smida no tienen 8co0idn slyuna so-
bre el cuaerpo centrsl de les slgass asules gue 8o manifieste por una

variacién del némero de granulaciones oromftioces del cuerpo ocemtral.

14) -l estudio oitolégico de Beyxistos ap, no permite vincu-

lar 8 esta tiobacteria OOD las slyas asules,a pesar de la grsm se-
wsjanta en su morfologfs externa conm slgunes 0soillstoriscese.
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LAMINA N¢ 23

Represuctucién esqueufiica,en bese @ las observeciones & la

gémara clera,de la estructure del cuerpo central de las cianoff-

geas esatudiadas.

+1=-H: Microcoleus veginatus Gomont.-Distintos estados de la
divisidn del ocuerpo central.

&

¥ig.2: Bastones cromfticos mds 4 menos paraleloe cue
se afinan progresivamente por su parte media.

Fig.4 y 6: Aspectos observados ccasionalwente.
Fig.6:Cortes trunsversales en ls especie sntarior.
Fig.7:célglas del £pice de un tricoma de M.vaginetus.

Fig.8-9 y 11: Oscillatoris Grunowians Gomont. (Forma 5).-Bsta—
dos de dIvisidn del ocuerpo central.

Fig.9 :Representacién de hormogonios y veinas eff-
:aras que aparecen en los culiivos en medio
quuido .

Fig.1l:Grénulos corométicos densos y homfgeneos,
ubicados en el centro de la célula.

Fig.10,12-13: Oscilletoria Gruuowisns Gomont.(Forwa b).-Grénu-
Toa cromsticos, en nimero de 3 por célula,que for-
man 3 bastones cromfticos los cuales luego se
cortan tremsversalmente.
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LAMINA Ng 24

Hepresentacifn esquewdtics,vn bese & les observaciones a la

cémara olara,de la estructurs del cuerpo central de les cisnoffge¢as

eatudiadas.

Fig.1l-5: Phormidium autumnele Gomont.(Forma a).-Estados de divi-
810n del cuerpo central.

Fig.l y 3:En la Fig.l se observan 2 bastones cromdticos
wfs 6 menos paralelos,por cflula,los cuales 8se
formun @ partir de los grérulos crouméticos in-
dicedos en la Fig.3-.

Fig.2:Aspecto de los cortes transversales.

Fige4 y 5:Granulsoiones cromfticaes,en nduero de 4,que re-
sultan de la particidn de los bastones cromdti-
co8 indicados en la Fig.l-.

Pig.6-9: Phormidium sutumnsle Gomont.(¥orma b) .- Divisién del
CUerpo central(Fig.0-7 y 9) y sspecto de los cortes trans
versales(Fig.8).

Fig.10-13: Phormidium autuansle Gomont.(Forms c).- Divisién del
cuerpo central..l ntwero de granulscionzs crométicas ve
r{a entre 4-5 y 8-10-.
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LALINA N2 25

Representacién esquemdtica,en busc @ lus obsscrvaciones a la

céwara clara,de la estructura del cuerpo central de las cismoffceas

estudiadas.

Fig.l: Oscillatoriu animslis Gowont.-Y¥ilumentos crométicos que se
extienden casl de una pared transversal 2 otre,los cusles
se ofinen progresivamente en la parte wmedia haste corier-
S6e

Fige.2 y 3: Plcctonema purpureum Gouwont.-listacos de divisién del
ocuerpo central.

Fig.4 y b: Plectonsms Nostocorum Gomont.-Particién del cudrpo cen
iral,con aspecto anilogo al de Pl.purpureum.

Fig.6-11: calothrix arieting Born.& Flah.-Diversos estados dal
proceso de divisidn del cuerpo cantiral.

Filz.12: bya Giuseppel Drouet.-Cuerpo cenirsl discoidal,con 3

— ‘grinulos cromEEicos,los cusles originan 3 bastones cortos
y densos que a su vez,por particién transversal,forman 6
granuleciones crométicas.
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